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RESUMEN

El ndcleo septal lateral forma parte de estructuras subcorticales del cerebro. La
destruccién de dicho nicleo genera lo que se conoce como sindrome de furia septal.
En este trabajo demostramos que el agonista GABAérgico muscimol, en dosis no
sedativas, indujo una “inhibicion del miedo” en ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley, asociada a un aumento de respuestas agresivas a objetos habitualmente
neutros. Estos resultados, sumados al hecho de que el nacleo septal lateral participa
en diversas entidades psiquiatricas, hace que sea interesante aportar al conocimiento
de su funcién apelando a moduladores que se sabe estan presentes en el en dicha

estructura del sistema nervioso central.
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ABSTRACT

Destruction of lateral septum —a nucleus located in subcortical regions of the anterior
brain— has been related to an entity known as rage septal syndrome. In the present
paper we demonstrate that the direct GABAergic agonist muscimol produces “fear
inhibition” when tested at non-sedative doses in Sprague-Dawley male rats. This
phenomenon is also supported by an increase of aggressive behaviors directed to
otherwise neutral objects. Since the septal lateral has been involved in several
psychiatric diseases, it appears as potentially interesting to contribute to the
knowledge of its function by taking advantage of eventual modulators known to be

present in the nucleus.

INTRODUCCION

La disfuncién de diversas regiones encefalicas —corteza cerebral, sistema limbico,
nucleos grises de la base— se asocia a cambios en el comportamiento agresivo y a la
calidad de la experiencia emocional vinculada a dichos cambios. Por ejemplo, el dafio
a nivel de amigdala suele vincularse a cambios emocionales tales como enojo, temor
Y, en ocasiones, verdaderos episodios de furia (1). Adicionalmente, es sabido que el
dafio en la region septal es responsable de cuadros agresivos de extrema violencia,
bien caracterizados en animales de laboratorio (1,2,3). Aunque existen reportes de la
accion de algunos compuestos sobre este estado de extrema agitacion, por ejemplo
la participacién de dopamina (2,4), citoquinas (2,4,5), interleuquinas (6), entre otras,
poco es lo que se sabe cuando se trata de aspectos detallados relativos a los

denominados nucleos septales, salvo el aumento de comportamientos muricidas por



ratas tratadas con agonistas GABAérgicos (7), y en general la participacién de
receptores GABA en comportamiento agresivo escalonado (8), esto es,
comportamientos que dejan de resultar adaptativos en términos evolutivos al alcanzar

un nivel inaceptable de expresion.

Los nlcleos septales son estructuras que se encuentran en la region medial
anteroventral de los hemisferios cerebrales. Entre su poblacién celular se encuentran
neuronas de tamafio intermedio agrupadas en los grupos medial, lateral y posterior
(9). Reciben todos ellos diferentes aferencias, al tiempo que proyectan eferencias a
diversas estructuras cerebrales. En el caso del nucleo septal lateral, recibe aferencias
glutamatérgicas del hipocampo, entre otras —por ejemplo corteza perirrinal—, y envia

aferencias a tadlamo, hipotalamo y nucleo septal medial,

En este trabajo hemos examinado, dada la existencia de una marcada cantidad de
cuerpos neuronales GABAérgicos en el nlcleo septal lateral (NSL) de la rata (10), el
efecto del agonista directo GABA » muscimol administrado intranuclearmente, sobre el
comportamiento agresivo frente a la exposicion de los sujetos a un estimulo afectivo

neutro.

MATERIAL Y METODOS

Animales:

Utilizamos ratas macho de nuestro bioterio, de la cepa Sprague-Dawley (adultos de
70-90 dias de edad, de 280-350 gs. de peso), agrupados a razén de 3 animales por
caja. Posterior a la cirugia estereotaxica se los alojé en cajas individuales hasta su
completa recuperacion. Las condiciones de mantenimiento fueron las siguientes:

temperatura (22+/- 1°C) y ciclo luz-oscuridad (12/12 luz/oscuridad) constantes, con



acceso a agua y alimento ad libitum. Los estudios comportamentales se llevaron a
cabo entre las 12:00 y las 14:00 hs. El manejo de los sujetos experimentales se
realizé de acuerdo a los estandares de los Institutos Nacionales de la Salud (National
Institutes of Health, USA) para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

Reactivos:

Salvo expresa mencién en sentido contrario, compramos todos los reactivos a la firma
Sigma (St. Louis, MO, USA). Disolvimos el agonista GABA, muscimol en soluciéon
salina estéril, de modo tal de obtener una concentracion 0.5 pg/pL. Los animales
controles, por su parte, solamente recibieron la solucién salina estéril.

Procedimientos quirdrgicos y tratamientos:

Canulamos a los sujetos experimentales unilateralmente en NSL derecho en un
marco estereotaxico (David Kopf, USA). Las coordenadas que empleamos pertencen
al Atlas de Pellegrino (1979) (a partir de bregma como referencia, AP +1.8 mm; L +/-
0.3 mm; P -3.7 mm), y realizamos la anestesia con hidrato de cloral (Anedra,
Argentina) disuelto en solucién salina (NaCl 0.9%) (200 mg/kg i.p.) Las canulas fueron
fijadas al craneo con cemento dental reforzado por un tornillo de acero inoxidable. Al
completar la cirugia a las canulas les colocamos un mandril de acero inoxidable para
evitar que se obstruyeran. Para prevenir infecciones todos los animales recibieron
una inyeccion IM de 0,2ml de peniciina G benzatinica (Richet, Buenos Aires,
Argentina). La recuperacion espontanea de los sujetos experimentales ocurrié en un
plazo de 3-4 dias. Establecimos los siguientes grupos: 1) animales control: solamente
recibieron el vehiculo en NSL, en un volumen similar a los animales experimentales;
2) experimentales, antes y después de la administracién de muscimol. Estos animales
recibieron muscimol en solucion salina, en un volumen de 1.5 ni. La evaluacion
comportamental se realizé inmediatamente antes de la inyeccion en NSL, y

posteriormente se repiti6 a los 5 minutos de la administracién del agonista



GABAEérgico (grupos pareados, ver Figura 1). El agonista GABAérgico muscimol fue
administrado en las siguientes dosis: 2.5y 0.25 mM. Al terminar el experimento todos
los animales se sacrificaron por decapitacion. Comprobamos el sitio de la inyeccion a
través de la aplicaciéon de tinta, empleando sélo los datos de aquellos animales que

efectivamente fueron microinyectados en NSL.

Cirugia estereotaxica Inyeccion de drogas

Test
5 minutos

Figura 1: secuencia de procedemientos experimentales.
En el panel A se muestra un corte coronal de cerebro con
la canula implantada sobre el nicleo septal lateral (MNSL) derecho
(practicamente en contacto con el cuerpo calloso). En el panel
B se muestra la inyeccion de reactivos en forma directa en el NSL.

Evaluacion comportamental:

Ajustamos la evaluacion comportamental, en todos los casos, a la siguiente
secuencia: los sujetos permanecian en la sala de observacion sin ser sometidos a
ninguna manipulacion por al menos 1 hora previa a la evaluacion comportamental.
Antes de la evaluacion inyectamos un volumen de 1.5 ni de solucién salina (grupo
control, ver mas abajo) o solucién salina del agonista GABAérgico muscimol. Los
controles sufrieron una Unica evaluacién, en tanto los experimentales se evaluaron
antes y después de la inyeccion de muscimol. En todos los casos la evaluacion se
realizé a los 15 minutos de la inyeccion en NSL. Evaluamos, como indicativo de

agresividad, la respuesta del animal frente a la exposicion de un objeto neutro



(cilindro de madera de 0.5 cm de diametro y 15 cm de longitud), en términos de: 1)
existencia o no de respuesta agresiva frente objeto en cuestion (morder el objeto o
no). Realizamos 10 ensayos en un lapso de 3 minutos; y 2) latencia de respuesta: de
existir respuesta, se medimos el tiempo transcurrido desde la exposicién del objeto
hasta la produccién de la misma. Adicionalmente, registramos sistematicamente el
comportamiento general del sujeto, en términos de motivacibn aparente y
comportamiento motriz.

Analisis estadistico:

Los datos estan expresados como medias (+/- SEM) o como porcentajes de 5-7 ratas
por grupo. Los analizamos mediante el test de andlisis de varianza de una via
(ANOVA), seguido por el test de Newmann-Keuls para comparaciones entre grupos.
En el caso de comparaciones pareadas empleamos el correspondiente test de t para
dicho proposito. Consideramos una P < 0.05 entre grupos como estadisticamente
significativa.

RESULTADOS

Como observamos en la Figura 2, detectamos un aumento significativo en el
porcentaje de respuestas agresivas (“mordidas”) al objeto neutro al que eran
expuestos los animales. El control y los animales experimentales, previo al
tratamiento con muscimol, no mostraron interés alguno por el objeto (no obtuvimos
respuesta en ningun sujeto, en ninguno de los 10 ensayos que realizamos con cada
sujeto). Por el contrario, el grupo experimental tratado con el agonista GABAérgico
muscimol presenté una marcada tendencia a responder al objeto neutro mordiéndolo
sin latencia alguna en el 75% de los sujetos ensayados, y entre estos el 80% de los
mismos presentaron la respuesta agresiva en todos los ensayos que realizamos. No
detectamos diferencias en las latencias para responder agresivamente entre los

animales experimentales, aunque si una marcada diferencia entre estos y los



controles (en general inmediatas, con una media de 6 segundos, P < 0.01 respecto a
control y experimental no tratado). Por Ultimo, y a medida que pasaba el tiempo, y
como cabe esperar de un agonista GABAEérgico, los sujetos tratados mostraron menor
movilidad y, aparentemente, motivacion que los no tratados, fuesen estos controles o

experimentales previos al tratamiento.
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Figura 2: porcentaje de individuos que responde con una respuesta
agresiva desproporcionada al estimulo aplicado (A = antes del tratamiento;
D = después del tratamiento) (el asterisco indica p < 0.01)

Debe destacarse que obtuvimos los resultado de la figura 2 con muscimol 2.5 niM, al

contrario de lo que ocurrié con dosis 0.25 M.

DISCUSION

Diferentes evidencias sefialan la participacion del NSL en la regulacion de procesos
gue afectan la motivacién y el humor (11). También, se ha reportado la posible
participacion de dicho nucleo tanto en patologias que involucran la alteracion de los
niveles de dopamina, como es el caso de la esquizofrenia (10), como también en

cuadros depresivos mayores (11). Buena parte de estos cuadros —en alguno de ellos



resulta el trastorno primario — comprometen aspectos afectivos en su origen y/o
evolucion. Entre estos cabe destacar la regulacién del humor en tanto disposicién
agresiva. Se sabe que la lesién del NSL, como hemos sefialado anteriormente,
genera en el sujeto de experimentacion un cuadro cuya caracteristica sobresaliente
es la extrema agitacion y agresividad —eventualmente asimilable a cuadros de
excitacion psicomotriz en seres humanos — caracterizado como sindrome de furia
septal (10, 12). El sindrome septal en su variante mas comdn se describe como
sujetos en un estado de extrema alerta, siguiendo con atencién los movimientos del
experimentador, temblando frente al menor estimulo auditivo o visual, y con intentos

de agredir estimulos normalmente inocuos (10).

En nuestro trabajo ponemos en evidencia que la administracion unilateral en el NSL
del agonista directo GABAérgico muscimol (que se une al sitio de reconocimiento del
neurotransmisor GABA como opuesto a los agonistas indirectos, que poseen su
propio sitio de reconocimiento, tales como las benzodiacepinas), a una concentracion
2.5 nmM produce un efecto comportamental marcado —presentaron un aumento
significativo de comportamiento agresivo— aun cuando no se puede considerar el
tipico sindrome de furia septal. Dosis menores no disminuyeron la actividad
exploratoria de los sujetos experimentales (particularmente actividad locomotora)

como tampoco aumenta la agresividad.

Frente a estos datos, y no existiendo un sindrome de furia septal completamente
desarrollado (2), podria aceptarse que dicho sindrome resulta al menos en parte
altamente dependiente de la destruccién de estructuras septales. En el caso de la
administracion de agonistas de un sistema de neurotransmision puede hacerse la

diseccién del sindrome, putativamente, aceptando a priori que el mismo resulta



dependiente de la integridad de mas de un sistema de neurotransmisién. En
particular, y dada su rico contenido en neuronas GABAérgicas, el uso no excluyente
de reactivos que estimulen o inhiban dicho sistema parece particularmente pertinente.
El NSL parece efectivamente participar en la regulacibn de comportamientos que
tienen que ver con el miedo, y las respuestas eventualmente adaptativas al mismo.
Sheeham et al. (2004) (10) propusieron que la excitacién de neuronas septales seria
responsable de la inhibicion del miedo, en tanto dicha inhibicion liberaria respuestas
apropiadas frente a situaciones amenazantes. Creemos que en nuestro trabajo los
resultados son coherentes con lo propuesto, dado que el agonismo GABAérgico
conduce a la puesta en marcha de un sistema inhibitorio de amplia proyeccion a
diversas estructuras cerebrales, algunas de ellas relacionadas con la ansiedad y el
miedo, como son el nucleo del rafe dorsal y la substancia gris periacueductal (13). La
intensidad de la manifestacion no creemos que sea dosis dependiente, pues es
probable que dosis mayores conduzcan a una mayor ansiblisis acompafada
eventualmente de hipnosis, y consecuentemente incapacidad de presentar
respuestas agresivas o de otro tipo. Por ello, y a la dosis utilizada, quiza sea mas
apropiado hablar de una moderada “deshinibicion del miedo” mas que de una

respuesta de furia como la descripta originalmente por Brady y Nauta en 1953 (14).

Finalmente, cabe destacar que el NSL parece jugar un destacado rol en temas que
involucran miedo y agresividad, quiza dos aspectos de un mismo fenémeno. Su
participacion en el sindrome de furia septal estd comprobado mas alla de toda duda.
Por su parte, el NSL parece jugar un rol decisivo en algunas patologias de la 6rbita
psiquiatrica en seres humanos, como se sefialo mas arriba. En dicho sentido todo

aquello que contribuya a conocer mejor el rol jugado por este nucleo en dichos
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fendmenos resultara en una aproximacibn mas adecuada a dichos cuadros,

particularmente en términos de su prondstico y tratamiento.
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