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Resumen

Antecedentes: el Status Epilepticus (SE) es un evento agudo y constituye una emergencia neuroldgica
que requiere tratamiento rapido y eficaz con el fin de evitar dafio neuronal. Es frecuente que
después de un periodo de SE, hayan alteraciones estructurales y funcionales en redes neuronales
que culminan con la aparicién de crisis convulsivas espontaneas. Dentro de las estructuras que
se afectan esta el sistema limbico y en particular la amigdala del I6bulo temporal y el hipocampo.
Otra estructura que se afecta después del SE es el tdlamo que es considerado modulador de
las crisis convulsivas, y esta involucrado en la fisiopatologia de crisis convulsivas tipo ausencias.
Objetivo:  estudiar que los nucleos talamicos estan afectados después de inducir SE por la
administracion de pilocarpina en ratas sometidas a diferentes tiempos de duracién del SE.
Material y métodos: valorar los nucleos talamicos con presencia de focos hemorrdgicos
macroscopicos, después de 1, 2, 3y 4 hs PosSE.

Resultados: los 5 nlcleos talamicos que tuvieron focos hemorrdgicos independientemente del
tiempo de duracion del SE, fue el posterior, el reticular, el ventrolateral, el ventroposterolateral y
el ventroposteromedial. Observamos también que los animales mostraron deficit motor que se
correlaciond con la duracion del SE, es decir el defict motor fue mayor en los animales que tuvieron
4 hs de SE.

Discusiony conclusion: Los focos hemorrdgicos observados pueden corresponder a microsangrados
por ruptura de vasos sanguineos de pequefio calibre, que posiblemente condicionen el déficit
motor y diversos cambios en la red neuronal.
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Epilepticus by pilocarpine

Original article

Abstract

Background: the Status Epilepticus (SE) is an acute event and constitutes a neurological
emergency that requires rapid and effective treatment in order to avoid neuronal damage.
It is common that after a period of SE there are structural and functional alterations in neural
networks that culminate with the appearance of spontaneous seizures. Within the structures that
are affected is the limbic system and in particular the amygdala of the temporal lobe and the
hippocampus. Another structure that is affected after the SE is the thalamus that is considered
modulator of seizures, and is involved in the pathophysiology of seizures type absences.
Objective: to study that thalamic nuclei are affected after inducing SE by the administration of
pilocarpine in rats subjected to different times of duration of the SE.

Material and methods: Assess the thalamic nuclei with presence of hemorrhagic foci macroscopic,
after 1, 2, 3 and 4 hs PosSE.

Results: the five thalamic nuclei that had hemorrhagic foci regardless of the duration of the SE were
the posterior, the reticular, the ventrolateral, the ventroposterolateral and the ventroposteromedial.
We also observed that the animals showed motor deficit that was correlated with the duration
of the SE, that is to say, the motor defict was higher in the animals that had more hours of SE.
Discussion and conclusion: the observed hemorrhagic foci may correspond to microbleeds due to
the rupture of small blood vessels, which possibly condition the motor deficit and several changes
in the neural network.
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Introducciéon

El Status Epilepticus (SE)
una emergencia neurolégica asociada con
complicaciones agudas que determinan
alteraciones tanto funcionales como morfoldgicas

es con frecuencia Eltalamo es unimportante modulador de las Crisis
Convulsivas (CC) y se afecta severamente en los
modelos de epilepsia experimental en los que se

utilizan agonistas colinérgicos; sin embargo, los

que culminan con la aparicion de epilepsia crénica.
El proceso de epileptogénesis que inicia con el SE
alin no esta bien entendido. Es frecuente asociar
dafio severo de estructuras encefdlicas con la
aparicion del SE y lesiones mas severas después
del SE. Dentro de estas estructuras estan algunos
nucleos taldmicos y estructuras del sistema limbico.

circuitos neuronales involucrados en las crisis se
han estudiado mas en el hipocampo.

Existen diferentes estudios enlos que se analizaronlas
lesiones de distintos nucleos talamicos después de
diversos tiempos de SE, provocado por diferentes
drogas como: flurothyl, pilocarpina, acido kainico o
litio-pilocarpina
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Estas lesiones se observan y se caracterizan en
funcion de los distintos tiempos que dura el SE, en
el momento que se estudia el cerebro después del
SE (posSE).

Se han observado en el andlisis histoldgicos de cerebros
de ratas con diferentes tiempos posSE (1 a 95 dias)
con litio-pilocarpina ® que lo caracteristico de la
lesién es que a mayor tiempo posSE la lesion
muestra mineralizacion, es decir presencia
de calcio, magnesio y hierro principalmente.

Objetivo

En el presente estudio nos interes¢ valorar la
presencia de lesiones talamicas, en la etapa
aguda de ratas a las que se les provocé SE
durante 1, 2, 3 y 4 hs. con pilocarpina, y de
manera macroscoépica se pudo identificar qué
nucleos talamicos estan mas involucrados.

Material y métodos

Se trata de un trabajo experimental descriptivo
de ciencia basica en el cual no se incluyen
pacientes. En este estudio se utilizaron cincuenta
ratas macho de la cepa Wistar, de 46+2 dias de
edad y peso de 171+10g. El trabajo se llevd a
cabo en el Laboratorio de Neurofisiologia de la
Facultad de Medicina de la UNAM. El estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de la Institucion,
de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999 para el manejo de los animales de
experimentacion. Se hicieron todos los esfuerzos
posibles para minimizar el numero de animales
usados. Los animales se mantuvieron en cajas de
plastico de manera independiente con libre acceso
a comida y agua, en un ambiente confortable en
cuanto temperatura y humedad. Los animales se
clasificaron en cinco grupos (n = 10): control, 1 hs,
2 hs,3hsy 4 hs de duracion del SE. Para reducir
los efectos periféricos colinérgicos se les aplico
bromuro de atropina (1Tmg/Kg s.c) (Sigma-Aldrich,

St Louis, MO, USA) y treinta minutos después se
les inyectd la pilocarpina (350 mg/Kg i.p., Sigma
aldich) para inducir el SE agudo en todos los
animales, excepto al grupo control al que sélo se
le inyectd solucién fisiolégica en la misma cantidad
de volumen que la pilocarpina, también por via
intraperitoneal.

Las CC se clasificaron de acuerdo con la escala de
Racine '. En esta escala se considera el Estadio
temprano 1y 2 asociado con actividad facial y oral
(fasciculaciones y masticacién). En el estadio 3 hay
crisis en estructuras mas distales, crisis clénicas
en las patas delanteras. En el estadio 4 hay crisis
generalizadas, con clonus y rearing (movimiento
clonico de las patas delanteras estando en
posicion erecta) y finalmente el estadio 5 en el
cual hay rearing y caida grave, crisis ténico-clénicas
generalizadasy pérdida del control de la postura. El
inicio del SE, se considerd que cuando los animales
de experimentacién presentaron el estado 5. Para
atenuar la severidad del SE; y por ende reducir
la mortalidad, se les aplicd diazepam (5 mg/kg)
a los 45 min después de haber iniciado el SE.
Una vez concluido el tiempo de duracion del
SE (1, 2, 3y 4 hs.), a cada uno de los animales
se les aplicd una dosis eutanasica (60mg/kg)
de pentobarbital sédico, y se procedid con la
perfusion a través de la aorta, con solucion salina
(0.9%) seguida de fijador frio (10% formaldehido).

Los cerebros fueron removidos, mantenidos en el
mismo fijador, y almacenados a 4°C. Después de
24 h se realizaron cortes coronales de 300um de
espesor con un vibratomo (Vibroslice 752; Campden
Instrument Ltd. Lafayette, USA). Las rebanadas en
las que se observaron lesiones macroscopicas
que definimos como focos hemorrdgicos por
Su apariencia a simple vista se relacionaron
con las correspondientes 10 laminas del atlas
estereotaxico del cerebro de rata de Paxinos vy
Watson'© y que estuvieron distribuidas segun
las coordenadas siguientes: -2.16, -2.40, -2.64,
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-3.12, -3.24, -348, -3.72, -4.20, -4.44 y -4.56 mm
con respecto a Bregma. Estas rebanadas se
fotografiaron y digitalizaron para realizar el analisis
especifico con acetatos impresos sobrepuestos en
el corte coronal correspondiente. Una vez que se
contabilizé el nUmero de veces que cada estructura
mostré foco hemorrdgico se elaboré el histograma
de distribucion de frecuencias respectivo, de
acuerdo con el tiempo de duracion del SE.

Para valorar el déficit motor que presentaron
los animales se utilizd la escala de Berderson'
modificada, la cual sefiala que: El estado normal
corresponde al grado O en el cual el animal
esta sin ningun tipo de déficit motor. El estado
moderado o grado 1 pertenece a los animales
que presentan una extremidad posterior

hiperextendida, flacida y sin movimiento y el
estado severo o grado 2 incluye a los animales
que tienen ambas extremidades posteriores
hiperextendidas,

flacidas 'y sin movimiento.

Resultados

Todos los animales presentaron el estadio 5 de
Racine a los 42+18 min después de la inyeccion de
la pilocarpina. Los cortes coronales de los cerebros
de las ratas control no mostraron focos hemorrdgicos
0 lesiones macroscopicas evidentes (figura 1B).

Los de las ratas de 1 hs de duracién de SE (1hs-SE)
tuvieron focos hemorrdgicos enlos nucleos taldmicos
Posterior (Po), Reticular (Rt), Ventrolateral (VL),
Ventroposterolateral (VPL) y Ventroposteromedial
(VPM) en el hemisferio cerebral derecho, izquierdo
o0 en ambos (figura 1C). En los cortes de 2 hs
(figura 1D), 3 hs (figura 1E) y 4 hs-SE (figura 1F) se
observaron focos hemorrdgicos enlos nucleos Po, Rt,
VL, VPL, VPM, ytambién en los nlcleos Dorsal Lateral
Geniculado (DLG), en el Latero-Dorsal parte Ventro-
Lateral (LDVL) y en la radiacion superior talamica
(str) unilateral (derecho o izquierdo) o bilateral.

Figura 1. En A se muestra, como ejemplo,
el esquema correspondiente al nivel de
Bregma -3.12 mm del atlas estereotaxico
de Paxinos , et al.'”? que se utilizd para
identificar las estructuras taldmicas con

focos hemorragicos. Se presentan también
cortes coronales del cerebro B: control y
representativos con focos hemorragicos
que se observaron a diferentes tiempos de
SE. C: Ths-SE, D: 2hs-SE, E: 3 hs-SE, F: 4 hs-
SE. Abreviaturas: (A): VPM = nlcleo taldmico
ventroposteromedial, VPL = nucleo talamico
ventroposterolateral, Po = nucleo talamico
posterior, VL = nucleo talamico ventrolateral,

Rt = ndcleo reticular, y LDVL = nucleo
laterodorsal parte ventrolateral. Los cortes
del cerebro fueron de 300p de grosor.
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La frecuencia de distribucion de las diferentes
estructuras, en funcion del tiempo de duracién del
SE (1, 2, 3y 4 hs), con focos hemorrdgicos se ilustra
enla figura 2.

Focos hemorragicos (frecuencia)

Po Rt VL VPL VPM DLG LDVL str

NUcleos talamicos

Figura 2. llustra las estructuras talamicas que con mayor
frecuencia mostraron focos hemorrdgicos con relacion a
los diferentes tiempos de SE (1, 2, 3, 4 hs-SE) VPM = nlcleo
taldamico ventroposteromedial, VPL = nlcleo taldmico
ventroposterolateral, Po = nucleo taldamico posterior, Rt =
nucleo talamico reticular. VL = nucleo taldmico ventrolateral.
Otros nucleos talamicos en donde se observaron focos
hemorragicos menos frecuentes fueron: DLG = nucleo
geniculado dorso lateral, LDVL =nucleo talamico laterodorsal
parte ventrolateral y el str = radiacién taldmica superior.
Elinserto indica los diferentes tiempos de duracion del SE.

El 42.5% de los animales presentd déficit motor,
de acuerdo con la escala de Berderson modificada,
con latencia promedio de 82.8 +63.8 min de
iniciado el SE. Observamos que 2 de las ratas de 1h-
SE tuvieron déficit motor grado 1. Los animales de
2 hs-SE con déficit motor fueron 4, 3 de los cuales
con grado 1y uno con grado 2. Los de 3 hs-SE
con déficit motor fueron 5 animales, 3 con grado
1y 2 con grado 2. Mientras que los de 4 hs-SE
fueron 6 animales, 5 con grado 1y 1 con grado 2.
El déficit motor involucré a mas animales
mientras mayor fue el tiempo de duracion del SE.

Discusién

Los principales hallazgos de nuestro estudio
son: 1. cinco principales nucleos talamicos (Po,
Rt, VL, VPL y VPM) mostraron focos hemorragicos,
independientemente del tiempo de duracion del SE
y 2. presencia de déficit motor de las extremidades
posteriores en el 42.5% de las ratas con SE.
Respecto a los nucleos taldmicos con  focos
hemorrdgicos, podemos decir que este es el primer
estudio que reporta estas lesiones en etapas
agudas del SE en estructuras taldmicas especificas.
Sloviter'" en un estudio publicado en el 2005 reporto
hemorragias aparentes en hipocampo, talamo vy
cortezas temporales, a los 3 dias después, mientras
realizaron los cortes coronales de cerebros de ratas
sometidas a SE por la administracion sistémica de
acido kainico o pilocarpina.

Regnier, et al.,, 2010, 72 hs después de inyectar
directamente carbacol en el nucleo VPL y formacion
reticular taldmica, observaron macroscépicamente
edema y microhemorragias dispersas a lo largo del
eje amigdaloalocortical en sentido rostrocaudal.
Otros  estudios reportan lesiones  focales
hemorragicas microscopicas, como el de Biagini, et
al,'“ quienes estudiaron, después de una semana,
la influencia de la lesion vascular en la afectacion de
las conexiones de la corteza entorrinal y el area CA3
en ratas con diferentes tiempos de duracion de SE
por pilocarpina. Con azul de toluidina observaron
lesion focal hemorragica localizada en el centro del
estrato lacunoso molecular de CA3 con presencia
de eritrocitos extravasados perivasculares, y en el
area de CA3 donde hubo mayor pérdida neuronal
también notaron ramas vasculares dilatadas
rodeando el area de la microhemorragia. Fuera
de la zona del hipocampo, reportaron que las
microhemorragias siempre estuvieron presentes
en el hipotalamo, en el talamo y a veces en el
septum y en el estriado. Asimismo, en el estudio
realizado por Lucchi, et al., ' se establece que los
mecanismos de isquemia-hipoxia secundarios
al SE gufan la disfuncién del hipocampo.
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Con Imagenes de Resonancia Magnética mostraron
disminucion del flujo sanguineo en las laminas
profundas (V y VI) de la corteza somatosensorial
después de 2 hs. de SE-pilocarpina, y los trayectos
vasculares revelaron disminucion en el diametro de
los vasos sanguineos. Este dato también lo reporta
Fabene, et al.", Lucchi, et al.”, refirieron que
dichos cambios vasculares y del flujo sanguineo se
acompafiaron de necrosis neuronal extensa, COmo
se ha observado después de isquemia.

Con la tincion de Nissl advirtieron que los vasos
sanguineos estaban anormalmente dilatados
después del SE, y al parecer estaban rodeados
por eritrocitos extravasados y microhemorragias,
sugiriendo claramente pérdida en la integridad de
la pared de los vasos sanguineos.

Respecto al déficit motor que presentaron los
animales con SE, en este estudio, consideramos
una posible relacion con las alteraciones
microvasculares que se observan en los estudios
antes mencionados, ya que en otra serie de
experimentos que hemos realizado en donde
damos diferentes tiempos (dias) de recuperacion
posSE a los animales, hemos observado que se
recuperan de dicho déficit motor entre 24y 48 hs.
después del SE. Por lo tanto, consideramos que
los focos hemorrdgicos que estamos reportando
corresponden a microsangrados  cerebrales
(MSCs), los cuales se han definido como minusculas
colecciones de productos sanguineos (hemosiderina,
deoxihemoglobinay ferritina) que se liberan cuando
un vaso sanguineo, de pequefio calibre se rompe.

Frecuentemente se asocian con hemorragia
cerebral, infartos lacunares, lesiones cerebrales
de la sustancia blanca, arteriopatia hipertensiva
y con angiopatia amiloide cerebral, lo que
sugiere que se presentan como manifestacion
de patologia hipertensiva que afecta a
vasos  sanguineos de  pequefio  calibre

Los MSCs también han sido reportados en enfermos
con SE refractario quienes desarrollaron multiples
MSCs nuevos y en quienes la neuromonitorizacion
multimodal reveld incremento de la relacion
lactato-piruvato, disminucién en la presion parcial
de oxigeno en el tejido cerebral, aumento en
el indice de reactividad de la presion cerebral,
fluctuaciones en la presion sanguinea y en la
presion de perfusion cerebral”’. Todos estos
factores repercuten en la hemodinamia cerebral
y por consiguiente en la excitabilidad neuronal.

Conclusion

El SE es una alteracidn neuroldgica severa
que afecta de manera global al tejido cerebral.
Repercute tanto en la estructura y funcion de
los diferentes tipos neuronales, asi como en la
hemodinamia, bioguimica y metabolismo del
sistema nervioso central. A partir de los primeros
19 min de SE, los animales de experimentacion, la
circulacion cerebral se altera considerablemente
y que afecta al parénquima cerebral en diversas
formas, y conforme pasa el tiempo la alteracion es
mas severa.

Con esta informacién nuestros futuros estudios
tendran como objetivo la valoracion histoldgica
de los microsangrados, asi como el andlisis
electrofisiolégico de los nucleos  talamicos
en los que principalmente observamos focos
hemorrdgicos y su correlacion con el patron tanto
electroencefalografico como conductual de las
crisis espontaneas que presentan los animales de
experimentacion.

Financiamiento
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