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RESUMEN 
EI origen de fas crisis convulsivas generalizadas es aun controvertido, 

aunque se sospecha de Ia participacién del tallo cerebral en el desarrollo 
de este tipo de actividad paroxistica. El sitio exacto del 4rea involucrada 
no ha sido precisado y ha sido sefialado dentro de diversas zonas de la 
formacién reticular o en estructuras especificas mesencéfalicas. 
Por otro lado, fa diversidad de modelos experimentales de eptlepsia ha 

complicado el estudio de las crisis ténico clénicas generalizadas que 
pueden ser reproducidas utillzando estimulacién quimica de ta corteza 
cerebral, de la formacién reticular mesencefalica, pontina o bulbar, de la 

sustancia negra o de otras estructuras. La diversidad de dosis y vias de 

administracién de los agentes convulsivantes y fos diferentes efectos 
paroxisticos producidos, asi como sus mecanismos de accién dificultan 
el problema. En e/ presente estudio utilizamos a la penicilina. como un 

agente convulsivante cuyo mecanismo de accion antigabaérgico es bien 
conscido. Esta fue administrada tépicamente en forma programada en 
areas discretas del tallo cerebral de gatos adultos. En fa fase Inicial del 

estudio se utiliz6 una solucién de penicilina 850 mM para determinar el 
sitio generador de crisis convulsivas. En la segunda parte de! estudio se 
obtuvo una caracterizaclén conductual y electroencefalografica del 
modelo de crisis administrando penicilina isoosmolar 212mM en fa 
formacién reticular mesencefalica a dosis crecientes. Se obtuvo una 
curva dosis respuesta de la penicilina y se determiné el efecto sobre la 
actividad muitiunitaria local y cortical. En la tercera fase del estudio se 

reprodujeron fos efectos obtenidos por la aplicacién de penicilina 
utilizando un agente antagonista gabaérgico especifico como lo es la 
bicuculina, y se desarrollo la correspondiente curva dosis - respuesta. 
En la cuarta fase del estudio se utilizé muscimol como agente agonista 
gabaérgico para inhibir el efecto convulsivante de la penicilina o de la 
bicuculina. / 
El presente trabajo propone un modelo de epilepsia para crisis ténico 
clénicas generalizadas; caracteriza el desarrollo de las crisis en forma 

conductual y por un patrén de registro electroencefalografico y propone 
un sistema gabaérgico dosis dependiente en una zona especifica del 
tegmento mesencefalico. 

 



Summary . 
The origin of generalized convulsive seizures stil! remains unclear, ~ 

though it Is suspected the Involvement of the brain stem In the 

development of this paroxistic activity. The precise site of the area 
involved has not yet been defined although it has been located within 
diverse areas of the reticular formation or within specific mesencephalic 
structures. 
On the other hand, the multiplicity of experimental models of epilepsy has 
complicated the study of the generalized tonic clonic seizures (GTCS). 
GTCS has been replicated using chemical stimulation at the cerebral 
cortex, at the mesencephalic reticular formation (MRF), pontine or bulbar 

reticular formation, atthe substantia nigra or the other structures. Various 

doses and administering paths of the convulsive agents and the various 
paroxistic effects generated as well as the mechanisms of action 
complicate the problem furthermore. 
In the present study, penicillin. was used as a convulsive agent whose 

antigabaergic mechanism of action is well known. This agent was 
topically administered in a planned way in punctual areas of the brain 
stem of aduit cats. In the initial phase of the study a solution 850 mM of 
penicillin was used to determine the generator site of GTCS. In the 
second part of the study a behavioral and electroencephalografic 
characterization of the seizure models was obtained using 212mM 
isoosmolar penicillin dilution at the MRF In growing doses. A dose 

response curve and its effects over the locai and cortical multi unit 
activity were determinated. In the third phase of study the obtained effects 
were replicated using a specific antagonist gabaergic agent such as 
bicucullin and its corresponding dose response curve was obtained. 
in the fourth stage of the study, muscimol was used as an agonist 
gabaergic agent to Inhibit the convulsivant effect of either penicillin or 
bicucullin. : 
The present study proposes an epilepsy model of GTCS. This study gives . 
a description of the seizure development behaviorally as well as by means 

of its EEG pattern and ‘it goes further proposing a dose dependant 
gabaergic system in a specific area of the mesencephalic tegmentum.
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INTRODUCCION 

1.- Origen de las crisis ténico clénicas generalizadas. 

No obstante !as diferentes etiologias que pueden tener las crisis 

ténico clénicas generalizadas, sus patrones de expresién motora son 

estereotipados. Aunado a ello, ef inicio generalizado y subito de las crisis 

y la actividad eléctrica generalizada del registro electroencefalografico 

orientan a pensar en la existencia de ciertas vias anatémicas que las 

originan y que las propagan independientemente de su etiologia. 

Penfield en 1954 propuso la existencla de un sistema anatémico y 

fisiolégico subcortical con extensas 4reas de conexién dentro del 

sistema nervioso central que al ser afectado por actividad eléctrica 

paroxistica, puede propagar esta actividad practicamente a todo el 

sistema nervioso de forma instantanea. 

Dempsey y Morison en 1942 demostraron que la estimulacién 

eléctrica diferencial a alta o a baja frecuencia en los nicleos 

intralaminares del talamo de gatos producia respectivamente un efecto de 

despertar o de arresto conductual, estos datos apoyan la idea de un 

sistema talamico de proyecclén difusa hacia la corteza. 

Posteriormente Moruzzi y Magoun (1949) demostraron que la 

estimulacién eléctrica de la formacién reticular en el mesencéfalo 

producia un patrén de despertar en el electroencefalograma de gatos 

anestesiados. 

Los estudios anatémicos de Scheibel y Scheibel (1958) mostraron 

la amplia distribucién de los axones de las neuronas de la formacio6n 

reticular, tanto hacia el talamo como hacia la médula espinal y apoyan la



  

idea de la existencia de un sistema subcortical que pudiera originar o 

propagar una actividad convulsiva generalizada. 

Se ha demostrado ya que la estimulacién eléctrica de este sistema 

reticular o talamico puede producir crisis convulsivas generalizadas, 

acompafiadas de alteraciones electroencefalograficas como espiga - 

onda a 3 ciclos por segundo (Pollen 1963 y Weir 1964). 

Kreindler (1958) encontré que la estimulacién eléctrica de 0.2 a 2 

mA a una frecuencia de 50 Hz de la formacién reticular del tallo cerebral 

dei gato o la rata puede producir crisis ténicas autosostenidas, aun en 

ausencia de un patrén electroencefalografico hipersincrénico y a pesar 

de efectuar una seccién mesencefalica alta que divide las vias 

anatémicas entre tallo cerebral y corteza. Bergmann (1963) confirmé 

estos hallazgos en conejos al estimular especificamente la formacién 

reticular mesencefalica de 0.1 a 0.6 mA de 16 a 240 Hz y Bumham (1987), 

observé que las crisis producidas por la estimulacién eléctrica de la 

formacién reticular dependian de la intensidad de la estimulacién 

aplicada. Burnham pudo reproducir crisis a lo largo de toda la formacién 

reticular del tallo cerebral; sin embargo, observé que la formacién 

reticular mesencefalica era la zona mas sensible para producir crisis con 

una intensidad minima de 0.1 a 2 mA a 60 Hz. 

Por otro lado, el patrén de crisis ténico clénicas generalizadas 

producidas por la aplicacién de pentilenetetrazol sistémico puede ser 

modificado después de la secclén a diferentes niveles del tallo cerebral 

(Velasco 1975, Falngold y Caspary 1987). Asi, en una preparacién 

encéphale isolé, la aplicacién sistémica de pentilenetetrazol produce 

incremento significativo de actividad multiunitaria (AMU) en la formacién 

reticular del mesencéfalo y del puente 5 a 10 segundos antes que se



  

observe actividad epiléptica (espigas) en el electroencefalograma (EEG) o 

actividad rapida y de mayor amplitud (que se refleja en sacudidas 

motoras) en e! electromlograma (EMG) (Figura 1 A). 

Velasco (1981) demostré que con la administracién intravenosa de 

pentilenetetrazol en una seccidén pretrigeminal (que divide la formacién 

reticular del mesencéfalo respecto a la formacién reticular del puente), la 

AMU de la formacién reticular mesencefalica antecede 6 a 10 segundos a 

la AMU de la formacién reticular del puente y a la actividad 

electroencefalograéfica rapida de la corteza, ademas no se presenta en el 

EMG registro de convulsién (Figura 1B).
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Figura 1. Efectos sobre ef electroencefalograma (EEG) y ja actividad multiunitaria (AMU) 
por ja seccién a diferentes niveles dei tallo cerebral debidos a Ja aplicacién sistémica de 

pentilenetetrazol. La AMU esta Integrada por un “stair cage generator”, de forma que cada 
escalera represenia ia suma de 25 unidades AMU selecclonadas sobre el ruldo de fondo a través 
de un discriminador de ventana. (A) En encéphalé isolé la AMU de la formacién reticular 

mesencefalica (FRM) y la de ia formacién reticular pontina (FRP) se anticipan 5 segundos 
cualquier otra actividad muscular (registrada en los musculos del cuello) o cortical. (B) En una 
seccién pretrigeminal, el PTZ produce un incremento de la AMU de la FRM 10 segundos antes del 

inicio de las crisis EEG, en este caso, no se observa un patrén de activiad motora. (C) Finalmente 
en una preparacién cervau Isolé, ia AMU de la FRM se anticipa 5 segundos al inicio de crisis 
motoras aun sin observarse patrén EEG con una crisis muscular ténica que duré 100 veces mas 

que en ef animal intacto. C (cerebelo), Cl (coliculo inferior), CM (corteza motora), CS (colicule 
superior), CT (cuerpo trapezoide), FRB (formacién reticular bulbar), FRM (formacién reticular 
mesencefalica), FRP (formacién reticular pontina), GP (gris pontina), GPA (gris periacueductai), T 
(t4lamo), TP (tracto plramidal), SN (sustancta negra), (Velasco 1989).



  

11 

Finalmente, una seccién de tipo cervau isolé por delante del 

coliculo superior muestra un aumento simulta4neo de AMU de la FRM y 

pontina en ausencia de un Incremento de la actividad eléctrica cortical 

pero en presencia de actividad convulsiva en el EMG con una crisis que 

dur6é 100 veces mas que /a crisis registrada en las preparaciones previas 

(Velasco 1989) (Figura 1C). 

Tuttle y Elliot (1969) aplicaron directamente microinyecciones de 

pentilenetetrazol en la formacién reticular mesencefalica (FRM) y 

produjeron crisis generalizadas. Una _ aplicacién similar de 

pentilenetetrazol a través de canulas Push-Pull a la FRM y pontina pudo 

determinar, aun con mayor precisi6n, el efecto diferencial de este agente 

convulsivante dado que produjo crisis miociénicas al ser aplicada 

rostralmente en la FRM y crisis tonico clénicas generalizadas al aplicarse 

caudalmente, mientras que produjo hipotonia muscular generalizada al 

aplicarse en la formacion reticular pontina (FRP) (Velasco 1985). (Figura 

2). Sin embargo, el} mecanismo de accién del pentilenetetrazo! no es tan 

claro como el de otros agentes convulsivantes como Ia penicilina. 

En 1965 Ralston y Langer aplicaron penicilina sédica cristalina en 

solucién de 1700 mM en gatos anestesiados y traqueostomizados en un 

votumen de 4 a 15 pL dentro del mesencéfalo, puente y bulbo unilateral y 

obtuvieron siempre un incremento de Ia actividad eléctrica adyacenite a ia 

inyeccién y en la mayoria de los casos de la corteza cerebral, que se 

caracterizaba por un patrén de espigas de 800 »V de amplitud en ambos 

hemisferios y que podfia progresar a un registro hipersincrénico 

generalizado de alta frecuencia similar al que se observa en crisis 

convulsivas. La misma aplicacién de penicilina en el talamo produjo 

efectos diferenciales si la inyeccién se aplicaba en nucleos especificos o
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en nucleos inespecificos del talamo, sin embargo, los efectos cas| nunca 

se propagaron a la corteza cerebral. 

Jinnai en 1969 demostré que ja lesién de la FRM antagoniza el 

efecto convulsivante del pentilenetetrazol. Wada y Sato en 1975 

incrementaron el umbral para producir kindling por estimulaci6n eléctrica 

del nucleo amigdalino al lesionar la FRM. 

Sin embargo, existe informacién que resta Importancia al papel que 

juega la FRM en el origen de las crisis ténico clénicas generalizadas. 

Browning (1985) demostré que la lesién bilateral de la porcién 

rostral de la FRM no produce efecto sobre las crisis generalizadas 

producidas por administracién sistémica de pentilenetetrazol, de 

bicuculina o por electrochoque maximo. 

Por otro lado, el mismo Browning (1985) a! lesionar el nucleo 

reticularis pontis oralis de la formacién reticular pontina inhibié el 

componente ténico de las crisis producidas por electrochoque maximo o 

por pentilenetetrazol; pero no afecté fas crisis mioclénicas producidas 

por electrochoque (por estimulacién comeal) o las crisis miociénicas 

producidas por pentilenetetrazol. 

Estos hallazgos conceden a la formacién reticular pontina un 

importante papel en ei origen de tas crisis ténicas, no asi para las crisis 

clonicas. 

Esta hipétesis fue modificada por ef mismo Browning en 1987, 

cuando se determiné que las crisis clénicas por estimulo audiogénico 

podian también ser inhibidas por lesién de la formacién reticular pontina. 

De acuerdo a Browning (1987) !as crisis clénicas se pueden dividir 

en dos tipos. Tipo | (clonus de cara y pata anterior) y tipo fl (clonus de
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correr y brincar). El clonus tipo | esta asociado con las crisis producidas 

por electrochoque minimo (estimulacién comeal) y con la aplicacién de 

pentilenetetrazol en una accién directa sobre la corteza. El clonus tipo Il y 

las crisis ténicas podrian estar asociadas al efecto del electrochoque 

mAximo o de agentes convulsivantes sobre las estructuras del tallo 

cerebral. 
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Figura 2. La aplicacién selectiva de pentilenetetrazol utilizando cénulas push-pull produjo 
efectos diferenciales sobre ef tallo cerebral. Los circulos blancos denotan fos sitios donde no hubo 
efecto convulsivo, los triangulos muestran ios sitios donde sa obtuvieron husos de suefo e 
hipotonia, fos circulos con diagonales muestran los sitios dentro de ja formacién reticular 
mesencetalica donde se produjeron crisis mlociénicas como se muestra en Ja parte superior def 
registro EEG y EMG. Finalmente los circulos oscuros muestran los sitios que produjeron CTCG. 
CMD (corteza motora derecha), CMI (corteza motora izquierda); (Velasco 1985).
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También otras estructuras no reticulares han sido implicadas en el 

origen de las crisis generalizadas, por ejemplo Garant y Gale (1983) 

usando un modelo de ratas atenuaron el componente clénico de las crisis 

generalizadas producidas por bicuculina, al lesionar bilateralmente la 

sustancia negra con Acido kainico. 

En un modelo de kindling en ratas un efecto similar fue obtenido 

por McNamara (1984) al lesionar bilateralmente la sustancila negra. 

Reforzando el papel de la sustancia negra, ladarola y Gale (1982) 

Inhibieron las crisis ténicas en extensiédn de patas anteriores producidas 

por electrochoque maximo al aplicar gama vinil GABA (Inhibidor 

irreversible de la GABA transaminasa) en esta estructura. 

Ademas de fa FRM, pontina y la sustancia negra, otras estructuras 

del tallo cerebral como son el focus coenileus o el nucleo del rafé han 

sido implicadas en ia  supresién de las crisis ténico clénicas 

generalizadas (Feinstein 1989).
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2.- El modelo de epilepsia con penicilina 

En Ja clasificacién de Fisher (1989), los modelos experimentales para 

crisis ténico clénicas generalizadas incluyen: 

e Crisis ténico clénicas de predisposicién genética. 

Por ejemplo: Babuino fotosensible, crisis audiogénicas en ratones, 

ratones tambaleantes y ratones con crisis prono, ratas con epilepsia 

prono, gerbo mongol, Drosophila agitante y miscelanea genética de 

animales con crisis prono. 

e Crisis ténico clénicas por electrochoque maximo. 

e Crisis ténico clénicas por agentes convulsivantes sistémicos. 

Por ejemplo, antagonistas inhibitorios como el pentilenetetrazol, la 

penicilina sistémica, la bicuculina y la estricnina. Agonistas excitatorios 

como el acido kainico, ef quisqualato, el NMDA. Agonistas colinérgicos 

como la pilocarpina 

e Crisis ténico clénicas por trastornos metabdlicos. 

Por ejemplo: oxigeno hiperbarico e hipercapnia. 

Seguin Fisher (1989) de jos anteriores modelos de epilepsia, el de 

electrochoque m4ximo y del uso del pentilenetetrazol sistémico son los 

dos modelos més utilizados para producir crisis ténico clénicas 

generalizadas. Sin embargo, para esta tesis se selecciono a la penicilina 

porque es uno de los agentes convulsivantes mejor estudiados y se sabe 

que actua sobre el complejo receptor GABA-A inhibiendo su funcién 

(Pockberger 1984, Chatt y Ebersole 1988), también se ha caracterizado su 

accién en neuronas aisladas (Ayala y Vasconseto 1970; Wong y Prince 

1979).
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Al plantear un modelo de epilepsia experimental que utilice un 

agente convulsivante, como en este caso es la penicilina, se deben tener 

en consideracién los siguientes aspectos: 1. La via de administracién 

(sistémica 0 local). 2. El vehiculo y sistema de dilucién (en general se 

intenta obtener una solucién lo mas parecida al medio interno). 3. La 

preparacién y condiciones de experimentacién del animal (es deseable 

evitar el uso de sustancias como los relajantes musculares y es preferible 

un modelo con libertad de movimiento). 4. La capacidad de diseminacién 

del agente convulsivante (la velocidad de diseminacién del agente 

permitira determinar el sitio de accién del mismo). 5. El tipo de registro a 

obtener determinara las variables a medir, asi, para estudios in vivo 

generalmente son EEG, EMG y AMU. 6. El mecanismo de accién del 

farmaco sobre un sistema inhibitorio, excitatorio o ambos; la mayoria de 

los agentes convulsivantes actuales explican su efecto porque actuan 

sobre diferentes sistemas de neurotransmisores, afectan !a conductancia 

iénica o bloquean el metabolismo energético neuronal (Meldrum 1994). 

Se debe considerar que la penicilina sédica cristalina denominada 

benzilpenicilina sédica o penicilina G sédica, es un antibidtico obtenido 

del hongo Penicillium chrysogenum. Su formula se puede ver en la 

Figura 3 A. Tiene un peso molecular de 356.38. Una unidad internacional 

de penicilina equivale a 0.6 1g y 1 mg de penicilina equivale a 1670 Ul. Es 

muy soluble en agua, en soluclén salina isoténica y en solucién 

glucosada. Su coeficiente de difusién ha sido descrito entre 0.72 mm/hr 

para una solucién de 840 mM sobre la corteza cerebral de gatos 

(Goildenshon y Salazar 1986) y 1.6 mm/hr también sobre la corteza 

cerebral de mamiferos (Noebels y Pediey 1977) y su curva de distribucién
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depende de su concentracién y ha sido obtenida por Salazar en 1980 

(Goldenshon y Salazar 1986) (Grafica 1). 
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GRAFICA 1 

El efecto convulsivo de fa penicilina fue descubierto en los afios 

cuarenta al ser aplicada tépicamente sobre la corteza cerebral como 

antibidtico profilactico en pacientes sometidos a cirugia cerebral (Walker 

1947), desde entonces ha sido empleada para reproducir crisis parciales 

simples, crisis miocionicas, crisis ténico ciénicas generalizadas y 

ausencias tipicas (Fisher 1989).
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PENICILINA 
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FIGURA 3 

Actualmente, el uso de la penicilina como agente convulsivante 

tiene variaciones importantes en las vias de administracién y las dosis 

empleadas, sin embargo, el mecanismo de accién de la penicilina como 

agente convulsivante puede explicarse sobre la base de dos efectos 

fundamentales; por un lado, cambios de despolarizacién en la membrana 

neuronal y por otro bloqueo del efecto de la accién del acido gama 

aminobutirico (GABA). 

En 1967 Prince pudo determinar en un modelo de gatos 

anestesiados y relajados, que {fa aplicacién de penicilina 425 mM en un
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cotén sobre la corteza cerebral producia un foco de descargas 

epileptiformes corticales cada vez que se estimulaba eléctricamente el 

grupo de los ndcleos ventralaterales del talamo. Mediante registros 

intracelulares y extracelulares se pudo determinar que existian cambios 

de despolarizacién (depolarization shift DS) y potenciales postsinapticos 

inhibitorios (PPI) asociados a las descargas corticales. Prince registré 

200 neuronas dentro del foco epiléptico y encontr6é 152 de ellas con DS y 

48 con PPI. También registré 82 neuronas de 3 a 8 mm fuera del foco 

epiléptico donde registré 16 células con DS y 66 neuronas con PPI. Prince 

consideré que en un foco epiléptico producido por penicilina se origina 

iniclaimente una fase de inhibici6n seguida de una fase de 

despolarizacién que se propaga a las neuronas circundantes primero con 

PPI luego con DS. Por este efecto la penicilina puede reciutar células 

clrcundantes al foco original. 

Anteriormente, Ayala en 1971 habia determinado un Incremento en 

la excitabilidad del receptor de tensién del cangrejo sometido a 

diferentes soluciones de penicilina (8.5 a 85 mM). Determiné que la 

despolarizacion de la membrana era directamente dependiente de la 

concentracién de penicilina, por registro intracelular determiné corrientes 

de hiperpolarizaci6n que antecedieron a una lenta despolarizacién. Con 

soluciones de penicilina de 8.5 a 17 mM _ observé6 un incremento inicial del 

potencial postsinaptico excitatorio (PPE) con una rapida declinacién en 

su amplitud. 

En 1979 Wong y Prince aplicaron penicilina en dos diferentes 

concentraciones 3.4 y 150 mM, la primera en el baiio donde se encontraba 

una rebanada de hipocampo de cobayo mientras que la segunda 

concentracién fue aplicada directamente sobre la porcién CA1 del
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hipocampo. En esta estructura se Introdujeron microelectrodos en el 

soma y en las dendritas de las células piramidales para producir 

secuencias de PPE y PPI por estimulacién ortodrémica. Los efectos de la 

aplicacién de penicilina no difirieron por la concentracién ni por la via de 

administracién. Se pudo comprobar que Ia penicilina no produjo cambios 

intradendriticos del potencial de reposo ni en el umbral del potencial de 

accion. En cambio, se pudo determinar que la penicilina produjo un lento 

decaimiento de los PPE evocados por el estimulo eléctrico y que bloqueé 

los PPI. También se pudo observar que después de la aplicacién de 

penicilina, la estimulacién ortodrémica de las neuronas piramidales de 

CA1 era altamente eficaz en producir rafagas de disparos en las 

dendritas. Wong y Prince consideraron estos cambios debidos a ia 

accién de la penicilina mediados por el GABA y que la desinhibiclén que 

la penicilina producia liberaba un potente mecanismo de ampliificacién 

postsinaptica que denominaron “rafagas de disparo dendriticas” y que 

estd asociado a fa generacién de DS. 

McDonald y Barker en 1977 utililzaron un cultivo de neuronas de 

médula_ espinal de ratones y aplicaron’ penicilina 300 mM 

iontoforéticamente y pudieron comprobar el bloqueo selectivo del efecto 

postsinaptico inhibitorio mediado por GABA (probaron también 

glutamato, glicina y beta-alanina) sin que este agente afectara las 

propiedades de la membrana celular o de la conductancia al cloro. 

Sin embargo, De Lorey en 1994, menciona que al utilizar penicilina 

se produce bloqueo de los canales de cloro del complejo receptor GABA- 

A. Segiin De Lorey, las cargas negativas de la molécula de la penicilina 

interactuan con las con las cargas positivas de los residuos aminoacidos 

de las proteinas del canal de cloro, impidiendo asi la hiperpolarizacién.
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ll PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

1.- Limitacién de tos modelos de crisis convulsivas 

Existen discrepancias tanto en la ubicacién anatémica de una 

estructura generadora de crisis dentro del tallo cerebral como en fos 

mecanismos implicados en fa produccién de éstas; estas diferencias 

dependen fundamentalmente del agente empleado para producir las 

crisis (pentilenetetrazoi, penicilina, bicuculina, estimulacién eléctrica de 

tallo cerebral, etc.) y del tipo de preparaciones utilizadas (aplicacién 

sistémica o tdpica, perfusién por ca4nulas push-pull, utilizacién de polvo, 

uso de soluciones a diferentes concentraciones y volimenes). 

Generalmente se han empleado animales anestesiados o parallzados que 

permiten sélo la observacién de fenédmenos EEG o de AMU sin su 

correiato conductual. 

El mecanismo de accién de algunos métodos convulsivantes no 

esta claramente definido, presumiéndose la participacién de otras 

condiciones en la produccidén de crisis: como fa difusién del agente o la 

alteracién de las constantes fislolégicas de pH, osmolaridad y contenido 

de electrolitos. 

E! papel del tallo cerebral en ef origen de las crisis ténico clénicas 

generalizadas debe ser revisado de manera sistematica tomando en 

consideracién los siguientes aspectos: 

1.- Ubicacién de un 4rea critica epileptégena por medio de la 

estimulacién comparativa de estructuras reticulares y no reticulares del 

mesencéfalo, puente y bulbo. 

2.- Descripcién de un patrén  convulsivo conductual y 

electroencefalografico.
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3. - Uso de un agente convulsivante bien caracterizado en su mecanismo 

de accién y en sus propiedades de difusién. 

4. - Definicibn de un mecanismo de propagacién del efecto convulsivo. 

Para ello, el agente convulsivante propuesto en este estudio es la 

penicilina sédica cristalina en solucién. 

No obstante fa abundante informacién que existe sobre epilepsia 

experimental producida por penicilina, es necesario revisar algunos datos 

concretos sobre este modelo especifico. 

La penicilina aplicada t6picamente tiene una variacién en la dosis 

desde 1.7 mM (1UI/uL)(Gloor 1977) hasta 1700 mM (1000 Ul/yL) (Ralston 

1965). Estas concentraciones han sido suficientes para producir crisis 

parciales o generalizadas. La penicilina también ha sido aplicada en 

forma sistémica a razoén de 326 000 Ui/Kg. de peso para producir actividad 

epileptiforme en gatos (McCandeless 1992). 

Ademas de la diversidad de concentraciones utilizadas en los 

modelos de penicilina, sus efectos se explican por diferentes 

mecanismos: primero: por disminucién de la conductancia al cloro 

determinada por un bloqueo de sus canales (Hoechner 1976, De Lorey 

1994); segundo: por un bloqueo de los PPI mediados por GABA que se 

asocia a un cambio de despoiarizacién (DS) (Prince 1967, Wong y Prince 

1979, McDonald y Barker 1977) y tercero: por una alteracién en el 

gradiente de concentracién del sodio (Ayala 1970). De acuerdo a io 

anterior, los efectos de la aplicacién de penicilina podrian ser replicados 

utilizando un agente antagonista gabaérgico especifico como lo es la 

bicuculina, por el efecto directo sobre el receptor GABA-A. El analisis de 

los resultados permitiria encontrar efectos similares o diferenciales entre 

la actividad convulsiva producida por penicilina y por bicuculina.
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La bicuculina utilizada como agente convulsivante es propiamente 

el metiliodato de bicuculina que se asocia a un ién de yodo. Indice Merck 

12” Ed. No.1250. Su formula se puede ver en la figura 3B. Tiene un peso 

molecular de 367.36, un pKa 4.84. Se encuentra como aicaloide natural en 

la Dicentra cucullaria, Adlumia fungosa, Fumariaceae y otros tipos de 

hongos de la especie Corydalis. Es muy soluble en agua y etanol. Es un 

antagonista GABA-A especifico. Tsutsui en 1992 utilizé6 de 80 a 120 

nanogramos de bicuculina 272 mM en el coliculo inferior de ratas con 

epilepsia audiogénica refleja y reprodujo crisis generalizadas. 

2. - Relevancia del problema 

Existe la probabilidad de que la formacién reticular del talio 

cerebral y en especial la FRM sea una estructura especialmente 

implicada en el origen y en la propagacién de las crisis ténico clénicas 

generalizadas. Es probable que otras estructuras del tallo cerebral 

pudieran también estar involucradas en este proceso. 

Las variaciones de aproximaciones metodolégicas tanto para 

modelo de epilepsia seleccionado como para el agente convulsivante 

utilizado complican la obtencién de una Informacion clara. 

La existencia de una regién del sistema nervioso central bien 

delimitada que sea el origen de un proceso comic Ic es un evento 

epiléptico generalizado, ademas de plantear una pregunta de interés 

funcional, orienta a pensar en la posibilidad de modular esta area con 

fines médicos. 

El paso inicial de aproximacién al problema es el delimitar un area 

del sistema nervioso central que esté implicada en la produccién de crisis 

ténico cliénicas generalizadas. Para ello se plantea un modelo
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experimental in vivo, que utilice un agente convulsivante especifico en el 

que se puedan caracterizar sus efectos. 

lil HIPOTESIS 

La aplicacién tépica de penicilina sédica en solucién producira 

crisis ténico clénicas generalizadas cuando se administre en la formacién 

reticular mesencefalica y no en otros sitios. 

La aplicacién tépica de bicuculina en la formacién reticular 

mesencefalica producira crisis ténico ciénicas generalizadas similares a 

las producidas por penicilina. 

IV OBJETIVOS 

* General: 

Obtener una preparacién in vivo para !a produccién y registro de 

crisis convulsivas generalizadas en gatos adultos mediante el uso de un 

agente convulsivante como la penicilina aplicado en un 4rea especifica 

del tallo cerebral. 

e Especificos: 

1. Localizar un 4rea critica epilept6gena dentro del tallo cerebral del 

gato utilizando una solucién de penicitina aplicada en forma tépica sobre 

estructuras reticulares y no reticulares. 

2. Obtener una curva dosis-respuesta del efecto convulsivo de !a 

penicilina sédica isoosmolar (212 mM) aplicada tépicamente en el tallo 

cerebral. 

4. Determinar el efecto de la aplicacién de penicilina sdédica sobre ia 

AMU cortical, reticular y muscular en un modelo in vivo de epilepsia en 

gatos.
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&. Determinar el efecto de la aplicaclé6n de bicuculina (377,M) sobre el 

drea critica epileptégena en el tallo cerebral. 

V MATERIAL Y METODOS 

1. - Descripcién de la preparacién 

Se utilizaron 38 gatos de ambos sexos cuyo peso varié entre 2.8 y 

3.6 kg. Al momento de !a aplicacién de! agente convulsivante, estos 

animales se encontraban sin efecto anestésico y en movilidad parcial. 

Para alcanzar este objetivo se realiz6 una preparacién en dos fases. La 

primera fase se llevé a cabo una implantacién de electrodos y canulas 

guia a los sitios “blanco”, en esta fase también se elaboré un sistema de 

fijaci6n por medio de barras para posicionar la cabeza dei animal en 

coordenadas estereotacticas sin necesidad de anestesiario. 

En la segunda fase se efectuaba un registro conductual y 

electrofisloidgico antes y después de la aplicacién del agente 

convulsivante. 

Primera Fase. Bajo anestesia general con pentobarbital sddico a 

dosis de 20 mg/Kg. de peso por via intraperitoneal, se colocé al animal en 

un aparato de estereotaxia. Se incidié la piel de la calota sobre la linea 

media y sé desinsertaron parcialmente los musculos temporales. Se 

expuso Ia calota craneal y se molded una cupula de plastico que se fijé al 

craneo por medio de tornillos de acero Inoxidable que cumplieron tanto 

una funclén de fijacién como de registro dado que al pasar el espesor del 

hueso quedaban en contacto con fa corteza supra-silviana anterior y 

posterior en ambos lados. También se efectuaron dos trépanos sobre el 

hueso frontal a cada Jado de la linea media para poder colocar en cada 

uno de ellos una bola de plata para el registro de la corteza sigmoldea.
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Adicionalmente, se implantaron en los misculos del cuello alambres de 

acero inoxidable totalmente aislado excepto en sus puntas en una 

longitud de 3mm, cada alambre tenian una longitud de 2 cm y estaba 

soldado a un cable proveniente de un conector Amphenol. 

En el grupo Inicial de 14 gatos en los que se inyecté penicilina 850 

mM, se efectué el cdlculo estereotdxico de la ubicacién de diferentes 

estructuras dentro o fuera de la formacién reticular del tallo cerebral. 

Hacla las coordenadas especificas de cada estructura se dirigieron dos 

canulas guias de 16-gauge (didmetro exterior de 1.65 mm y diametro 

interior de 1.19 mm) con mandril disefiadas ad-hoc, que se fijaron a la 

cupula de plastico con cemento acrilico. Estas canulas impldieron 

modificar sustancialmente las coordenadas de los ejes antero-posterior y 

lateral y terminaban 1§ mm arriba del sitio blanco elegido sin llegar a 

afectario y evitaban la diseminacién del agente convulsivante en el 

trayecto al blanco. 

Un segundo grupo de animales fue sometido al efecto de una 

concentracién isoténica de penicilina (n=11}, de este segundo grupo de 

gatos, ocho fueron sometido al efecto de bicuculina en el lado contrario a 

donde se habia aplicado un tratamiento previo de penicilina. Un tercer 

grupo de animales sometidos al efecto exclusivo de la bicuculina (n=6), 

las bolas de plata fueron sustituidas por dos electrodos bipolares 

concéntricos de registro de AMU en la corteza frontal. Un cuarto grupo de 

animales fue sometido a la accién conjunta de penicilina isoosmotar y 

bicuculina (n=3) y en un quinto grupo de gatos se aplicé penicilina y 

muscimol de un lado y penicilina y bicuculina del otro lado (n=3). En un 

sélo animal se aplicé solucién salina hiperosmolar por altas 

concentraciones de sodio (similar a la utilizada en la dilucién de
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penicilina hiperosmolar). También en cada uno de estos grupos se 

efectuaron dos trépanos suboccipitales que fueron utilizados para la 

introduccién de electrodos de registro de AMU dirigidos oblicuamente al 

sitio adyacente de aplicacién de penicilina o bicuculina. 

Tanto los electrodos corticales (tomillos de acero inoxidable) como 

los electrodos musculares fueron soldados a un sistema de conexién 

Amphenol por medio de alambre de cobre aislado. Este conector se fijé a 

la cdpula de plastico con cemento acrilico. 

Finalmente, en esta primera fase, se colocaron unas barras de 

referencia esterotaxica (David-Kopft-Estereotactic Rods) que permitieron 

establecer un sistema de fijacién unido a la cupula de plastico en ia 

misma posicién Inicial sin utilizar las referencias 6seas habituales para el 

aparato esterotaxico. Figuras 4, 5, 6 y 7. 

Segunda Fase. Siete dias después, con ei animal despierto se 

mont6 la cabeza del gato en posicién estereotaxica utilizando para ello el
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FIGURA 4 FIGURA 5 

  

FIGURA 6 FIGURA 7 

Figura 4. Vista frontal de fa colocacion inicial del gato en un sistema 

estereotactico David-Kopft, esta fase se efectua bajo anestesia general 

con tiopental 

Figura 5. Bajo Técnica estéril se efectua una apertura de la calota sobre la 

linea media y se moldea una cupula de acrilico que se fija con tornillos de 
acero inoxidable, jos mismos serviran como electrodos corticales de 

registro. 

Figura &, Filacién de! conecter Amphenol y del conexionads a tos 
electrodos —tornillos y a los electrodos de registro EMG. 
Figura 7. Vista superior de los tubos de sujecién de acrilico para la 

recolocaci6n en [a fase II del procedimiento.
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2. - Inyeccién de dosis supramaximas de penicilina para 

determinacién de un 4rea critica epileptégena. 

Para lograr este objetivo se inyectaron 14 animales en forma 

programada, en 32 sitios especificos del tallo cerebral que Incluian 

diversas areas de la formacién reticular desde el mesencéfalo hasta el 

bulbo raquideo, asi como nucleos especificos no reticulares del tallo 

cerebral. En vista de que la aplicacién t6épica de penicilina en solucién 

varia de 1.7 mM a 1700 mM, como se describié en el marco teérico, se 

seleccioné una concentracién media de 850 mM que correspondia a 500 

U! por pL (pH de 6.8 a 7.2, que contenia 484 mEq de Na /L y con una 

osmolaridad de 979 mOsm). Una vez seleccionado el sitio de Inyeccién se 

calculaban las coordenadas del sitio blanco y se aplicaba 0.5L a una 

velocidad de 0.1pL en & segundos. La solucién fue inyectada con una 

Jeringa Hamilton (Hamilton Co, Reno NV). Posteriormente se iniciaba un 

registro conductual, EEG y EMG que se continuaba por 30 minutos, 

tomando en cuenta que de acuerdo a esta concentracién la velocidad de 

difusién de la penicilina era de menos de 1 mm por hora. 

Si en 30 minutos no se obtenia una crisis ténico clénica 

generalizada se proseguia aplicando dosis subsecuentes de penicilina 

hasta que el efecto convulsivo era alcanzado o se llegaba a un maximo de 

1000 Ul del agente convulsivante en 2.0 pL. Al final de cada experimento 

el sitio era marcado con 0.5 I nitrato de plata al 10%. 

3. - Determinacién de Curva Dosis — Respuesta a Penicilina. 

Una vez determinado el sitio critico epileptégeno se procedié a 

inyectar en 11 animales una solucién de penicilina 212 mM que contenia
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125 UI de penicilina / »L y que fue ajustada a pardmetros fislolégicos de 

322 mOsmil, pH de 6.8 a 7.2 y concentracién de sodio de 160 mEq/L. 

Esta solucién se utiliz6 para determinar la dosis umbral convutsiva, 

se administraron sucesivamente 0.1 pL de solucién cada 10 minutos 

hasta obtener una crisis generalizada ténico clénica o alcanzar 1.0 pL. 

Durante este proceso se observ6 la relacién existente entre los diferentes 

patrones de crisis y ‘a cantidad de penicilina aplicada en el sitio critico 

epileptégeno. También se elaboré una curva dosis-respuesta 

farmacolégica, cuantificando en una escala logaritmica la dosis 

administrada contra el porcentaje de observaciones que produjeron una 

crisis ténico clénica generalizada. 

Para lograr este objetivo, se preparé6 a fos animales como 

anteriormente se describié, adicionando, un registro del EEG y de la AMU 

del sitio adyacente a !a Inyeccién y de la corteza sigmoidea anterior 

ipsilateral a Ja aplicacién de la inyeccién. El registro de la AMU fue 

realizado a través de electrodos de acero inoxidable concéntricos, 

bipolares, elaborados de alambre de 25 gauge (0.51 mm de diametro), 

aislado en toda su extensién excepto en un anillo distal de 2 mm de 

ancho y en la punta, que fue afilada electroliticamente a un tamafio de 80 

p (40 kilohmios de impedancia) insertados dentro de una canula de acero 

inoxidable, también aislada en toda su extensién excepto en un aniilo de 

2 mm de ancho en la punta. La distancia entre la punta del electrodo y el 

anilio de la c4nula fue de 2 a 3 mm. Los registros fueron amplificados y 

filtrados a través de un filtro de banda de 3000 Hz acoplado a un “stair 

cage generator” y a un monitor de audio. 

Para cuantificar la AMU se utilizé6 un discriminador de ventana 

“Smichdt trigger’ que seleccionaba aquella actividad que sobrepasaba el



  

32 

100% del ruido de fondo del! registro y que era presentada como una 

escalera, en la que cada Inicio de escalera significaba una cuenta de 25 

unidades con estas caracteristicas (Velasco 1975). De la misma manera 

se registré la AMU del EMG. 

Con objeto de determinar la relacién entre el sitio Inyectado (por 

coordenadas estereotaxicas AP, lateral y altura) y el patrén de crisis 

obtenido (miocionia focal, miocionia generalizada, crisis ténica o crisis 

ténico clénica) fueron calculados las medias para cada coordenada 

esterotaxica, cada valor medido en milimetros correspondia a un patron 

especifico de crisis. De esta forma se traté de determinar si el efecto 

convuisivo dependia de la dosis de penicilina o del sitio inyectado. Para 

ello se utilizé una prueba de Friedman que determina las diferencias 

generales entre los valores. Se aplicé también la prueba estadistica de 

Kruskal - Wallis al considerar que la caracterizacién de los diferentes 

tipos de crisis est4 conformada por variables discontinuas. 

4.- Determinacién de la relacién entre el EEG, EMG y la AMU 

Para este andlisis se eligieron cinco de los doce animales 

inyectados con penicilina isoosmolar (212mM) que al momento de 

determinar ia curva dosis - respuesta de penicilina se registraba en ellos 

también !a actividad multiunitaria de la zona adyacente a la inyeccién 

(menos de un mm), al tiempo que se registraba la actividad de la corteza 

sigmoidea ipsilateral y de los musculos del cuello. Como ya se mencionéd, 

la AMU era representada en unidades de escalera (Figura 15). Se efectud 

un analisis de correspondencia temporal entre la actividad AMU reticular, 

la AMU cortical y la AMU muscular, considerando como tiempo cero la 

cima de una espiga EEG cortical. Para este registro se aumentaba la 

velocidad de corrimiento del papel del poligrafo de § mm / seg a 50 mm/
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seg y se tomaba una muestra de las espigas mas representativas. 

Entonces se midieron en el registro grafico los valores promedios del 

incremento o del decremento de los peldafios de cada escalera en cada 

una de las AMU desde 500 ms antes hasta 500 ms después de la cima de 

la espiga y se compararon estos incrementos o decrementos entre ellos. 

Se cuantificaba cada 100 ms el nimero de unidades (cada escalera 

representa 25 unidades) y se determinaban los cambios de cada 100 ms 

con respecto al resultado de los 100 ms previos. 

El andlisis estadistico que se aplicé en este caso fue una prueba de t de 

student. 

§.- Determinacién de la Curva Dosis-Respuesta de Bicuculina en 

animales previamente tratados con penicilina 

Se intenté reproducir los efectos obtenidos por la aplicacién de 

penicilina en el sitio critico epileptégeno con la Inyeccién de bicuculina. 

Para esto, se utilizaron 8 de los 11 animales seleccionados en la 

elaboracién de 1a curva dosis respuesta de penicilina. Se utilizaron los 

mismos animales con objeto de tener el mismo control sobre las 

variables biolégicas, para lograr este objetivo se programé el utilizar los 

mismos animales en los que se inyectaba penicilina sédica en el lado 

derecho y tres dias después inyectar bicuculina en el lado izquierdo. 

Para este estudio se utilizaron inicialmente 100 nanogramos de 

bicuculina 377 »M que presentaba una osmolaridad de 215 mOsm y un 

pH de 6.6 en un volumen de 0.2 pL. Dependiendo del efecto se aumenté 

paulatinamente la dosis inyectada hasta que se obtuvo una crisis 

convulsiva generalizada o se acumulaban 500 nanogramos de bicuculina



  

en un volumen total de 1 yl. Finalmente sé construyé una curva dosls- 

respuesta. 

6. Determinacién del efecto de bicuculina en animales sin 

tratamiento previo de penicilina 

Con objeto de observar la diferencia entre los efectos obtenidos 

por la aplicacién de bicuculina en los animales previamente tratados con 

penicilina de los efectos de la bicuculina en animales sin tratamiento 

previo se formé un tercer grupo de 6 animales en los cuales se aplico 

bicuculina 377 »M de las mismas caracteristicas que la aplicada en el 

grupo previo. De igual forma se inyecté6 en las coordenadas 

estereotaxicas obtenidas como 4rea critica epilepté6gena una dosis inicial 

de 25 nanogramos de bicuculina en 0.02 pI cada § minutos. Las dosis se 

fueron sumando hasta obtener una crisis convulsiva ténico clénica o 

alcanzar 1.0 pL. Como en el grupo previo Ia significancia estadistica se 

investig6 aplicando fa prueba de Kruskal — Wallis entre los efectos 

conductuales o electroencefalograficos obtenidos y las dosis aplicadas. 

7.- Determinacién del efecto sumado de penicilina isoosmolar y 

bicuculina. 

En tres animales se administré la dosis convulsivante 50 (obtenida 

de la curva dosis — respuesta logaritmica) de nenicilina iscosmolar qua 

producia crisis convulsivas sumada a la mitad de !a dosis promedio de 

bicuculina que produjo ef mismo tipo de crisis. Ef volumen Inyectado no 

rebas6 1 nL. Los resultados no fueron analizados estadisticamente. 

8.- Determinacién del efecto de ta aplicacién de penicilina o de 

bicuculina sumados a! efecto de muscimol.
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En tres gatos se aplicé en uno de los lados la dosis convulsivante 

100 de penicilina adicionada a 100 nanogramos de muscimol. Se 

efectuaba un registro de 60 minutos. Después de tres dias de 

recuperacién, en el otro lado del animal se administraron 500 

nanogramos de bicuculina mas 100 nanogramos de muscimol. De igual 

forma se efectuaba un registro de 60 minutos. Los volumenes de solucién 

inyectada en ambos casos no rebasaron 1.0 pL. Los resultados no fueron 

analizados estadisticamente. 

9.- Determinacién del efecto de la aplicacién de sodio hiperosmolar 

En un gato se aplicé en dos ocasiones (a cada lado), una solucién 

de cloruro de sodio 484 mEq de Na+, que correspondian a la 

concentracién de sodio de la solucién de penicilina 850 mM. Los efectos 

fueron registrados por 120 minutos.
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Figura 10. Se puede observar en detalle ta preparacién en donde: A es fa jeringa Hamilton montada en Ia torre 

estereotactica e introducida a través de la caénula guia. B y C son Ios electrodos de registro de AMU sistema 

reticular y cortical respectivamente. D es el sistema de conexién Amphenol y E es el sistema de recolocacién 

David-Kopft. 

10. Control histoldégico. 

Posterior a cada registro se inyectaba en jas coordenadas 

especificas 0.5 »L de nitrato de plata al 10%, una vez que se obtuvieron 

los registros necesarios en cada gato se inyectaba una dosis 

intraperitoneal letal de pentobarbital. El animal presentaba un estado de 

anestesia profunda y finalmente un paro respiratorio. En este momento se 

efectuaba una toracotomia y se canalizaba ta aorta para inyectar solucién 

salina al 0.8% que lavaba el excedente de sangre. Posteriormente se 

perfundia con formaldehido al 10% y se efectuaba una craneotomia para 

extraer el encéfalo desde el tallo cerebral. Se mantenia el encéfalo en
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formaldehido durante siete dias y posteriormente se efectuaban cortes 

coronales hasta obtener la zona donde el nitrato de plata habia marcado 

mds Intensamente. Este fragmento de tejido era procesado para Incluirse 

en parafina y cortarse en microtomo a un espesor de 6 micras. Finalmente 

se teftian los cortes utilizando la técnica de Luxol para poder definir las 

estructuras del mesencéfalo. 

La corroboraci6n del sitio de inyeccién permitié correlacionar los 

efectos registrados en cada experimento. 

11, Aspectos éticos y de bioseguridad. 

Los animales utilizados fueron procedentes del Servicio Antirrabico 

“Luis Pasteur’, dependiente del DDF y fueron donados y trasiadados al 

Bloterio del Centro Médico Nacional “Siglo XXI”. Se manipularon en esta 

unidad cuatro semanas previas al experimento, tiempo en que fueron 

alimentados, vacunados y habituados al manejo. La primera fase del 

experimento se efectud bajo anestesia general con pentobarbital 

aplicado intraperitonealmente. En la segunda fase el animal fue sujeto por 

las barras de acrilico del craneo ilo que evita dolor en el animal 

manteniéndolo en posicién estereotactica y se colocé dentro de una caja 

de plastico transparente, de tal forma que el animal estaba despierto y 

con la cabeza fija. En la mayoria de los casos los animales se habituaron 

a las condiciones de reqistro y presentaban un estado de tranauilidad v 

somnolencia. Una vez obtenido el registro del efecto en caso de crisis 

generalizadas se inyectaba intraperitonealmente 5 mg de diacepam para 

controlar las crisis y si el trabajo con el gato especifico habia concluido 

se administraba una dosis letal de pentobarbital que produce primero un 

estado de sueiio profundo similar al coma. 
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Vi RESULTADOS 

1.- Localizacién del 4rea critica epileptégena 

En la Figura 11 se muestran los sitios de inyeccién en 36 

experimentos con penicilina sdédica cristalina a concentraci6n 850 mM 

(800 UI/ pl) a Io largo de todo el tallo cerebral desde la coordenada A=3.0 

hasta P=6.5 del atlas de Snider and Niemer. Las inyecciones se ubicaron 

en diferentes sitios de la formacién reticular y en nudcleos especificos del 

tallo cerebral. Sdio las inyecciones aplicadas en la formacién reticular 

mesencefalica (FRM) produjeron un efecto convulsivo. En un caso la 

inyeccién qued6é localizada en la porcién externa de la FRM y no se 

obtuvo este efecto. En otros sitios de Inyeccién dentro de la formacién 

reticular pontina (FRP) y en la formacién reticular bulbar (FRB) no se 

consiguié ej efecto convulsivo y en su lugar aparecié un estado de 

somnolencia conductual y un registro EEG de husos de suefio. 

Dentro del mesencéfalo se inyecté en el coliculo superior, en el 

coliculo Inferior, en el cuerpo geniculado medial, en la sustancia negra, 

en el pedunculo cerebral y en la sustancia gris periacueductal, en ningun 

caso se obtuvo efecto convulsivo. 

Dentro del puente se inyecté PSC en el nucleo del rafé en donde se 

produjo suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) y 

desincronizaci6n EEG. También se inyecté en el pedunculo cerebeloso 

superior sin obtener algun efecto. 

En ef bulbo raquideo se inyecté en el trayecto dei nucleo del facial 

y se obtuvieron espasmos faciales primero episdédicos y finalmente un
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trismus ipsilateral al sitio de la Inyeccién acompafiado de salivacién 

profusa. 

Dentro del bulbo raquideo también se inyectaron el nucleo vestibular y 

el nucleo del rafé sin obtener resultados. 

Después de esta serie de inyecciones se determinaron los rangos 

de tas coordenadas donde ta penicilina habia producido crisis 

convulsivas. Para’ el plano antero-posterior las coordenadas fueron 

desde anterior 3.0 hasta anterior 1.0, para el plano lateral de 2.0 a 4.0 y 

para ia altura de +1.0 a —4.0, de acuerdo al atlas de Snider y Niemer.



  

  

Figura 11. Localizacién de los sitios Inyectados a fo largo del tallo cerebral con penicilina 850 mM. 
En circulos oscuros se muestran jos sitios que produjeron CTCG y en circulos blancos se 
observan fos sitios que no produjeron CTCG. Se pueden observarias coordenadas estereotacticas 
donde se obtuvieron crisis. FRB (formacién reticular bulbar), CGM (cuerpo geniculado medial), CT 
(cuerpo trapezolde), Ci (coliculo inferior), LM (lemnisco medio), FRM (formacién reticular 
mesencefalica) , NCT (niicieo del cuerpo trapezoide), NIP (nucelo interpeduncular), NO (niicleo 
olivar), NR (ndcieo del rafé), NV (nacieo vestibular), PCS (pedGnculo cerebeloso superior), FRP 
(formacién reticular pontina), RN (ndcfeo rojo), CS(colfculo superior) , SN (sustancia negra) y Vil 

(séptimo par).
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Figura 12. (A) Se observa el efecto inicial (5 minutos después de la inyeccién) en el EEG y en ef 
EMG producido por ja aplicacién de la peniciiina 850 mM en la FRM. Se puede observar la 
presencia de réfagas de actividad paroxistica EEG acompafiadas de descargas musculares y 
conductuaimente se observaron miocionias generalizadas. 

(B) En el registro mas tardio (9 minutos después de la inyeccién) se observa /a presencia de 
actividad generalizada de aita frecuencia y amplitud creciente en ei EEG y sincrénicamente se 
observa actividad incrementada en ef EMG correspondiente a CTCG conductuales. SAI { corteza 

sigmoidea anterior izquierda), EMG! (EMG de musculos de cuello Izquierdos), SSI (corteza 
suprasiiviana Izquierda), SAD (corteza sigmoidea anterior derecha), EMGD (EMG de musculos def 
cuelio derechos), SSD (corteza suprasiiviana derecha).
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Figura 13. En (A) se puecie observar el efecto EEG de husos de suefio y EMG de hipotonia por la 

aplicacién de penicilina 850 mM en Ia formacién reticular pontina. En (B) se observa la produccién 

de suefio paradéjico producido por la inyeccién de penicilina en ef niicieo del rafé pontino. . SAI 

(corteza sigmoidea anterior izquierda), EMG! (EMG de masculos de cuello izquierdos), SSI (corteza 

suprasilviana Izquierda), SAD (corteza sigmoidea anterlor derecha), EMGD (EMG de misculos del 

cuello derechos), SSD (corteza suprasiiviana derecha).
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La inyeccién de penicilina 850 mM dentro de la FRM produjo crisis 

convulsivas en 9 de 10 ocasiones. Estas crisis se presentaron siempre 

con un patrén constante que Iniclaba con mioctonias focales 

contralaterales, generalmente en fa cara (vibrisas o misculos orbiculares 

de los parpados), ocasionalmente en la oreja y rara vez la pata anterior 

(estas crisis fueron similares a las denominadas por Fisher miocionus 

tipo |). Las crisis mioclénicas se presentaban después en el hemicuerpo 

contralateral para finalmente generalizarse a todo el cuerpo. 

Las crisis mioclénicas generalizadas se presentaban en periodos cada 

vez mas cortos hasta observarse rafagas tan frecuentes que originaban 

una contraccié6n sostenida o crisis ténica de todo el cuerpo. 

Posterior a estos eventos se alternaban las rafagas de mioclonias con la 

crisis ténicas y finalmente se presentaba una crisis tonica sostenida de 

varios segundos de duracién seguida de crisis miociénicas, en ocasiones 

después de esta secuencia se presentaba un periodo muy breve de 

inmovilidad. 

La latencia entre fa inyeccién y la presentacion del primer evento 

paroxistico conductual fue en promedio de 2.1 minutos y la latencia para 

la crisis tonico clénica generalizada fue en promedio de 8.6 minutos. 

Como se puede observar en las figuras 12 y 13 se obtuvo un patron 

EEG especifico de acuerdo al sitio de inyeccién, los sitios que produieron 

crisis convulsivas generalizadas produjeron siempre un patrén EEG de 

espigas inicialmente aisladas que se presentaban cada vez con mas 

frecuencia en ocasiones en rafagas y que finalmente se sumaban hasta 

presentarse subitamente una actividad generalizada de descargas 

sincrénicas de gran amplitud y frecuencia en forma creciente y sostenida 

que duraban en promedio 48 segundos. Posterior a ello se observaban



  

nuevamente rafagas de espigas de varios segundos de duracién y 

actividad generalizada recurrente de gran amplitud que casi siempre 

estuvo acompaiiada de crisis convulsivas conductuales. 

En promedio la latencia de aparicién de la primera espiga EEG fue 

de 3.2 minutos y la latencia para la aparicién de actividad hipersincrénica 

de gran amplitud y alta frecuencia en el EEG fue de 9.7 minutos. 

2.- Curva Dosis - Respuesta de Penicilina 

Para determinar la relacién entre la dosis administrada de penicilina 

y el efecto convulsivante se utiliz6 1a solucién Isoosmolar de penicilina 

212mM_ estandarizada a 150 mEq de sodio. 

Esta solucién fue aplicada en doce ocasiones dentro de las 

coordenadas especificas donde se habia producido un efecto 

convulsivante en los experimentos con solucié6n de penicilina 850 mM. 

Figura 14.
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Figura 14. Localizacion de fos sitios de inyeccién de penicilina 212 mM. En el recuadro se 
observa la aplicacién def colorante nitrato de plata. CGM (cuerpo geniculado medial), FRM 
(formacién reticular mesencefdlica), NIP (ndcieo interpeduncular), GPA (gris periacueductal), NR 

(nticleo rojo), CS (coliculo superior) y SN ( sustancia negra).



  

El volumen Inyectado en cada ocasién se Iba incrementando de 

0.1L hasta que una crisis ténico clénica generalizada fuera registrada o 

un volumen total de 1.0 :L fuera alcanzado. Los efectos eran esperados 

desde la primera inyeccién cada diez minutos, tomando en cuenta que 

de acuerdo a Ia dosis previa de penicilina 850 mM (500 UI / uL) los efectos 

aparecieron siempre antes de los diez minutos. En caso de no registrarse 

un evento convulsivo se agregaba una nueva inyeccién hasta alcanzar un 

volumen total de 1.0 nL. Finalmente si no se presentaba una crisis ténico 

clénica generalizada en todos los casos se alcanzaban 1265 UI de 

penicilina 212 mM en un volumen total de 1pL. 

Esta solucién fue aplicada en doce ocasiones en 11 diferentes 

animales y se pudo observar en todos los casos la presencia de algun 

tipo de crisis conductual y en diez ocasiones la presencia de un patrén 

EEG de espigas o un patron de alta frecuencia y amplitud mayor de &0 :V, 

como se observa en la tabla |. 

TABLA! 

Tipo de Crisis No. De Eventos UI penicilina x error estandar p< 

M. Facial 42 12.8 - 35.0 19.4 2 3900006 

M.Contralateral 10 25 - 50 38.5 7.8 0.05 

M. Generalizada 10 25 - 100 $4.2 9 0.003 

Crisis Ténica 7 3-125 94.1 18.3 0.001 

CICG 6 625-125 1175 148 0.001 

PATRON EEG 

Espigas aisladas 9 12.5 - 87.5 3 82 sonnet 

Rafagas 10 25-875 5s7 88 0.04 

Ata Frecuencia 8 25-125 917 17.5 0.005 

A. Frecuencia y Rafagas 5 87.5 -125 108.1 15.6 0.001 

El evento que siempre se presenté fue una crisis parcial mioclénica 

de la cara; a medida que se aumentaba la dosis inyectada los eventos 

conductuales o electroencefalograficos se iban presentando en la misma
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secuencia que se habian observado cuando se administré una soluci6n 

de penicilina 850 mM (500 Ul/u1), solo que con una progresién mucho mas 

lenta. De tal forma que a las crisis parciales de cara siguieron las 

mioclonias del hemicuerpo contralateral al sitio inyectado, luego fas 

miocionias generalizadas y finalmente las crisis ténicas que culminaban 

en una crisis ténico clénica generalizada. Se determiné la media y los 

errores estandar de las dosis utilizadas que habian producido 

determinado tipo de crisis y los datos fueron sometidos a una prueba de 

Kruskal — Wallis. 

Se encontré que existe una significancia estadistica si se 

comparaban las dosis que inicialmente produjeron crisis faciales contra 

cada una de las dosis que habjan producido los diferentes patrones de 

crisis. Como se observa en la Grafica 2, existe una relacién practicamente 

lineal entre la dosis administrada y el tipo de crisis producida. Por otro 

lado, el efecto electroencefalografico presenté también una relacién lineal 

de la dosis administrada con el patrén de espigas aisladas, de 

poliespigas, de patrén de alta frecuencia y amplitud (patrén de tipo 

ténico) o de patrén de alta frecuencia y amplitud asociado a rafagas de 

poliespigas (patrén de crisis ténico clénicas generalizadas), sin embargo, 

solo se observé un cambio estadisticamente significativo entre las dosis 

que produjeron patron electroencefalografico de espigas aisladas vy 

poliespigas y las dosis que produjeron patrén electroencefalografico de 

tipo ténico y ténico clénico. 

Es importante sefalar que los efectos conductuales se presentaron 

con una dosis promedio de penicilina menor que la dosis que produjo 

cambios en el EEG, en lo que a crisis parciales y espigas se refiere.
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Cuando las crisis ténicas y ténico clénicas aparecieron las dosis eran 

muy similares. 

Posteriormente !os datos del total de dosis inyectadas con los dos 

tipos de soluciones (850 mM y 212 mM) fueron sometidos a una programa 

de anallsis logaritmico utilizando un programa estadistico Sigma Plot 

para asi obtener la curva dosis respuesta logaritmica. La Grafica 3 

muestra el porcentaje del total de animales inyectados en relacién con las 

dosis que produjeron crisis ténico ciénicas generalizadas.
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Grafica 2. La gréfica muestra fa relacién entre la aparicién de eventos conductuales y EEG en 

relacién a la dosis de penicilina 212mM administrada. Los cambios estadisticamente significativos 

fueron evaluados utilizando una prueba de Kruskal-Wallis.
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UNIDADES INTERNACIONALES DE PENICILINA 

Gr&fica 3. Aplicando los dates obtenidos por ia inyeccién de penicilina a una escala logaritmica 

utilizando el programa Sigma Pilot, se obtiene una distribucién sigmoidea de la curva dosis — 

respuesta. La dosis convulsivante media de penicilina es de 121 Us. 

3.- Analisis de Actividad Multiunitaria por la Aplicacion de Penicilina. 

Tomando como tiempo cero la cima de diez espigas de! EEG 

producidas por la aplicacién de PSC 212mM, se promediaron los 

incrementos o decrementos obtenidos en la AMU registrada en la corteza 

sigmoidea ipsilateral al sitio de Inyeccién, de la AMU adyacente al sitio 

de inyeccién y de los cambios en la AMU de los musculos del cuello. Se 

midieron los incrementos o los decrementos de cada periodo de 100 ms 

desde 500 ms antes hasta 500 ms después de la cima. Los efectos sobre
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la AMU eran comparados en forma de integracién en escalera, de tal 

forma que cada 100 ms se media e! numero de unidades incrementadas o 

decrementadas sobre la AMU anterior (Grafica 4). 

En la corteza sigmodea ipsilateral los resultados muestran un 

cambio estadisticamente significativo (p< 0.05) de -400 a -300 ms. Sin 

embargo, para el lapso entre — 100 ms a tiempo 0 se observé un 

decremento significativo (p< 0.05) en la misma corteza. Posteriormente no 

se observaron variaciones en la AMU cortical. 

La AMU mesencefalica mostré un incremento importante de 0 a + 

100 ms con una p< 0.008, que fue seguido por un decremento 

significativo de +200 a +300 ms y de +300 a +400 ms. 

En la AMU de Ios misculos del cuello se observé un incremento 

constante desde los — 300 ms hasta los +200 ms sin presentar una 

significancia estadistica. Después se observ6 un decremento 

estadisticamente significativo de +200 a +300 ms.
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Gréfica 4. En una correlacién temporal de ja AMU de la corteza sigmoidea ipsilateral con la AMU 

de la FRM y con la AMU de los misculos del cuelio se observa ef promedio de fos incrementos de 

AMU ocurridos cada 100 ms desde 500 ms antes hasta 500 ms después del tempo cero. Para ef 

anélisis se consideré como tiempo cero ef acmé de 10 espigas del EEG producidas por fa 

aplicacién de penicilina 212 mM. Los cambios fueron evaluades utilizando una prueba t de student 

(CM es corteza motora, FRM es formacién reticular mesencefalica, EMG es electromiegrama)
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4.- Correlacién temporal de la actividad de campo y de fa AMU entre la 

corteza cerebral, formacién reticular mesencefalica y musculos del cuello 

Se registré la secuencia de eventos electroencefalograficos y de 

AMU producidos por Ia aplicacién de12.5 UI de penicilina 212 mM y diez 

minutos después otras 12.6 Ul de penicilina. 

Para este andlisis se tom6 en cuenta la presencia de espigas en la 

actividad de campo o el Incremento de la AMU en Ia corteza sigmoidea 

ipsilateral a la inyeccién, en la formacién reticular mesencefalica 

adyacente a la Inyeccién y en los musculos del cuello. Tres minutos 

después de la aplicacién de la penicilina aparecieron espigas de 

aproximadamente 260 ys de duracién y de 100 pv de amplitud en el area 

tegmental mesencefalica. Casi al mismo tlampo se observé un 

incremento de la AMU de la formacion reticular mesencefalica en forma 

fasica, un Incremento ténico de ia AMU cortical! sin cambio en el EEG 

cortical y un decremento de la amplitud del registro electromiografico de 

campo y de su AMU. Cinco minutos después de la segunda inyecci6n se 

observé una transformacién de las esplgas registradas en el tallo 

cerebral a un registro de rafagas. En esta ocasién se observé un 

Incremento ténico de la actividad de campo cortical, de la actividad fasica 

reticular y hasta este momento aparecié un incremento de la actividad 

muscular en el EMG y en el registro de la AMU que correlacioné con 

mioclonias faclales. 

En los primeros minutos la espiga reticular y el incremento de la 

AMU reticular parecian estar sincronizados pero al final del registro, se 

observé una disociacién entre la espiga reticular, ja AMU reticular y la 

AMU muscular.
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Figura 15. Se observan los efectos diferenciales de registro de campo (EEG) y los 

registros de AMU entre la corteza motora (CM), y la formacién reticular mesencefalica (FRM) y la 

actividad muscular (EMG) en el periodo basal (LINEA BASE), al inicio de la primera actividad de 

campo (A) y al inicio de la primera actividad conductual (B). 

Aun antes de ia aparicién de actividad paroxistica cortical o muscular ej tegmento 

mesencefalico inicia sincrénicamente disparos de campo (asteriscos) y AMU, después se suma la 

actividad muscular mientras que solo se observa un incremento generalizado de la AMU cortical 

sin ja presencia de espigas EEG. Se puede apreciar la anticipacion de ia actividad de campo y de 

Ja AMU reticular al inicio de Ia crisis conductual (flechas).
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En el EEG cortical no se observaron cambios durante todo el 

registro y en la AMU cortical solo hubo un registro que denoté un 

incremento ténico. 

6.- Determinacién de los efectos de bicuculina en animales previamente 

tratados con penicilina 

Para el estudio del efecto de la bicuculina se utiliz6 una 

concentracién de 377yM en una dosis de 600 ng/1pL que fue diluida 

siempre en solucién salina isoténica (Tsutsui 1992). Se analizaron 

diferentes soluciones de bicuculina que no variaron importantemente en 

ia osmolaridad o el pH y que fueron en promedio de 216 mOsm/L y con un 

pH de 6.8, esta solucién fue aplicada en el lado izquierdo de ocho de los 

once animales tratados con penicilina 212 mM con objeto de estudiar el 

efecto sobre un modelo con las mismas variables biolégicas. En estos 

gatos después de Ia aplicacién de penicilina, el animal convalecia de 3 a § 

dias y era nuevamente colocado en el sistema de fijacién estereotactico 

por barras. 

Se utilizaron desde 25 ng de bicuculina en 0.05 pi de volumen 

hasta 500ng en 1.0 pL. Los resultados obtenidos se pueden observar en 

la Tabla Il. 

TABLA Il 
Tipo de Crisis No. De Eventos ng de bicuculina x error estandar p< 

M. Facial 4 25 - 250 462.5 54.5 y9000K0 

M.Contralateral 8 25 - 500 308.3 88.7 0.383 

M. Generafizada 5 50-500 285 748 0.201 

Crisis Ténica 4 250 - 500 4125 59.1 0.037 

cicG 3 50-500 266.7 130.2 0.463 

PATRON EEG 

Espigas aistades & 125 - 500 290.6 48.2 00000 

R&fagas 6 25 - S00 320.8 748 0.586 

Aka Frecuencia 4 50 - 500 331.2 97.6 0.601 

A. Frecuencia y Rafagas 5 250 - 500 450 50 0.057
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sobre un tratamiento previo con un tratamiento previo de 

penicilina penicilina 
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Graficas § y 6. 
Se aprecia en fa grdfica de la izquierda una secuencia de eventos 

convulsivos producidos por fa aplicacién de bicuculina 377uM en el tegmento 

mesencefalico de 8 gatos tratados previamente con penicilina 212mM, se 

observé una secuencia de crisis parciales a crisis generalizadas similar a la 

observada cuando se administré penicilina pero aplicando un analisis 

estadistico no paramétrico de Kruskal- Wallis. Hubo cambios estadisticamente 

significativos sélo entre los mioclonus faciales y las crisis tonicas. No hubo 

otros cambios significativos entre otros diferentes tipos de crisis (1 = mioclonus 

facial, 2 = mioclonus contralateral, 3 = mioclonus generalizado, 4 = crisis ténica 

generalizada y 5 = crisis tonico clénica generalizada). 
En la grdfica de la derecha se observan los cambios en el EEG como 

una pendiente en la dosis requerida para producirlos, no obstante no se 

encontré cambio significative (A = espigas aisladas, B = espigas, C = una 

actividad de alta frecuencia y D = un patrén electroencefalografico de alta 

frecuencia seguido de rafagas de espigas).
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En todos los casos de este grupo de animales se obtuvieron crisis 

convulsivas de algun tipo (Grafica 5), a diferencia de los efectos 

obtenidos por la aplicacién de penicilina no se observé una secuencia 

especifica de eventos; de tal forma que con una dosis de 50 ng de 

bicuculina se pudo obtener una crisis ténico clénica generalizada y por el 

contrario en algunos gatos con una dosis de 500 ng, sélo se presentaron 

crisis parciales como miocionias faciales o hemicorporales. 

Esta conducta erratica de los efectos producidos por el agente 

convulsivante no muestra cambios significativos, sdédlo entre las 

miocionias faciales y las crisis ténicas existieron diferencias 

significativas de p< 0.05 y no permite elaborar una curva logaritmica. Es 

importante sefialar que de 8 animales tratados con bicuculina bajo un 

tratamiento previo con penicilina sélo 3 presentaron crisis ténico 

clénicas generalizadas. 

Las dosis de bicuculina que desarrollaron cambios como espigas, 

rafagas o patrén electroencefalografico de alta frecuencia, fueron siempre 

crecientes con una diferencia estadisticamente significativa solo entre las 

espigas focales y las crisis ténico clénicas generalizadas. 

6.- Determinacién de! efecto de bicuculina en animales sin tratamiento 

previo con penicilina 

Se efectué la determinacién del efecto de fa microinyecclén de 

bicuculina 377 »M en un grupo de 6 animales que no habian recibido 

tratamiento previo con penicilina y en quienes se aplicéd exactamente la 

misma concentracién de bicuculina en el mismo volumen que para el 

grupo previo de animales. Los resultados se pueden observar en la Tabla 

WW.
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TABLA Ill 

Tipo de Crisis No. De Eventos | ng de bicuculina x | errorestandar| p< 

M. Facial 6 25 - 250 137.5 37.5 3000006 

M.Contralateral 6 50 - 500 241.7 72.4 0.285 

M. Generalizada 6 100 - 500 320.8 81.2 0.122 

Crisis Ténica 6 50 - 500 287.5 81.4 0.195 

CTCG No se produjo CTCG en algun animal de este grupo 

PATRON EEG 
Espigas aisladas 5 100 - 250 165 26.9 300000 

Rafagas 4 25 - 500 281.2 127.2 0.902 

Alta Frecuencia 2 200 - 500 350 150 0.174 

IA. Frecuencia y Rafagas 1 500 500 0 290000 

Efecte conductual exctusivo de Efecto EEG exclusivo de bicuculina 

bicuculina 

500 + 
| 

§ ow. 
2 1 

i. “* soe 4 

$ e 
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1 2 3 4 8 0: A B c b 

Graficas 7 y 8 
En la grafica de la izquierda se observan los efectos convulsivos 

producidos por la aplicacién de dosis crecientes de bicuculina 377 uM en gatos 

sin tratamiento previo de penicilina, el dato mas sobresaliente es que en ningun 

caso se obtuvieron crisis ténico clénicas generalizadas y no hubo cambios 

estad/sticamente significativos entre las dosis requeridas para cada tipo de 

crisis. (1 = miocionus facial, 2 = miocionus contralateral, 3 = miocionus 

generalizado, 4 = crisis tonica generalizada y 5 = crisis ténico clénica 

generalizada). 

En la gréfica de la derecha se aprecia que todos los eventos buscados 

en el EEG fueron producidos con bicuculina pero las dosis requeridas para 

producir estos cambios no mostraron significancia estadistica. (A = espigas 

aisladas, B = espigas, C = una actividad de alta frecuencia y D = un patrén 

electroencefalografico de alta frecuencia seguido de rafagas de espigas). 
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En todos los casos en que se aplicé exclusivamente bicuculina se 

observé la presencia de crisis parciales miociénicas 0 ténicas 

generalizadas, sin embargo, en ninguno de estos casos se pudo obtener 

crisis ténico clénicas generalizadas. La secuencia de aparicién de los 

eventos convulsivos de todos los animales de este grupo fue muy similar 

a la secuencia observada en el grupo de animales en los que se aplicé 

peniciliina. En cuanto a los eventos electroencefalograficos se pudieron 

obtener desde espigas aisladas hasta un patrén de alta frecuencla y 

rafagas, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre 

las diferentes dosis y sélo se obtuvo un patrén generalizado de alta 

frecuencia en un animal. 

7... Determinacién del efecto sumado de penicilina isoosmolar y 

bicuculina 

En tres gatos se inyecté una solucién combinada de penicilina 

212mM y de bicuculina 377M de tal manera ajustada para administrar 

una dosis de 120 Ul de penicilina y de 260 ng de bicuculina en un volumen 

de 1.5 pL. En 2 de 3 experimentos se observé la secuencia de crisis 

mioclénicas, ténica y finalmente ténico clénica generalizada entre 11.5 

minutos y 16 minutos con los correspondientes cambios 

electroencefalograficos desde espigas alsladas hasta rafagas de espigas. 

En un caso se obtuvieron crisis ténicas generalizadas a los 12 minutos 

de fa Inyeccién con un patrén electroencefalografico de rafagas de 

espigas. En los tres casos se observé un Incremento de la AMU de la FRM 

y en los dos casos que presentaron crisis ténico clénicas generalizadas 

no se observ un incremento de la AMU cortical.



  

8.- Determinacién del efecto de penicilina o bicuculina mas muscimol 

En tres gatos se aplicé una dosis de 500 UI de penicilina 850 mM 

més 100 ng de muscimol. 600 UI de penicilina fueron la dosis que produjo 

crisis generalizadas en nueve de diez ocasiones en que fue aplicada en la 

formacién reticular mesencefalica en la primera fase de la tesis. Sin 

embargo en estos 3 experimentos se observ6 la aparicion de mioclonias 

hemicorporales como mA4ximo evento convulsivo acompafiadas de 

espigas aisladas entre los 3 y los 26 minutos de registro. Sé registr6é un 

ligero incremento de la AMU reticular y cortical (predominantemente 

reticular). 

En tres animales diferentes sé aplicé una dosis de 600 ng de 

bicuculina 3772M m&s 100 ng de muscimol y se obtuvieron entre el 

minuto y medio y los 15 minutos solo crisis mioclénicas hemifaciates 

acompafiadas de espigas aisladas. La AMU reticular y cortical mostraron 

un muy ligero incremento. 

9.- Determinacién de! efecto de una solucién de sodio hiperténico en la 

formaclén reticular mesencefalica. 

En un anima! se aplicé en dos ocasiones (una a cada lado) un 

volumen de 1 pL de una solucién de cloruro de sodio a 480 mEq/L. Se 

efectuaron registros en ambas ocasiones durante 60 minutos sin obtener 

cambios conductuales o electroencefalograficos. 

10.- Analisis estadistico de las sitios Inyectados 

Tanto en los sitios de aplicacién de PSC 212 mM como en los sitios 

de aplicacién de bicuculina sola o combinada, las coordenadas fueron 

medidas en milimetros y sometidas a dos pruebas estadisticas, una de



61 

ellas fue la prueba paramétrica t de student y !a otra fue la prueba F 

(Friedmann); no hubo cambios estadisticamente significativos en aiguna 

de las coordenadas, tanto para los casos en los que se inyecté PSC 212 

mM, como para los casos en los que se inyecté bicuculina. Estos 

resultados demuestran que el sitio elegido para la aplicacién del agente 

convulsivante pudo ser alcanzado dentro de variaciones aceptables. 

Por otro lado, al no haber diferencia significativa entre los efectos 

observados y el sitio de inyeccién (siempre que el sitio Inyectado 

estuviera dentro de la FRM), se deduce que fa dosis inyectada es el 

principal factor productor de los mismos.
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VII DISCUSION 

De acuerdo a los datos obtenidos en este estudio la formacién 

reticular del mesencéfalo tiene un papel importante en el origen de las 

crisis convulsivas ténico clénicas generalizadas. La penicilina sédica fue 

capaz de producir estas crisis convulsivas asi como un patrén 

electroencefalografico generalizado de alta frecuencia, cuando se aplicé 

en ia FRM. Las discrepancias existentes con otros modelos similares que 

tratan de reproducir crisis generalizadas y que utilizan estimulacién 

eléctrica o quimica fuera de la FRM, parecen depender de la magnitud del 

estimulo empleado o del efecto considerado como evento epiléptico. 

Por ejemplo, es necesarlo apiicar aproximadamente 100 veces mas 

Intensidad de corriente eléctrica en la corteza cerebral (50 a 150 mA 

segun Porter 1981) para producir crisis convulsivas generalizadas, que la 

Intensidad aplicada en el tallo cerebral de ratas, gatos o conejos para 

obtener el mismo resultado (0.1 a 2 mA segun Kreindler 1958, Bergman 

1963 y Burnham 1981). 

Para un modelo experimental que utilice penicilina, la dosis 

administrada, !a forma de administraria y su concentracién, han variado 

importantemente. Se han utilizado concentraciones desde 0.1 » M (Eiselt 

1998) hasta concentraciones 1700 mM (Ralston 1965). La primera fue 

administrada en corteza a raz6n de 50 UI de penicilina en forma tépica 

subdural sobre un hemisferio, Jos resultados estudiados para este 

modelo son flujos de corriente en un modelo de conejo anestesiado; en 

éste como en muchos modelos no se busca correlacionar el evento 

convulsivo. Para el modelo de Ralston, la penicilina fue administrada 

en volmenes 4 a 16 yl en un sitio especifico desde el talamo hasta la 

formacién reticular mesencefalica, pontina y bulbar a una concentracién
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de 500 UI de penicitina por pL (una dosis total de 2000 a 7500 UI de 

penicilina). Estas dosis fueron correlacionadas con descargas corticales 

en gatos anestesiados sin observar el efecto conductual. 

Desde este punto de vista el modelo aqui propuesto, trata de 

reproducir crisis conductuales y de resolver aigunos problemas 

metodolégicos como [a concentracién del agente convulsivante y jos 

valores de osmolaridad, pH y concentracién de sodio. Asi, se 

correlacioné un sitio especifico del tallo cerebral con la produccién de 

crisis convulsivas conductuales y electroencefalograficas. 

En conclusién el uso de una penicilina isoosmolar ajustada al pH y 

concentracién de sodio fisiolégicos, produjo crisis convulsivas 

generalizadas con un patrén constante. Permitié ademas discriminar un 

sitio critico de la formacién reticular del tallo cerebral como productor de 

crisis convulsivas generalizadas y determin6é una relacion directamente 

proporcional entre el efecto obtenido y la dosis administrada. 

La posibilidad de que el efecto obtenido se deba a difusién de la 

penicilina es poco probable, porque el coeficiente de difusién de la 

penicilina obtenido por Goldenshon y Salazar en 1986 que es de 0.72 

mm2/hr, este coeficiente es Incluso menor que el de 1.6 mm2/hr obtenido 

por Noebels y Pedley en 1977. En ambos casos se utiliz6 penicitina 

marcada con C14 y aunque la diferencia podiia expiicarse segun 

Goldenshon en funcidén del método de registro, los efectos obtenidos en 

esta tesis se presentan dentro de los primeros 10 minutos. Esto permite 

asegurar que el efecto se debe a una accidn local. 

Ademas, las microinyecciones de las mismas dosis de penicilina en 

sitios a 2 mm de la zona critica epilepté6gena no produjeron crisis.



  

Es poca la posibilidad de que otras estructuras cercanas a fa FRM 

pudieran ser fas productoras del efecto convulsivo, ya que las 

administraciones directas de penicilina en el pedtnculo cerebral, en la 

sustancia negra o en la formacién reticular pontina (Figura 11) no 

produjeron crisis e incluso cuando se administré en la formacién reticular 

pontina produjo somnolencia y un EEG de ondas lentas y con husos de 

suefio. 

En esta tesis el area productora de crisis convulsivas esta 

restringida a la porcién intema de la FRM y al tegmento mesencefalico. 

El sitlo epileptégeno critico descrito en este estudio corresponde a 

jos nucleos cunelforme y subcuneiforme de la formacién reticular 

mesencefalica que constituyen el centro de la misma y que estan 

rodeados de un conjunto de vias ascendentes y descendentes de la 

formacién reticular. Desde el nivel A4 (anterior 4) hasta el nivel A1 (de 

acuerdo a los atlas de Snider y de Verhaart) los sitios de inyeccién se 

encuentran ligeramente laterales o directamente sobre el fasciculo 

reticularis centralis, que es un grupo de fibras ascendentes que se 

originan en la formacién reticular mesencefalica y en planos mas 

caudales como el nivel P4 (posterior 4), El fasciculo reticularis centralis 

contiene también fibras del cerebelo ipsilateral, del nucleo principal del 

trigémino y de los ndcleos vestibulares. El fasciculo reticularis centralis 

continua su trayectoria junto con el fasciculo de Forel hasta terminar en 

la lamina medular interna del talamo. 

El fasciculo de Forel es claramente visible en el mesencéfalo 

especialmente en el plano AS, donde se observa un grupo pequefio de 

fibras bien circunscritas, laterales a la sustancia gris periacueductal. Sin 

embargo, en el nivel A2 hasta A4 (justo sobre el sitio critico epileptégeno
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de este estudio) sus fibras se confunden con las fibras del fasciculo 

reticularis centralis y ambos fasciculos continiian su ascenso hasta el 

nticleo centro mediano del talamo. 

Otra estructura adyacente al 4rea epileptégena critica es el 

fasciculo télamo — pretecto — tegmentalis (o tracto de Bilrgl y Bucher), 

éste es un fasciculo descendente que se origina en el diencéfalo cerca 

del cuerpo habenular que termina en la formacién reticular pontina a nivel 

P41 cerca del ndcleo de Von Gudden y que parece también contener fibras 

del tegmento mesencefalico. Sin embargo, este fasciculo se encuentra 

mas alejado del drea epileptégena que los fasciculos reticularis centralis 

y de Forel. 

Con relacién al nucleo rojo y su fasciculo rubro — espinal, éstos se 

encuentran mediales y rostrales a los sitios de inyeccién en los niveles 

A3 y A4. A medida que desciende el! fasciculo rubro - espinal en fos 

niveles A1 a A3 se encuentra cercano a los sitios de inyeccién. De 

manera similar el brachium conjunctivum atraviesa el 4rea tegmental 

mesencefalica justo antes de su ilegada al nucleo rojo. 

La formacién reticular mesencefalica no tiene una via directa de 

conexién anatémica con las motoneuronas espinales ni con fas neuronas 

piramidales de la corteza cerebral. Sin embargo la activacién de las 

neuronas de este sitio podria diseminarse por conducci6n a través de los 

fasciculos reticularis centralis y de Forel hacia los nicleos de fa linea 

media del talamo (especialmente el nucleo centro-mediano). 

Este sistema ya descrito como sistema talamico de proyeccién 

difusa (Dempsey y Morison 1942), diseminaria !a actividad irritativa 

producida por la penicilina hacia la corteza cerebral a través del talamo. 

En consecuencia, en un modelo de epilepsia como el presente se 

 



  

esperaria una actividad excitatoria progresiva desde el sitio de inyeccién 

hacia el talamo y corteza motora ipsilateral para finalmente desencadenar 

una crisis generalizada una vez que la actividad irritativa hubiera 

Invoiucrado ambos hemisferios. 

En pacientes con epilepsia generalizada de dificil control, 

Idiopatica o debida a secuelas postencefaliticas, displasia cortical o 

esclerosis tuberosa la estimulacién eléctrica cronica de alta frecuencia 

(120 Hz) de ambos nucleos centromedianos del talamo, ha demostrado 

suprimir en un 85% el nimero total de crisis presentes antes del 

tratamiento (Velasco 1998 y Velasco 1993). Asi mismo, ha demostrado 

un decremento significative de la actividad paroxistica en el EEG. Los 

resuitados de esta tesis apoyan la teoria de un origen reticular en tallo 

cerebral de las crisis convulsivas generalizadas con una propagacién via 

nucleos intalaminares hacia la corteza cerebral. 

Sin embargo, los resultados de esta tesis y de otros estudios 

(Velasco 1989) muestran que Ia actividad convulsiva muscular puede 

anticipar a la actividad paroxistica cortical por varios segundos o incluso 

minutos. En los estudios de secciédn que separan a la FRM de las 

estructuras supramesencefalicas, la aplicacién de pentilenetetrazol 

sistémico produjo crisis musculares sin producir actividad irritativa 

cortical (Velasco 1989). 

Se plantea entonces la existencia de una via de propagacién 

reticulo - espinal. El 4rea de la formacién reticular de tallo cerebral que se 

encuentra en el tegmento medial de! puente y del bulbo y los nuicleos 

localizados en el rafé pueden ser considerados eferentes descendentes 

de la formacién reticular hacia las motoneuronas de la médula espinal, 

debido a que es en estas zonas es donde se originan la gran cantidad de
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proyecciones descendentes de la misma y que se han implicado en el 

control de las extremidades y del tono muscular del tronco (Van Der 

Kooy 1987). . 
Utilizando estudios electrofisiolégicos, de autoradlografia o de 

trazadores, los nucleos gigantocelular rostral y reticularis pontis 

caudalis pars beta (ambos pertenecientes a la porcién medial de la 

formacién reticular bulbar y pontina) han sido identificados como las 

principales eferencias de la formacidén reticular sobre las motoneuronas 

toracicas y lumbares de los musculos paraespinales y de los mdsculos 

de la porcién proximal de las extremidades. Incluso en algunos casos de 

los musculos distales ( Van Der Kooy 1987 y Newman 1998). 

Para la produccién de crisis convulsivas generalizadas por la 

aplicacién de penicilina en la formacién reticular mesencefalica sin la 

participaci6n de la corteza cerebral, seria necesaria una via de 

propagacién descendente probablemente a los nucleos reticularis pontis 

caudalis o al nucleo gigantocelularis. 

Los datos aportados por Browning y colaboradores demostraban la 

eliminacién de crisis audiogénicas del tipo clénico Hl (correr y brincar) 

cuando se leslonaba el nucleo reticularis pontis oralis, adyacente al 

nucleo reticularis pontis caudalis. Recientemente Peterson (1996) ha 

demostrado que la aplicacién de bicuculina en este sitio reproduce el 

clonus tipo I! pero no modifica las crisis ténicas en extensién 

(componente fundamental de las crisis convulsivas generalizadas 

producidas por electrochoque maximo). Peterson (1996 y 1999) 

demuestra que la microinyecci6n de agonistas GABA A y B en nucleo 

reticularis pontis oralis de ratas Wistar no modifican el patron de crisis 

ténicas por electrochoque maximo; sin embargo, al administrar carbacol
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200 mM pudo inhibir las crisis ténicas por electrochoque mAximo. 

Peterson sefiala que el nicleo reticularis pontis oralis tiene un papel 

importante en la generaclén de crisis ténicas generalizadas y su accién 

podria estar regulada por un sistema colinérgico especialmente afin a 

receptores M2. 

Para el caso particular de la penicilina el efecto conductual 

convulsivo, manifestado por la activacién EMG y por la presencia de 

mioclonias focales, siempre anticipa la presencia de espigas focales en el 

EEG cortical, lo que hace suponer que una actividad de propagacién 

descendente sobre jas motoneuronas espinales, anticipa la activacién de 

jas neuronas corticales. 

Como se muestra en la figura 15, el incremento en la AMU 

adyacente al sitio de inyeccién anticlpa al Incremento de la AMU cortical 

o muscular y se presenta antes de que las espigas aparezcan en la 

corteza cerebral. También se observa que fa actividad de campo 

manifestada en el EEG de [a formacién reticular mesencefalica anticipan 

a la actividad EMG y EEG cortical. El incremento observado en la AMU 

cortical es un cambio ténico que no se acompafia de la presencia de 

espigas en el EEG cortical. Los cambios observados en la AMU y en la 

actividad de campo reticular son cambios fasicos (figura 15 A) que al 

iniclo anticipan las descargas musculares y que postericrmerte se 

disocian en tiempo (figura 15 B). 

La FRM juega un papel importante como sitio critico eptleptégeno 

y apoya ia teoria centroencefalista del origen de las crisis ténico clénicas 

generalizadas. Los cambios excitatorios locales provocados por un 

agente convulsivante como la penicilina favorecen el incremento de !a 

actividad cortical o muscular de manera asincrénica. 
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2Por qué la FRM es un sitio especialmente sensible al efecto de los 

agentes convulsivantes?. 

Faingold y Caspary en 1987 demostraron que los estimulos 

sensoriales son capaces de Iniciar crisis convulsivas generalizadas 

después de un tratamiento previo con dosis subumbrales de un agente 

convulsivante. Asi mismo, el efecto més evidente de los agentes 

convulsivantes es el de aumentar la respuesta de las neuronas reticulares 

sensoriales y no sensoriales; estos datos orientan a considerar a la FRM 

como un gran centro coordinador y rectutador de informacién aferente 

hacia centros rostrales y caudales. El efecto masivo tanto ascendente 

como descendente de la gran mayoria de las neuronas reticulares podria 

resuitar en un andlogo de crisis. La capacidad de las drogas 

convulsivantes de realzar las respuestas sensoriales de las neuronas 

reticulares es comin a fos agentes que actuan afectando los sistemas 

gabaérgicos y colinérgicos (Faingold y Caspary 1987). 

En esta tesis se demostré que la FRM es capaz de producir crisis 

generalizadas y crisis parciales mioclénicas. 

Contrario al planteamiento de Browning, quién plantea que las 

mioclonias de cara y patas anteriores son producidas por irritacién 

cortical, la administracién tépica de penicitina en la FRM preduje crisis 

mioclénicas de este tipo. El hecho de haber obtenido crisis mioclénicas 

focales en cara y extremidades anteriores y su progresién a crisis 

regionales del hemicuerpo contralateral hace suponer de la existencia de 

una distribucién somatotépica en la formaci6n reticular. De otra forma la 

formacién reticular tendria que reclutar otra estructura con una 

organizacién somatotépica bien conocida como lo es !a corteza cerebral;
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sin embargo, es comin la produccién de crisis focales por excitacién de 

areas corticales m4s que de estructuras subcorticales y los datos 

obtenidos en este trabajo parecen establecer una disyuntiva en este 

sentido. Snodgrass en 1990 hizo una extensa revisién de las 

caracteristicas clinicas de la actividad miociénica  y de fos sitios 

implicados en el origen de esta actividad y sefialaba un tipo de mioclonia 

sensible a estimulos del medio externo tradicionaimente asociados a 

estructuras corticales y correlacionados con actividad EEG y con 

potenciales evocados somatosensoriales anormalmente amplios. En su 

mismo trabajo, Snodgrass sefiala la existencia de un miocfonus reticular 

reflejo en pacientes con lesién cortical extensa, en quienes se presentan 

mioclonias generalizadas con potenciales evocados normales. 

Entonces, gde qué forma la aplicacién de penicilina en la FRM 

puede producir crisis focales similares a las obtenidas por kindling 

amigdalino?. 

El patrén descrito en este trabajo no parece Involucrar una 

estructura cortical, en este sentido fa administracién en la FRM de dosis 

de penicilina subumbrales para la produccién de crisis generalizadas 

puede tener un efecto activador sobre una estructura capaz de producir 

crisis parciaies o de otra forma la FRM es la responsable de este efecto. 

En 1990 Miller y Ferrendelli determinaron el efecto de agonista 

GABA A (acido piperidin 4 sulfénico, flunitracepam y pentobarbital) y de 

un agonista GABA B (baclofén) sobre en nucleo centro mediano del 

talamo en un modelo de crisis mioclénicas , clénicas y ténicas inducido 

en la rata por la administracién sistémica de pentilenetetrazol. Se observ 

que tanto los agonistas GABA A como B disminuian el umbral del 

pentilenetetrazol para producir crisis mioclénicas y clénicas. En cambio,
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ef umbral para las crisis ténicas solo era disminuido por el baclofén. 

Ambos tipos de farmacos disminuian la AMU local asi como la actividad 

EEG y deprimian la actividad motora. Contrariamente la bicuculina 

produjo un incremento de !a AMU local, también produjo una 

hiperactividad motora pero no produjo cambios EEG. Cuando fa 

bicuculina se aplicaba en el nucleo centromediano facilitaba !as crisis 

ténicas si se administraba pentilenetetrazol sistémico. Asi Miller y 

Ferrendelli determinaron que el nucleo centromediano del talamo 

contribuye en forma diferencial a la propagacion de las crisis que se 

originan por un agente sistémica. La inhibicién local del nucleo 

centromediano por agonistas GABA A produce facilitacién de las crisis 

mioclénicas o clénicas en cambio previene la producclén de crisis 

generalizas. La excitaclén de este mismo nucleo por bicuculina favorece 

la presencia de crisis ténicas. 

En 1992, Hirayasu y Wada produjeron crisis ténicas y clénicas 

generalizadas cuando administraban NMDA en Jos nucleos de la linea 

media de! talamo. Estas convulsiones estuvieron asocladas con 

descargas del Iébulo temporal, especificamente cuando se administré el 

NMDA en el nucleo Reuniens. Se ha comprobado que el nucleo Reuniens 

envia sus fibras como un denso plexo a la capa lacunar y molecular de la 

porcién CA1 del hipocampo, estas fibras terminan en las dendritas 

apicales espinosas asi como en dendritas no espinosas de 

interneuronas. La_ estimulacién eléctrica del nucleo Reuniens origina 

diferentes respuestas electrofisioldgicas en la porcién CA1 del 

hipocampo, tanto de las neuronas piramidales como de las interneuronas 

y estos resultados orientan a pensar en una funcion de modulaci6én de la 

actividad hipocampica.
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Femandez ~Guardiola en 1995 informé de la produccién de crisis 

convulsivas generalizadas por la aplicacién de penicilina en la amigdala 

de gatos adultos en libre movimiento. El patrén conductual que se 

observé comprende seis estadios ya descritos por Wada y Sato en 1974. 

La aplicacién de penicilina en dosis unicas de 170 a 426 mM en la 

amigdala produjo crisis convulsivas en cuatro de sels ocasiones con una 

latencia variable pero con la aparicién de espigas locales dentro de los 

primeros 6 segundos. La propagacién de la actividad de espigas a la 

corteza frontal ipsilateral fue a los 9 minutos, a la corteza frontal 

contralateral a los 12 minutos y a ja amigdala contralateral a los 212 

minutos. Cuando se aplicaron dosis repetidas de 250 UI de penicilina en 

30 ocasiones se obtuvieron 86 crisis convulsivas con una latencia de 

aparicién de 73 minutos. Estos resultados son similares a los obtenidos 

en esta tesis en cuanto al patrén de crisis obtenido, que tradiclonalmente 

se ha considerado para crisis de origen telencefalico. Sin embargo, para 

este informe el tiempo de presentacién de crisis tdénico clonicas 

generalizadas (6 de 12 ocasiones) fue de 8.6 minutos utilizando una 

solucién de penicilina de 212 mM que fue inyectada en !a FRM y se pudo 

reproducir 29 crisis ténico clénicas generalizadas. 

La aplicacién de penicilina 212mM en la FRM produjo crisis 

parciales mioclénicas tipo | y tipo Il {de acuerdo a Browning}, qué 

semejan a lias obtenidas por kindling amigdalino (Fernandez 

Guardiola1995) cuando se administra penicilina 170 a 426 mM en la 

amigdala. Una probable explicacién de la presencia de crisis parciales al 

activar la FRM es la propagacién de la actividad epiléptica de la FRM a los 

nucleos intralaminares y de la linea media y una posterior activacién de la 

amigdala.
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En este trabajo podemos afirmar que pueden existir crisis focales 

motoras antes que aparezca cualquier actividad en la corteza motora. 

Seria conveniente efectuar un registro especifico en el que se registrara 

la actividad de campo y la AMU del complejo amigdalino utilizando el 

modelo aqui propuesto. 

En cuanto al mecanismo de accién del agente convulsivante, la 

evidencia de una accion antigabaérgica de la penicilina fue reforzada por 

los datos obtenidos en este estudio, el uso de un agente antagonista 

especifico de los receptores GABA A produjo efectos convulsivos y 

electroencefalograficos similares a los obtenidos por la penicilina. Sin 

embargo, existen diferencias sustanciales entre ambos agentes, como lo 

es el hecho de no haber obtenido una curva dosis - respuesta de 

bicuculina semejante a la de penicilina, la secuencia de presentacién de 

eventos convulsivantes obtenidos por la bicuculina no tiene la misma 

relacién entre la actividad conductual y_ electroencefalografica. 

Particularmente con la aplicacién de bicuculina se pueden presentar 

crisis generalizadas con dosis lo suficlentemente bajas para producir 

crisis focales. En general fa aplicacién de bicuculina solo pudo reproducir 

crisis ténico clénicas generalizadas bajo tratamiento previo con 

penicilina ocasiones y solo en 3 de 8 ocasiones; nunca se pudieron 

obtener crisis ténico clénicas generalizadas con un tratamiento exclusivo 

de bicuculina. 

La penicilina puede actuar mediante un estado incial de 

hiperpolarizaci6n que se transforma paulatinamente en un cambio de 

despolarizacién reforzado por potenciales postsinapticos excitatorios y 

por bloqueo de los potenciaies postsin4pticos inhibitorios mediados por
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GABA: mientras que la bicuculina actua fundamentatmente sobre el 

receptor GABA-A acoplado a una subunidad def canal de cioro. En 

sentido estricto el mecanismo de acclén es diferente aun a pesar de estar 

los dos influyendo sobre un sistema gabaérgico. Existe la posibilidad de 

que la penicilina posea otro efecto diferente sobre un sistema excitatorio 

que potencia su accién convulsivante. 

Se han producido anticuerpos monocionales contra el complejo 

receptor GABA A- benzodiacepinas que reconocen a la subunidades a y 

B.Estos anticuerpos han sido utllizados en estudios de 

inmunohistoquimica para localizar la presencia del receptor GABA A en 

el cerebro de ratas (de Blas 1988 y Richards 1987). Por esta técnica se 

encontré abundante inmunoreactividad en el telencéfalo, coliculo 

inferior, formacién reticular y cerebelo. Sin embargo, los avances 

recientes en biologia molecular han determinado que el receptor GABA 

compuesto de por lo menos cinco subunidades y de diversas variantes, 

a 1-5, B 1-3,7 1,2 y 8. De tal forma, 

En 1990 Hironaka determin6 la presencia de la subunidad a1 del 

receptor GABA A por hibridacién in situ histoquimica de 

oligonucleétidos de mRNA marcados para la secuencila de esta 

subunidad a lo largo de todo el tallo cerebral de ratas Wistar. Se encontrd 

un Intenso marcaie, entre otras estructuras, en las neuronas grandes de 

Ja formacioén reticular y un marcaje moderado en las neuronas pequefias. 

Especificamente en la FRM se encontré una combinacién de ambos tipos 

de marcaje; con una mayor concentracién hacia la porcién del tegmento 

ventral del mesencéfalo. Sé observé una gran concentracién de estos 

oligonucledtidos marcados en la sustancia negra y en el nucleo rojo.
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En 1991 Sholomenko pudo Inhibir la actividad motora de aves 

descerebradas provocada por fa estimulaci6n eléctrica de la formaci6n 

reticular bulbar aplicando GABA en la FRM a una concentracién de 0.5 M 

en 1 pl. De acuerdo los trabajos de Hironaka y colaboradores (1990) los 

niveles mas altos de GABA en el mesencéfalo fueron encontrados en la 

sustancia negra y en el nticleo rojo, no obstante como ya mencioné, el 

nucleo cuneiforme muestra presencia de receptores GABA A y es eficaz 

para bloquear la bloquear la actividad motora en el modelo de 

Sholomenko a! aplicar agonistas GABA. De acuerdo los resultados de 

esta tesis parecen confirmar que la accién de la penicilina es mediada, 

por io menos en parte, por receptores GABA A, si la penicilina se aplica 

en la porcién tegmental de la FRM, por tanto, la bicuculina produjo un 

efecto convulsivo y el muscimol previno el efecto convulsivo de la 

penicilina y del la bicuculina . 

Al determinar los efectos diferenciales de la aplicaciébn de 

bicuculina sola o bajo un tratamiento previo con penicilina se comprobé 

para cada grupo (animales con tratamiento previo de penicilina y 

animales con tratamiento exclusivo de bicuculina) que no existen 

diferencias estadisticamente significativas (prueba de Kruskal — Wallis) 

para ninguna de las dosis de bicuculina sobre el efecto conductual o 

electroenecefalografico.
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Abstract 

The location and extension of a convulsive area in the brain stem in cats was determined through penicillin 

microinjections (0.51.0 pl) of a concentrated sodium penicillin solution (500 IU/pl), stereotactically oriented to 

multiple structures, in fully awake animals, partially restrained through a rod fixation system that avoided pain, 

allowed the observation of clinical seizures and simultaneous recording of EEG, EMG and multiple unit activity 

(MUA) from the injected site and the motor cortex (Cx). Clinical and EEG seizure patterns in relation to the injected 

sites and penicillin doses were studied in another group of animals using doses from 12.5 TU/0.1 pl to 125 1U/1.0 pl. 

The time relationship between muscular clonus, EEG spikes and MUA at the injected site and Cx were analyzed. The 

only area in which penicillin induced seizures was the mesencephalic tegmentum (MT). The amount of penicillin but 

not the stereotactic coordinates determined the seizure type. MT EEG and MUA paroxysms anticipated clinical 

seizure and Cx EEG spikes. When Cx EEG appeared, they were accompanied by an increase in MUA beginning in 

the Cx and EMG, followed by significant increase in MT MUA. The sequence of events suggest that MT seizure 

activity propagates via alternative pathways not involving direct reticulospinal or pyramidal tract pathways. © 2000 

Elsevier Science B.V. All rights reserved. 

Keywords: Brain stem; EEG; Multiple unit recording; Penicillin; Reticular formation; Seizure pattern 

1, Introduction Fromm et al., 1987; Gale and Browning, 1988; 

Velasco and Velasco, 1990). 

Experimental data has provided evidence of the Fromi those ubservations a number of controver- 

participation of the brain stem in the genesis and sies have been raised in regard to: (1) the anatomical 

propagation of convulsive activity (for review, see structures involved in the genesis of seizures; (2) the 

clinical type of seizures induced in the brain stem; 

__ and (3) the possible mechanisms by which epileptic 

* Corresponding author. Tel: + 52-5-5784238; fax + 52-5- activity ‘originated’ in the brain stem propagates to 
6060393. the forebrain, spinal cord and muscles. 
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Discrepancies are probably related to the meth- 
ods used to induce seizure, as many observations 

were made using systemic convulsants (PTZ, peni- 
cillin, bicuculline, maximal electroshock seizure or 
MES, etc.) or by topical applications designed so 
that the convulsant may reach several structures 
simultaneously (pledgets, push pull perfusion, 
powder, large volume of solution, etc.), rendering 
the correlation of the anatomical site with the 

effect obtained practically impossible. On the 
other hand, many observations have been made in 

anesthetized or paralized preparation allowing 
EEG and unitary or multiunit activity (M UA) 
recordings but certainly interfering in the correla- 
tion of such recordings with clinical events. Fi- 

nally, many of the convulsant methods have a 
poorly defined action mechanism (electrical stimu- 
lation, MES, cobalt, aluminum hydroxide, etc.) or 

have been used in amounts and concentrations 
that cast doubts on their possible diffusion and 
the participation of other physiological variables 
(pH, osmolarity, electrolytic content, etc.) in the 

epileptic event studied. 
Sodium penicillin (NaPC) is a convulsant with 

well defined intracellular (Ayala and Vasconsetto, 

1970; Wong and Prince, 1979), topical (Pock- 

berger et al., 1984; Chatt and Ebersole, 1988) and 

propagated (Crowell, 1970; Gloor et al., 1977; 

Horn and Gehring, 1996; Redecker et al., 1997) 

mechanism, and maybe prepared in stable, 
buffered solutions approaching interstitial fluid 

constants. 
The present study describes the effects of NaPC 

injected in small volumes of a solution resembling 
the interstitial fluid in pH, osmolarity and sodium 
content within the brain stem of awake cats, 
partially restrained to allow EEG and MUA 
recordings during seizures and at the same time 
the observation of the clinical events elicited. Spe- 
cial attention was paid to the identification of the 

injected sites. 

2. Material and methods 

Twenty-five adult cats weighting 2.8 to 3.6 kg 
were used for the experiments. All had an initial 

surgery under general anesthesia with intraperi- 

toneal sodium penthotal (20 mg/kg) for implant- 

ing a stereotactically oriented 16-gauge cannula 
guide, 0.5 cm short of the intended target to inject 

penicillin solution into the brain stem, as well as a 
45° angled cannula convergent to the previous 
target to allow the passage of a microelectrode for 
recording EEG and multiple unit activity (MLA) 
of the injected area. Burr holes were performed to 
allow placement of silver balls for EEG record- 
ings from right and left suprasylvian cortices (RSS 
and LSS) and left anterior sigmoid gyrus (LAS) 
and a craniotomy window over the right anterior 
sigmoid (RAS) gyrus to allow passage of a mi- 
croelectrode for MUA and EEG recordings of the 

subjacent cortex (Cx) was also performed. Stain- 

less steel wires isolated but 3 mm from their tips 
were inserted in the posterior neck muscles on 
both sides to record EMG. A screw drilled on the 
frontal bone served as reference lead to all record- 
ings, and all recording electrodes were wired to a 
connector (Amphenol), The connector, cannulas 

and a pair of rods placed anteriorly and posteri- 

orly on the skull to replace the head in the 
stereotactic frame for future experiments without 
inducing pain in an awake animal (Rod fixation 
system by Kopf Inst, Tujuma, CA) were cemented 

to a plastic skull cap (Velasco, 1968). 

The animals were left to recover, and one week 

later their heads were replaced in the stereotactic 

frame, using the rod system and maintaining the 
body inside a transparent plastic cage that al- 
lowed the follow up of the animal’s behavior, with 

an exit for the neck to restrict motion and avoid 
excessive traction on the rod fixation system. 

2.1. Injections of supramaximal doses of penicillin 

Fourteen animals were used to determine the 
location and extension of the convulsive areas in 
the brain stem. In those animals, 32 target points 

along the brain stem were injected on the right 
side with a solution containing 500 Ui Na peni- 
cillin/pl (850 mM, pH 6.8 to 7.2, 484 mEq Na’L) 

at a rate of 0.1 yl/5 s while EEG from RAS, LAS, 
RSS and LSS as well as EMG-MUA from right 

and left posterior neck muscles were recorded. A 

careful time lock chart of the animal’s behavior 
was kept throughout the experiment. The solution
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was injected by means of a Hamilton syringe 
(Hamilton Co, Reno, NV) beginning with 0.5 pl 

(250 IU NaPC) and increasing 0.5 jl every 30 min 

until a convulsive effect was observed or a maxi- 
mum of 2.0 pl (1000 NaPC) were injected in each 
target point. At the end of the experimental ses- 
sion, the site of injection was marked with 10% 
silver nitrate, injecting a volume similar of that of 
the penicillin solution used during the experiment, 
to determine the precise area covered by the injec- 
tion. Animals used for more than one injection 
had an interval of 4 to 8 days between injections 
during which EEG and clinical observations did 
not show residual effects. 

2.2. Dose-response curves 

Once the convulsive area for penicillin injection 
in the brain stem was determined (sce results), 11 

animals were used to determine the convulsive 
threshold for penicillin, the pharmacological dose 
Tesponse curves and the relationship between the 
different type of convulsive effects induced with 
the amount of penicillin injected and the precise 

stereotactic coordinates of the injections within 
the convulsive area. 

Animals were prepared as described above, 
adding recordings of EEG and MUA from the 

injected place and ipsilateral anterior sigmoid 

gyrus. MUA recordings were performed through 

a bipolar concentric stainless steel electrode, made 
from a 25 gauge cannula, isolated but at a distal 
ring of 2 mm and a inside wire isolated but at the 
tip that was electrolytically sharpened to a size of 
40-80 (40 Kilohms of impedance). Recordings 
were amplified and filtered though a 3000 Hz 

bandpass filter coupled with a stair cage generator 

and audiomonitor. Through a Smith trigger 

MUA over 100% background noise were selected 

and counted by means of the stairs cage genera- 
tor. Each reset represented the count of 25 of the 

selected units (Velasco et al., 1975}. Signal from 

the EMG recording was analyzed in the same 

manners as MUA. 
In these animals, penicillin solution injected was 

adjusted to approach physiological parameters: 
212 mM, 322 mOsm/l, pH 6.8 to 7.2 and Na 

content of 150 mEq/l. The solution contained 125 

IU of penicillin/yl and was injected in volumes of 
0.1 pl (12.5 TU) at the same rate of 0.1 ul/5 s 

repeated every 10-min until a convulsive effect 

was obtained or a maximum of 1.0 pl (125 TU) 

was injected. The place of injection was marked 

with silver nitrate as previously described. 
The relationship between the injected site deter- 

mined by their stereotactic coordinates (AP, lat- 

eral and height) and the seizure type obtained 
(focal motor, myoclonic tonic and tonic clonic) 
was statistically evaluated obtaining a mean value 
for each stereotactic coordinate in mm for each 
one of the seizure patterns and using Friedman 
test (F-test) to determine differences in mean val- 

ues between different seizure patterns. Student 
t-test served to determine the significance of dif- 

ferences in the position of injection in the three 
coordinates that induced a given seizure pattern in 
regard to the coordinates of injections that gave 
other seizure patterns. Relationships of NaPC 
dose (in IU) with different clinical and EEG 

seizures were evaluated through Student f-test. 

Determination of ED 50 for generalized tonic- 
clonic seizure (GTC) and dose response curve 

were performed with observations made using the 
different concentration of sodium penicillin in all 
25 animals. 

2.3. EEG, EMG and MUA relationships 

When EEG, MUA and EMG paroxysmal dis- 

charges were not evidently time locked they will 
be only described in results. When they appeared 
time locked temporal relationship between the 
cortical EEG spike with the increments and decre- 
ments of MUA at the cerebral cortex (Cx MUA), 

brain stem convulsive area (MT-MUA) and EMG 

(EMG-MUA) were analyzed. 

The increments and decrements of MUA were 
determined in relation to the apex of the EEG 
spike while the polygraphic recording was speeded 
at 50 mm/s. Increments or decrements in MUA 

occurring every 100 ms were quantified along | s, 
starting 500 ms before the apex of the EEG spike. 
Significance of changes was determined through a 
Student f-test. 

At the end of the experiments animal were 

sacrificed by a lethal dose of penthobarbital and
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their brains perfussed through intracarotid injec- 
tion of 10% buffered formaldehide. The injected 
Sites were examined in 10 » thick section stained 

with Luxol-fast blue. 

3. Results 

3.1, Location and extension of the convulsive area 

A total of 36 injections using penicillin solution 
500 Ul/pl were performed in 12 different targets 

along the brain stem of 14 cats. All injected sites 
were identified in histological sections. At the 
mesencephalon they included: Mesencephalic teg- 
mentum (MT) (from A = 1.0 to 3.5, L= 1.5 to 3.5 

and H= +2.0 to — 4.0) covering mostly the area 
of the mesencephalic reticular formation (MRF) 

and surrounding tegmentum dorsal and lateral to 
the red nucleus ( = 10); the pes peduncule includ- 
ing substantia nigra (SN) and cerebral peduncule 
(n= 3) and tectal area in the medial geniculate 

body, superior and inferior colliculi and periaque- 
ductal gray (1 = 4). In the pons and medulla they 

included the pontine reticular formation (magno- 
cellular nucleus) (a= 7), raphe nucleus (n= 5), 

superior cerebellar peduncule (n = 2), facial nu- 

cleus (” = 1), vestibular nucleus (n = 1) and bulbar 

reticular formation (BRF) (n = 3). 
Nine out of ten injections in MT induced clini- 

cal and EEG seizures with amounts between 250 
and 500 IU (mean 428 IU). Seizure started 7.3 + 

2.6 min after injection as a focal contralateral 
myoclonus, evolving to generalized myoclonus in 
all, associated to generalized spikes or polyspikes 
EEG complexes and seven cases ended with re- 

peated generalized tonic clonic (GTC) clinical and 
EEG seizures. None of the injections outside MT 

induced seizures even when the total dose injected 

reached 1000 IU of penicillin. Eight out of ten 
injections in PRF and BRF induced EEG syn- 
chronization with persistent spindle bursts associ- 
ated with sleep in animals otherwise reactive and 
3/5 injections in the raphe nucleus induced sleep, 
in one case associated to the whole clinical, EEG 
and EMG picture of REM sleep. Injections in the 
vestibular nuclei induced tonic contraction in ex- 
tension of the four extremities and in the facial 

nerve tonic facial ipsilateral contraction and sali- 
vation, neither one associated to any EEG parox- 
ysmal discharges. The rest of the injections did 
not elicited detectable effects (Fig. 1) 

3.2. Clinical and EEG seizure patterns in relation 
to penicillin dose and injected site. 

Injection of sodium penicillin solution 212 mM 
(322 mOsm, 125 IU pl) was performed in 12 
targets within the previously defined convulsive 
area. Injections started at 12.5 IU (0.1 pl) and 
were progressively increased 0.1 pl every 10 min 
until GTC were obtained or a maximun of 1.0 pl 
(125 IU) were injected. All injections induced a 
contralateral facial myoclonus and EEG spikes 
more prominent in the ipsilateral Cx. As injec- 
tions proceeded 10/12 times facial myoclonus ex- 
tended to contralateral limbs, more prominent in 

the anterior limb and generalized EEG myoclonus 
accompanied by generalized spikes or polyspikes; 
in 7/12 a generalized tonic clinical and EEG 
seizure developed; finally, in 6/12 injections a 
GTC clinical and EEG convulsion developed. The 

amount of penicillin necessary to induce the dif- 
ferent clinical seizure patterns was significantly 
larger for contralateral myoclonus (P > 90.02), 

generalized myoclonus, tonic and GTC (P< 

0.001) than for facial myoclonus. There were also 

significant differences between generalized my- 
oclonus and tonic seizure (P <0.05) and GTC 

(P < 0.002). DE 50 for GTC seizures was 126 IU. 

The amount of penicillin necessary to induce EEG 

isolated spikes was significantly lower than for 
tonic (P < 0.01) or GTC (P < 0.001) EEG parox- 
ysms (Table 1 and Figs. 2 and 3). None of the 

stereotactic coordinates (AP, lateral and height) 

correlated with any particular type of clinical or 
EEG pattern. 

It was remarkable that clinical facial myoclonus 
preceded by seconds or minutes the onset of Cx 
EEG spikes. 

3.3. Clinical, EEG, and EMG relationships 

Focal EEG spikes and paroxysmal increase in 

MUA in MT were the first events to appear after 
injection of NaPC, they progressively increased
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Fig. 1. Diagrams of coronal sections of the cats brain stem from 4» 3.0 to P+. 65 taken from the stereotactic atlas by Snider und 

Niemer (1961), showing the injected sites with high concentrated penicillin solution (big filled and clear dots) and low concentrated 

solution (small dots). All injection but one within the mesencephalic tegmentum elicited some pattern of clinical and EEG sizure 

(filled dots), whereas none outside this area induced clinical and EEG seizures (clear dots). Abbreviations: BRF, bulbar reticular 

formation; CGM, medial geniculate body; CP, cerebral peduncle: CT. trapezoid body; IC, inferior colliculus; LM, medial femniscus: 

MRF, mesencephalic reticular formation, NCT, nucleus trapezoid body, NIP, nucleus interpeduncularis; NO, nucleus olivaris: NR. 

raphe nucleus; NY, vestibular nucleus: NV, trigeminal nucleus, PAG, penaqueductal gray; PCS, superior cerebellar peduncule; RN. 

red nucleus; SC, superior colliculus; SN, substantia nigra. In the left upper corner a microphotograph of a cojorant mark using 0 5 

pl is presented to give an idea of the diffusion along the necule tract of the injected solution 

and were accompanied by clinical and EMG focal 

myoclonus, before any paroxysmal activity ap- 

peared in the motor Cx Iner MUA in 

MT and EMG did not correlated in time with MT 

EEG spikes (Fig. 4). 
When Cx EEG spikes appeared. paroxysmal 

discharges in MUA at Cx, and EMG became 

synchronic with the EEG spikes. In order to 

determine the precise time relationship between 

  

these events, EEG individual spikes were analyzed 
in relation to MUA increments in different struc- 

tures. Taking the apex of cortical EEG spike as 

time ‘0°, it was observed that Cx-MUA had a 
significant increase 200 ms before the apex, ac- 

companied by a progressive increase in EMG- 

MUA. Increments in MT-MUA occurred at time 
‘v’ and accompanied by further increase in EMG- 

MUA and decrease in Cx-MUA (Fig. 5). 
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Table | 

Summarizes the observation (n = 12) when injecting 212 mM NaPC* 

Seizure type Number of Range of penicillin dose in international units (IU) X SE P< 

events 

Facial myoclonus 12 12.5-35.0 19.4 2 - 

Contralateral myoclonus 10 25.0-50.0 38.5 78 0.018 

Generalized myoclonus 16 25.0-100.0 54.2 9 0.001 

Gencralized tonic 7 35.0-125.0 94.1 18.3 0.0001 

Generalized tonic-clonic 6 62.5-125.0 117.5 14.8 0.0001 

Egg pattern 

Isolated spikes 9 12,.5-87.5 33 8.2 - 

Polyspikes 10 25.0-87.5 57 88 NS 

Tonic 8 25.0-125.0 917 17.5 0.001 

Tonic-clonic 7 87.5-125 108.1 15.6 0.0001 

  

In all instances, facial myoclonus and isolated EEG spikes and/or polyspikes were induced. Since the maximal volume of 

penicillin was 1.0 pl (125 IU) only half of the injections were followed by GTC convulsions. The mean values of the amount of 

penicillin injected inducing different clinical and EEG patterns are presented and one may observe that they were significantly lower 

for facial myoclonus and isolated spikes than for other clinical and EEG patterns. 

4, Discussion 

4.1, Anatomical location of the convulsive area 

One limitation of the present study is the lack 

of control on the diffusion of NaPC away form 

the injected site as well as the possibility of back 

reflux along the needle tract. However, spreading 

to neighbor structures as a cause of the convulsive 

effect is unlikely as doses of NaPC eight times 

larger those required to induce GTC seizure and 

up to 80 times the threshold dose for facial myo- 

clonus, failed to induce any seizure event when 

injected 2~3 mm away from the MT. Spreading 

through the blood stream to distant sites as the 

cause of seizures is even more remote as systemic 

administration of NaPC requires about 30000 

IU,kg of animals weight to induce GTC seizures 

(Quesney et al., 1977), ie. over 7000 times the 

amount used in this study. On the other hand, the 

cannula guide used to orient the needle of the 

Hamilton syringe within brain stem was intended 

to prevent sprcading uf NaPC as the needle tra- 

versed other cortical and subcortical areas and 

although the colorant used (silver nitrate) and 

NaPC solution may have different diffusion rates 

than NaPC, visual inspection of the anatomical 

sections gave an idea of how little colorant reflux 

is obtained injecting from 0.5 to 1.0 pl, that in no 

instance exceeded 2 mm and most likely injections 

of 0.1 pl cover even smaller areas (Fig. 1). Finally, 

studies on the diffusion within the cerebral par- 

enchyma using (C14) labeled NaPC solution 

shows a very slow diffusion rate of about 1.5 

mm/h (Noebels and Pedley, 1977) while epileptic 

events in present experiments develop within 10 

min after the injection of NaPC. Using the tech- 

nique of current-source-density analysis, Eiselt et 

al. (1998) demonstrated that NaPC applied sub- 

pially induce a focus of spikes within an area of 3 

mm, beyond which electrical potential seem to be 

involved in inhibition rather than excitation of 

epileptic activity. 
The convulsive area in the MT of the cat herein 

described closely corresponds to the convulsive 

area described in the rabbit mesencephalon using 

threshold electrical stimulation (Bergmann et al., 

1963). Apparently, higher intensity current 

(Kreindler et al., 1958) or larger volumes and 

doses of penicillin (Ralston and Langer, 1965) 

induce seizures from other parts of the reticular 

formation. NaPC up to 1000 IU did not produce 
seizures when injected into bulbar and pontine 
reticular formation and instead animals developed 

a clinical and EEG pattern of sleep, as had been 
previously described injecting pentylenetetrazol in 

the same areas (Velasco et al., 1983). When in- 

jected in the raphe nucleus NaPC induced either
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Fig. 2. Dose response curve in relation to penicillin dose. Filled bars, clinical seizure pattern; empty bars, EEG pattern, showing the 

mean and standard errors to elicit facial myoclonus and other clinical patterns and also to elicit spikes and tonic or GTC-EEG 

seizures. **P < 0.02, ***P < 0.001 

spindle bursts or paradoxical sleep reported by 
others (Martinez et al., 1997). 

The convulsive area was restricted to the inter- 

mediate part of the MRF (Van der Kooy, 1987) 
and the tegmental area dorsal and lateral to the 

red nucleus. It was identified using both isoosmo- 
lar, low sodium content NaPC solution, that has 

been described to have specific antigabaergic ef- 

fect (Wong and Prince, 1979; McCandless and 
Finesmith, 1992) as well as hyperosmolar, high 

sodium content solution that may have other 
depolarizing effects (Ayala and Vasconsetto, 
1970). Injections ventral to this area did not in- 
duce either clinical or EEG epileptic events, as has 

been described before using other antigabaergic 
substances in the substantia nigra (SN) (Arnt and 

Scheel-Kruger, 1980; Gunne et al., 1988). GABA 

activation in the SN seems to be related to the 
control of seizures initiated elsewhere or induced 
by systemic convulsants (ladarola and Gale, 
1982). On the contrary, kainic acid induce strong 

motor seizures when injected in the SN, but not in 

the MT (Maggio et al., 1990) and recent experi- 

ments in out laboratory replicate most of the 
observations made with NaPC in the MT using 

bicuculline, a specific GABA A receptor antago- 
nist (Velasco et al., in preparation), suggesting 

that within the mesencephalon there are different
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Fig. 3. Dose-response curve for GTC. This curve was obtained using the information derived from all animals that received NaPC 

in MT, in iso and hyperosmolar concentrations and through a non-lineal regression sigmoidal curve estimated by means of a 

computer program named Sigma Plot for Windows. 

biochemical mechanisms to induce and control 

seizures. In the cerebral peduncle injection of 500 

JU did not produce clinical or EEG paroxysms, 

which makes unlikely that the convulsive effects 

produced by mesencephalic NaPC are due to an- 

tidromic excitation of the motor cortex via pyra- 

midal tract. 
Injection in the colliculi did not produce de- 

tectable EEG or clinical changes, contrary to that 

described injecting bicuculline in rats (Tsutsui et 

al., 1992). 

4.2, Seizure pattern 

NaPC isoosmolar solution injected in progres- 

sive doses in the MT invariably induced focal 

motor seizures before other seizure patterns. Al- 

though in our experiments we remained attached 

to the use of 212 mM solution (isoosmolar) to 

avoid the effect of osmolar or Na content vari- 

ables as causes of depolarization, in 2 instances 

using 8.2 mM solution and 2.5 IU NaPC dose, we 

could induce focal EEG spikes and focal myo- 
clonus, which is the same dose used in cortical 

NaPC injection to induce focal spikes (Liiders et 

al., 1980; Chatt and Ebersole, 1988). Since there is 

not anatomical or physiological evidence of a 
topographical organization in the MT, one many 
speculate that focal myoclonus resulted from or- 
thodromic or antidromic excitation to the motor 
cortex. However, as illustrated in Fig. 4, distinct 

MT EEG spikes and muscular myoclonus were 
present before EEG or MUA paroxysms ap- 

peared in the motor Cx. Myoclonus has been 
produced by NaPC injected in the brain stem 
(Ralston and Langer, 1968) and other circum- 

stances affecting the brain stem (Hallet et al., 
1977; Chung and Von Woert, 1986) and have 

been proposed to result from propagation of 
brain stem epileptic activity to the spinal cord, 
through midline descending reticulo-spinal fibers 
originated in the pontine and bulbar reticular
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Fig. 4. Sequence of events induced by NaPC in MT. EEG Cx, motor cortex; EEG-MT, mesencephalic tegmentum; EMG, muscular 

recording from neck muscles; MUA, integration of multiple unit recording from the Cx, MT and EMG, each reset of the staircase 

represents the count of 25 of the selected units which were those with an amplitude above 100% the noise level. A: 3 min after 

injection of 12.5 IU penicillin EEG spikes accompanied by MUA paroxysms at the MT (asterisks) appear in the absence of Cx- 

EEG, and MUA and EMG-MUA changes. B: As NaPC dose increase (25 IU), MT EEG and MUA paroxysms became more 

prominent and EMG discharges appear (arrows); there is a steady increase in Cx-MUA but still in the absence of Cx-EEG 

paroxysms. Notice that MT-EEG and MUA and EMG discharges are not precisely related in time. 

formation and raphe nucleus (Newman, 1995). 
Since no clinical seizure were induced injecting 
NaPC in those nuclei, it is unlikely that MT 
paroxysmal activity used these pathways to prop- 

agate to the spinal cord. Besides, experimental 
evidence has been provided that focal myoclonus 
originated in the forebrain (for review see Gale 

and Browning, 1988) and therefore, it is possible 
that myoclonus result from propagation through 
other forebrain cortical or subcortical structures 
different from the motor Cx. 

On the other hand, as NaPC dose was in- 

creased, seizure progression closely resembled 

‘kindling’ induced by temporal lobe amygdala 

stimulation and although electrical stimulation of 

MRF has been unsuccessful in eliciting kindling 
(Goddard et al., 1969), the possibility that MT 

paroxysmal! activity propagates using the same 
forebrain structures of amygdala kindling re- 

mains. Further experiments using the epilepsy 

model herein described and recording EEG and 
MUA of different cortical and subcortical struc- 
tures in relation to clinical events arc necessa:y tu 
elucidate this matter. 

4.3. EEG, EMG, MUA and clinical seizures 
relationships 

Focal EEG spikes and increased MUA result- 

ing form local application of NaPC in the brain
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Fig. 5. Increments and decrements in cortical (Cx), mesencephalic tegmentum (MT) and EMG multiple unit activities (MUA) in 
relation to Cx-EEG spikes (right side). EEG spike apex was considered time ‘0’ and changes in MUA evaluated for each structure 
in 100 ms epochs along 1 s, starting 500 ms before the apex. From 20 observations, the mean value of MUA for each epoch and 

cach structure was obtained and compared with that of the immediately preceding epoch, and the significance of changes evaluated 

through a Student t-test. It can be seen that discrete but significant increase in Cx-MUA anticipated EEG spike apex, while more 
prominent increments in EMG-MUA and MT-MUA occurred at time ‘0’ and 100 ms after, respectively. Increase in MT-MUA was 

coincident with further increase in EMG-MUA and decrease in Cx-MUA. 

stem have been reported before (Ralston and 
Langer, 1965; Mameli et al., 1991). Since those 

experiments were performed in anesthetized or 
paralyzed animals by means of muscular relaxants 
or brain stem transections, temporal relationships 
between electrophysiological and clinical events 

were difficult to assess. 
In our experiments particular interest was paid 

to these temporal relationships and it was clear 
that focal EEG spikes and increased MUA in the 

MT anticipated clinical and EMG seizure and Cx 
EEG spikes. As NaPC dose was increased, focal 
MT EEG spikes became accompanied by EMG 

and clinical myoclonus before Cx EEG spikes 

appeared. EEG spikes and increase MUA in MT 
increase in EMG-MUA and clinical seizures were 
not time locked, which again makes unlikely that 
seizure activity in MT propagates by direct spino- 
reticular fibers or through the motor Cx. 

When Cx EEG spikes appeared, the clinical 
seizure patterns was generalized myoclonus and at 
that moment Cx EEG spikes and increase in 

MUA in Cx, MT and EMG and clinical seizure 
became timelocked. Fine analysis of time correla- 
tion indicates that increase in Cx MUA antici- 
pated increase in MUA at MT and EMG and 
that was a simultaneous increase in MUA at MT 
and EMG at the apex of EEG spike, which
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indicates that Cx is facilitatory of myoclonic 
seizure activity in the brain stem. 
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