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Evaluacion de la sensibilidad epiléptica
audiogénica en ratas: estudio preliminar de
inyeccion estereotaxica de 6-hidroxidopamina
(6-OHDA) y papel anticonvulsivo de Clobazam

NORBERTO GARCIA CAIRASCO!, HECTOR HERNANDO TRIVINO SANTOS?

Utilizando un método de observacidn y registro sistemitico del comportamiento (etologico), fueron
evaluadas 20 ratas machos albinos Wistar, discriminando si poseian sensibilidad a epilepsia audioge-
nética o no. Para ello fue utilizada estimulacidn aclstica de alta intensidad y el comportamiento eva-
luado mediante un indice de severidad audiogénica. Los animales sensibles (N=2) fueron sometidos a
un esquema de evaluacion del poder anticonvulsivo de Clobazam. Los resultados mostraren que hu-
bo proteccion de manera dosisfecto, cuando 1a benzodiazepina era inyectada en suspension e intra-
peritonealmente en dosis crecientes (3.0; 5.6; 10 mg/kg), alternadas con inyecciones de solucion sa-
lina 0.9% . Los animales resistentes fueron sometidos a lesién quimica por 6-Hidroxidopamina
(60HDA) en la substantia nigra compacta vy lesion electrolitica de la substantia nigra contralateral
(N=6), mientras que los controles recibian, o solucidn salina 0.9% lesién ficticia (N=10). Los resul-
tados muestran un efecto de asimetrias y aumento de {a sensibilidad audiogénica en los animales des-
pués de la lesion electrolitica y no por 60HDA, a diferencia de los controles que no alteraron su
comportamiento. La relacion de asimetrias y sensibilidad epiléptica subsiste a la funcién normal y
patologica de circuitos de los ganglios basales, sobre todo en los eferentes de la substantia nigra.

Palabras claves: convulsiéon audiogenética, epilepsia, benzodiazepina, 6-hidroxidopamina,
substantia nigra.

Introduccion

Las convulsiones audiogéneticas (C.A) son con-
sideradas come uno de los modelos experimenta-
les de la epilepsia de mayor utilizacidn en las Neu-
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rociencias, no sdlo por su cardcter genético {1,2),
sino por su gran valor en la caracterizacién de cri-
sis tonico clonicas (3). Por estas razones, facilitan
el estudio de mecanismos bdsicos en epilepsia y la
evaluacién de nuevas posibilidades terapéuticas
(4).

Las C.A son estudiadas en roedores (ratas y ra-
tones en particular). Son producidas por estimu-
los actsticos de alta intensidad (90-120 dB SPL),
o por rangos de alta frecuencia (8-22 KHZ). Por
esta razén son consideradas crisis reflejas (5).
Dentre de los mecanismos neuroanatémicos o
neurofisiolégicos de las C.A., se considera que los
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coliculos inferiores (5-9), serian la regidn acustica
mds rostral necesaria para su procesamiento, ya
que lesiones corticales o taldmicas de la via audi-
tiva, no eliminan las crisis. En la ditima década,
el interés mayor en este tipo de cuadro epilépti-
co se ha centrado en los mecanismos vinculados
a estructuras del tallo cerebral (9). Particularmen-
te, la substantia nigra se ha involucrado reciente-
mente en la accidon antiepiléptica endbgena que
explicaria el control inhibitorio de varios modelos
de epilepsia experimental (10,11) y en las C.A.
(12,13). Al mismo tiempo, Browning et al. (14),
han mostrado que particularmente las lesiones lo-
calizadas en la formacién reticular mesencefilica
y pontina (nlcleo Reticularis Pontis Oralis), pue-
den abolir las C.A, en animales genéticamente sen-
sibles. La substantia nigra entonces estd situada
en una posicién crucial, ya que al participar en ia
coordinacién sensorial y motora, es una de las
grandes salidas de los ganglios basales, y su expre-
sién (por activacion de sus eferentes), tiene mu-
cha importancia en la presentacién de cuadros
motores como los mencionados aqui (11).

Con el fin, entonces, de contribuir al entendi-
miento de estos mecanismos de tronco cerebral
en las C.A., disefiamos los siguientes experimen-
tos que buscaban, inicialmente, caracterizar nues-
tros animales como sensibles (S}, o resistentes (R),
después de estimulacidn acdstica. Igualmente, eva-
luamos en los animates resistentes el efecto de la
microinyeccion, en la substantia nigra compacta
(dopaminérgica), de 6-Hidroxidopamina (60HDA),
potente neurotdxico especifico de neuronas cate-
colaminérgicas; o el efecto de lesion electrolitica
en la substantia nigra reticulata, {Gabaérgica),
contralateral a la inyeccién de 60HDA. Las dos
manipulaciones anteriores producen comporta-
mientos de rotacién como consecuencia de asi-
metrias extrapiramidales {15-17), por lo que re-
sulta interesante verificar su posible relacién con
las asimetrias y giros de la fase procursiva, consi-
deradas como componentes iniciales y necesarios
para la expresion de la secuencia convulsiva toni-
co-clénica de las C.A (18).

Finalmente, y como en cualquier cuadro
epiléptico experimental, es estudiado el papel de
la neurotransmisién gabaérgica, por lo que, en
animales sensibles, disefiamos y evaluamos curvas
dosis-respuesta comportamental, para una 1,5
Benzodiazepina, el clobazam, de muchisima utili-
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dad, hoy, en el tratamiento de la epilepsia clinica.

En todos nuestros experimentos se realizaron
evaluaciones de secuencias de comportamiento
(19,20), correlacionadas con los eventuales me-
canismos neurales vinculados a su procesamien-
to y desarrollo (NEUROETOLOGIA). Este tipo
de estudio ya habra sido utilizado para evaluar
las C.A vy los efectos de lesiones en la substantia
nigra, hemisferectomia parcial, lesion del coliculo
inferior y su relacion con potenciales acusticos
evocados del tronco cerebral, (21,22). (Garcia-
Cairasco & Sabbatini en prensa.

Material y métodos

Sujetos: 20 ratas Wistar machos adultos con pe-
sos entre 300-390 gr. al inicio de los experi-
mentos, fueron alojados en jaulas individuales en
el bioterio de la Facultad de Salud de la UIS.
Todos los animales tenian agua y comida ad
libitum vy estaban sometidos a un ciclo de luz
artificialde 12 h/12 h.

Sistema de estimulacion: Para los experimentos
de sensibilidad audiogenética, la estimulacién
aclstica era producida por un timbre comin (117
dB SPL), instalado en el techo de una caja de acri-
lico de 40x40x45 cms, que se encontraba dentro
de otra de fibra de vidrio y metal (50x50x60
cms), ddndole aislamiento acistico. La caja exter-
na facilitaba la observacién de los comportamien-
tos de los animales por una ventana frontal de
vidrio. lgualmente, su interior era iluminado con
una bombilla roja pequeria de 15 W.

Después de colocar el animal en la caja interior
de acrilico, eran observados los comportamientos
durante dos minutos, antes de accionar externa-
mente el sonido, Este era mantenido durante un
méximo de uno y medio minutos. Si se presenta-
ban convulsiones ténicas, el sonido era retirado,
dejando que el cuadro convulsivo se desarrollara
auténomamente. El comportamiento post-esti-
mulo era observado por lo menos durante un mi-
nuto, sobre todo para realizar pruebas de presen-
cia o ausencia de reflejos de enderezamiento y
antinocicepcién (por pinzamiento de la cola).
Todos los experimentos fueron realizados entre
las 5y 6:30 p.m., en diasalternados para cada ani-
mal (cuatro pruebas por animal en cada fase ex-
perimental).

Salud Uninaorte. Barranquilla (Col.), 3(3): 143 - 160, 1986



Registro del comportamiento

Inicialmente fue elaborado un etograma que
consistia en un diccionario de los diferentes pa-
trones de comportamiento emitidos por los ani-
males antes, durante o después de la estimulacion
acustica, Para ello nos basamos en el trabajo de
Garcia-Cairasco (21). Sus abreviaturas y significa-
dos se ilustran en la tabla 1.

El método de andlisis consistia en registrar las
categorias comportamentales tan pronto como
eran observadas. Generalmente, los registros eran
realizados simultineamente por dos observaderes
entrenados para aumentar {a confiabilidad de los
mismos. Con la ayuda de un crondmetro eran re-
gistrados también los tiempos de presentacion
de, por lo menos, los (tems indicadores de suscep-
tibilidad audiogenética {fase procursiva y convul-
siva).

Inyeccion de drogas y tratamiento quirlrgico

Clobazam (HOECHST-IBERICA), fue aplicado
en suspension en solucion salina 0.9%, intraperi-
tonealmente y en dosis crecientes de 3.0, 5.6 y 10
mg/kg de peso. Los controles fueron realizados
con volimenes proporcionales de solucidon salina
0.9% , de acuerdo con el peso de los animales, En
el caso de los animales que recibieron 60HDA in-
tra-nigrica, todos ellos fueron pre-tratados 30 mi-
nutos antes con dosis de 10 mg/kg de peso de 2-
Hidroximipramina o 2-Hidroxidesmetilimiprami-
na {NIMH, USA), para proteger las neuronas nora-
drenérgicas y hacer sefectiva la lesion en cuerpos
celulares dopaminergéticos, Las inyecciones in-
tracerebrales de 60HDA, se realizaron en !a subs-
tantia nigra compacta usando agujas Mizzi odon-
toldgicas de 0.25 mm de didmetro, colocadas en
las siguientes coordinadas estereotdxicas, de acuer-
do con el Atlas de Paxinos & Watson (23). AP:
5.3 mm posterior al Bregma (interseccion de la su-
tura sagital con la coronal); L: 2,3 mm lateral ala
linea media izquierda; P: 7.0 abajo de la durama-
dre. Se usd aguja y microjeringa Hamilton unidas
a la canula (aguja odontoldgica), por un catéter
PE 10 de polietileno. Los volimenes inyectados
siempre fueron de 0.6 ul, de solucion salina
0.9% (N= 10) y 0.4 ug de 60HDA (N = 6).

Todos los animales fueron estudiados poste-
riormente, diez (10) dias después de las inyeccio-
nes. En este caso eran realizados otros cuatro
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“tests’, para caracterizar el comportamiento pro-
medio,

Terminada esta fase se realizd una nueva ciru-
gia estereotdxica, produciéndase lesiones electro-
liticas unilaterales en la substantia nigra reticula-
ta, contralateral a [a inyeccién de 60HDA (N = 6),
y lesion ficticia en la substancia nigra reticulata
contralateral de aquellos animales que recibieron
solucién salina (N = 10).

L.a lesion electrolitica fue producida al realizar
orificio en la calota craneana y pasar por un elec-
trodo de acero inoxidable {didgmetro 0.5 mm), es-
maltado excepto en la punta (0.3 mm), una co-
rriente anddica de 5 mA x 10 segundos (50
mCoulombios), mientras que la lesion ficticia con-
sistia en introducir el electrodo después de expo-
ner el crdneo y abrir orificio pequefio, pero sin pa-
so de corriente,

Las coordinadas para la lesién de la nigra reti-
culata fueron AP: 5.3 mm posterior al bregma;
L:2,5 mm lateral a la linea media (derecha), P:7.5
mm abajo de la duramadre y 7.3 mm en el caso de
lesion ficticia. Un mes después otros cuatro “‘tests”
eran realizados para evaluar la sensibilidad audio-
génica.

Para verificar pre-histolégicamente, eventuales
asimetrias debidas tanto a la inyeccion de 60HDA
como a la lesion electrolitica, todos los animales
R fueron evaluados después de inyeccion de P-clo-
roanfetamina i-p (3 mg/kg), para comportamien-
to de rotacién, Se comparaba el comportamiento
después de la inyeccion de 0,5 ml de solucidn sali-
na 0.9% (15 minutos), y de lainyeccion de anfeta-
mina (30 minutos). Se elaboraron indices de asi-
metria {24) y escalas de comportamiento de rota-
cién (25,26). El indice de asimetria (% ) es:

Giros en la direccidn dominante

Giros en ambas direcciones X100

Sélo son considerados asimétricos los animales
con indices =2 75%

La escala para rotacidn se resume asi:

Valor Descripcidn
0 Ausencia de comportamiento de giros.
Animales con comportamiento como
los de solucidn salina.
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1 Giros poco frecuentes (< 4 rpm) de
actividad locomotora hacia adelante.

2 Giros
con actividad
lante ocasional.,

frecuentes pero discontinuos
locomotora hacia ade-

3 Giros continuos {“circling”).
4 Giros continuos con enrollamiento
agudo del cuerpo.

Anidlisis de los datos comportamentales

Aungue nuestro estudio no ha sido hasta ahora
cuantitativo, por lo menos en las sccuencias de
comportamiento, presentamos aqui un analisis
cualitativo de los patrones mds comunes presenta-
dos por los animales S o R, antes o después de las
diferentes manipulaciones.

Los registros se presentardn antes, durante y
después de la estimulacién actstica. Cada item es
representado por circulos que se conectan entre
si por flechas gue en cualquier direccién indican
las asociaciones observadas. Este andlisis de aglo-
merados (clusters), evallia patrones de comporta-
miento (20). Un indice cuantitativo de estos pa-
trones la constituye el Indice de Severidad Au-
diogénica elaborado por Garcia-Cairasco & Sabba-
tini  (22), que resumidamente presentamos:

. 0.3Cy *0.4C; *0.2 CAT *0.1 SAL *0.2 CVCg *0.1 CVCp+0.3 ECL*1 C3CVT

s 2.6

donde

Cq : Giros cortos no seguidos de convul-
sién

Cy 1 Giros largos no seguidos de convul-
sién

CAT Caidas atdnicas

SAL Saltos

CVCp Convulsiones clonicas parciales

CV(Cg Convulsiones cldnicas generalizadas

ECL Espasmos clonicos

C3CVT Corridas cortas y convulsiones té-

nicas.

Los valores promedios de este indice fueron
obtenidos para cada grupo experimental. Las dife-
rencias entre los grupos se evaluaron por el test no
paramétrico de Wilcoxon para muestras relaciona-
das (27).
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Histologia

Después de terminados todos los experimentos,
los animales con manipulaciones intracerebrales
fuercn sacrificados y sus cerebros perfundidos
transaérticamente /n situ, con solucién salina
0.9% vy formol 10% (30 ml de c/u), para fijacién
durante 24 horas. Los cortes de 4 um fueron in-
cluidos en parafina o congelados y analizados pa-
ra determinar los tamarfios de lesidon, usando o no
violeta de cresilo segin disponibilidad. Los grafi-
cos secuenciales histolégicos fueron construidos
de acuerdo con el Atlas de Paxinos & Watson {23}.

Resultados y discusion

1. Analisis de comportamiento pre-lesion o pre-
inyecciones

Realizadas las primeras secuencias de estimulos
pudimos observar que, de los 20 animales utiliza-
dos, 17 se comportaron como residentes, (4
“tests” con Is = 0) y 3 de ellos se comportaron
como sensibles (4 test con Is = 0.36). De los resis-
tentes fueron usados hasta el final 16 animales y
de los sensibies sdlo dos que presentaron patrones
homogéneos de sensibilidad.

Las secuencias comportamentales de animales
S, aparecen ilustradas en la figura 1, sobresaliendo
en ellas los comportamientos exploratorios y de
autolimpieza en la fase de pre-estimulacion, asi
como el sobresalto, corridas, asimetrias {dobla-
mientos del cuerpo y giros), de la fase procursiva
{pre-convulsiva). Igualmente, las caidas aténicas
y saltos (ver tabla 1), terminando en la rigidez
pre-ictal. La fase de post-estimulacion se caracteri-
za por convulsiones ténicas y cldnicas (parciales y
generalizadas), y espasmos clénicos, asi como al-
teraciones autondmicas, generalmente respirato-
rias, ligadas al proceso convulsivo. No se registran
las actividades exploratorias post-estimulacién
puesto que el animal era retirado en la inmovili-
dad post-ictal para evaluarse sus reflejos de ende-
rezamiento y respuesta antinociceptiva. En los
animales sensibles estos reflejos estaban ausentes,
determinando una fase de depresion generalizada
post-ictal. Sin embargo, estan presentes reflejos
como los corneo-palpebrales.
Por otro lado los animales resistentes exhiben
patrones de comportamiento tanto diferentes (ver
figura 2). En la fase de pre-estimulacién, sin em-
bargo, no es posible distinguirlos de los animales
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SENSIBLES

(8) | 2

FIGURA 1: Secuencias comportamentales presentadas por animales sometidos a estimulacion acistica y que presentan patrén de sensi-
bilidad audiogénica (S). 1: Pre-estimulacion; 2: Durante estimulacién; 3: Post-estimulacién. Los cédigos corresponden a
los consignados en la tabla 1. *Fase de inmovilidad post-ictal. En esta fase son evaluados los reflejos de enderezamiento y
antinocicepcidn. Los circulos corresponden a la presencia de cada item, las flechas y su direccién indican la asociacién en-

tre pares de items (diadas).

TABLA 1. - Etograma simplificado (coédigo y nombres), de los items de comportamientos de sensibili-

dad audiogénica.

AL Auto-limpieza

ALD Auto-limpieza del lado derecho
ALl Auto-limpieza del lado izquierdo
ALG Auto-limpieza de las gonadas
ANT Reflejo anti-nociceptivo

AP Apnea

ARS Arrastrarse

CAT Caidas atdnicas

CG Congelamiento - Inmovil

cM Caminar

CHD Chocar los dientes

COR Correr

CORD  Correr hacia la derecha

CORI Correr hacia la izquierda

CvC Convulsiones clénicas

CvCg Convulsiones clénicas generalizadas
CVCp Convulsiones cldnicas parciales

Cvi Convulsiones tonicas

DI1s Disnea

DTD Doblamiento tdénico derecho
DTI Doblamiento ténico izquierdo
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ECH
ECHD
ECHI
ECL
END
ENRD
ENRI
ER
ESC
EXCR
EXP
EXT
GID
Gil
IMP
LCB
LG
LVH
LVP
MT
OB

Echado - Acostado

Echado sobre el lado derecho
Echado sobre el lado izquierdo
Espasmos clénicos

Reflejo de enderezamiento
Enrollarse hacia la derecha
Enrollarse hacia la izquierda
Erecto

Escudrifiar

Excretar

Explorar

Extendido

Girar hacia la derecha

Girar hacia la izquierda
Inmovilidad Post-lIctal
Lavarse [a cabeza

Lavarse las garras

Lavarse el hocico

Lavarse el pescuezo
Masticar

Orejas bajas
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PL Piloereccion RLD Rascarse ¢l lado derecho
PR Parado RLI Rascarse el lado izquierdo
PV “Pivotear” - Mover la cabeza a lado vy SAC Sacudida

lado SAL Saltos
PV’ “Pivotear” - Mover [a cabeza, pezcuezo SOB Sobresalto aclstico

y parte anterior del tronco a lado y la- TQ Taquipnea

do TR Tremor
RT Retroceder VOC Vocalizaciones

RESISTENTES

3

FIGURA 2: Secuencias comportamentales presentadas par animales sometidos a estimulacién aciistica y que presentan patron de resis-
tencia (R), a estimulacién acistica. La nomenclatura corresponde a la misma de la figura 1. Los codigos se consignan en la

tabla 1.

S, ya que al igual que ellos presentan los patrones
de exploracion y autolimpieza,

La fase de estimulacidn es iniciada como en los
S por el sobresalto y retroceder, seguido, o por
congelamientos o comportamientos nuevamente
exploratorios y de autolimpieza. Sin embargo,
segundos después de iniciado el estimulo el ani-
mal presenta un nuevo patrén de automatismos
faciales; (masticar, lamer, chocar los dientes, sa-
cudir la cabeza, movimientos latero-laterales de
cabeza (“pivot”), tremores faciales con exof-
talmos).
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Como el criterio de retirada del sonido es la
presentacion de la fase convulsiva ténica, los ani-
males resistentes son estimulados durante los 90
segundos completos, al cabo de los cuales el ani-
mal congela al retirarse el estimulo,

Los animales resistentes presentaban reflejos de
enderezamiento y antinocicepcién normales.
Sélo en algunos casos donde el congelamiento
era acentuado se presentaba una pérdida del
reflejo de enderezamiento, pero no de la an-
tinocicepcién. Sin embargo, no era lo mas fre-
cuente.
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Los resultados de secuencias comportamentales
aqui presentados confirman, aunque cualitativa-
mente, los hallazgos cuantitativos de Garcia-Cai-
rasco & Sabbatini (22). Nos indican fundamental-
mente que es posible discriminar por medio del
andlisis etologico, patrones de comportamiento
que distinguen animales S y R a convulsiones au-
diogénicas. Los experimentos realizados a conti-
nuacién buscan, por consiguiente, utilizar estos
patrones para verificar los efectos de Clobazam,
una 1,5 Benzodiazepina antiepiléptica sobre pa-
trones de animales sensibles (cambio S - R) vy
los efectos de la inyeccidon de 60HDA intracere-
bral en animales resistentes (cambio R = S).

2. Efectos de inyeccion sistémica {i.p), de dosis
crecientes de clobazam (3.0, 5.6, 10.0 mg/kg)
sobre la sensibilidad audiogénica de ratas S

La figura 3 ilustra el patrén de comporta-
miento presentados por animales sensibles
(N = 2) y que recibieron dosisde 10 mg/kg (i.p) de
Clobazam. S6lo se muestran los comportamientos
durante la estimulacién, siendo caracterizados
por el sobresalto al introducirse el estimulo, re-

SENSIBLES + CLOBAZAM

FIGURA 3: Secuencias comportamentales presentadas por animales sometidos a estimulacién aciistica; que presentaron patron de sensi-
bilidad audiogénica (S), y que fueron tratados con' 10 mgfkg de Clobazam .p. La nomenclatura es idénticaa la dela figura 1.
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troceder y algunas actividades exploratorias. Sin
embargo, a diferencia de sus controles S, (figura
1), presentaron actividades de masticacién y un
patrén clarisimo de autolimpieza (items, limpie-
za de garras, lavar hocico y cabeza) con fuertes
asociaciones entre ellos. Igualmente presentaron
el comportamiento de movimientos laterolatera-
les de cabeza (“pivot”). Al retirarse el sonido con-
gelaron, teniendo la frecuencia respiratoria au-
mentada (taquipnea), y algunos perdieron el refle-
jo de enderezamiento.

Las dosis de 3.0 y 5.6 mg/kg mostraron algunas
variaciones pero, en general, pudieron enmarcarse
en una curva dosis-efecto,

La figura 4(a) ilustra la curva dosis efecto del
animal 3 promediadas dos repeticiones por dosis y
alternadas con solucién salina 0.9% . Al parecer, la
Gnica dosis eficaz en este caso fue de 10 mg/kg, e
inclusive después de ella hubo resultados desalina,
con blogueo de comportamiento sensible {¢posi-
ble permanencia de la droga?).

El efecto comportamental se evalué mediante
el cdlculo del indice de severidad (Is). En la figura

3
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FIGURA 4: Curvas dosis-respuesta comportamental de Clobazam aplicado i.p, y comportamiento audiogénico de ratas sensibles (S), a
estimulacién acstica. 1= Indice de sevetidad promedio. SAL: Salina 0,9% (control). a): Resultados individuales de ani-
males sensibles {R3 y Ry4). b): Resuitados promediados de los dos animales. *Diferencia entre las medias mayor que el
error de la diferencia entre las medias, por lo que |las medias son estad isticamente diferentes.

4(a) se ilustra la curva dosis-efecto del animal No.
14, que presentd respuestas de proteccidén por
Clobazam relacionadas con la dosis. Asi, 3.0 mg/
kg fue no efectiva; 5.6 efectividad media y 10 mg/
kg efectividad mdxima. En la figura 4(b) sé obser-
van los valores promedios de los animales mencio-
nados.

El papel anticonvulsive del Clobazam en la epi-
lepsia refleja ya habia sido estudiado (28), y mds
recientemente comparado con otras substancias
antipilépticas como Diazepan, Fenobarbital y Val-
proato (29). Justamente, nuestros datos coinciden
con los de estos autores, aunque en el caso de
Chapman et al, (28), las dosis efectivas son meno-
res. En realidad utilizamos suspensidon de Cloba-
zam en solucién salina 0.9% siendo que es practica-
mente insoluble, mientras que los autores mencio-
nados prepararon un vehicufo que permite mayor
absorcion rdpida y mejor efectividad central.

Particularmente, nos interesaria correlacionar
estos resultados de Clobazam y sensibilidad epi-
Iéptica con lesiones o manipulaciones cerebrales
de estructuras conocidamente Gabaérgicas (Ex:
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substantia nigra), para la cual debemos aumen-
tar nuestro nimero de animales. Sin embargo, la
metodologia etoldgica se ha mostrado eficiente
en el reconocimiento de patrones aun con el nd-
mero reducido de nuestra muestra, y detectando
cambios reales en la secuencia comportamental
en el sentido 5 —+ R.

La susceptibilidad a epilepsia audiogénica y el
aumento de ligamen de receptores para benzodia-

zepinals ya habia sido demostrado por Robertson
(30),

3. Efectos de la inyeccion estereotixica de
60HDA (0.4 ng/06 nl) en la substantia nigra
sobre la sensibilidad audiogénica de ratas R.

La .figura S ilustra las secuencias de comporta-
miento de animales resistentes, es decir, con pa-
trones pre-inyeccion como los de la figura 2, Des-
pués de 10 dias de haber realizado las inyeccio-
nes de 60HDA en la substantia nigra compacta
izquierda (N = 6), o solucién salina en la misma
estructura en otros animales (N = 10), los compor-
tamientos pre-estimulaciéon conservaron los patro-

-nes de las categorias exploracion y autolimpieza.
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RESISTENTES + GOHDA

FIGURA 5: Secuencias comportamentales presentadas por animales sometidos a estimulacion aciistica y que presentan patron de resis-
tencia (R}, y han sido inyectados con 60HDA en la substantiaz nigra izquierda. La nomenclatura corresponde a la de la fi-

gura 1.

En la fase de estimulacidén se presentd el sobre-
salto al introducirse el sonido, pero luego se ins-
talé nuevamente un patréon de exploracion con
actividades de la categoria de automatismos fa-
ciales, Los animales fueron estimulados durante
uno y medio minutos, pudiendo presentar inclu-
sive como actividad automadtica los rtems de la
categorfa de autolimpieza. Al retirarse el estimu-
lo (post-estimulacién), congelaron presentdndose
taguipneicos.

A pesar de que la inyeccién de 60HDA en la
substantia nigra compacta produce asimetrias
cerebrales claras, ligadas fundamentalmente a
deplecion de Dopamina {D.A.) estriatal ipsilateral
(31), la ejecucién de manifestaciones funciona-
les de esa asimetria es mucho mds evidente con
la inyeccion de agonistas dopaminérgicos indirec-
tos (tipo Anfetamina), o directos (tipo Apomor-
fina). Nuestra intencién de demostrar posible fun-
cién nigro-estriatal alterada en las C.A., inducible
por el sonido en la elaboracién de la fase procursi-
va en animales, parece estar comprometida por los
factores reales involucrados en su comprobacion.
Primero, inyectamos 60HDA unilateral, lo que
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puede producir degeneracién nigro-estriatal ipsi-
lateral. Esperariamos una accidn dominante con-
tralateral {lado intacto) (15), o como lo mencio-
nan estos autores una dominancia ipsilateral por
hipersensibilidad por desnervacién. Si esta domi-
nancia existe, no es posible demostrarlo por su
induccién audiogénica, De otro lado, inyecta-
mos 60HDA sin ningin agente antioxidante, ya
que el que usualmente es utilizado el 4cido
ascdrbico, se ha demostrado que produce tantos
efectos neurotéxicos como la misma 60HDA
(32). Sin embargo, esto nos deja la duda de si la
60HDA sufrid oxidacion por exposicidn al medio
ambiente. Un nuevo grupo de animales colocando
intracerebralmente 60HDA y dcido ascorbico vy
un control de sélo acido ascorbico estdn siendo
evaluados. Los animales que recibieron inyeccio-
nes de salina, no presentaron modificaciones signi-
ficativas.

4. Efectos de la lesidn electrolitica unilateral en
la substantia nigra reticulata (5 mA x 10 seg),
contralateral a la inyeccion de 60HDA ; sobre la
sensibilidad audiogénica de ratas R.

La figura 6 ilustra las secuencias comportamen-

151



RESISTENTES + LESION
EN S.N.R.

FIGURA 6: Secuencias comportamentales presentadas por animales sometidos 2 estimulaciénn aclstica y que presentan patron de re-
sistencia (R), han sido inyectados con 60HD A en la substantia nigra izquierda y luego han recibido lesidn electrolitica en la
substantia nigra derecha (Animales de la figura 5). La nomenclatura es idéntica a la de la figura 1. Los patrones que apare-
cen en circulos rayados y con flechas mas acentuadas corresponden al animal No. 13, que fue el inico que alcanzo la fase

tonica,

tales observadas en los animales R sometidos ini-
cialmente a inyeccidon de 60HDA (s.nigra izquier-
da) y después a |a lesidn eloctrolitica en la s.nigra
reticulata derecha (N = 6).

Como en el experimento anterior los animales
mantienen en la pre-estimulacidon los comporta-
mientos de las grandes categorias de exploracién
y autolimpieza, lo que los hace indistinguibles de
los otros grupos.

Al introducirse el estimulo acistico el sobresal-
to continda siendo el denominador comin. A
pesar de la presencia nuevamente de comporta-
mientos exploratorios y algunos automatismos fa-
ciales y automatismos de autolimpieza, la gran
mayoria de los animales presentan asimetrias pos-
turales, generalmente izquierdas, expresadas tanto
en doblamientos tdnicos del cuerpo (DT), como en
corridas y giros. Principalmente un animal presen-
to este patrdn, sobre todo continuando hasta la
elaboracién de convulsiones ténicas. En la fase
de estimulacién y después del estimulo, presentd
giros estereotipados hacia el lado derecho y caidas
atdnicas violentas.
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En la figura 6, aparece discriminada esta se-
cuencia, superpuesta al patron general de los otros
animales. La dominancia de los giros en la fase Cj
fue completamente izquierda, lo mismo que en la
fase C3 que precede a CVT y que inclusive conti-
nua después de la fase tonica.

Evidentemente que en la inmovilidad post-ic-
tial, este animal presentd franca asimetria izquier-
da, pérdida de los reflejos de antinocicepcion y de
enderezamiento. Aunque continto realizando gi-
ros y fa fase ténica después de retirado e! estimu-
lo, no presentd convuisiones cldnicas. La posibili-
dad de haber lesionado la swbstantia nigra reticu-
lata, origen de neuronas gabaérgicas y proyeccion
a ndcleos del tdlamo o del tallo cerebral (33), con
preservacién de cuerpos celulares dopaminérgicos,
(s. nigra compacta), que son mds dorsales, puede
explicar la mayor eficacia en producir alteraciones
ligadas a sensibilidad epiléptica, que las lesiones
inducidas por 60HDA. El mayor envolvimiento
de la substantia nigra reticulata (gabaérgica) y no
de la substantia nigra compacta (dopaminérgica)
en el fendmeno epiléptico se ha demostrado re-
cientemente. (McNamara et al, en prensa). Aun-
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que resulta dificil de evaluar, tanto la lesion en
la nigra compacta por 60HDA, como la lesidén
de la S. nigra reticulata, preservarian los cuerpos
celulares de DA del lado derecho, Si esto es cier-
to, y debe comprobarse histolégicamente, expli-
caria de manera coherente las asimetrias y los gi-
ros inducidos por el sonido, cuando en su gran
mayoria son contralaterales a la dominancia
que ejercerian esos cuerpos celulares intactos. En
nuestro caso los animales controles, que recibie-
ron lesion ficticia no manifestaron alteraciones
de comportamiento general ni asimetrias postula-
res.

La interaccién de GABA y DA a nivel de la
substantia nigra y en general del sistema extrapi-
ramidal ya ha sido demostrada. Particularmente,
Melis & Gale, (34), la refieren a la proyeccion
nigro-tectal (coliculo superior). Como quiera que
hemos demostrado que la lesién unilateral de la
substantia nigra induce asimetrias y promueve
sensibilidad audiogénica en ratas resistentes (22),
y Willott & Lu, (9), han demostrado que la le-
sién bilateral del coliculo superior elimina las cri-
sis audiogénicas en ratones genéticamente sensi-
bles (DBA/2)), los presentes resultados pueden
referirse a los mismos circuitos aqui’ mencionados.
Nuestra linea de investigacion por consiguiente
continua en esta perspectiva, sobre todo porque
existe una buena correlacién entre actividad ga-
baérgica (12, 13, 35), actividad dopaminérgica
(36) y sensibilidad audiogénica.

Tal vez el papel de GABA sea mds importante
como anticonvulsivo enddgeno, si lo comparamos
con DA que podria comportarse como un neuro-
modulador, tal y como parecen actuar l0os neuro-
péptidos, cuyo papel en estos circuitos parece ser
también importante ya que Schreiber {37) demos-
tré que Nalaxone, potente antagonista de opidceos,
aumenta la sensibilidad audiogénica de ratones.

5. Efectos de la inyeccion de anfetamina (i.p)
(3 mg/kg), como “‘test” de verificacién pre-his-
tolégica de asimetrias cerebrales extrapirami-
dales.

Con el fin de evaluar pre-histolégicamente la
existencia de posibles asimetrias extrapiramidales,
ligadas a la inyeccién de 60HDA o a las lesiones
electroliticas en la S, nigra controlateral, fue
inyectada sistemdticamente anfetamina en los
animales controles y experimentales.
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L.a tabla 2 ilustra los resultados del conteo del
nimero de giros, tanto para la izquierda como
para la derecha, presentados por los animales en
los 30 minutos siguientes a la inyeccion de 3 mg/
kg de p-cloro-anfetamina {NIMH-USA). Quince
minutos antes de la inyeccién de anfetamina, los
animales recibfan aproximadamente 0.5 ml de
solucion salina 0.9% (i.p) y su comportamiento
general era evaluado en [a caja de estimulacion,
En estos primeros 15 minutos, los animales emi-
ten los comportamientos normales de explora-
cién y autolimpieza, ademds de asumir posturas
como acostado, extendido o eventualmente en-
roflado. Sin embargo, no demuestran ningun tipo
de asimetria postural y no emiten comportamien-
tos de giros. Escala= 0, No. giros = 0.

ia tabla 2 ilustra la franja de 0—15 minutos y
15—~30 minutos después de la anfetamina. Obsér-
vese, en las dos franjas, una clara dominancia di-
reccional, medida como indice de asimetria indi-
viduales y promedio. Su tendencia es claramente
izquierda, lo que corresponde a una asimetria
contralateral al lugar de la lesién electrolitica
(derecha) o contralateral al lado intacto dopami-
nérgico nigrico después de la inyeccién de
60HDA (izquierda). Los valores del indice de asi-
metria promedio son de 98.24% (izquierdo) para
0—15 minutos de la anfetamina y 98.94% (izq)
para 1530 minutos de la anfetamina.

Las escalas de comportamiento de giros fluc-
tlan entre 1 y 4, siendo estos lltimos animales
los que mayor actividad asimétrica, carreras y gi-
ros presentaron con la estimulacion acustica,
después de lesion electrolitica.

Sin embargo, las escalas de los animales someti-
dos a lesién ficticia o inyeccidn de salina no pre-
sentaron indices mayores de dos, a pesar de que,
en algunos casos, presentaron aumentado el na-
mero de giros. Igualmente, éstos no presentaron
actividad audiogénica aumentada después de la
lesion ficticia en la substantia nigra reticulata.

Mas especificamente, la tabla 3 ilustra el andli-
sis de asimetrias para los animales que recibieron
solucion salina 0.9% en la S. nigra compacta (con-
trol de 60HDA), o lesién ficticia 0.5 mm arriba
de la s. nigra reticulata contralateral,

A diferencia de los animales con lesién, (60
HDA o electrolitica), los animales presentaron gi-
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TABLA 2. Ndmero y direccién de los giros de animales con lesion electrolitica derecha y 6
OHDA izquierda, inyectados con anfetamina 3 mg/kg (i.p), después de 15 minutos de
inyeccion de solucién salina, 0.9 % (i.p).
(0-15%) (15’ - 30)
Animal Gll GID 1.ASS% Gl GID I.LASS%  Escala
13 25 0 100 | 920 0 100 | 4
12 2 0 100 i 11, 1 91.71 1
8 1 1 50 1 17 2 89.5 | 1
9 34 0 100 | 73 1 98.6 | 2
7 46 0 100 | 137 0 100 | 4
18 3 1 75 1 441 0 100 | 4
TOTAL 111 2 372 4
X 18.5* 0.33 98.2 | 62%* 0.66 98.9 1
D.S. 17.6 0.471 43.74 0.745
E.S. 7.18 0.192 17.85 0.304

lgsidn
6=THIA electrolitica

Gll: Giros izquierda; GID: Giros derecha; |: Izquierdo; D: Derecho; I. ASS(%) = Indice de dominan-
cia o asimetria (24); Escala = Severidad de la rotacién o giros (25); D.S: Desviacién estdndar; E.S.:
error estindar. *Diferencia estadisticamente significativa. Diferencias entre medias mayor que 2 ve-
ces el cdlculo del error estdndar de la diferencia entre medias.

ros en los primeros 15 minutos después de la anfe-
tamina tanto en direccidn derecha como izquier-
da. A pesar de que hay claras diferencias en asi-
metrias individuales, el grupo como un todo
{N =10) no presenta un patron promedio de asi-
metria. Los valores de 66.31% (izquierda) para
0—15 minutos de anfetamina y 60.30% (izquier-
da) para 15—30 minutos de anfetamina, estdn
muy por debajo del 75% o valor minimo indica-
tivo de asimetria (24). Aunque no fue hecho én-
fasis en este aspecto los animales inyectados con
anfetamina, independiente de su condicion pre-
via (lesiones o no), presentan por efecto de la dro-
ga manifestaciones estereotipadas tipicas, como
exploracién y posturas erectas, aunque estas ul-
timas estdn un poco comprometidas, no sélo por
los giros del animal, sino por la presentacién de
maovimientos fuertes latero-laterales de la cabeza,
nuca y porcion anterior del tronco (“‘pivot’’), sino
también por manifestaciones concomitantes como
arrastrarse o extenderse en el piso de la caja de
observacién,

Finalmente, la figura 7 resume estos resultados
ilustrando el nimero promedio total de giros +
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error cstandar, (derechos + izquierdos) produci-
dos después de tratamiento con solucién salina
{(0-15 minutos), anfetamina 3 mg/kg (0-15 minu-
tos), anfetamina 3 mg/kg (15-30 minutos).

Nge_'vamente se observa una clara diferencia en-
tre los giros producidos por la anfetamina y su au-
sencia con la solucién salina. Sin embargo, una
clara diferencia, estadisticamente significativa, so-
lo se obtiene comparando los grupos 0-15 y 15-30
minutos de la anfetamina de los animales con le-
sién, cuando se comparan con los de lesién fic-
ticia o inyeccion de solucion salina, Esta diferen-
cia es sobre todo evidente en la franja de 15-30
minutos (test T de Student p <0.05}.

Los:resultados del tratamiento con anfetamina
en conjunto son muy explicativos de la existencia
de una asimetria producida por la lesién o por la
inyeccién de 60HDA. Sin embargo, a diferencia
de la induccién farmacoldgica, la estimulacidn
acUstica, parece alcanzar a activar algunos de los
circuitos aqui estudiados, pero que no permiten
expresion completa en crisis audiogénicas. Aun-
que la lesién nigro-estriatal por 60HDA produce
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TABLA 3.

Namero y direccion de los giros de animales con lesion ficticia derecha y solucion sa-

lina izquierda, inyectados con Anfetamina 3 mg/kg (i.p.), después de inyeccién de so-

salina, 0.9% (i.p.).

Animal - Gl '(Oéf[f) 1.ASS% Gll (15(3-130) I.LASS  Escala
10 29 1 96.7 | 65 7 90.3 | 2
19 2 2 50 4 17 81D 1
15 0 0 0 8 0 100 | 0
17 9 19 67.9 D 9 44 83D 2
11 0 0 0 2 0 100 | 0
20 3 3 50 15 6 71.4 1| 1

5 0 0 0 4 14 778D 1
6 0 0 0 6 18 75D 1
4 9 4 69 | 8 23 742D 1
1 11 3 78.6 | 75 0 100 1 2

TOTAL 63 32 196 129

X 6.3 3.2 66.3 | 19.6 129  60.30 |

D.S. 8.602 5.455 25.52 13.018

E.S. 2.571 2.226 " 8.070 4.116 1e3k6n t1cticts

Gll: Giros izquierda; GID: Giros derecha; i: Jzquierda; D; Derecha; I.LASS (%) = Indice de domi-
nancia o asimetria; Escala: Severidad de la rotacion o giros D.S.: Desviacion estdndar; E.S. :

error estindar.

alteraciones neuroquimicas estriatales como la de-
plecién de DA (31), es también cierto que puede
producir aumentos estriatales de GABA (38), que
pudiendo explicar anomalias como la rigidez tipi-
ca del Parkinson, como aumento de un aminodci-
do inhibitorio tiene mas caracteristicas anticon-
vulsivas. ' C

Por otro lado, la lesién nigrica reticular (elec-
trolitica), podria justamente, al contrario de la
anterior, disminuir los niveles de GABA, en esta
estructura, cuyo papel anticonvulsivo enddge-
no ya ha sido demostrado (10). No sélo la presen-
cia de asimetrias después de esta lesion, mds las
posibles convulsiones (ver figura 6), son coheren-
tes con esa deplecion de GABA. Los comporta-
mientos de giros y las asimetrias posturales de
por si pueden ser la expresion de la activaciéon o
alteraciones, no sdélo de las proyecciones nigro-es-
triatales de DA (31), sino principalmente en las
lesiones nigricas reticulares, también de las pro-
pias proyecciones estriato-nigrales (39) o nigro-
tectales (40) o nigro-reticulares o en general, cual-
quiera de los mds importantes circuitos reverbe-
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rantes del sistema extrapiramidal. La relacion en-
tre ganglios basales y epilepsia cada vez es mds
evidente y nuestras investigaciones estdn situadas
en esa |inea. El andlisis histolégico promedio mos-
tré lesiones que, en su gran mayoria, estuvieron
bien realizadas en sentido anteroposterior y ven-
tral, al situarse de lleno en la substantia nigra re-
ticulata (ldminas -5.3 mm Bregma). Sin embargo,
en el sentido anterior fueron a veces lesionadas es-
tructuras tales como zona incierta (Zi), y nicleos
talamicos posteriores como los ventrales postero-
medial y lateral. lgualmente se produjeron lesio-
nes en el lemnisco medial y ndcleos del cuerpo
geniculado medial en sus porciones mas mediales.

En algunos casos se lesiond completamente la
substantia nigra compacta, el nicleo rojo y el drea
pre-tectal anterior. En otros se preservé la subs-
tantia nigra compacta mas medialmente,

En la mayoria de los animales hay lesiones par-
ciales del peddnculo cerebral, en otros es total a la
altura de -5.3 mm Bregma.

£n las ldminas mds posteriores se observan |esio-
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FIGURA 7: Comparacion del nimero de giros emitidos por los
animales sometidos:
a) lesiébn guimica (60HDA), electrolitica, b) ficticia,
o inyeccion de solucidn salina, después de ser inyec-
tados con solucion salina 0.9% i.p. y analizados 15
minutos, y después de inyeccién de p<loroanfeta-
mina (ANF) 3 mg/kg, i.p., ¥ analizados 0-15" y
15-30". N giros = namero promedio de giros (iz-
quierdos mds derechos). *Diferencia estadisticamen-
te significativa entre las medias, basado en el célculo
del error estindar de la diferencia entre medias.

nes del brazo del coliculo inferior y ndcleo geni-
culado medial dorsal.

En general las lesiones fueron bien situadas en
el sentido ventro-medial, aunque en algunos casos
se extendieron mas alld de lo esperado en senti-
do dorso-ateral. Ver figuras 8a y 8b, donde se
ilustran cortes seriados antero-posterior (corona-
les), y un esquema parasagital, 8c, compuesto a
partir de las series coronales, para cada animal.

Con relacién a la evaluacion de la inyeccién de
60HDA, se tomaron cuatro ldminas de animales
inyectados con 60HDA en substantia nigra (lesion
verdadera) y cuatro animales inyectados con solu-
ci6én salina (lesién ficticia), previamente colorea-
das con violeta de cresilo, técnica de Nissl y en
cada ldmina se observaron 14 campos microscopi-
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cos de gran aumento (1.000 X), haciéndose un re-
cuento de celularidad neuronal.

Se sacaron promedios y medias de los prome-
dios tanto de los controles como de los lesiona-
dos, encontrandose una diferencia entre las medias
mayor que el doble del error estindar de la dife-
rencia entre medias, por lo que estas son estadis-
ticamente diferentes.

R-13 BREGMA
AP - 38
- 43
-a8
HF
MG
R
CG -—
ml SNC
SNR
cp
- 58

FIGURAS 8a y 8b: Secuencias histologicas de las lesiones elec-
troliticas en la substqntia nigra de los anima-
{es del presente estudio. Los esquemas han
sido elaborados a partir del Atlas de Paxinos
& Watson (23). Los numerales correspon-
den a las coordinadas estereotixicas: {mm
posterior al bregma}. (o) drea de menor le-
sion. (e) drea de mayor lesion,

HIF: Formacion hipocidmpica; CG: Subs-
tancia gris periacueductal; Aq: acueducto;
MG: Calculado Medial; R: Niicieo Rajo;
SNC: Substantia- nigra  compacta; SNR:
Substantia nigra reticulada; Cp: péndulo ce-
rebral; ml: Lemnisco medial.
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Los promedios de celularidad neuronal de con-
troles y lesiones también fueron evaluados median-
te la prueba de T-Student obteniéndose diferencia
significativa, usando dos grados de libertad vy
AP: - 6.3 P <0.05.

R-13 BREGMA

Las dudas que han podido surgir con relacién

a si los efectos de asimetrias extrapiramidales son

debidas a la lesion por 60HDA o por la lesién
electrolitica se estdn tratando de aclarar con nue-

vos grupos experimentales que pretenden evaluar

—&8 efecto de anfetamina después de 60HDA vy efecto
de anfetamina después de la lesion electrolitica.
Igualmente se estd estudiando un grupo de anima-

les con 60HDA y dcido ascérbico como antioxi-

dante.
- 73 — .
Bibliografia
1. SCHLESINGER,K. & GRIEK, B.]. The genetics and
biochemistry of audiogenic seizures-In: G. Lind-
zey and D.D. Thiessen {Eds). Contributions to
Behavior Genetic Analysis: The mouse as a Pro-
totype. Appleton, New York, 1970, pp. 219-257.
10 - e
R_|3 sirg
s FePas st Sl
L3 EH
Fr “Ga .
i nspl ci EH
------ 3 1

1S PiF 4

3 M
sk {‘;4. RS . ‘ -5
‘\‘ ‘?‘\\‘:\_ - 3 1
o \\\.‘) \"Q‘*a R , /“’ ln-:‘\‘. PM iy

\::‘\ P infy = i
ot N VR TN o 1
N, (W T
N . Y Lve lspve o ECH
*, Y ., 1 W
z { i " — T A
- e s { |
LS s e W2 Kt S i sesc

i+ N ¥ A | S S s

i ; ICiss, f:@: EBOr-—= e @ Fem \\

- ol T, -, Y
1 = -0t

Lateral 2.4 mm ]
B I e S S e e e S e M B e

FIGURA 8c: Secuencias histologicas coronales de las figuras 8a, 8b, recolocadas en un plano sagital 2.4 mm lateral a {a linea media. Ca-
da una de las lineas verticales corresponde a un ptano de las figuras transversales, El plano central de la lesion es -5.3 Breg-

ma, La nomenclatura es igual a la de las figuras 82 y 8b,
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