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Glosario de Siglas

ABL: Nucleo basolateral de amigdala
ABLI: Nucleo basolateral izquierdo de amigdala
ANOVA: Analisis de varianza

AP: Antero-posterior

Br: Brasil
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CON: Control
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ELT: Epilepsia del I6bulo temporal
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G: Gramo

Hz: Hercio

KINDLING
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Mg: Miligramo
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RESUMEN GENERAL DE TRABAJO DE GRADO

TITULO: Influencia de la estimulacion eléctrica rapida de amigdala (electrical kindling)
sobre el comportamiento exploratorio y la ansiedad de ratas expuestas al laberinto en cruz
elevado.

AUTOR(ES): Astrid Torres Jaimes.
FACULTAD: FACULTAD DE PSICOLOGIA.

DIRECTOR: Norberto Garcia Cairasco.

RESUMEN: Una de las principales estructuras comprometidas en la patogénesis y
sintomatologia de la epilepsia del I6bulo temporal es la amigdala. Dado que alteraciones
patofisiologicas en la excitabilidad neural de la amigdala han sido descritas en disturbios
de ansiedad, se estudi6 si la estimulacion eléctrica rapida de amigdala (kindling) afecta el
comportamiento exploratorio y la ansiedad, de ratas expuestas al laberinto en cruz
elevado. Ratas Wistar estimuladas (500 pA en 10sec 60 Hz cada 30 min, 10 estimulos por
dia, durante dos dias) en el nucleo basolateral izquierdo de la amigdala fueron evaluadas
en el laberinto en cruz elevado. Animales estimulados disminuyeron la frecuencia de
entradas (P=0,043) y el tiempo en las extremidades (P=0,023) de los brazos abiertos, asi
como la distancia recorrida en los brazos abiertos (P=0,036), comparados con el grupo de
animales no estimulados (sham). No fueron encontradas diferencias estadisticas
significativas en la frecuencia de entradas (p=0,263) y la distancia recorrida en los brazos
cerrados (P=0,281). La estimulacién eléctrica rapida de la amigdala basolateral izquierda
aumento los niveles de ansiedad, sin alterar la actividad locomotora, sugiriendo que las
crisis epilépticas generadas en este ndcleo, afectarian el comportamiento emocional en el
laberinto en cruz elevado, modelo animal de ansiedad.

PALABRAS CLAVE: Epilepsia, estimulacion eléctrica rapida, nucleo basolateral de
amigdala, ansiedad, laberinto en cruz elevado.
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ABSTRACT

TITLE: Influence of electrical stimulation fast amygdala in the exploratory behavior and
anxiety of rats exposed to the elevated plus maze.

AUTHOR: Astrid Torres Jaimes.

FACULTY: FACULTY OF PSYCHOLOGY.

DIRECTOR: Norberto Garcia Cairasco.

SUMMARY: The Amygdala is a main structure envolved in the pathogenesis and
sintomatology of temporal lobe epilepsy. Since physiopathological alterations in the neural
excitability of amygdala have been described in anxiety disturbances, we currently studied if
fast amygdale kindling affects the exploratory behavior and anxiety of rats exposed to the
elevated plus maze. Stimulated Wistar rats (500 pA at 10sc 60 Hz once each 30 min, ten
times per day, for two days) in the left basolateral amygdala (BLA)were evaluated one day
after in the elevated plus maze. Kindled animals decreased the frequency of entries
(P=0,043) and time spent in the open extremities (P=0,023), as well as distance run in the
open arms (P=0,036),compared with the sham group. These findings show that the fast
electrical kindling of left BLA increases the levels of anxiety, suggesting that epileptic
seizures generated in this nucleus, may affect the emotional behavior in the elevated plus
maze, an experimental model of anxiety.

KEY WORDS: Epylepsy, kindling , left basolateral amygdala, anxiety, elevated plus maze.
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Justificaci on
Desde el punto de vista de la practica clinica vy
experimental, la epilepsia del I6bulo temporal (ELT ) es
actualmente la condicién neurolégica mas ampliament e estudiada,
dada su alta prevalencia en la poblacion y resisten cia a los

diferentes tratamientos. Se responsabiliza por lo m
los casos de epilepsia parcial en adultos, respondi
pronéstico a la intervencion

quirargica  (Guerreiro

Guerreiro M.M, Cendes & Lopes-Cendes, 2000).

La ansiedad y la depresién son las formas mas comun

psicopatologia afectiva acompafiando las crisis epll
(Adamec, 1990a; Hermann & Whitman, 1984). Dado que
factores como elementos psicosociales, tratamiento
condiciones psiquiatricas pre-mérbidas, historia fa
patofisiologia del desorden, interactian en el esta
pacientes epilépticos, es dificil estimar cuanto de
patofisiologia de la epilepsia a las alteraciones e
comportamiento emocional. Si las crisis epilépticas
desarrollo de un disturbio emocional, alteraciones

emocional pueden ser inducidas y evaluadas a traves
animales de epilepsia (Adamec, Shallow & Burton, 20

El presente trabajo permiti6 analizar la influenc

crisis epilépticas inducidas por el modelo de estim
eléctrica rapida de amigdala sobre el comportamient

de ratas expuestas al laberinto en cruz elevado. El

las crisis comportamentales y electroencefalografic

en el modelo también fue abordado en este trabajo.

enos por 40% de
endo con mejor
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Mas que esto,
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se evalu6 especificamente, el efecto de la estimula cion del nucleo
basolateral de la amigdala sobre el comportamiento exploratorio y
la ansiedad de ratas expuestas al laberinto en cruz elevado,

modelo animal de ansiedad.
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Planteamiento del Problema
La estimulacion eléctrica
modelo animal para el estudio de la epilepsia del |

(Ebert & Loscher, 1995; Goddard, 1967; McNamara, 19

1972). La gran mayoria de estudios realizados inten

comprender la influencia de las crisis epilépticas
alteraciones del comportamiento emocional, han eval
efectos de las crisis inducidas mediante el modelo

eléctrica convencional en el comportamiento de rata

laberinto en cruz elevado.

Adamec et al. (2005), demostraron como diferentes f

influencian el efecto de la estimulacién sobre el ¢

de tipo ansioso estudiado en ratas. El hemisferio e
estimulacién de diferentes ndcleos en un mismo hemi
niveles basales de ansiedad generan respuestas comp

diferentes. La estimulacion eléctrica de las mismas

amigdala basolateral derecha produce efectos compor

opuestos, dependiendo de niveles basales de ansieda
altos niveles de ansiedad basal manifiestan un com

tipo ansiolitico siguiente a la estimulacion eléctr

con niveles basales inferiores, manifiestan un comp

tipo ansiogénico en el laberinto en cruz elevado. E
procedimiento realizado en el ndcleo basolateral iz
ratas menos ansiosas, incrementa el nivel de ansied

laberinto.

Comparado con el protocolo de estimulacion convenci

estimulacién eléctrica rapida (kindling)

en ratas es considerada un buen

Obulo temporal
84 & Racine,
tando
en las
uado los
de estimulacion

S expuestas al

actores
omportamiento
stimulado, la
sferio y los
ortamentales
areas en la
tamentales
d. Ratas con
portamiento de
ica; y ratas
ortamiento de
| mismo
quierdo de

ad en el

onal, la

presenta la ventaja de
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disminuir de dos semanas para dos dias el tiempo ne cesario para
estimular el animal, controlar la produccién de inf ecciones y
otras alteraciones fisioldgicas producidas por el i mplante crénico

de electrodos (Ebert & LoOscher, 1995; Ldscher, Wahn schaffe,

Honack & Rundfeldt,1995)

De acuerdo con lo anterior el interrogante propuest 0 en este
presente proyecto de investigacion fue: ¢Las crisis epilépticas
inducidas por el modelo de estimulacion eléctrica r apida, afectan
el comportamiento exploratorio y la ansiedad de rat as expuestas al

laberinto en cruz elevado?.
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Objetivos

Dentro de los objetivos de este trabajo, se destaca n:
Objetivo General
Analizar la influencia de la estimulacion eléctrica rapida de
amigdala  (kindling) sobre el comportamiento exploratorio y la
ansiedad de ratas expuestas al laberinto en cruz el evado.
Objetivos Espec i ficos

1. Investigar el desarrollo de las crisis comportament ales y

electroencefalograficas  progresivas en el modelo de

estimulacién eléctrica rapida de amigdala ( kindling ).

2. Analizar la influencia de las crisis epilépticas in ducidas
por la estimulacion eléctrica rapida de amigdala so bre el
comportamiento exploratorio de ratas expuestas al | aberinto

en cruz elevado.

3. Analizar la influencia de las crisis epilépticas in ducidas
por la estimulacion eléctrica rapida del ndcleo bas olateral
izquierdo (BLAI) de amigdala, sobre el comportamien to

exploratorio de ratas expuestas al laberinto en cru z elevado.
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Referente Conceptual

Lobulo Temporal

El 16bulo temporal es morfolégicamente el més heter ogéneo de
todos los l6bulos cerebrales. Ademas de la isocorte za (isocortex),
estad constituido por componentes limbicos en su por cion medial,
como el hipocampo, la region temporal del cortex pr epiriforme, el
giro parahipocampal y méas anteriormente la amigdala , rodeada por
la corteza periamigdaloide y entorrinal. De esta manera, reune
estructuras involucradas en diversas funciones, com 0 auditivas,

visuales, emocionales y de memoria (Gloor, 1997).

La amigdala es una estructura subcortical formada p or una
coleccion heterogénea de grupos nucleares que ha si do identificado
como complejo amigdaloide. Se han atribuido importa ntes funciones
al complejo amigdaloide, incluyendo procesos de mem oria, atencion,
interpretacion del significado emocional del estimu lo sensorial y
produccion de respuestas emocionales apropiadas (Pi tkanen,
Savander & LeDoux, 1997). La interaccion establecid a por la
amigdala con el hipotdlamo y la substancia gris per ilacueductal
(SGP) en el denominado sistema cerebral de defensa, en accion
conjunta con el sistema de inhibicibn comportamenta | compuesto por
el septo y el hipocampo, constituyen uno de los sub stratos
neurales asociados a la respuesta de ansiedad (Grae ff, Guimaraes &

Zuardi, 1999).

La informacion sensorial del mundo externo alcanza la
amigdala principalmente a través del nucleo lateral . El nucleo
lateral envia proyecciones para la mayoria de otros nacleos

amigdaloides. Las informaciones son asociadas e int egradas via
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conexiones establecidas entre nucleos inter e intra
El nacleo central es el mayor centro de salida de |
amigdaloides hacia el tallo (tronco) encefélico y e
(Pitkanen et al., 1997).

La amigdala basolateral (ABL) envia proyecciones a
numero de regiones cerebrales, incluyendo varias ar
el hipocampo, nucleo acumbens y el estriado. Dichas
indispensables en las modulaciones reguladas por la
consolidacion de diferentes tipos de memoria. Algun
regiones cerebrales mas proximas influenciadas por
la ABL, como el hipocampo y posiblemente la corteza
pueden regular la consolidacion de la memoria durad
circuitos cerebrales, mientras otras, como el nucle
nuacleo basal magnocelular, pueden constituir lugare
permanentes (McGaugh, 2002).

Epilepsia del L6ébulo Temporal

-amigdaloides.
as proyecciones

| hipotadlamo

un gran
eas corticales,
conexiones son
ABL en la
as de las
la actividad de
entorrinal,
era en otros
0 caudado y el

s de memorias

La epilepsia constituye un conjunto de alteraciones

neuroldgicas caracterizadas por crisis epilépticas
se originan en ausencia de respuesta toxico-metabdl
La disfuncion temporaria restricta a un grupo espec
neuronas conduce al desarrollo de crisis focales, y
de crisis generalizadas en el caso de comprometer a
extensas del encéfalo. Los sintomas de la crisis de
partes del cerebro comprometidas en la disfuncion (
al., 2000).
Las crisis epilépticas son generadas a partir de d

eléctricas anormales excesivas, hipersincronicas y

recurrentes que
ica o febril.
ifico de
a la aparicion
reas mas
penden de las

Guerreiro et

escargas

transitorias de
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neuronas, resultantes de corrientes eléctricas prod ucto del flujo
ibnico a través de la membrana celular (Guerreiro et al.,
2000).

Desde el punto de vista de la practica clinica vy

experimental, la epilepsia del I6bulo temporal (ELT ) es
actualmente la condicidn neurolégica mas ampliament e estudiada,
dada su alta prevalencia en la poblaciéon y resisten cia a los
diferentes tratamientos. Se responsabiliza por lo m enos por 40% de
los casos de epilepsia parcial en adultos, respondi endo con mejor
pronéstico a la intervencién quirargica (Guerreiro et al., 2000).

Las crisis que se originan en el l6bulo temporal, e n
estructuras que incluyen la amigdala, el hipocampo, giro
parahipocampal y otras estructuras limbicas mediale S, constituyen
la epilepsia del lI6bulo temporal mesial (Guerreiro et al., 2000).

En la mayoria de los casos, tiene inicio al final d e la infancia o
principio de la adolescencia, acompafiada generalmen te con historia

de crisis febriles. Predominan las crisis parciale s complejas
(con alteracion de conciencia). Salvo algunas varia ciones, la
semiologia ictal en la mayoria de los pacientes com prende un aura
(frecuentemente  sensaciones  epigastricas, miedo, fe nomenos
autonémicos y/o psiquicos, sensaciones olfativas o gustativas)
seguida por mirada fija no responsiva, automatismo S
oroalimentares y/o manuales estereotipados, postura s distonicas de
mano y en algunos casos generalizacion secundaria. Posterior a la
crisis, se presenta generalmente un periodo de conf usion (Kotagal,

1999).
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Una de las principales estructuras comprometidas en la
patogénesis y sintomatologia de la epilepsia del 16 bulo temporal
es la amigdala, especificamente el nudcleo basolater al de la
amigdala (ABL). Ademdas, alteraciones fisiopatoldgic as en la
excitabilidad neural de la amigdala también han sid o descritas en
disturbios psiquiatricos como ansiedad y depresion, constituyendo
una importante estructura del I6bulo temporal impli cada en las
emociones y en el comportamiento emocional (Aroniad ou-Anderjaska,

Qashu & Braga 2007).

Ansiedad

La ansiedad es definida como un estado emocional pe rcibido
subjetivamente como desagradable y amenazante que p roduce
alteraciones del humor y de la cognicion; generalme nte acompafnadas
por cambios comportamentales y fisiolégicos como pa Ipitaciones,
transpiraciones e hipervigilancia  (Pratt,1992). Un aspecto
verdaderamente interesante de la respuesta de ansie dad radica en
su valor adaptativo. Diferente de cualquier otra em ocion, la
ansiedad favorece la supervivencia del organismo, p reparandolo
para responder a estimulos amenazantes y eventos es tresores de su
medio. Sin embargo, esta respuesta llega a ser pato l6gica cuando
la reaccion al estimulo percibido es sobre exagerad a, irracional e
interfiere con la habilidad de la persona para func ionar

normalmente (Pratt, 1992).

Con la intencién de reproducir artificialmente el estado de

ansiedad y conducir aproximaciones cada vez mas sim ilares a las
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descritas en humanos, algunas de sus caracteristica s han sido
reproducidas y manipuladas artificialmente a través de los
llamados modelos animales de ansiedad. El laberinto en cruz
elevado (LCE) es un modelo extensamente empleado en el estudio de
drogas ansioliticas y en el estudio de la neurobiol ogia de la
ansiedad (Cruz, Freif & Graeff, 1994). Este modelo se basa, entre
otros factores, en el miedo natural de los roedores a los espacios

no protegidos. Trabajos pioneros realizados por Mon tgomery (1955),
demostraron que el comportamiento del animal es res ultado de un
impulso para explorar y de un impulso para proteger se. Esa
relacion entre el comportamiento exploratorio y mie do lo llevd a
concluir que la novedad estimula ambos impulsos, ge nerando un
conflicto de tipo aproximacion-esquiva. En condicio nes normales,
ratas expuestas al laberinto exploran todo el laber into pero
evitan las entradas en el brazo abierto y permanece n la mayor
parte del tiempo en el brazo cerrado. La frecuencia de entradas y
el tiempo de permanencia en los brazos, asi como la preferencia
por cada uno de los brazos, son tomados como indice s de ansiedad.
Al ser confinados en los brazos abiertos, los anima les manifiestan
respuestas de miedo como congelamiento, defecacion y un incremento
de glucocorticoides en el plasma (Treit, Menard & R oyan, 1993).

Dado que la ansiedad y la depresion son las formas mas
comunes de psicopatologia afectiva acompafando las crisis
epilépticas (Adamec, 1990a; Hermann & Whitman, 1984 ) €es necesario
ampliar la comprensiéon alrededor de como las crisis podrian

alterar el funcionamiento emocional interictal. Una variedad de
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estudios realizados en humanos y animales, implican

en la amigdala con disturbios afectivos presentes e
(Adamec, 1990a, 1991,1993, 1998; Adamec & Morgan, 1
Deransart, Marescaux & Depaulis , 1996; Kalynchuk,
Kippin, 1997). Estudios con gatos demuestran que el
amigdala genera un incremento de receptores benzodi
(Adamec, 1990a, 1991,1993). Cambios en la excitabil
amigdala como la potencializacion a largo plazo (PL

del N-Metil-D-Aspartato
periacueductal, también han sido mencionados como m
criticos en el comportamiento de ansiedad (Adamec,

Se ha sugerido que los cambios en el afecto asociad
epilepsia limbica en humanos, pueden atribuirse a
hiperexcitacién de las vias que procesan el miedo.
sentido, se ha propuesto que la repetida actividad
el sistema limbico, provoca cambios en vias que gen
manifestacion de sintomas de ansiedad (Adamec, 1990
Whitman, 1984).

La repetida evocacion de crisis en areas limbicas (
limbico ) genera cambios posteriores en el comportamiento a
incluyendo la cognicion (Feasey-Truger, Kargl & Ten
1993; Leung & Shen, 1991; Peele & Gilbert, 1992 ci
& Shallow, 2000) y el afecto (Adamec, 1990; Adamec,
Kalynchuk & cols., 1997 citados en Adamec & Shallow

Los efectos de la estimulacion eléctrica han sido e
principalmente, a través de dos protocolos: de cor

prolongada duracion. La estimulacion de corta durac

alteraciones
n epilepsia
994; Helfer,
Pinel, Treit &
kindling de
acepinicos
idad de la

A) dependiente

(NMDA) en la via amigdala-sustancia gris

ediadores
1993, 1997).
os a la
u na

En este mismo
de crisis en
eran la

a; Hermann &

kindling

nimal,

Bruggencate,
tados en Adamec
1993;

, 2000).

valuados

ta y de

ion, conduce al
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desarrollo de tres a cuatro crisis clase 5 (Adamec,

la escala de Racine (1972). La gran mayoria de estu
empleando este protocolo, han evaluado las alteraci
afecto a través del laberinto en cruz elevado y el

(Adamec, Shallow & Burton, 2005).

Los efectos de este protocolo en el sobresalto acus
también han sido evaluados. En esta linea Helfer et
citados en Adamec, Shallow & Burton 2005)en un estu
consideré 15 crisis clase 5 en el nacleo ABL poster
revelan que la estimulacion incrementa los niveles
el laberinto y en el campo abierto, sin ningun efec
consumo de sacarosa y la prueba de nado forzado. La
de larga duracion, esta determinado por el desarrol
crisis clase 5; diversos trabajos han sefialado un i
comportamiento defensivo empleando este modelo (Kal
Treit, 1999 citados en Adamec, 2005).

Diferentes estudios reportan que la estimulacion el
puede incrementar o disminuir la ansiedad en roedor
Blundell & Burton, 2004). Los estudios de Adamec (1

fueron pioneros en demostrar que la estimulacion e

amigdala medial 'y  basolateral derecha, incrementa

comportamiento de tipo ansioso en el laberinto en ¢
efecto opuesto, ha sido reportado para la estimulac
la amigdala basolateral izquierda, generando una di

los niveles de ansiedad (Adamec & Morgan 1994).

1998), segun
dios realizados
ones en el

campo abierto

tico,
al.(1996,

dio que
ior derecho,

de ansiedad en
to sobre el
estimulacion
lo de 60 a 90
ncremento en el

ynchuk, Pinel &

éctrica
es (Adamec,
990b, 1991)
léctrica de la
e
ruz elevado. El
ion rapida de

sminucion en
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Una variedad de factores determinan los efectos de

estimulaciéon sobre la ansiedad (Adamec, Shallow & B
hemisferio del electrodo de estimulacion es uno. La

de los nudcleos central y basolateral izquierdo de |
provoca un efecto ansiolitico (Adamec & Morgan, 199

al., 1997). El mismo protocolo en la amigdala basol

provoca un efecto ansiogénico (Adamec, 1998; Adamec
1994; Helfer et al., 1996). Sin embargo, también se

efectos ansioliticos de la estimulacion en areas me

ABL derecha (Adamec, Blundell & Burton, 2004). Este
aspecto, resalta la importancia de la localizacién del elect
dentro de un nucleo en el mismo hemisferio sobre el
comportamental.

La localizacion del foco de estimulacion en el plan
posterior (AP), dentro de un mismo hemisferio, es t
factor determinante sobre los efectos comportamenta
estimulacion eléctrica de amigdala. La estimulacién
cortical anterior derecho, produce un efecto ansiog
gue en el nucleo posterior provoca un efecto ansiol
laberinto (Adamec & McKay, 1993; Adamec & Morgan, 1
similar se observa en el ndcleo basomedial. La esti
areas mas anteriores produce un efecto ansiogénico
en cruz elevado, en cuanto que en areas mas posteri
ansiogénico disminuye o no es significativo (Adamec
2000).

A pesar de estas diferencias, no todos los nucleos

esta dependencia con el plano AP en la respuesta co

urton 2005). El
estimulacion
a amigdala
4; Kalynchuk et
ateral derecha,
& Morgan,
han reportado
diales de la
altimo
rodo

efecto

0 antero-
ambién un
les de Ia
del ndcleo
énico, mientras
itico en el
994). Un efecto
mulacién de
en el laberinto
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La estimulacion eléctrica sobre el plano AP en el
basolateral derecho produce ansiedad en el laberint

elevado (Adamec & Morgan, 1996; Herlfer et al., 199

Finalmente, otro factor que determina los efectos d

estimulacién en el comportamiento emocional es el e
pre-morbido
relevancia clinica, podria contribuir a la compren
discrepancias en los hallazgos reportados sobre los
estimulacién en el comportamiento emocional de los
mismos autores, propusieron una re-exposicion al la
elevado para evaluar niveles de ansiedad previos a
eléctrica de amigdala medial. Fue demostrado, que r
en diferentes espacios novedosos con intervalo de t
entre prueba, no manifestaban incremento en los niv
ansiedad tras la repetida evaluacion en el laberint
estudio, la ansiedad fue determinada a partir de un
farmacoldgica denominada razén de tiempo. Esto es,
tiempo de espera en los brazos abiertos sobre el ti
en todos los brazos. A mas baja razon, “mas ansiosa
agruparon las ratas con mayor o menor ansiedad en |
dos pruebas antes de la estimulacion, pero posterio
implantacion del electrodo. Se hallé un efecto ansi
ratas con mayor razon de tiempo basal.

Citando diferentes estudios, Adamec y Shallow (2000
gue las diferencias basales en el comportamiento de
generadas por variaciones en la excitabilidad de la

significativa proyeccion eferente al hipotalamo med

ucleo
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sustancia gris periacueductal. Asi, diferencias fis
determinan las comportamentales, podrian interactua
extension de las crisis del hipocampo dentro del su
defensivo; alterando también alli, los efectos fisi
comportamentales de las crisis.

Evidencia de esto, se encuentra en trabajos que han
la aplicaciéon consecutiva de posdescargas sin induc
motoras, en el modelo de estimulacion eléctrica par
estimulacion  parcial del hipotdlamo ventral increme
decrementa la respuesta defensiva de acuerdo a las
de la especie. Gatos menos reactivos, manifiestan ¢
agresivas tras la estimulacion del hipocampo ventra
reactivos se observan efectos comportamentales opue
1975, 1978 citado en Adamec & Shallow, 2000). Otros
comportamentales de la estimulacion parcial, incluy
de respuestas defensivas frente a roedores y gatos
especie, a estimulos provocados por humanos (Adamec
& Stark-Adamec, 1983 citados en Adamec, 1997); a la
eléctrica del hipotalamo ventromedial (Griffin, Eng
1987 citado en Adamec, 1997) y la sustancia gris pe
(Hiyoshi, 1990 citado en Adamec, 1997).

Estos datos sugieren, que el estado de ansiedad pre
podria interactuar con la estimulacion eléctrica de
determinar un efecto en el comportamiento emocional
ambos, ansiogénico, ansiolitico o no producir ninga
dependiendo del nivel de ansiedad en el momento de

(Adamec, Shallow & Burton, 2005).
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Electroencefalograma (EEG)

La actividad eléctrica espontanea del cerebro fue o
inicialmente por Caton en 1875, de manera experimen
registros de la superficie de encéfalos expuestos d
hasta 1929 el EEG del ser humano fue demostrado por
(Ragazzo, 2000).

AlUn en ausencia de estimulacidbn sensorial, la activ
espontanea del cerebro no es aleatoria. Eventos pob
ritmicos, medidos en el espacio extracelular como c
surgen de complejas interacciones entre propiedades
neuronas y propiedades de la red en la cual la neur
contenida. Operaciones integrativas en el encéfalo
caracteristicas del disparo neural coordinadas en u
de larga escala. Ritmos de varias frecuencias tiene
diferentes regiones cerebrales y esas oscilaciones
acuerdo al estado comportamental (Paré, Collins & P
Wang, 2003).

Aunque la exacta banda de frecuencia sea definida c

bservada
tal, con
e monos, y sélo

Hans Berger

idad
lacionales
orrientes,
intrinsecas de
ona esta
involucran
na red neural
n lugar en
cambian de

elletier, 2002;

on cierta

controversia , algunos ritmos se asocian con la actividad neurona

humana. Durante la vigilia atenta predomina el ritm

Hz, originado por actividad de areas de amplia acci
sistemas talamico y cortical, como el ndcleo pedudnc
area tegmental latero-dorsal, la rafe dorsal y el |

En la vigilia relajada con los ojos cerrados aparec
alfa, 8 a 13 Hz, prominente en la region occipital.

suefio sincronizado es posible detectar el ritmo tet

o beta, 14 a 60
on sobre los
ulo-pontino, el
ocus ceruleos.
e el ritmo
Ya durante el

a, 4 a 7 Hz,
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relacionado a la actividad hipocampal y sistema sep to-hipocampal y
el ritmo delta, 0,5 a 4 Hz, originado por actividad talamo-

cortical (Steriade, 1993).

En ratas, la serie de frecuencia teta puede ser ext endida de
4 a 14 Hz, mientras que el ritmo alfa no es claramente detectable.
El ritmo teta puede ser subdividido en dos tipos: | a actividad
teta tipo 1 (8 a 14 Hz) puede ser observada durante exploracion y
la actividad teta tipo 2 (4 a 8 Hz) puede ocurrir e n periodos de

inmovilidad (Bland, 1986; Buzsaki, 2002).

En la ELT, se observan puntas, ondas agudas o parox ISmos
lentos sobre una o ambas regiones temporales. En la fase inicial
de la crisis (aura o crisis parcial simple) el EEG puede ser
normal o revelar apenas atenuacion mas o menos difu sa de los
ritmos de base. En la fase de mirada fija, automati smos y pérdida
de conciencia (crisis parcial compleja o psicomotor a) se observa
crisis electrografica caracterizada por actividad r itmica de
frecuencia teta y enseguida alfa, unilateral o bila teral. Durante
la generalizacion secundaria que eventualmente ocur re, la crisis
electrogréfica se puede difundir a través de todo e | hemisferio,
aunque en algunos casos la superposicion de artefac tos de origen
muscular pueda obscurecer el registro. El final de la crisis es
caracterizado por una atenuacion pos-critica que pa rece ser
proporcional a la duracion de la crisis (Cockerell & Shorvon,

1997; Sakamoto, Garzon & Fernandes, 2000).
Estimulacion eléctrica rapida (kindling)
La estimulacion eléctrica (kindling) en ratas es uno de los

modelos experimentales mas empleado para el estudio de la
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epilepsia (Goddard, 1967; McNamara, 1984, Morimoto,

Racine, 2004; Racine, 1972;). Presenta la ventaja d

Fahnestock &

e no producir

los efectos toxicos de las drogas y no causar Status  Epilepticus
(SE), evitando pérdida neuronal difusa (Timofeeva & Peterson,
1999).

La estimulacion eléctrica rapida de amigdala es car acterizada
por el desarrollo progresivo de crisis comportament ales vy
electrograficas en respuesta a  estimulaciones eléct ricas
repetitivas, inicialmente subconvulsivas  del siste ma limbico

(Ebert & Loscher, 1995; Goddard, 1967; Goddard, Mcl

1969).

Este modelo de epilepsia ha sido empleado desde 19

Goddar descubri6 que la estimulacion eléctrica diar

amigdala provocaria el desarrollo progresivo de  cri

convulsivas. A partir de este planteamiento, distin
caracteristicas del modelo han sido estudiadas. Las

resultantes de la estimulacion eléctrica repetitiva
caracter permanente, y responden de manera especifi
la region estimulada, siendo la amigdala una de las
areas que responden mejor a la estimulacion (Goddar

Goddard et al, 1969). La estimulacibn de wuna deter
estructura, lleva a la transferencia positiva de es

otras regiones cerebrales (Goddard et al., 1969; Ra

Dentro de las alteraciones en patrones
electrofisiolégicos y comportamentales descritas, s
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posterior al estimulo eléctrico), la disminucién de
aparicion de la crisis, el aumento de la duracion d
de la pos-descarga (Goddard, 1967; Goddard et al.,
se ha sefialado que con la aplicacibn de los estimul
periodo de tiempo mucho mas prolongado, el animal c
presentar crisis convulsivas espontaneas (Michael,
Ikeda-Douglas, Cammisuli, Ferbinteanu, DeSouza C.,
Fecteau, Racine & Milgram, 1998; Pinel & Rovner, 19
Osting, Hagen, Rutecki & Sutula, 2003). Para analiz
de las crisis, se ha empleado el indice comportamen
por Racine (1972), modificado posteriormente por P
(1978).

Diversos parametros de la estimulacion se pueden mo
permitiendo evocar multiples respuestas para aborda
la epilepsia del I6bulo temporal. Un factor de gran
el intervalo entre cada estimulacion. En el modelo
los estimulos se realizan una o dos veces por dia,
aproximadamente 2 semanas para el desarrollo del ex
(Goddard, 1967; Goddard et al., 1969; Represa, Le G
Ben-Ari, 1989), entretanto, intervalos cortos parec
alternativa rapida para ese modelo (Ebert & Ldscher
Ohtani, Kubota & Yamaguchi, 1981; Lothman, Hatlelid
1985; Racine, Burnham, Gartner & Levitan, 1973; Tim
Peterson, 1999). En modelos de estimulacion rapida,
entre  estimulos de 30 minutos 0 menos, un
significativamente mayor de estimulos es necesario

primera crisis generalizada, pero el tiempo necesar
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estimulacién disminuye de semanas a horas (Goddard et al.,1969;

Racine et al., 1973).

Lothman et al.(1985) demostraron que para permitir el
desarrollo de la estimulacion y superar el fenémen o de adaptaciéon
en el modelo de estimulacion eléctrica rapida, la intensidad de
la corriente de los estimulos necesitaria ser mas a Ita (supra-
umbral) y la duracién de los estimulos ser mayor (1 0 segundos).

Al igual que la estimulacién convencional, la estim ulacion
rapida permite el control preciso de las areas de e stimulacién, de
los parametros y del tiempo de las crisis (Lothman et al., 1985).

Por otro lado, la estimulacibn répida presenta vent ajas
adicionales sobre el modelo convencional, como: pre vencion de
infeccion u otras alteraciones fisiolégicas causada s por el
implante crénico de electrodos (Ebert & Léscher, 19 95; Loscher et
al., 1995), reduccion de costos con la manipulacién del animal, ya
gue hay wuna abreviacibn de tiempo de los experiment 0s,
investigacion de alteraciones en diferentes etapas del desarrollo

de la estimulacion (Armitage, Mohapel, Jenkins, Han nesson &
Corcoran, 1998)y el desarrollo de crisis espontanea S en pocos dias

(Timofeeva & Peterson, 1999).
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Método
Sujetos
Fueron utilizadas 35 ratas Wistar machos adultos (2 50 Q)
provenientes del Bioterio Central del Campus de Rib eirdo Preto de
la Universidad de Sao Paulo (USP). Durante el desar rollo de los
experimentos, los animales fueron alojados en cajas con cinco

animales cada una, en el Bioterio del Laboratorio d

Neurofisiologia y Neuroetologia Experimental del De partamento de
Fisiologia de la Facultad de Medicina de la USP. De spués de la
cirugia, los animales fueron alojados en cajas indi viduales y
tuvieron libre acceso a alimento y agua, con ciclo claro/oscuro de

12 horas y temperatura controlada de 21 °C. Todo el esfuerzo fue
realizado para disminuir o evitar sufrimientos inne cesarios a los
animales. Todos los protocolos fueron realizados de acuerdo con
las normas de la Sociedad Brasilera de Neurociencia sy

Comportamiento (SBNeC).

Durante la ejecucion del experimento, los animales fueron
distribuidos aleatoriamente en tres grupos, nueve a nimales en cada
grupo: grupo control (Con), animales que no fueron implantados
esterotdxicamente ni pasaron por el protocolo de es timulacion pero
permanecieron en cajas individuales; durante el mis mo periodo de
recuperacion de los animales que fueron implantados . El grupo Sham
(Sham), animales implantados esterotaxicamente en | a amigdala, que
fueron conectados a los instrumentos de estimulacio n pero no
pasaron por el protocolo de estimulacion; y el grup 0 experimental

(Exp), animales implantados esterotaxicamente en la amigdala y
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recibieron el protocolo de estimulacion eléctrica r

amigdala.

Aparatos
Laberinto en cruz elevado

Fue utilizado un laberinto en cruz elevado consti
dos brazos abiertos (50 x 10 cm) cruzados por dos b
por paredes (40 cm), conectados por una area centra
y elevado a 50 cm del piso (Anexo 1). Para los regi
camara fue posicionada verticalmente encima del lab
acoplada a un monitor en una sala adyacente a la sa
Durante el registro, la imagen en la pantalla
television fue dividida en cuadrados iguales (10 cm
permitiendo el registro de localizacion precisa del
cualquier espacio del laberinto y la cantidad de cu
atravesados por el animal. El registro fue realizad

del programa

del Prof. Dr. Silvio Morato de Carvalho. Departamen

Psicobiologia — FFCLRP — Universidad de Sdo Paulo.
Procedimiento
Cirugia esterotaxica

Después de la llegada de los animales al laborator

g), los animales de los grupos sham y experimental,

anestesiados profundamente con Quetamina (1,0 mg/ K

Quimica Farmacéutica Nacional, Embu-Guacu, Br) y Xi
Kg; Bayer, Sdo Paulo, Br) y antes de la seccidon qui

recibieron anestésico local con clorhidrato de lido

apida de

tuido por
razos cerrados

| (10 x 10 cm)
stros, una
erinto y

la del test.
del aparato de
de lado),
animal en

adrados

0 con la ayuda

X-Plo-Rat , un software construido en el laboratorio

to de

io (£250
fueron
g; Unidn
lazina (0,7 mg/
rdrgica,

caina 2%
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conteniendo epinefrina 1:100.000 (AstraZeneca, Coti
tratamiento para la prevencion de infecciones, cada
0,15 ml de pentabiotico veterinario (
Campinas, Br). A través de la cirugia esterotéxica
implantado un electrodo bipolar de acero inoxidable
teflon (400 pm; A-M
posicionado con base en las coordenadas del Atlas e
Paxinos y Watson (1997): amigdala basolateral izqui
AP: 2,3 mm; ML: 4,7 mm; DV: 7,1 mm en relaciéon a Br
del electrodo, fue implantado en el hueso frontal d
tornillo de acero inoxidable soldado a un pequefio ¢
utilizado para aterramiento del animal al sistema.
otros tres tornillos fueron implantados para fortal
fijacion del conector
soldados a un conector telefonico macho de 4 pines
cemento de fosfato de zinc y acrilico autopolimeriz
Después de la cirugia los animales pasaron por un p
dias de reposo y recuperaciéon antes del inicio del
estimulacion.
Estimulacion y registros eléctricos

Después del periodo de recuperacion, los animales d
experimental, pasaron por un protocolo de estimulac
en el ndcleo ABLI, a través de un sistema de estimu
S88 (West Warwick, EUA) conectado a un osciloscopio
Packard 130C HP, Palo Alto, EUA) para monitoreo de
enviadas a los cerebros de los animales. Las estimu

eléctricas siguieron los siguientes parametros: est

Fort Dodge

a, Br). Como
animal recibio
Saude Animal,
, fue

, revestido con

Systems , Carlsborg, EUA). El electrodo fue

sterotaxico de

erda (ABLI) -
egma. Ademas

el animal, un

able que fue

Adicionalmente,

ecer la

El electrodo y el cable tierra fueron

fijado con
able (Anexo 2).
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monopolar, trenes de ondas cuadradas bifasicas,
constante con frecuencia de 60 Hz y pulsos con 1 ms

El primer paso fue determinar el umbral de pos-desc
Las sefales electroencefalograficas de los animales
registradas durante 5 minutos, a partir de ahi fue
inicialmente una corriente de 100 pA durante dos se
animal presentaba PD, la prueba era interrumpida y
gue el animal tenia un umbral PD de 100 pA. Caso co
animal era posteriormente re-estimulado en interval
minutos, incrementando 100 pA a cada estimulacién,
alguna PD fuera manifestada, o hasta alcanzar el m
(Foresti, 2005; Foresti,  Arisi, Fernandes,  Tilelli
Garcia—Cairasco, 2008).

La PD es definida como la actividad
inmediatamente después del estimulo con por lo meno
frecuencia y amplitud 2 veces mayor que la linea de
(Ebert e Loscher, 1995).

En los dos dias siguientes, los animales recibieron
de 10 estimulos por dia con intensidad de corriente
500 pA, durante 10 segundos y separadas por interva
minutos. La linea de base del EEG fue registrada 1
5 minutos posterior al primer y altimo estimulo (Fo

La sefial electrofisiologica de la ABLI fue registra
por una placa electronica conteniendo 2 canales sin
de sefal (estimulo y tierra) y 2 canales conectados

transistor de efecto de campo (FET), para registros

Los FETs funcionan conectados a una bateria de 3 vo

riente
de duracion.
arga (PD).
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Moraes, Galvis-Alonso & Garcia-Cairasco, 2000). La sefal fue
transmitida a través de un cable conectado a un swivel de 4
canales para una caja de distribucion de sefales. E | swivel
permitio la movilidad del animal en la caja con art efactos de
movimiento reducidos o ausentes. La sefial fue condu cida a un
sistema de amplificacion vy filtraje (CyberAmp 320, Axon
Instruments , Foster City, EUA) y a un conversor Analdgico/Digi tal
(Biopac Systems mod. MP100, Santa Barbara, EUA), ac oplado a un

computador (PC Pentium MMX, 233 Mhz) (Anexo 3).

Registro y andlisis comportamental

Simultaneamente a la estimulacion y al registro EEG rafico,
los animales fueron filmados (camara VHS, Gradiante , GCP-180CR) y
las imagenes enviadas a través de una tarjeta conve rsora de
captura y salida de video (ATI All-in-Wonder Pro, Markham, Canada)
para la pantalla del computador. Esa imagen compues ta de registro
de EEG y comportamiento, video-EEG, fue grabada en cinta VHS. El
comportamiento de los animales fue analizado de acu erdo al indice
de gravedad para crisis epilépticas de Racine (1972 ) modificado
por Pinel y Rovner (1978). Los comportamientos fuer on evaluados, y
se consideré totalmente estimulado el animal que pr esentara por lo

menos 2 crisis clase 4.
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Tabla 1

indice de gravedad para crisis epilépticas

Clase | Respuesta Comportamental

Automatismos faciales

Mipclonias de la cabeza

Mipclonia de patas anteriores

Elevacion del cuerpo sobre las patas posteri ores
E

Mas de una crisis clase 5

@vacion seguida por caida (cayéndose)

Cqgrridas y saltos

QO Nl O O B~ W N

Canvulsion tonico-clénica generalizada

Test comportamentales

Siguiente al 20 ° estimulo, 24 horas después, los animales de
todos los grupos fueron puestos individualmente en el area central
del laberinto en cruz elevado, con una iluminacion de 40 lux y el
hocico inclinado para uno de los brazos cerrados. F ue permitido
gque el animal explorara el laberinto liboremente por 5 minutos.
Fueron registradas durante cinco minutos la frecuen cia de entradas
y el tiempo de permanencia en los brazos y en sus e xtremidades,

asi como la distancia recorrida en cada area.
Histologia

Perfusién, crioproteccion, congelamiento y corte

Un dia después de ser expuestos al laberinto en cru Z elevado,
los animales de los grupos sham y experimental fuer on sacrificados
con una sobredosis de tionembutal (Abbott, North Ch icago, EUA) vy
perfundidos transcardiacamente, por medio de una bomba de

perfusion (Masterflex, Midland, Canada), con 80 ml de salina 0,9%
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y 300 ml de formol 40%. Los animales fueron decapit
cerebros retirados de la caja craneana y conservado
crioprotectora (sacarosa 20% en salina) por aproxim
horas y después congelados en isopentano 99% vy hiel
cerebros congelados fueron almacenados en congelado
hasta ser cortados en criostato (ZEISS, Microm, HM-
Walldorf, Alemanha) con secciones de 40 um en el pl
Los cortes conteniendo las lesiones de la punta del
colocados en laminas gelatinizadas (gelatina 0,5% vy
cromo-aluminio  0,05%). Las Ilaminas fueron almacenad
congelador a - 20 °C hasta que la técnica histoldgi
procesada.
Histoquimica de Nissl

Usando como referencia planchas del Atlas esterotax
Paxinos y Watson (1997), se identific6 el posiciona
electrodo. Las laminas eran hidratadas, introducida
en bafio de acetato de cresil violeta 0,25% vy poster
lavadas en agua por 10 minutos. En seguida las lami
deshidratadas y montadas con laminulas usando
de montaje.
Analisis de Datos

Los registros comportamentales fueron sometidos a u
de varianza (Anova) de una o0 dos vias seguido, siem
necesario por el test

post hoc

promedios de los grupos experimentales con el grupo
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Resultados

Confirmacion Histoldgica

Figura 1. Localizacion de los electrodos en la ABLI
rojos: animales totalmente estimulados; circulos am
animales no totalmente estimulados; amarillos claro
sham.

El andlisis histolégico permitio confirmar que diez
tuvieron el electrodo de estimulacion posicionado e
basolateral (ABL), de los cuales cuatro animales fu
estimulados, esto es, animales que presentaron dos

clase cuatro de acuerdo al indice de gravedad para

epilépticas de Racine. Otros tres animales no fuero

Circulos
arillos oscuro:
animales

animales
n la amigdala
eron totalmente
0 mas crisis
crisis

n totalmente
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estimulados, presentando sdlo crisis clase uno (n=1 )y 2 (n=2);
tres animales hacen parte del grupo sham (Figura 1)

Gravedad de las crisis
Durante la prueba de umbral de PD, los animales pre sentaron
un umbral de 100 a 200 pA. La gravedad de las crisis aumenté

durante el desarrollo de la estimulacion.

Cuatro animales totalmente estimulados en el nudcleo ABLI,
desarrollaron crisis comportamentales de gravedad m edia, esto es,
clase uno o dos durante el primer dia de estimulaci on. Mas de dos
crisis limbicas severas clase cuatro, fueron manife stadas a partir

del 12 ° estimulo, durante el segundo dia de estimulacion, d
acuerdo al indice de gravedad para crisis epiléptic as de Racine

(Figura 2).

Evolucién comportamental durante la Estimulacion
eléctricarapida de la amigdala

5
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Figura 2. Evolucion de las crisis comportamentales de animales

totalmente estimulados en la amigdala basolateral i zquierda.



Epilepsia y Ansiedad 39

Animales con electrodo de estimulacion en la ABLI, no totalmente
estimulados
Tres animales que tuvieron el electrodo de estimula cion
localizado en la ABLI no respondieron a la estimula cion eléctrica
(Figura 3). El analisis de los datos de esos animal es indica que:
Durante el primer y segundo dia de estimulacion, do s animales
(R19, R20) desarrollaron crisis comportamentales de gravedad

media, esto es clase uno.
Un animal (RO1) no presento crisis comportamentales durante

los dos dias de la estimulacion.

Evolucién comportamental durante la
Estimulacién eléctrica rapida de amigdala
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Figura 3. Evolucion de las crisis comportamentales de animales no

totalmente estimulados en la amigdala basolateral i zquierda.
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Analisis comportamental
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Figura 4. Laberinto en cruz elevado. Sham (n=3), No totalmente
estimulados, No TE (n=3), totalmente estimulados, T E (n=4).
Andlisis estadistico Anova de una via, seguido por la prueba de
Dunnet. (a) Entradas en los brazos abiertos; (b) Ti empo en los
brazos abiertos. No fueron encontradas diferencias estadisticas
significativas en estas medidas comportamentales.
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Figura 5. (c)Entradas y tiempo (d) en las extremida des
abiertas del laberinto en cruz elevado. Andlisis de varianza
(Anova) indica que la frecuencia de entradas (p=0.0 43) y el tiempo
en las extremidades abiertas (p=0.023) es alterado por la
estimulacion eléctrica rapida de amigdala. El test post hoc de
Dunnet, indica que ratas totalmente estimuladas en la amigdala
basolateral disminuyen la frecuencia de entradas y el tiempo de

permanencia en las mismas.
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Figura 6. (e) Distancia recorrida en los brazos abi
andlisis de varianza (Anova) indicé que la distanci
(p=0.036) es alterada por la estimulacion eléctrica
amigdala. El test post hoc de Dunnet, indica que r
estimuladas en la amigdala basolateral disminuyen |
recorrida en los brazos abiertos.
Animales con electrodo de estimulacion localizado e
amigdaloide

Nueve animales que tuvieron el electrodo de estimu
posicionado en diferentes nucleos del complejo amig
totalmente estimulados. El andlisis de los datos de
indica que:

Cinco animales totalmente estimulados en diferentes
del complejo amigdaloide, desarrollaron crisis comp
gravedad media, clase 1 y crisis limbicas severas,
durante el primer dia de estimulacion, (Figura 7).

Tres animales (R02) con electrodo localizado en el
lateral, (RO4) con electrodo localizado en el nucle
(R0O8) con electrodo localizado en el nucleo central

mas de cinco crisis comportamentales clase 4 a part

estimulo (Figura 7).
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Dos animales, (R05) con electrodo en el nucleo baso lateral
anterior y (R06) con electrodo entre la division me dial de la
amigdala central y la divisibn capsular, presentaro n crisis
comportamentales clase 4 a partir del 11 © estimulo (Figura 7).
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Figura 7. Animales con electrodo de estimulacion en el complejo
amigdaloide. Localizacién del electrodo de estimula cion en el
complejo amigdaloide (izquierda). Evolucion de las crisis
comportamentales (derecha).

Cuatro animales totalmente estimulados en el nudcleo ABLI,
durante el primer dia de estimulacién, desarrollaro n crisis
comportamentales de gravedad media, esto es clase 1 y 2. Mas de 2
crisis limbicas severas, clase 4 fueron manifestada S a partir del
17° estimulo, durante el segundo dia de estimulacion (F igura 8).
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Figura 8. Animales con electrodo de estimulacion en el complejo
amigdaloide. Localizacién del electrodo de estimula cion en el
complejo amigdaloide (izquierda). Evolucion de las crisis

comportamentales (derecha).

Nueve animales con electrodos posicionados en difer entes
nucleos del complejo amigdaloide no se consideraron totalmente
estimulados, por no presentar crisis comportamental es clase 4
durante el desarrollo de la estimulacion; razén por la que se
excluyen del analisis estadistico (Figura 9). Nucle o medial (n=1);
nacleo lateral (n=4); nucleo basomedial (n=1); nucl eo basolateral
(n=3).

Figura 9. Localizacion de Ilos electrodos en el comp lejo
amigdaloide (izquierdo). Animales no totalmente est imulados

Nueve animales fueron implantados en diferentes ndc leos del

complejo amigdaloide, llevados a los instrumentos d e estimulacion,
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pero no estimulados: animales del grupo sham (Figur a 10). Nacleo

basolateral (n=3); nucleo lateral (n=1); ndcleo med ial (n=1);

nacleo intercalado de amigdala (n=1); division intr aamigdaloide
(n=3).

Figura 10. Localizacion de los electrodos en el com plejo
amigdaloide izquierdo. Grupo sham: animales no esti mulados.
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Andlisis comportamental: Animales con electrodo de estimulacién

localizado en el complejo amigdaloide
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Figura 11. Laberinto en cruz elevado. Con (n=9), Sh am (n=9), Exp
(n=9) animales totalmente estimulados. Analisis est adistico Anova
de una via. (f) Entradas en los brazos abiertos; (g ) Tiempo en los
brazos abiertos. No fueron encontradas diferencias estadisticas
significativas en estas medidas comportamentales.
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Figura 12. (h) Distancia recorrida en los brazos ab iertos y
(i) cerrados. Analisis estadistico Anova de una via . No fueron
encontradas diferencias estadisticas significativas en estas

medidas comportamentales.



Epilepsia y Ansiedad 46
Animales con electrodo de estimulacion localizado f uera del

complejo amigdaloide

Cinco animales fueron implantados fuera del area de la
amigdala (Figura 13). Ninguno de los animales fue t otalmente
estimulado.

Un animal (R03) con electrodo localizado en el CAl del
hipocampo, expreso crisis comportamentales clase 1 a partir del 7 0
estimulo. En el 20 % estimulo tuvo una crisis clase 4.

Cuatro animales con electrodo localizado en nucleo s basales

so6lo expresaron crisis comportamentales clase 1.

Figura 13. Localizacion de los electrodos fuera del complejo
amigdaloide izquierdo.
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Discusion

La estimulacion eléctrica rapida de amigdala demost ré ser un
modelo practico para el estudio de la epilepsia del I6bulo
temporal, provocando el desarrollo de crisis compo rtamentales
progresivas durante los dos dias de la estimulacion . Para aclarar
si la presencia de crisis mas graves en el segundo dia de
estimulacién es consecuencia del proceso de estimul acion por si
solo, o si es dependiente del intervalo mas prolong ado sin
estimulaciones entre los dos dias del experimento, nuevas
investigaciones deben ser realizadas (Foresti, 2005 ).

La estimulacion eléctrica rapida de la ABL permitié inducir y
evaluar alteraciones en el comportamiento emocional de ratas
expuestas al laberinto en cruz elevado, demostrando gue es un buen
modelo animal para el estudio de disturbios emocion ales implicados
en las crisis epilépticas. Animales totalmente esti mulados,
tienden a disminuir la frecuencia de entradas y el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos, respecto al gru po de animales
no totalmente estimulados y el grupo sham. La frecu encia de
entradas (p=0.043) y el tiempo de permanencia en la s extremidades
abiertas (p=0.023), disminuyo significativamente en animales
totalmente estimulados  respecto al grupo sham. Tam bién fue
observada una disminucién significativa en la dista ncia recorrida
en los brazos abiertos en el grupo de animales comp letamente

estimulados (p=0.036), comparado con el grupo sham.
Estos resultados no pueden atribuirse a una altera cion en la
actividad locomotora; ya que no fueron encontradas diferencias

estadisticas significativas en la frecuencia de ent radas (p=0,263)
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y la distancia recorrida en los brazos cerrados (P= 0.281). La
estimulacién eléctrica rapida de ABL izquierda aume nto los niveles
de ansiedad, sin alterar la actividad locomotora, s ugiriendo que
las crisis epilépticas generadas en este nicleo, af ectarian el
comportamiento emocional en el laberinto en cruz el evado, modelo

animal de ansiedad.

Adamec (1990,1991) demostré el mismo efecto ansiogé nico en el
laberinto en cruz elevado para la estimulacion de A BL derecha, en
el modelo de estimulacibn convencional. Empleando este mismo
modelo, en contraste a los hallazgos del presente t rabajo, Witkin
(1988, citado en Adamec & Shallow, 2000) reporté un efecto
ansiolitico para la estimulacion de la amigdala bas olateral
izquierda, similar al descrito por Adamec y Morgan (1994, citados

en Adamec & Shallow, 2000).

Sin embargo, destacando la importancia de niveles b asales de
ansiedad previos a la estimulacion Adamec, Shallow & Burton
(2005), cuestionan la conclusion sobre el efecto a nsiolitico per
se, de la estimulacion de ABL izquierda. En su estudi o, los
autores identifican un efecto ansiogénico en ratas con bajos
niveles de ansiedad previos a la estimulacion; sefia lando de esta
manera, que los efectos ansioliticos de la estimula cion de ABL
izquierda ya reportados, no reflejarian una caracte ristica
diferencial de ABL izquierda respecto a ABL derecha . La
estimulacién de las mismas areas dentro de ABL der echa, produce
efectos comportamentales opuestos, dependiendo de n iveles basales
de ansiedad; lo que también ocurriria para ABL izqu ierda. Otras

investigaciones deben ser realizadas para abordar | a contribucién
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relativa de la localizacion del electrodo y la ansi
la determinacion de la respuesta comportamental.

Considerados en conjunto, los hallazgos sobre los e
la estimulacién de ABL izquierda y derecha, susten
premoérbidos de ansiedad interactian con la estimula
posteriores resultados comportamentales. Este facto
incluso en la respuesta comportamental esperada, at
localizacion del electrodo en nucleos especificos.
se requiere que nuevos estudios en esta linea, cons
evaluacion del estado premérbido de ansiedad.

Destacando una vez mas las caracteristicas de la am
cada uno de los hemisferios, en acuerdo con trabajo
reconocimiento facial en humanos, Hardee, Thompson
infforman que la amigdala derecha e izquierda
diferenciadamente en el procesamiento de la informa
Usando imagenes de resonancia magnética, los autore
la amigdala derecha responde tanto a estimulos de m
felicidad, sin diferencias significativas en la int
respuesta. Distintamente, la amigdala izquierda

selectivamente y con mayor activacion a estimulos d

Trasladando al presente trabajo, los resultados del

gue se reporta, y considerando la proyeccibn de ami

basolateral a otras areas cerebrales relacionadas
comportamiento defensivo, se sugiere que la estimul
izquierda, podria intensificar la activacion de la
durante la exposicion al laberinto en cruz elevado,

comportamiento exploratorio y la ansiedad.
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La discrepancia entre los efectos comportamentales

encontrados en el presente estudio y los trabajos y a publicados,
también puede ser comprendida por las caracteristic as del
protocolo de estimulacién empleado. Un factor de gr an importancia
es el intervalo entre cada estimulacion. En el mode lo de
estimulaciéon convencional, los estimulos se realiza n una o dos
veces por dia, requiriendo aproximadamente 2 semana s para el
desarrollo del experimento; entretanto, en modelos de estimulacion
rapida, con intervalo entre estimulos de 30 minutos 0 menos, un
namero significativamente mayor de estimulos es nec esario para
evocar la primera crisis generalizada, pero el tiem po necesario
para la estimulacion disminuye de semanas a horas ( Goddard et al.,
1969; Racine et al., 1973). Ambos protocolos tambié n difieren en
intensidad y duracién: en el modelo convencional, s on aplicados
estimulos de 400 pA durante 1 o 2 segundos; en el modelo de
estimulacion rapida, la intensidad de la corriente de los
estimulos es mas alta (supralimiar) y la duraciéon t ambién es

mayor, 500 pA durante 10 segundos.

Animales con el electrodo de estimulacion localizad o en el
complejo amigdaloide, y no especificamente en la AB L, también
presentan evolucion durante la estimulacion, desarr ollando crisis
clase 2 y 4. Estos datos indican que otros nucleo s amigdaloides,
también son susceptibles a la estimulacion eléctri ca rapida. Sin
embargo, la estimulacion de otros ndcleos en el mis mo hemisferio,
provocO respuestas comportamentales menos homogénea s, como ya ha
sido reportado en la literatura. La estimulacion de | ndcleo

medial, produjo ambos, un efecto ansiolitico y ansi ogénico en el
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laberinto en cruz elevado. Animales totalmente esti

nacleo lateral, expresaron un efecto ansiolitico. A

analizados en conjunto, no se hallaron diferencias

significativas en el comportamiento de ratas totalm

estimuladas en el complejo amigdaloide, respecto al
control.

En contraste, el analisis individual y en conjunto,
totalmente estimuladas en la ABL izquierda, revela
ansiogénico en el laberinto en cruz elevado. A pesa
constituir un grupo representativo, por fines del p
a los efectos de la estimulacién en ABL izquierda;

comportamental individual de animales totalmente es

otros nucleos del complejo amigdaloide, considerand

localizacion anatomica, sustenta la idea del compro
la amigdala en la patogénesis y sintomatologia de |

[6bulo temporal y la participacion especifica del n

basolateral de amigdala.
Los hallazgos reportados, son de gran relevancia cl

la medida que aproximan hacia la comprension del i
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Conclusiones

La estimulacion eléctrica rapida de amigdala provoc
desarrollo de crisis epilépticas progresivas :
eficaz para el estudio de la epilepsia del I6bulo t
Estructuras del complejo amigdaloide, distintas al
basolateral, también son susceptibles al abrasamien

La estimulacion eléctrica de la ABL permitié induc
evaluar alteraciones en el comportamiento emocional
expuestas al laberinto en cruz elevado, indicando q
modelo animal para el estudio de disturbios emocion
en las crisis epilépticas.

La estimulacion de amigdala basolateral izquierda p

efecto ansiogénico en el laberinto en cruz elevado.

estimulacibn de otros ndcleos, produjo ambos, un
ansiogénico y ansiolitico.

La estimulacion del ndcleo basolateral de amigdala
hemisferio izquierdo no es siempre ansiolitico; en

trabajo se hallo un efecto de tipo ansiogénico.
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Anexos

Anexo 1

Laberinto en cruz elevado

Anexo 2
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Disefio esquematico de los electrodos implantados en

la amigdala

1-Disefio esquemético de los electrodos implantados

2- Fotografia del tipo de electrodo implantado, el
destaca la punta del electrodo bipolar

3- Cable soldado al tornillo implantado en el hues

sirve como referencia para el registro monopolar
electroencefalograma

4- Conector telefonico macho de 4 cables, en el cua

el electrodo localizado en la amigdala

5- Conector fijado por el acrilico

6- Imagen del cable que conecta el animal al sistem

EEGraéfico y estimulo.

en la amigdala

de

detalle

o frontal que

| es soldado

a de registro
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Anexo 3

Estimulacién y registros eléctricos

1-Controlador del tiempo de estimulo y disparador del mismo.

2- Control de la intensidad del estimulo.

3- Estimulador GRASS S88 que controla otros paramet ros del

estimulo como el tipo de onda y la frecuencia. Los equipamentos 1

y 2 estan conectados a ese estimulador.

4- Osciloscopio.

5- Amplificador vy filtro de las sefales EEGraficos (CyberAmp).

6- Conversor A/D de la sefial del EEG.

7- Filmadora y caja de Faraday donde es realizado t odo el

experimento, note en detalle:
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8- Caja de distribucién de las sefales'y,

9- Swivel que conecta el cable a la caja de distribucién de

sefiales

10- Imagen generada en la tela del computador conte niendo la sefal
de EEG y la imagen del animal, constituyendo asi el video-EEG.

11- Video casete que graba la imagen de la tela del computador.

12- Television conectada al video-casete para garan tizar la

grabacion



