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PALABRAS CLAVE Resumen

Status epilepticus; Introduccion: El status epilepticus (SE) es un tipo de actividad epiléptica que causa atrofia
Cerebelo; cerebelar y pérdida de células de Purkinje en humanos y en animales de experimentacion. El
Acido cerebelo es una region con alto contenido de acido y-aminobutirico (GABA) y glutamato, y algu-
vy-aminobutirico; nos estudios refieren cambios en su concentracion después de las convulsiones. Sin embargo,
Glutamato hasta la fecha no existen estudios que hayan analizado su efecto en diferentes regiones cere-

belares en ratas en desarrollo. El objetivo del presente estudio fue realizar un curso temporal
del efecto del SE inducido en ratas Wistar de 14 dias de edad (P14) sobre el contenido tisular

de GABA y glutamato en el vermis y los hemisferios cerebelares.

Métodos: EL SE se indujo con el modelo de litio-pilocarpina; las ratas control se inyectaron con
salina. Seis h, 24 h o 30 dias después del inicio del SE o de la aplicacion de solucion salina,
las ratas se anestesiaron y decapitaron, se extrajo su cerebelo y se separaron el vermis y los
hemisferios. Las ratas de ambos grupos se anestesiaron y decapitaron, se extrajo su cerebelo y
se separaron el vermis y los hemisferios. Ambas regiones se homogeneizaron (acido perclorico
0,1 M conteniendo metabisulfito de sodio 4mM) y centrifugaron, y el sobrenadante se empleo
para cuantificar la concentracion tisular de GABA y glutamato por cromatografia de liquidos de

alta resolucion acoplada a un detector fluorométrico.

Resultados: El SE no modificé la concentracion de GABA y glutamato a los diferentes tiempos

de analisis ni en el vermis ni en los hemisferios cerebelares.

Conclusiones: El cerebelo en desarrollo es resistente a los cambios neuroquimicos a corto y

largo plazo producidos por el SE.
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Time course of the effect of status epilepticus induced in the developing rat on
v-amino butyric acid and glutamate cerebellar concentration

Introduction: Status epilepticus (SE) is an epileptic condition that can cause cerebellar atrophy
and loss of Purkinje cells in both humans and research animals. Cerebellum is a region rich in
v-aminobutyric acid (GABA) and glutamate, and some studies have shown that their concen-
trations may be altered after convulsions. However, there are no studies showing the effect of
seizures on different cerebellar regions in developing rats. Time course of the effect of status
epilepticus induced in the developing rat on y-amino butyric acid and glutamate cerebellar

Methods: SE was induced using the lithium-pilocarpine model; control rats were injected with
saline solution. At 6 h, 24h, and 1 month after SE o saline injection, rats were anaesthetised
with pentobarbital and decapitated, and cerebella were extracted. The vermis and hemispheres
were dissected and homogenised in 0.1 M perchloric acid containing 4 mM sodium bisulfite.
Homogenates were centrifuged and supernatant was used to quantify GABA, and glutamate
tissue concentrations by HPLC coupled with fluorometric detection.

Results: SE did not alter GABA and glutamate tissue concentration in the cerebellar vermis and

Conclusion: The developing rat cerebellum is resistant to both short- and long-term neuroche-

© 2016 Sociedad Espafola de Neurologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/
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Introduccion

Recientemente la Liga Internacional contra la Epilepsia
propuso una nueva definicion para el status epilepticus
(SE), definiéndolo conceptualmente como un trastorno que
resulta ya sea de una falla en los mecanismos responsa-
bles de la terminacion de las crisis o de la iniciacion de
mecanismos que conducen a crisis anormalmente prolon-
gadas. Este trastorno tiene consecuencias a largo plazo,
incluyendo muerte neuronal, dano neuronal y alteracion de
las redes neuronales, dependiendo del tipo y de la duracion
de las crisis'. El SE es considerado la forma mas extrema
de una crisis? y su incidencia en la poblacién varia conside-
rando diferentes factores, incluyendo la edad, la etnicidad,
la genética y el estatus socioeconémico’. Lo cierto es que
al considerar los resultados obtenidos en 5 estudios epide-
miologicos realizados en poblaciones especificas en Europa
y los Estados Unidos, se observé una mayor incidencia de
SE convulsivo en nifios menores de uno o 5 afos de edad®.
Lo anterior hace a esta poblacion pediatrica importante-
mente vulnerable a este tipo de actividad epiléptica y a sus
consecuencias.

El cerebelo es una estructura cuyo desarrollo se ini-
cia durante el periodo embrionario temprano y finaliza
posnatalmente*®. Participa en funciones como el equili-
brio, el control del movimiento y postural, y el aprendizaje
motor>®, aunque recientemente también se ha destacado
su participacidon en las conductas sexual’’ y adictiva'®. A
diferencia de otras enfermedades del sistema nervioso cen-
tral, tales como las ataxias y el autismo'"'?, el cerebelo
no es una region clasicamente relacionada con la epilepsia.

Sin embargo, varios estudios muestran que la modulacion
de la funcion cerebelar puede tener efectos antiepilépti-
cos o anticonvulsivantes'>'®, Ademas, se ha demostrado que
pacientes con epilepsia o que presentaron SE muestran atro-
fia cerebelar'”? y pérdida de células de Purkinje?'2*, y este
efecto ha sido también observado utilizando modelos expe-
rimentales de epilepsia?*?°. El cerebelo es una region rica
en aminoacidos, principalmente el acido y-aminobutirico
(GABA) y glutamato, pues las células de Purkinje y las gra-
nulares (las mas abundantes en el cerebro) los emplean
como neurotransmisores inhibitorio y excitatorio, respecti-
vamente, para integrar la informacion que entra y sale de
este?’.

Las consecuencias de la actividad epiléptica en la neuro-
quimica cerebelar han sido poco exploradas, sobre todo en
el cerebro en desarrollo. Se sabe que las crisis hipertérmicas
inducidas en ratas de 10 dias de edad promueven una dismi-
nucion en la concentracion de GABA, taurina y alanina, asi
como un aumento del acido aspartico en el cerebelo com-
pleto, 24 h después de las convulsiones?®. EL SE producido en
ratas de 14 dias de edad no modificé la concentracion tisu-
lar de GABA ni de glutamato cerebelar cuando se analizaron
24 h después de las convulsiones?”. Considerando la eviden-
cia anterior, resulta importante evaluar si inmediatamente
después del SE, o bien a largo plazo, pueden observarse
cambios en la concentracion de estos neurotransmisores.
El objetivo del presente estudio fue realizar un curso
temporal del efecto del SE inducido con el modelo de litio-
pilocarpina en ratas en desarrollo sobre la concentracion
tisular de GABA y glutamato en el vermis y los hemisferios
cerebelares.
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Métodos
Sujetos experimentales

Se emplearon 36 ratas de la cepa Wistar de ambos sexos
y de 14 dias de edad posnatal (P14) al momento de indu-
cir las convulsiones (peso corporal de 25-30¢g), las cuales
fueron criadas en el bioterio del Centro de Investigaciones
Cerebrales de la Universidad Veracruzana. El dia de naci-
miento fue considerado como el dia posnatal cero (PO0).
Las crias se mantuvieron con sus madres (hasta el final del
experimento o hasta el dia del destete durante el dia pos-
natal 21, segun el caso) en cajas de acrilico transparente
(15 x 24 x 37 cm). En el caso de las ratas adultas, se emplea-
ron solo machos, los cuales se alojaron en cajas colectivas
de acrilico (20 x 30 x 50cm). En todos los casos, las ratas
se mantuvieron en condiciones de temperatura y hume-
dad ambientales, con ciclos luz-oscuridad normales de 12h
(8:00 a 20:00 h) y con libre acceso a agua y alimento. Todos
los experimentos se realizaron bajo los lineamientos éticos
nacionales e internacionales indicados en la Norma Oficial
Mexicana para el uso y cuidado de animales de investigacion
(NOM-062-200-1999), asi como en la guia de cuidado y uso
de animales de laboratorio del National Research Council
version 2011.

Grupos experimentales

Las ratas se dividieron en 6 grupos experimentales. Una
vez inducido el SE, las ratas se eutanizaron 6h, 24h o 30
dias posteriores al evento epiléptico; los grupos control (sin
convulsiones) se manipularon y eutanizaron a los mismos
tiempos indicados que los grupos con SE (n=6 por grupo).

Induccion del status epilepticus con
litio-pilocarpina

Las ratas se inyectaron con cloruro de litio (3 mEq/Kg, i.p.)
durante el dia posnatal 13, y 20h después, durante el dia
posnatal 14, se indujo el SE mediante la administracion de
clorhidrato de pilocarpina (100 mg/kg, s.c.). La manifesta-
cion conductual del SE fue monitorizada segun la escala de
Haas et al.*° y solo aquellos animales que lo desarrollaron se
incluyeron en el estudio. Los grupos controles fueron inyec-
tados con cloruro de litio y solucion salina. Todas las ratas se
rehidrataron con solucion salina glucosada (5%) 7 h después
del inicio del experimento (1ml, s.c.) e inmediatamente
regresaron con su madre. Este tiempo se eligié porque las
convulsiones ya habian cesado en las ratas con SE. El tiempo
de separacion de las crias y sumadre fue similar en los grupos
control y SE.

Procesamiento del tejido

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sodico
(60mg/kg, i.p.), se decapitaron e inmediatamente des-
pués se extrajo el cerebelo en frio (aproximadamente 4°c
utilizando hielo frappé), y se separaron el vermis y los hemis-
ferios (ambos hemisferios se procesaron conjuntamente).

Posteriormente, el tejido cerebelar se homogeneizé mecani-
camente adicionando 30 .l de acido perclérico 0,2 N (HCLO4,
Baker) y metabisulfito de sodio (Baker, S-1516) por cada
10mg de tejido. Los homogeneizados se centrifugaron a
10.000rpm durante 20min a 4°C y los sobrenadantes se
recolectaron y se filtraron (filtros HV de 0,45 pm tamafho
de poro, Milipore). Los filtrados y el sedimento se alma-
cenaron a —70°C hasta que se realizd la cuantificacion de
aminoacidos y de proteinas.

Determinacién del contenido tisular
de aminoacidos por cromatografia
liquida de alta resolucion

La separacion y cuantificacion de GABA y glutamato en
los hemisferios y el vermis cerebelares se llevaron a cabo
considerando el procedimiento descrito por Luna-Munguia
et al.3". Se empled un sistema de cromatografia de liquidos
de alta resolucion acoplado a un detector de fluorescencia
(Waters modelo 474), asi como una precolumna Nova-Pack
C18 (4wm-60A [3,9 x 20]) y una columna de fase reversa
Nova-Pack C18 (4 wum-60A [3,9-150]). El detector de fluores-
cencia opero a una longitud de onda de excitacion de 360 nm
y una longitud de onda de emisién de 450 nm. La determi-
nacion de aminoacidos se realizd preparando una dilucion
del sobrenadante (1:250-1:450), para posteriormente mez-
clar 20 p.l de la muestra con 6 .l del agente derivatizante, e
inyectar esta mezcla manualmente (25 pl) al cromatografo
2min después de iniciada la reaccion. El agente deriva-
tizante se preparé mezclando 4,7 mg de o-ftaldialdehido
(OPA), 94 pl de metanol, 0,874 ml de tetraborato de potasio
0,4M y 8,8 ul de 2-g-mercapto etanol 0,116 M. La separa-
cion cromatografica se realizo utilizando un sistema binario
de gradiente. La fase movil A consistio en una solucion amor-
tiguadora de acetato de sodio 40 mM en metanol al 10 (pH
a 6,7). La fase movil B consistié en una solucion amortigua-
dora de acetato de sodio 8 mM y metanol al 80% (pH 5,7).
El perfil de elusién se realizé como se describe a continua-
cion: a 0min 77% A, 23% B; 1 min 55% A, 45% B; 6,5 min 30%
A, 70% B; 11-13min 3% A, 97% B; 16 min 77% A, 23% B. El
flujo se mantuvo a 0,5ml/min. La concentracion tisular de
GABA y glutamato se determind por medio de un analisis de
regresion lineal utilizando el sistema Milenium (Waters®), a
partir de una curva de calibracion (100, 300 y 500 ng/ml) de
un estandar externo de GABA y glutamato. La concentracion
de aminoacidos se expreso en pg/mg de proteina.

Cuantificaciéon de proteinas por el método
de Bradford

La cuantificacion de las proteinas se realizd con la téc-
nica de Bradford (Quick Start Bradford 1x Dye Reagent,
Biorad) utilizando el sedimento remanente en los homoge-
neizados cerebelares. Para este fin, se prepard una curva
estandar con albumina sérica bovina (Sigma). La absorbancia
se determind a una longitud de onda de 595nm utili-
zando un lector de microplacas (Molecular- Devices, Spectra
Max 190).
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Concentracion tisular del acido y-aminobutirico (GABA) en los hemisferios y el vermis cerebelares después del status

epilepticus (SE). En el panel de la izquierda se muestra el curso temporal de la concentracion de GABA después del SE. En el
panel medio se presenta el efecto del tratamiento, ya sea control o SE, en la concentracion tisular de GABA, independientemente
del tiempo de analisis. En el panel de la derecha se indica la concentracion de GABA a los diferentes tiempos de analisis consi-
derando ambos grupos experimentales. Las barras representan la media & EEM de la concentracion de glutamato (n=6 por grupo

experimental). "p <0,05.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con una ANOVA de 2 vias para
grupos independientes teniendo como factores el trata-
miento (control y SE) y el tiempo de evaluacién (6h, 24h y
un mes) y siendo las variables respuestas la concentracion de
los aminoacidos. Se empled la prueba de Tukey de compara-
cion maltiple para identificar diferencias entre los factores.
El analisis estadistico y las graficas se realizaron con el
programa GraphPad Prism version 5.0. Los resultados se
representan como la media % el error estandar de la media
(EEM) y se considero un nivel de significacion menor a 0,05.

Resultados

Todas las ratas del estudio presentaron SE con una dura-
cion de 5 a 6h. La severidad maxima de las convulsiones
correspondi6 al nivel 5, pues las ratas presentaron crisis
generalizadas caracterizadas por mioclonus bilateral de las
extremidades anteriores y postura de canguro, ya sea con
pérdida o no de la postura.

El analisis de varianza de 2 vias mostré que existen dife-
rencias en el contenido tisular de GABA en los hemisferios
considerando el tiempo de analisis (F,30) = 4,47; p=0,0199),
pero no debido a la induccion del SE (F,30)=0,645;
p=0,4282) o a la interaccion entre el SE y el tiempo
de evaluacion (F(,30=0,651; p=0,5299). Un efecto simi-
lar se observo en el vermis, pues el analisis estadistico
identifico diferencias en la concentracion tisular de GABA
debido al tiempo de analisis (F,30)=3,5; p=0,0430), pero
no debido al SE (F1,30) = 0,010; p=0,9190) ni a la interaccion
entre la induccion del SE y el tiempo transcurrido hasta el

analisis (F(,30)=0,749; p=0,4813). La prueba post hoc mos-
troé que existe una mayor concentracion tisular de GABA en
los hemisferios (p<0,05) y el vermis (p <0,05) evaluados a
las 24 h con respecto al periodo de 6 h (fig. 1).

Con respecto al glutamato, el analisis de varianza de
2 vias mostré diferencias en el contenido tisular de este
aminoacido en los hemisferios cerebelares considerando el
tiempo de analisis (F1,30=4,37, p=0,0216), pero no debido
a la induccion del SE (F 1,30 =0,556; p=0,4615) o a la inter-
accion entre el SE y el tiempo de evaluacion (F,30)=0,710;
p =0,4995). La prueba post hoc mostré que existe una menor
concentracion tisular de glutamato en los hemisferios eva-
luados a las 6 h con respecto al analisis realizado un mes
después (p <0,05). La concentracion tisular de glutamato en
el vermis cerebelar no se modificé debido al tiempo de anali-
sis ( 2,300 = 2 67 p= 0 0855) nial SE (F(1y30) = 371, p= 0,5473)
y no se detect6 ninguna interaccion entre estos 2 factores
(F(2,30)=0,44; p=0,6481) (fig. 2).

Discusién

Los resultados de este estudio muestran que el SE inducido
en ratas de 14 dias de edad no modifica, de forma aguda ni a
largo plazo, la concentracion tisular de GABA y glutamato en
el cerebelo, ya sea a nivel del vermis o de los hemisferios.

Las causas y consecuencias del SE han sido estudiadas
en gran medida empleando modelos experimentales que
mimetizan este tipo de actividad epiléptica. El modelo de
litio-pilocarpina utilizado en este estudio, se ha empleado
para estudiar el SE durante el desarrollo ya que repro-
duce las manifestaciones motoras y causa dano neuronal
en diversas regiones cerebrales’?3>. Los hallazgos aqui
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Concentracion tisular de glutamato en los hemisferios y el vermis cerebelares después del status epilepticus (SE). En el

panel de la izquierda se muestra el curso temporal de la concentracion de glutamato después del SE. En el panel medio se presenta
el efecto del tratamiento, ya sea control o SE, en la concentracion tisular de glutamato, independientemente del tiempo de analisis.
En el panel de la derecha se indica la concentracion de glutamato a los diferentes tiempos de analisis considerando ambos grupos
experimentales. Las barras representan la media + EEM de la concentracion de glutamato (n=6 por grupo experimental). "p <0,05.

presentados evidencian que la neuroquimica GABAérgica y
glutamatérgica cerebelar en la rata en desarrollo no es dra-
maticamente afectada por un trastorno tan agresivo como lo
es el SE, ya sea inmediatamente luego de las convulsiones,
un dia después durante la etapa postictal o a largo plazo.
Pocos estudios han evaluado las consecuencias del SE en
la concentracion extracelular de aminoacidos cerebelares.
Previamente se reporto que el SE inducido en ratas de 14
dias de edad no modificd la concentracion tisular de GABA
ni de glutamato en el vermis y los hemisferios cerebelares,
pero si aumento los niveles tisulares de alanina, taurina y
glutamina en los hemisferios al ser evaluados 24h después
de las convulsiones. Este efecto fue acompanado de una
ausencia de cambios en la union de radiologando a los recep-
tores GABA, en el vermis cerebelar?’. Se sabe que las crisis
hipertérmicas producidas en ratas de 10 dias de edad pro-
mueven un aumento de aspartato en el cerebelo completo,
mientras que la concentracién de otros aminoacidos, como
el GABA vy el glutamato, disminuye un dia después de las
convulsiones?®. El hecho de que el SE no promueva cambios
en la concentracion tisular de GABA y glutamato sugiere que
el cerebelo en desarrollo presenta resistencia a los cambios
producidos por las convulsiones, aun si estas se presentan
durante varias horas. Lo anterior puede ir de la mano con
los cambios propios del desarrollo del cerebro de larata 'y su
neuroplasticidad®®. De hecho, se sabe que el SE produce en
la rata dano neural con un patrén anatomico y de una inten-
sidad diferente dependiendo de la edad a la cual se induzca;
asi mismo, una menor proporcion de ratas presentan crisis
epilépticas espontaneas debido al SE cuando este se induce
en ratas de 2 semanas de edad en comparacion con aquellas
de 3 0 4 semanas de vida®.

Los resultados mostraron que la concentracion tisular de
GABA, tanto en los hemisferios como en el vermis cerebelar,

resulté mayor cuando se evalu6 24 h después de las convul-
siones, o de la manipulacion con solucion salina en el caso
de las ratas control, es decir, cuando las ratas tenian 14 dias
de edad, que 6 h después de la recoleccion de las muestras,
es decir, cuando las ratas tenian 13 dias de edad. Mientras
tanto, la concentracion tisular de glutamato fue mayor un
mes después del SE o de la manipulacion en comparacion
con las muestras obtenidas a las 6 h. Estos hallazgos sugie-
ren que los cambios pueden deberse al proceso propio de
maduracion del cerebelo de la rata, pues se sabe que posna-
talmente y hasta alrededor de los 25 dias de edad existe una
prominente tasa de proliferacion celular y neurogénesis®’.
Ademas, se sabe que las sinapsis GABAérgicas se forman
durante la segunda y tercera semanas de vida®.

En conclusion, el presente estudio mostré que el SE
producido en ratas de 14 dias de edad no modifica la con-
centracion tisular de GABA ni de glutamato, ni a corto ni
a largo plazo, en el vermis o los hemisferios cerebelares,
efecto que puede deberse a la neuroplasticidad propia de
esta region del encéfalo.
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