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Summary

The effect of repeated “G" sodic penicillin (Pn) microinjec-
tions (50-1U/1pl) in the nucleus raphe dorsalis (NDR) of free-
moving cats was investigated. The following vanables were
measured: a) progressive behavioral changes evolution
recorded and analyzed in videotape. and b} analysis of sleep
organization and architecture, measured by 23 bours recor-
dings. The results shows that Pn microinjection in the NDR
fail to induce interictal spikes, paroxysms and generalized
convulsive seizures. The Pn repeated microinjection does not
produce important changes in the layout and organization of
sleep. Nevertheless the increment of rapid eye movement
sleep percentage and total time was significant. Another
significant finding was the appearance of compulsive
grooming. The chemical stimulation of the NDR induce simi-
lar behavioral changes as the electrical stimulation of the same
nucleus.

Key words: Penicillin, MOR sleep rafe dorsal nucleus
behaviour, cat.

Resumen

Se investigo el efecto de la microinyeccion repetida de peni-
cilina G sadica (Pn) en el ndcleo dorsal del rafe (NDR) del gato
integro. libre de movimientos. Se midieron las siguientes varia-
bles: a) cambios conductuales progresivos analizados por vi-
deo y b) cambios en la organizacién del suefio, medidos en
registros de 23 horas.

La microinyeccién de Pn en el NDR no produjo espigas
interictales ni cambios importantes en la organizacion del
suefio, a excepcion de un aumento del porcentaje y de tiem-
po total de suefio de movimientos oculares rapidos. que re-
sultaron significativos. Otro hallazgo fue la aparicion de un
acicalamiento compulsivo. Aligual que la estimulacion eléctri-
ca (8) la quimica del NDR mostrd la ausencia de signos de
epileptizacion semejantes a los descritos en otras estructu-
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ras como la amigdala del Iébulo temporal, el hipocampo vy la
corteza motora.

Palabras clave: Penicilina, suefio MOR, nucleo dorsal del
rafe, conducta, gato.

Introduccion

Se ha sugerido que el sistema del rafe participa en
una gran variedad de funciones tales como el suefio,
la actividad locomotora, la agresion, la sexualidad, la
reactividad emocional, la termorregulacién, la nocicep-
cion y la memoria (30, 32). Uno de los primeros resul-
tados en la manipulacion quimica del nicleo dorsal del
rafe (NDR) muestra que la serotonina contenida en este
nucleo tiene un papel importante en la regulacion del
suefio, ya que las inyecciones de reserpina y para-
clorofenilalanina (PCPA) inducen insomnio La admi-
nistracion de reserpina (0.5-1mg/kg) disminuye los ni-
veles cerebrales de monoaminas (20), y provoca un
estado de insomnio prolongado con abolicion del sue-
fio de movimientos oculares rapidos (MOR) durante
veinticuatro horas. Por otra parte, se ha encontrado que
la inhibicion de la triptofano hidroxilasa (enzima que
interviene en el metabolismo de la serotonina) median-
te la administracion de la PCPA provoca un estado de
insomnio (7).

Las lesiones del rafe parecen sensibilizar a las ratas
al efecto del kindling amigdalino (11), y tambien bajan
el umbral de la postdescarga (PD), y la duracion y el
numero de PDs obtenidas por convulsiones motoras
(23). La estimulacion del NDR a baja frecuencia, tiene
un efecto protector contra las crisis generalizadas, pro-
ducidas por estimulacion eléctrica del nucleo central
de la amigdala (25). La estimulacion eléctrica breve y
repetida de baja intensidad (tipo kindling) del NDR,
mostré la ausencia de signos de epileptizacion seme-
jantes a los descritos en otras estructuras como la
amigdala del lobulo temporal (AM), el hipocampo y la
corteza motora. La estimulacion diaria del NDR solo
provoco la induccién del suefio y un acortamiento sig-
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nificativo de ia latencia del primer suefic (MOR), sin
modificar el tiempo total de MOR en las veinticuatro
horas de registro. En estos experimentos fue evidente
la disminucion de las puntas ponto-geniculo-occipitales
(PGO1 en las primeras seis horas (8).

Hemos reportado el efecto epileptogénico por la apli-
cacion topica de penicilina G sodica (Pn) subcortical
en las preparaciones de gatos cronicos, especifi-
camente cuando el sitio de inyeccion es la AM (9). En
este trabajo se decidié provocar espigas interictales
en el NDR mediante la aplicacion topica de Pn, cuya
accion es mas prolongada que ia breve estimulacién
del kindling eléctrico y observar su efecto en veintiires
horas de registro continuc

Método

Se utilizaron cinco gatos machos de entre 3.0 y
4.5 kg. Se hizo la cirugia bajo condiciones asepticas,
y la anestesia utilizada fue pentobarbitai sédico (33
mg/kg 1V). Para el registro de suefio se utilizo un poli-
grafo Grass 78E. Se implantaron electrodos epidurales
de acero inoxidable en forma de clavo, dirigidos hacia
la corteza cerebral (pre-frontal y visual) de ambos he-
misferios, un electrodo de acero inoxidable paralelo
con tres puntas para el registro de las ondas PGO en
cada cuerpo geniculado lateral, un electrodo de acero
inoxidable bipolar paralelo dirigido hacia Ia AM izquier-
da y una canula-electrodo dirigida en angulo hacia ei
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Figura 1. Registro poligrafico en diferentes fases del suefio del gato en situacion control,
vigilia (V), suefio de ondas lentas (SOL-II) y suefio de movimientos oculares rapidos (MOR).
Corteza prefrontal izquierda (CxPr-l), corteza prefrontal derecha (CxPr-D), corteza visual
izquierda (CxV-I}, corteza visual derecha (CxV-D), corteza de la amigdala del I6bulo tem-
poral izquierda (AM-1), nicleo dorsal del rafe (NDR), cuerpo geniculado lateral izquierdo
(CGL-1), cuerpo geniculado lateral derecho (CGL-D), electrooculograma (EOG) y

electromiograma (EMG).
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NDR (P 0.2 L 00 H-1.0 +[10]) siguiendo ias coorde-
nadas estereotaxicas (26). ademas, dos electrodos en
forma de clavo incrustados en |a orbita del hueso ocu-
lar para el registro de los movimientos oculares. El tono
muscular se registro en ios musculos laterales dorsa-
les de la nuca por medio de dos alambres de acero
inoxidable: todos los electrodos se fijaron al craneo
con acrilico dental. Los animales tuvieron un periodo
de recuperacién de dos semanas. que sirvio como ha-
bituacion, en cajas sonoamortiguadas usadas para re-
gistro. La situacion control se registro en cada gato
antes de inyectar ia Pn.

La Pn se aplico en el NDR dos veces por semana.
con una microjeringa Hamilton. a las 8:30 horas (50
Ul/1ul), iniciandose los registros de veintitrés horas. El
suefo se califico manualmente (28) analizando las fa-
ses del suefio con un programa (winsleep) especial-
mente disefiado en nuestro laboratorio, en una com-
putadora PC 486/MC25 NCR. La conducta de los ani-
males se analizé utilizando una camara de video. Al
final del experimento se llevo a cabo la verificacion
histologica de la posicion de los electrodos siguiendo
la técnica del procedimiento rapide (12).
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Figura 2. Registro poligrafico de diferentes fases de suefio del gato # 4, en situacion
experimental después de la cuarta microinyeccién de 50 Unidades Internacionales Ul de
penicilina g sodica en un pi de solucion salina. La vigilia (V), el suefio de ondas lentas
(SOL-II) y el suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) son las primeras fases des-
pués de la microinyeccion. Las abreviaturas de las estructuras son como en la figura 1.
Notese que la aplicacion de la penicilina en el nicleo dorsal del rafe (N-DR) no produce

actividad paroxistica.
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Resultados

La microinyeccién de Pn en el NDR no produjo espi-
gas en ningun caso (fig. 1-2). Al mismo tiempo, los ani-
males presentaron acicalamiento compulsivo.

En ios registros de veintitrés horas se efectuaron sie-
te controles y veintiocho experimentales; de cada re-
gistro se elaboré un hipnograma (fig. 3 y 4). Los vein-
tiocho registros polisomnograficos bajo dosis repetidas
de Pn revelaron una disminucién no significativa dei
tiempo total (TT) y del porcentaje de V. EI TT y el por-
centaje de SOL Il aumenté ligeramente. EI TT y el por-
centaje de MOR mostro un aumento significativo (fig. 6
y 7). Las latencias fueron similares en los registros con-
troles y experimentales. El efecto de la Pn sobre la or-
ganizacion del suefio se describe en el cuadro 1. En la
fig. 5 se ilustran los 35 registros en V y el suefio MOR
por medio de una grafica de barras; cada linea corres-
ponde a un registro de 23 horas.

Los resultados histologicos de la colocacién de la
canula en el NDR se muestran en el cuadro 2. Este
cuadro contiene el nombre del animal, los planos

anteroposteriores (AP), el area estimulada y el nume-
ro de dosis aplicadas a cada animal.

Discusion

El efecto de la Pn topica sobre los circuitos neurona-
les se debe al bloqueo parcial de la inhibicién mediada
por GABA (19). Los potenciales sinapticos dependien-
te de GABA, y GABA_, y los potenciales intrinsecos
Ca?*activados por K*, participan en la hiperpolarizacion
tardia de la desviacion despolarizante paroxistica, ge-
nerada por la aplicacién topica de Pn (6).

La microinyeccién de Pn en el NDR no produce espi-
gas interictales ni crisis, y no se inducen signos seme-
jantes a la epileptizacion, tal como es el caso de la
AM, el hipocampo y la corteza motora. Se obtuvieron
resultados similares por la estimulacion eléctrica de
este nucleo (8). En el NDR se ha descrito la distribu-
cion de pequefias interneuronas gabaérgicas que par-
ticiparian en el control de la actividad funcional del rafe
(2.10,15,31). La ausencia de fenémenos paroxisticos
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Figura 3. Esquema del cerebro de un gato vista lateralmente, mostrando el sitio de la inyeccion. Los polisomnogramas muestran la
ocurrencia de las fases de suefio en 23 horas de registro continuo del gato en control y la segunda dosis (50 Unidades Internacio-
nales Ul de penicilina g sédica en un pl de solucion salina) aplicada al gato DRM #1. En las ordenadas, las letras de los
polisomnegramas naes indican la vigilia (V), el suefio de ondas lentas | (1), el suefio de ondas lentas Il (2) y el suefio de movimientos
oculares rapidos (MOR). En las abscisas, los numeros representan las horas del tiempo de registro. La barra negra paralela a las
abscisas representa el tiempo de analisis, que corresponde a 1380 min.
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Figura 4. Los polisomnogramas muestran ejemplos de la ocurrencia de las fases de suefio de un registro de 23 horas de
los gatos DRM #2, 3, 4, y 5, después de la microinyeccion de 50 Unidades Internacionales de penicilina g sodica en un
ul de solucién salina. En las ordenadas, las letras del polisomnograma nos indican la vigilia (V), el suefio de ondas lentas |
(1), el suefio de ondas lentas Il (2) y el suefio de movimientos oculares rapidos (MOR). En las abscisas, los numeros
representan las horas del tiempo de registro. La barra negra paralela a las abscisas representa el tiempo de analisis, que
corresponde a 1380 min.

Cuadro 1
Efecto de la penicilina aplicada en el NDR sobre la vigilia (V), la fase | del sueiio de ondas lentas (SOL-I),
la fase Il del sueiio de ondas lentas (SO [50 Unidades Internacionales Ul de penicilina g sédica en un pl
de solucion salina] L-1l), y en el suefio de movimientos oculares rapidos (MOR)

Fases Numero Tiempo Duracién Porcentaje Latencia
de suefio de fases total (min) promedio (min) (min)
c 67.5+ 327 309.3+136.7 47+13 224+99
¥ P 716+ 22.0 265.0 £ 86.6 38+12 19.2+6.3
SOLAI c 178.9 £ 30.0 282.0+68.9 16+0.3 204+50 52+3.0
P 179.4 £ 25.5 269.6 £ 60.5 15+04 196+4.4 65+6.0
C 152.6 £ 15.9 669.1 + 143.7 45+1.0 485+ 104 13.5+ 9.1
0L P 149.0+£ 21.0 703.0 £ 129.5 47109 508+ 96 14.8 £ 13.7
MOR Cc 33.1+45 119.5+ 34.9 36+1.0 87+25 122.1 + 86.4
P 36.3+7.4 *144.5+ 251 40109 *1061+19 80.6 +43.3

Los datos estan expresados por la media + SD. C Control n = 7; P grupo experimental 50 Ul n = 28.
*P < 0.05; (la prueba {-Student de dos colas, c vs p).
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Figura 5. Esta grafica de barras nos muestra, a manera de resumen, los 35 registros de

23 horas (1380 minutos). Las primera

s siete barras corresponden a los controles y las

siguientes 28 barras corresponden a los registros experimentales. La figura 5A representa

la vigilia (V) y la figura 5B representa el

suefio de movimientos oculares rapidos (MOR). El

andlisis estadistico mostré una diferencia significativa solamente en el MOR.

en el NDR se explica por la carencia de células
gabaérgicas grandes locales, proviniendo el in put in-
hibitorio de la habénula lateral y de la formacion reticular
pontina. Otra explicacion de la ausencia de epilepto-

genesis inducida por Pn, seria la ausencia de amino
acidos excitatorios en el NDR. Los receptores del NMDA
desempefian un papel importante en la epileptogénesis
por Pn, ya que los antagonistas del NMDA atenuan,
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Cuadro 2
La cantidad de penicilina inyectada fue de 50 Ul en 1 pl.
Nam. AP (mm)* Area Num de
de gato estimulada* inyecciones
DRM-1 Post 1.5 N Dorsal rafe 4
DRM-2 Post 1.5 N Dorsal rafe 9
DRM-3 Post0.5 N Angustus 5
DRM-4 Post1.5 N Dorsal rafe 5
DRM-5 Post1.5 Substancia gris 5

*(segun el atlas de 24).
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Figura 6. Los polisomnogramas que muestran dos ejemplos de la ocurrencia de las fases de suefio de un registro de 23 horas del
gato DRM # 2, en situacion control y después de la microinyeccion de 50 Unidades Internacionales de penicilina g sédica en un ul de
solucién salina. Las gréficas ilustran el promedio del tiempo total de MOR y de suefio. Nétese la diferencia significativa del MOR en
situacion experimental. En los polisomnogramas se observa la mayor ocurrencia del MOR y la disminucién de la V después de la

aplicacion de Pn en el NDR. Las abreviaturas son como en la figura 4.

por lo menos, una porcion de la descarga paroxistica
inducida por Pn. Ademas, la aplicacion de un antago-
nista como el acido kinurenico reduce la magnitud de
la respuesta neuronal evocada por un estimulo fasico
auditivo (18).

El acicalamiento compulsivo observado podria ser
resultado de la activacion de las proyecciones entre el
NDR y del nucleo medial del rafe hacia el nicleo
accumbens, el hipocampo y la AM, lo que incre-
mentaria la actividad motora y activaria al nucleo
salival, situado en el campo lateral del tegmentun (14,
25, 29). Las inyecciones de agonistas al receptor GABA
en el NDR, que muestran un aumento de la actividad
motora y del consumo de alimento en ratas, en forma
dosis-dependiente (4, 22) sugieren el papel fisiologico
del GABA en esta area.

El fenomeno de la induccion del suefio MOR se ex-
plicaria por la inhibicién, producida por la Pn, sobre las
interneuronas gabaérgicas que, a su vez, al liberar a
las neuronas serotoninérgicas promoverian la sintesis
de los péptidos hipotalamo-hipofisiarios CLIP y VIP,
cuya administracion intraperitoneal, intravenosa o intra-
cerebroventricular induce un aumento del suefio MOR.

La inyeccién de CLIP en el NDR en las ratas es segui-
da de un aumento significativo de la cantidad de sue-
fio MOR (5). Los resultados mas recientes sugieren
que la liberacion de serotonina durante la V puede ini-
ciar una cascada de acontecimientos genémicos en
algunas neuronas localizadas en el area preoptica. Esta
liberacion conduce a una regulacion homeostatica del
SOL (17,24) ya que las lesiones disminuyen el nivel
de serotonina en el cerebro anterior y disminuyen el
suefo de ondas lentas (SOL) relacionado con el nivel
bajo de serotonina (16). En las ratas se provoca una
vigilia (V) persistente cuando ha sido lesionado el NDR
(3). Otros datos apoyan la hipotesis de que el NDR
interviene en los mecanismos de la V, mas que en la
promocion directa del suefio (1,13).

Los resultados obtenidos en este estudio demues-
tran el posible papel del input gabaérgico sobre los sis-
temas de neuronas serotoninérgicas del NDR. En con-
clusién, no se produjeron descargas epileptiformes al
microinyectar Pn en el NDR, y los cambios conduc-
tuales mas notables fueron el acicalamiento compulsi-
vo y la induccion de suefio MOR.
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Figura 7. Grafica de acumulacién del tiempo total de suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) en situacién control y bajo el
efecto de la penicilina g sodica. Cada punto representa una hora de registro; y la curva, el tiempo acumulado de la fase. Notese la
diferencia significativa del tiempo total del MOR en situacion experimental.
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