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Resumen

Introduccién: El 8-OH-DPAT es un agonista serotoni-
nérgico presinaptico selectivo de gran utilidad en el
modelo perseverativo del laberinto en T. La adminis-
tracién intramuscular de clorimipramina (CMI) puede
prevenir este efecto. Por otra parte, aln esté de todo
claro el mecanismo de accion de la neuromodulacion
del sistema taldmico-orbitofrontal. La lesion estereo-
tactica del nlcleo reticular del talamo (NRT) puede ser
de utilidad para entender este mecanismo.

Material y métodos: Treinta ratas Wistar macho
fueron divididas en 3 grupos. Al grupo 1 (control)
se aplicd solamente 8-OH-DPAT, el grupo 2 (CMI)
recibié el tratamiento farmacolégico previamente y
el grupo 3 (NRT) fue sometido a lesién estereotactica
bilateral con AgNO, una semana antes del agonista
serotoninérgico. Posterior a estos tratamientos cada
grupo fue evaluado dentro del laberinto en T, con-
siderando el nimero de perseveraciones dentro del
mismo brazo. Luego se realizaron cortes histoldgicos
para verificar la localizacion exacta de las lesiones.
Para el andlisis estadistico se emplearon la prueba t
de Student para las mediciones intragrupo y ANOVA
para las mediciones intergrupo.

Resultados: Se encontrd una diferencia intragrupo
significativa (P < 0,05) entre los estados pre- y post
administracién de 8-OH-DPAT solamente en el grupo
1. Hubo una diferencia intergrupo significativa (P <
0,05) en la perseveracion cuando se compard el es-
tado post 8-OH-DPAT del grupo control con el resto
de los grupos.

Conclusién: La lesion del NRT tiene el mismo efecto
gue el pretratamiento con CMI para prevenir la accion
del 8-OH-DPAT.

Palabras clave: laberinto en T: trastorno obsesivo
compulsivo; psicocirugia; tdlamo
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Abstract

Introduction: 8-OH-DPAT is a selective 5HT pre-
synaptic agonist useful in the perseverative T-maze
model. Intramuscular administration of chlorimipra-
mine (CMI) can prevent this effect. By other hand,
the mechanism of action of neuromodulation in the
orbitofrontal-thalamic system in psychiatric patients
is not clear enough. Reticular thalamic nucleus (RTN)
is part of the orbitofrontal-thalamic system then ste-
reotactic lesion of it could be helpful to understand
this new approach.

Material and methods: Thirty male Wistar rats were
divided in 3 groups. Group 1 (Control) was only
submitted to 8-OH-DPAT, group 2 (CMI) received
the pharmacological treatment before 8-OH-DPAT
administration and group 3 (RTN) were submitted to
stereotactic bilateral lesion with AgNO3, one week
before 5HT agonist administration. After specific
treatment every group was evaluated into T-maze,
measured by the number of perseverations in the
same branch. Anatomic slices were obtained in order
to verify the exact location of lesions. Statistical analy-
sis was performed by t-Student paired for intragroup
performance and ANOVA for intergroup measures.

Results: Significant differences (P < 0,05) intragroup
were found between pre- and post injection of
8-OH-DPAT only in group 1. There was a significant
difference (P < 0,05) intergroup in perseverations
when compared the post 8-OH-DPAT state control
versus the other groups.

Conclusion: RTN lesion had the same effect that
CMI pretreatment group by preventing the 8-OH-
DPAT action.

Key words: T-maze; obsessive-compulsive disorder;
psychosurgery; thalamus

Introduccion

El trastorno obsesivo compulsivo (TOC) tiene una
prevalencia de hasta el 3% en la poblacion mundial
(aproximadamente 180 millones de personas). Alre-
dedor del 30 al 40% de estos pacientes son refracta-
rios a los tratamientos médicos convencionales." El
tratamiento farmacolégico de eleccién incluye a la
clorimipramina (CMI) e inhibidores selectivos de la
recaptacién de serotonina (ISRS).?3“ En el TOC, como
en practicamente todas las alteraciones psiquiatricas,
se encuentran involucrados una gran cantidad de
sistemas de neurotransmision; sin embargo, la mayor
parte de los resultados sefiala que las monoaminas, y
en particular la serotonina y la dopamina, juegan un
papel relevante en la fisiopatologia y el tratamiento
farmacolégico de la enfermedad.>®

Uno de los modelos experimentales de TOC mas
aceptados en la actualidad es el de la conducta de
perseveracion en ratas dentro de un laberinto en T
producida por un agonista serotoninérgico.”®° La
alternancia espontdnea es la tendencia natural que
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existe en la mayoria de las especies para explorar su-
cesivamente ambos brazos de un laberinto en forma
de T cuando ninguno de los dos 0 ambos contienen
reforzadores. El déficit en la alternancia espontanea
se manifiesta como perseveraciéon en la eleccion del
mismo brazo del laberinto, conducta que parece ana-
loga a los patrones motores repetitivos que exhiben
los pacientes con TOC. Este paradigma es util como
un modelo de TOC porque se somete al animal a una
situacion de eleccion que puede ser modificada por
una manipulacién farmacolégica. En este modelo se
ha demostrado que la aplicacién aguda de agonistas
serotoninérgicos, como el hidrobromuro de 8-hidroxi-2
-(di-n-propilamino)-tetralina (8-OH-DPAT), antagoniza
la alternancia espontdnea. Tiene ademas la ventaja que
puede compartir factores fisiopatolégicos con el TOC,
porque este sindrome humano ha sido fuertemente
asociado a una disfuncién serotoninérgica.’

No obstante que se ha comprobado que la estimu-
laciéon cerebral profunda del pedinculo taldmico
inferior (PTI) en humanos mejora los sintomas en los
pacientes con TOC y depresién,10,11,12 alin no se
ha esclarecido por completo el mecanismo de ac-
cion en los modelos animales. La lesion de la corteza
orbitofrontal, que forma parte del sistema talamico-
orbitofrontal, en un modelo de gatos produjo una
conducta de perseveracién; 13 pero dicho experimen-
to fue realizado sin un instrumento de medicién como
el laberinto en T. La estimulacion eléctrica del PTI y
del nucleo reticular del tdlamo (NRT) en humanos
dieron como resultado efectos neurofisiolégicos y
clinicos similares. 10,12 EI NRT es parte del sistema
taldmico inespecifico que proyecta sus fibras hacia
la corteza orbitofrontal.11 La lesion estereotactica
del NRT en ratas pudiera equivaler a la lesién del
PTI en los humanos (como sucede en la tractotomia
subcaudada, que se ha utilizado para el tratamiento
del TOC en humanos).14 La posibilidad de replicar los
resultados clinicos mediante la manipulacién de un
modelo experimental que involucre a los sistemas se-
rotoninérgico y dopaminérgico proporcionaria datos
sustanciales sobre su mecanismo de accion.

Material y métodos

Los criterios de inclusion fueron: ratas de labora-
torio Wistar, cuidadas en bioterio con vacunas e
higiene diaria, alimentacién ad libitum, género
macho, con peso de 250 a 350 gramos, grupos de
5 como méaximo por jaula y que se mantuvieran en
ciclo luz-oscuridad invertido de 10 dias antes del
inicio del experimento. Como criterios de exclusion
se consideraron: la existencia de una enfermedad
infecciosa concomitante de cualquier tipo y el ante-
cedente de una cirugia cerebral previa. Los criterios
de eliminacién o retiro de la prueba fueron: dafo
evidente debido a manipulacién quirdrgica, como
sangrado o infeccién, y perseveraciéon en un mismo
lado (derecha o izquierda) en el laberinto en T por
mas de 3 ocasiones durante los ensayos previos a la
administracién de 8-OH-DPAT.
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“Efectos de la lesién quimica por estereotaxia del nucleo reticular del tdlamo sobre la conducta de ratas en un laberinto en T después
de la administracion de 8-OH-DPAT".

Se formaron tres grupos de 10 ratas adultas cada
uno. A las ratas del grupo 1 (control) se administré
solamente 8-OH-DPAT; a las del grupo 2 (trata-
miento farmacoldgico) se aplicd un pretratamiento
con CMI y posteriormente 8-OH-DPAT; a las del
grupo 3 (lesién estereotactica) se sometié a lesion
guimica por estereotaxia del NRT y administracion
de 8-OH-DPAT.

El aparato utilizado para medir la perseveracion fue
un laberinto en T elaborado con plexiglas, con brazos
similarmente pintados. Los tres brazos miden 50 cm
de largo, 10 cm de ancho y sus paredes 15 cm de
altura. Los brazos estan separados entre si por puertas
de guillotina, con una zona neutra de 10 x 10 cm
en el centro de los brazos. En los extremos de cada
brazo lateral o secundario se colocaron recipientes
de plastico que contenian leche con chocolate, que
se utilizaron como reforzadores en las pruebas, en
todos los casos. El laberinto estaba cubierto por tres
tapas independientes deslizables (para los brazos) y
una tapa fija para el centro del laberinto hechas con
plexiglas transparente.®

Para la prueba con el modelo del laberinto en T se
requirieron 3 dias para el acondicionamiento previo
y uno para la evaluacién final. El primer dia, se per-
mitié a cada roedor explorar libremente el laberinto
durante 20 minutos. El sequndo dia, se dej6 que el
animal permaneciera durante 5 minutos en cada uno
de los brazos secundarios del laberinto, indepen-
dientemente del lado que habia escogido primero.
El tercer dia la rata fue colocada en el laberinto
para que lo recorra libremente y elija alguno de los
dos brazos laterales (izquierda o derecha) de modo
gue pudiésemos cuantificar la perseveracién sobre
el mismo brazo; esta maniobra se realizé durante
9 ensayos. Cuando el roedor no elegia ninguna de
las dos opciones durante 90 segundos, era remo-
vido y se contabilizaba como un intento nulo. Para
considerar que el animal habia escogido alguna de
las opciones, la eleccion se contabilizaba una vez
que la rata colocaba las cuatro patas dentro del
brazo (Figura 1).

El cuarto dia se buscé replicar la conducta de per-
severacion mediante la administracién del agonista
serotoninérgico, 8-OH-DPAT (H8520, Sigma®), via
intraperitoneal (IP), a una dosis de 1,0 mg/Kg de
peso, 15 minutos antes de ser sometidos a la prueba
del laberinto. Durante este Gltimo dia, se realizaron
7 ensayos de manera semejante a lo efectuado en el
tercer dia; todas las elecciones fueron contabilizadas.
Las ratas del grupo 2 recibieron un pretratamiento
con CMI (10899-5G, Sigma®, St. Louis, MO, USA) via
intramuscular a razén de 15 mg/Kg administrada 24,
4y 1 horas antes de la prueba del cuarto dia.® Las del
grupo 3 fueron sometidas a una lesion estereotactica
del NRT una semana antes de la prueba en el labe-
rinto para permitirles la recuperacion de la cirugia.
Después de la prueba los animales de este grupo
fueron sacrificados para corroborar el sitio de la lesién
mediante el examen de los cortes histoldgicos.
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El procedimiento de la lesion estereotactica es el
siguiente: Se anestesia al roedor con Ketamina, 100
mg/Kg (50 mg/mL), via IP, se lo monta en un aparato
estereotaxico especifico para roedores (modelo 1200,
Kopf Instruments®, Tujunga, CA, USA) y se rasura
con maquina eléctrica el area de la cabeza para su
posterior manipulaciéon. Luego de aplicar medidas de
antisepsia con yodo, se aplica lidocaina subcuténea
(0,4 mLal 2%, 20 mg/mL); posteriormente, mediante
una incisién en la linea media se corta la piel con
bisturi, luego se separa el periostio con una legra.
Una vez identificado el bregma, se coloca la punta de
una aguja Hamilton (2,0 uL, N° 87900) previamente
cargada con nitrato de plata (AgNO, al 2%), para
determinar el cero absoluto de las coordenadas. Se
calcula las coordenadas estereotacticas del NRT me-
diante el Atlas Paxinos de cerebro derata (x = +/- 1,9
mm, y = - 6,0 mm, z = - 1,4 mm)."> Empleando el
bisturi se hace un agujero de trepanacién a 1,9 mm
de la linea media en cada lado, sobre los sitios de
entrada (Figura 2), y se introduce la aguja dentro del
encéfalo. La microinyeccién de 0,3 ulL de AgNO, se
realiza durante un minuto y se deja la aguja en su
lugar durante otro minuto mas para evitar el efecto
de vacio al momento de retirarlo. La herida quirtrgica
se sutura con seda 2-0.

Otra variable que se considerd en todos los grupos
fue la latencia o tiempo de indecisién, que se define
en este experimento como el tiempo, expresado en
segundos, que transcurre desde que el animal es de-
positado dentro del brazo principal del laberinto hasta
que selecciona alguno de los brazos secundarios.

Para el analisis estadistico, las variaciones intragrupo
de las respuestas alternantes o no alternantes de los
animales del estudio fueron evaluados con la prueba
t de Student para muestras pareadas. Las variaciones
intergrupo fueron evaluadas con el ANOVA.

Resultados

El nimero final de ratas para cada uno de los grupos
fue de 10 animales, con un total de 30. Ningun roedor
perseverd en un mismo lado mas de 3 veces antes de la
prueba como para ser retirado de la misma. Antes de
la administracion de 8-OH-DPAT el grupo 1 (Control)
presentd una media basal de 1,5 perseveraciones; el
grupo 2 (CMI), de 1,4, y el grupo 3 (Lesidon del NRT),
de 1,7. Estos datos demuestran que existia una equi-
valencia entre los grupos en el periodo basal. Después
de la administracion de 8-OH-DPAT en el grupo control
se observé un promedio de 3,5 perseveraciones, es
decir, hubo una diferencia intragrupo estadisticamente
significativa (P = 0,003) entre los estados pre- y post
8-OH-DPAT. En los otros grupos no ocurrié lo mismo
ya que se encontrd una media de 2,2 perseveraciones
en el grupo CMI (P = 0,12) yde 2,3 en el grupo Lesién
del NRT (P = 0,27) (Figura 3).

Al comparar el nimero de perseveraciones de todas
las ratas en el estado post administracion de 8-OH-
DPAT de los tres grupos y del total en el estado basal,
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se encontré una diferencia intergrupo con significan-
cia estadistica (P < 0,05) (Figura 4).

Respecto a la latencia para escoger alguno de los dos
brazos secundarios del laberinto en T, encontramos
que Unicamente hubo una diferencia estadistica-
mente significativa entre el basal y el estado post
8-OH-DPAT del grupo control (P < 0,05), pues el
tiempo de indecisién en este grupo fue mucho mayor
en comparacién con los otros dos (Figura 5), en los
cuales no se evidencié un incremento significativo (P
= 0,98 para el grupo CMly P = 0,10 para el grupo
Lesion del NRT).

El estudio histopatoldgico evidencié que en todas las
ratas del grupo quirdrgico incluidas en este trabajo
las lesiones se encontraban situadas acordes a las
coordenadas planeadas (Figura 6).

Discusion y conclusiones

Este estudio demostré que con la lesion del NRT se
obtiene un efecto preventivo de las perseveraciones,
de manera semejante al obtenido con el tratamiento
farmacoldgico con CMI. Su mecanismo de accién
podria explicarse como una interrupcién de las
vias del sistema taldmico-orbitofrontal antes de su
aferencia a la corteza orbitofrontal. Al disminuir la
actividad excitatoria del NRT dentro del sistema pa-
ralimbico cértico-estriado-talamo-cortical, facilita un
mecanismo de inhibicién de la corteza orbitofrontal.
Previamente se habia demostrado que la corteza

Figura I. En la parte superior (A) se observa al roedor depositado
en la posicion inicial, en el brazo principal, antes que este avance
y tome la decision de dirigirse hacia alguno de los dos brazos
secundarios. En la parte inferior (B) se observa a la rata justo en
el momento en que ha puesto las cuatro patas dentro del brazo
secundario; en este caso el roedor eligié el derecho.
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orbitofrontal juega un papel inhibitorio importante
sobre el TOC.™

Actualmente, la teorfa con mayor evidencia sobre la
fisiopatologia del TOC involucra un déficit de seroto-
nina sobre ciertos receptores presinapticos dopami-
nérgicos en el sistema nigro-estriatal; esto produce
un exceso de dopamina a nivel postsinaptico.’® El
efecto de los inhibidores selectivos de la recaptacion
de serotonina (ISRS) o el de la CMI compensaria el
déficit serotoninérgico que se aprecia en el TOC.

En el TOC parecer existir un estado de hiperactividad
de la porcién ventral del estriado, que mejora con la
capsulotomia, la tractotomia subcaudada o la esti-
mulacién eléctrica del brazo anterior de la capsula
interna.'*'” El sistema taldmico reticular proyecta
sus aferencias a la corteza orbitofrontal y, al parecer,
comparte estructuras y funcién con el estriado ventral,
lo se que debe revisar de manera mas amplia.

No obstante que este es un estudio preliminar, se
comprueba que el tratamiento quirtrgico mencio-
nado tiene una efectividad semejante al tratamiento
farmacoldgico con CMI. Existen estudios respecto a la
conducta de perseveracion en ratas que sugieren que
el sistema serotoninérgico esta relacionado a la con-
ducta compulsiva inducida por la lesion de la corteza
orbitofrontal;'® pero es necesario que luego de emplear
diferentes modelos animales de TOC, en el futuro se
establezca claramente la correlacién existente entre las
diversas estructuras anatdmicas involucradas.

Figura 2. Rata fijada al aparato estereotdxico para roedores,

momento después de la realizacién de los agujeros de trepana-

cién realizados de forma bilateral, a 1,9 mm de la linea media
en cada lado.




“Efectos de la lesién quimica por estereotaxia del nucleo reticular del tdlamo sobre la conducta de ratas en un laberinto en T después
de la administracion de 8-OH-DPAT".

70
[
g
s
o
® 5o
[
s
L 40
[
[ 1]
o 30 -
[1]
k-]
o 20
|-
[
E 10 -
2
00 -
p=0.003
70 w 70
g g
[T}
® so ® 5o
o [}
> ® 40
g 40 E :
i © T
[1]
[T ] —_ oL 30
[}
L]
o
T 30 - o 20 T
e [
o E 10 4
g 10 E
Z oo | Z oo
cMI p=012 Lesion NRT p=0.27

Figura 3. Comparaciones intragrupo entre el nimero de perseveraciones pre- 8-OH-DPAT (barra gris oscuro) y post 8-OH-DPAT (barra gris

claro). En el grupo control se encontré una diferencia estadisticamente significativa (p = 0,003) entre ambos estados, lo que demuestra que

con la sola aplicacién de 8-OH-DPAT se produce la conducta de perseveracion. No ocurre lo mismo en los grupos CMI y Lesién del NRT pues

en ellos no se encontré diferencias importantes entre el estado previo y el posterior a la administracion del quimico; esto evidencia el efecto
protector de estos tratamientos ante la accién del agonista serotoninérgico.

*
26
24
22
c
S 2
@
5 18
)
o 15
=
@ 14
© 12
0 —_
.8 10 -
§ s
g s ] I
w
4 1 1 ——
N y
o
Basal Control CMI NRT p=0.01

Figura 5. La latencia o tiempo de indecision, expresado en segundos,

muestra el tiempo que tarda el roedor en escoger alguno de los

brazos del laberinto. El inico grupo en el que se observo diferencia

entre los estados basal (barra gris oscuro) y post 8-OH-DPAT fue el

control (gris claro) (p < 0,05). En los demds grupos (barras blanca

y cuadriculada) los resultados fueron similares al obtenido en el
estado previo a la administracién del quimico.
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Figura 4. Comparacién intergrupo del niimero de perseveraciones
durante el estado basal sin 8-OH-DPAT (barra gris oscuro) de todos
los animales (n = 30) y durante el estado post administracion del
quimico en los grupos control (gris claro), CMI (blanco) y Lesion
del NRT (cuadriculado), con n = 10 en cada grupo. Se encontré
que hubo una diferencia significativa (p < 0,05) entre los grupos,
lo que demuestra nuevamente la eficiencia de las terapéuticas
mencionadas ante los efectos del 8-OH-DPAT.
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Figura é. Ploteo de la localizacién de las lesiones, comprobada por el estudio histopatolégico sobre el Atlas Paxinos de cerebro de rata. En la
imagen superior se observa un corte coronal a |,4 mm posterior al bregma con el centro de las lesiones en dos de las ratas del grupo 3. En
la imagen inferior el corte estd a |,6 mm posterior al bregma con el centro de las lesiones de las otras ocho ratas. La diferencia de niveles
respecto al bregma es debido a que cada punto se marca en donde se considera se encuentra localizado el centro de la lesion. Todas las
lesiones son bilaterales y estan localizadas en el sitio deseado dentro de las estructuras correspondientes al NRT.
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