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PALABRAS CLAVE Resumen

Temblor mandibular; Introduccion: El temblor mandibular (TM) en la rata es inducido farmacologicamente por la
Estriado manipulacion dopaminérgica estriatal y por lesion del estriado ventrolateral (EVL). Este tem-
ventrolateral; blor tiene caracteristicas neuroquimicas, anatoémicas y electromiograficas similares al temblor
Lesion electrolitica; que presentan los pacientes con parkinsonismo. Pero se desconocen las caracteristicas electro-
Haloperidol; miograficas de los temblores generados por la lesion electrolitica del EVL.

Actividad muscular; Método: En ese estudio, se describid electromiograficamente el temblor mandibular generado
Electromiografia por la lesion electrolitica bilateral del EVL y se compard con el inducido por el tratamiento

subcronico (i.p.) con haloperidol, neuroléptico de selectividad alta como antagonista dopam-
inérgico del receptor D2. A ratas con lesion en la region ventrolateral del estriado, con un
tratamiento subcrénico de haloperidol, y a un grupo control que solo recibio el vehiculo, se les
registré la actividad electromiografia del mUsculo temporal en condiciones basales y durante
los TM.

Resultados: La distribucion de frecuencias del TM entre los grupos varid, puesto
que las ratas con la lesion en el EVL mostraron TM de mayor amplitud y frecuencia EMG que
las ratas tratadas con el haloperidol. La amplitud en condiciones basales difirio en los distintos
grupos de ratas.

Conclusiones: Se concluye que los TM asociados a la lesion electrolitica del EVL son de mayor
amplitud y frecuencia que los generados por haloperidol, esto puede estar relacionado con el
tipo de afectacion estriatal.
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Induction of mandibular tremor using electrolytic lesion of the ventrolateral striatum
or using subchronic haloperidol therapy in male rats: An electromyographic
comparison

Abstract

Introduction: Tremulous jaw movement (TJMs) in rats can be induced pharmacologically by
striatal dopaminergic manipulation or electrolytic lesion of ventrolateral striatum (VLS). This
tremor has neurochemical, anatomical and electromyographic (EMG) characteristics similar to
those of tremor in Parkinson patients. However, the EMG characteristics of tremors generated by
electrolytic lesion to the VLS have not yet been studied.

Method: This study used electromyography to describe tremulous jaw movement generated by
bilateral electrolytic lesion in the VLS and compare it to tremors induced using subchronic IP
treatment with haloperidol, a dopaminergic D2 receptor antagonist. The experimental groups
contained rats with a lesion in the ventrolateral striatum and rats on subchronic haloperidol
treatment; the control group received only the vehicle. The EMG signal from the temporal
muscle was recorded at baseline and during TJMs in all groups.

Results: TMJ frequencies were heterogeneous among the groups. Rats with VLS lesion showed
higher amplitude and frequency values than the haloperidol-treated rats. Amplitudes at base-
line also differed among the groups.

Conclusions: We conclude that TMJs associated with electrolytic lesion to the VLS show a
higher frequency and amplitude than tremors induced by haloperidol. This may be related to
the way striatum neurons are affected.

© 2013 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccion

La generacion de los temblores mandibulares (TM) en rata se
han asociado a alteraciones en los mecanismos estriatales’-2.
La mayoria de los TM son inducidos por una alteracion
en la neurotransmision dopaminérgica estriatal, ocasion-
ada por antagonismo dopaminérgico’> o por el efecto de
la deplecion de dopamina en el estriado ventrolateral (EVL)
con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), ambas condiciones causan
TMs.

La zona lateral del estriado se relaciona con la funcion
motora y sensoriomotora, y concretamente la region ven-
trolateral esta involucrada en el control motor oral y de
extremidades®?, por lo que en la generacion de los TM, esta
implicada especificamente la region ventrolateral del
estriado’, un area que recibe proyecciones dopaminérgicas
provenientes de la sustancia negra compacta'®'" y en la que
convergen neurotransmisores y neuromoduladores como la
Ach y DA'Z,

Los TM se caracterizan porque ocurren en rafagas fasi-
cas de actividad repetitiva de movimientos de la mandibula
no dirigidas hacia ningn estimulo en particular', con una
distribucion de frecuencia entre 3-7Hz'“. Asi que, car-
acteristicas neuroquimicas, anatémicas y EMG de los TM
se homologan con los registros del temblor en pacientes
parkinsonianos'>"', por lo que los TM asociados a la manip-
ulacion dopaminérgica en los mecanismos estriatales lo
hacen un modelo funcional en rata para analizar ciertas
alteraciones en los ganglios basales.

En este contexto, y con la evidencia de que el estri-
ado ventrolateral es la regidon directamente relacionada
con la generacion de los TM, hipotetizamos que la
lesion electrolitica en el EVL causa movimientos mandibu-
lares electromiograficamente distintos de los derivados del

antagonismo dopaminérgico subcronico de 14 dias (i.p.) con
haloperidol. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
describir electromiograficamente los TM generados por la
lesién electrolitica bilateral del EVL y compararlos con los
inducidos por el tratamiento subcronico (i.p.) con haloperi-
dol en la rata Wistar.

Materiales y método
Sujetos experimentales

A 22 ratas macho de 250 a 350g de masa corporal,
se les alojo individualmente en cajas de acrilico trans-
parente de 44 x 34 x 20cm, con una cama de serrin
esterilizado de 5cm (Harlan, México), en condiciones de
ciclo invertido de luz-oscuridad de 12 x 12h (la luz se
encendio a la 20h) alimentacion ad libitum. Las manipu-
laciones experimentales se realizaron con estricto apego a
la Norma Oficial Mexicana para el Cuidado y Uso de los Ani-
males de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999 y a la Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (NIH, Washington
D.C: EE. UU.).

Grupos experimentales

Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a 3 grupos: uno
que recibié haloperidol (1,5mg/kg; n = 8) durante 14 dias
por via i.p., otro grupo administrado con solucion salina
(1,5ml/kg, n = 8) por el mismo periodo y via. La dosis y
el esquema de tratamiento con haloperidol se realizd con-
siderando lo descrito por Salamone et al.'® y Trevitt et al."’.
El tercer grupo (n = 6) fue de animales con lesion elec-
trolitica bilateral en el EVL.
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Después de 14 dias, todas las ratas tratadas con haloperi-
dol (RBI Research Biochemicals International, Natick, MA
01760 EE. UU.) tenian los TM y el grupo con lesion pre-
sentd la misma respuesta a las 24 h, lo cual se videofilmé en
una sesion de10 min para cada grupo experimental previos al
registro EMG. Después solo se seleccionaron aleatoriamente
2 ratas de cada grupo para medir por electromiografia el
TM y contrastar la respuesta a la alteracion farmacologica
y electrolitica. Las ratas con lesion del EVL fueron tratadas
sobre la base de meglumina de fluinixina como analgésico
(2,5 mg/kg) y con enrofloxacina como antibiotico (5 mg/kg),
ademas de rehidratacion subcutanea sobre la base de solu-
cion de electrolitos (hardman 0,9%).

Lesion electrolitica del estriado ventrolateral

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina
(60mg/kg, Bayer) y xilazina (8 mg/kg, Pisa). Durante el
periodo de anestesia profunda, se realizo un trépano en
el craneo siguiendo las coordenadas estereotaxicas'®:
anteroposterior = 8,74 mm, anterior a lambda, lateral (L) =
+ 4,4mmy ventral (V) = 3,40 mm, desde la linea interaural.
Mediante un estereotaxico (Stoelting, Co., EE. UU.), se
descendié un microelectrodo unipolar de acero inoxid-
able de 250 pm de diametro (Stoelting, Co., EE. UU.), a
través del cual se hizo pasar corriente directa anodal de
2,5mA durante 30 s con un estimulador GRASS modelo
S48 (Astro-Med, Inc, EE. UU.), conectado a una unidad de
corriente constante Grass modelo CCU1 (Astro-Med, Inc.,
EE. UU.).

Implante de electrodos para registro electromiografico

A los 3 grupos de ratas se implantaron electrodos bipolares
de alambre de plata (Grass EW10AG) en el musculo temporal
derecho, 24 h previas a la electromiografia. Estos fueron de
254 um de diametro, con 3mm de exposicion en la punta
y con una longitud aproximada de 3cm. Los cables fueron
dirigidos subcutaneamente a la parte rostral del craneo y
fijados con acrilico dental (MDC Dental).

Registro del temblor mandibular

Los registros de la actividad EMG se obtuvieron en el animal
despierto. En los animales con lesion en el EVL se realizo 48 h
después de la lesion. Para los grupos tratados con haloperi-
dol o solucion salina, el registro fue realizado el dia 14 de
tratamiento.

Los electrodos implantados fueron conectados a un
amplificador Grass 15A54, 15LT (Astro-Med. Inc., EE. UU.)
y simultaneamente a un monitor de audio Grass AM9
(Astro-Med. Inc., EE. UU.). La sefal analoga amplificada se
envid, mediante una interface, al sistema PolyVIEW PVA-16
(Polyview Adaptator System) para ser digitalizada y envi-
ada posteriormente a una PC, en la que se computaron y
analizaron las respuestas de la conducta de cada animal con
el programa Grass PolyVIEW (Data Adquisition and Analysis
System, 16 v 1.0).

Perfusion

Después del registro EMG, todos los animales recibieron
una dosis de anestesia profunda (0,6 ml/kg) de pentobar-
bital sédico (Sedalpharma, México) y fueron perfundidos
transcardiacamente para la extraccion del cerebro y su

crioproteccion en una serie ascendente de sacarosa (10, 20
y 30%) diluida en buffer de fosfato a 0,1 M. En un criostato
(LEICA CM1850) se realizaron cortes coronales de un espesor
60 um y a una temperatura de —24°C para verificar el sitio
de la lesion en el caso de los animales con esta.

Analisis estadisticos

Se graficaron la distribucion de frecuencias de la amplitud
y la frecuencia de la actividad EMG del musculo tempo-
ral en estado basal y durante el TM en las ratas y se
obtuvieron los valores modales. Ademas, se realizaron mod-
elos lineales generalizados con un disefio de factores fijos
y anidados (jerarquico), como se indica en analisis con
seudorepeticiones'’:

vy = G+ Rg + Psry + error

donde y es la variable de respuesta (frecuencia y amplitud),
G el grupo, R es la rata y Ps que son las seudorrepeticiones
de los trazos EMG. El mismo modelo se ajustd para analizar
a la amplitud de la actividad basal en todos los grupos. Las
variables de respuesta se ajustaron a una distribucion de
error tipo Poisson, con una liga logaritmica y todos los anali-
sis se realizaron en el paquete estadistico JMP 6 (SAS Inc.
Cary, NC EE. UU., 2005).

Resultados
Registros electromiograficos de la actividad basal

Los registros EMG de la actividad basal del musculo temporal
en ratas control, tratadas con haloperidol y con lesion elec-
trolitica del EVL, muestran diferentes patrones de respuesta
como se indica en el trazo EMG de un segundo (fig. 1A).
En los animales del grupo control, la amplitud fue entre
0,2 y 0,3mV, pero en las ratas con haloperidol fue en las
categorias de 0,3 a 0,5mV y los sujetos con lesion del EVL
tuvieron la actividad basal de mayor amplitud, que fue entre
0,4a1,3mV (fig. 1B).

El valor modal de la amplitud en la actividad basal del
musculo temporal para los 3 grupos de ratas fue variable;
en los animales del grupo control se presenté a los 0,2 mV,
para las ratas tratadas con haloperidol fue a los 0,4mV y en
los individuos con lesion ocurrio a los 0,5mV (fig. 1).

Contraste electromiografico de la actividad basal

La amplitud promedio de la actividad EMG basal fue difer-
ente al contrastar entre los 3 grupos de ratas (x*= 6.6, p <
0,03) y los factores anidados del modelo no aportaron efecto
(p > 0,05), puesto que la mayor amplitud se observo en el
grupo con el EVL lesionado, a diferencia del registro en los
animales tratados con haloperidol, y estos 2 grupos experi-
mentales contrastaron con el grupo control, el cual tuvo una
actividad menor a los 0,3 mV (fig. 2).
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Figura 1 A) Trazos EMG de un segundo de la actividad basal
del musculo temporal obtenidos en los grupos control (C),
tratado con haloperidol (H) y con lesion electrolitica del EVL
(L). Calibracion horizontal: 200ms. Calibracion vertical: 1 mV.
B) Amplitud de la actividad basal (mV) durante el registro EMG
del musculo temporal en un grupo de ratas control (C), con
haloperidol (H), con lesion electrolitica en el EVL (L).

Registros electromiograficos durante el temblor
mandibular

La lesion en el EVL indujo los TM en la totalidad de los
animales desde 24h después del dano, mientras que el
tratamiento sistémico con 1,0 mg/kg de haloperidol indujo
TM al dia 14 de tratamiento en la totalidad de animales.
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Figura2 Valor promedio + DE de la amplitud (mV) de la activi-
dad EMG del musculo temporal en estado basal en ratas control,
con haloperidol y con lesion electrolitica en el EVL.

El patron en la ocurrencia y su variacion en los intervalos
de frecuencia EMG del TM en ratas tratadas con haloperi-
dol son menores que los causados en animales con lesion
ventrolateral del estriado (fig. 3). El valor modal de los TM
que mostraron los individuos a los que se les suministrd el
haloperidol (H) fue en la categoria de frecuencia de los 3 Hz
y el registro del temblor solo ocurrié en el intervalo de 3
a 5Hz (fig. 3 Ay C). En cambio, en las ratas con lesion (L)
en el EVL se observan siete categorias de ocurrencia de TM
que estan entre 3 y 9Hz y el valor modal correspondi6 a la
categoria de 4Hz (fig. 3A).

Los registros de la actividad EMG durante el TM de las
ratas tratadas con haloperidol mostraron una amplitud en
las categorias de 2 a 4mV, mientras que en las ratas con
lesion en el EVL se presentaron de los 3 a 9mV (fig. 3By
C). Ademas, los valores modales de ocurrencia de TM fueron
distintos; en los sujetos tratados con haloperidol la amplitud
fue de 2ZmV y en las ratas con lesion en el EVL la
amplitud estuvo en la categoria de 3 y 4mV (fig. 3B).

Contraste electromiografico del temblor
mandibular

Los valores promedio de la amplitud (mV) del temblor con-
trasto entre el registro de las ratas con haloperidol y el grupo
lesion del EVL (x%= 10,3, p < 0,001), los factores anidados
del modelo no contribuyeron de efecto de contraste (p >
0,05), lo cual muestra que la mayor amplitud promedio fue
en los sujetos con lesion EVL, a diferencia de los animales
con haloperidol (fig. 4A).

El registro de la frecuencia (Hz) también mostré el mismo
tipo de respuesta al contrastar entre los grupos de ratas
(x*=31, p < 0,0001); en este modelo el efecto de la rata
anidada en el grupo aporté contraste (x> =7, p < 0,03) y las
seudorepeticiones no contrastaron cuando fueron anidadas
en la rata (x2 = 1,7, p < 0,9), por lo que el valor promedio
mas alto de la frecuencia también se registré en las ratas
con lesion del EVL en comparacion con el registrado en los
animales con haloperidol (fig. 4B).

Discusion

La descripcion EMG de los temblores mandibulares produci-
dos por la lesion electrolitica bilateral del EVL y por el
tratamiento subcronico (i.p.) con haloperidol muestra una
clara diferencia en el patron de frecuencia y amplitud que
cada uno presenta.

Los TM se generan al lesionar electroliticamente la region
ventrolateral del estriado. Este resultado es congruente con
lo registrado en un estudio de deplecién dopaminérgica
con 6-hidroxidopamina que induce TM®’, atribuyendo a la
zona ventrolateral del estriado el control motor oral y de
extremidades®’.

El EVL es la subregion estriatal critica en la que los
mecanismos de receptores DA y ACh, y la adenosina inter-
actuan para regular los TM>'2, En este contexto es que los
TM pueden ser inducidos por la manipulacion de diversas
condiciones farmacologicas, neuroquimicas y también por
la lesion electrolitica en esta zona, tal indicamos en el pre-
sente estudio.



420

G. Herrera-Meza et al

Ocurrencia temblor mandibular

1 2 3 4 5 6 7 8

Frecuencia (Hz)

Figura 3

— T

==
° 1=

4 5 6 7 8
Amplitud (mV)

A) Frecuencia (Hz) de la actividad EMG del mUsculo temporal durante el temblor mandibular en ratas con haloperidol

(H) y con lesion electrolitica del EVL (L). B) Amplitud (mV) de la actividad EMG del musculo temporal durante el temblor mandibular
en ratas con haloperidol y con lesion electrolitica en el EVL. C) Trazos de actividad EMG de un segundo, obtenidos durante los
movimientos mandibulares en un grupo de ratas tratadas con haloperidol (H) y con lesion del EVL (L). Calibracion horizontal:

200 ms. Calibracion vertical: 1 mV.

Los TM ocasionados por la lesion en el EVL son conduc-
tualmente similares a los descrito por Salamone et al.’,
en animales con manipulacion dopaminérgica. Ambas condi-
ciones generan rafagas periodicas de oscilaciones verticales
de la mandibula inferior sin que estén dirigidas hacia algin
estimulo en particular, que se observan durante la fase
de cierre de la mandibula y la transicion entre el cierre
y la abertura mandibular, tal como lo describi6 Cousins
et al." en ratas con temblor mandibular inducido por tac-
rina (i.p.) (inhibidor de la acetilcolinesterasa). Ademas, la
activacion EMG es consistente con lo reportado en otras
condiciones de funcionamiento del musculo temporal, tales
como el masticar alimento' o castafear (datos no publica-
dos Herrera-Meza).

Los TM inducidos por la lesion electrolitica en el EVL
tienen caracteristicas EMG especificas en frecuencia y
amplitud. Los temblores se presentaron en un intervalo de
frecuencia entre 3-9Hz y con una amplitud de 3-9 mV; esta
actividad mandibular es mayor en Hz y mVs en relacion

con la observada en los temblores derivados del antago-
nismo dopaminérgico por administracion subcrénica (IP) de
haloperidol (3-5Hzy 2-4 mV), de acuerdo con el registro EMG
de cada grupo de ratas. El patrdon de frecuencia de la activi-
dad mandibular durante los TM por lesion es consistente con
los registros EMG del TM descrito por Salamone et al.”* en
el modelo de parkinsonismo en rata y del temblor en reposo
(3 a 7Hz) observado en el parkinsonismo en humanos?®?!,
pero no con el intervalo de frecuencia caracteristico de la
discinesia tardia (1-2 Hz)?2.

La descripcion EMG muestra que la actividad basal
de las neuronas motoras que inervan el musculo tem-
poral se incrementa cuando se lesiona el EVL o en
respuesta al tratamiento subcronico con haloperidol. La
amplitud en la actividad basal es mayor en animales
con lesion electrolitica bilateral del EVL que en rata
con un tratamiento subcronico de haloperidol (I.P.).
Por lo tanto, suponemos que las caracteristicas EMG
de los temblores y el incremento en la amplitud de
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Figura 4 Valor promedio + DE de la amplitud (mV) y fre-
cuencia (Hz) de la actividad EMG del musculo temporal durante
el temblor mandibular en ratas con haloperidol y con lesion
electrolitica en el EVL.

la actividad basal muscular estan relacionados con el
tipo de alteracion ocasionada al estriado. Mientras que
el antagonismo dopaminérgicos con haloperidol, neurolép-
tico de selectividad relativamente alta para el receptor D,
y con efectos extrapiramidales, actla sobre los ganglios
basales, en particular el estriado y los nlcleos relaciona-
dos afectando, probablemente, a las neuronas estriatales
de la via indirecta que expresa receptores D2. La lesion
electrolitica destruye las neuronas estriatales de la region
ventrolateral del estriado, principal entrada de la via
dopaminérgica nigroestriada y en la que mecanismos de
receptores DA, ACh y la adenosina interactian®'>"3, lo que
posiblemente ocasiona un dano estriatal generalizado y con
efecto en los nlcleos relacionados.

La descripcion EMG de los temblores mandibulares por
lesion electrolitica del EVL muestra que estos tienen car-
acteristicas especificas en frecuencia y amplitud, distinto
de lo observado en ratas con tratamiento subcrénico de
haloperidol. Pero los temblores inducidos por la lesion
se corresponden con los temblores mandibulares producto
de diversas condiciones neuroquimicas y farmacoldgicas
como lo describe Salamone et al.":.

En sintesis, tanto la variacion de la actividad basal obser-
vada en los grupos, asi como el patron de la activacion
ritmica del misculo temporal durante TM, inducidos por la
lesion del EVL y por haloperidol, aportan evidencia sobre
la relaciéon que tienen mecanismos estriatales con las neu-
ronas motoras que inervan al trigémino. A pesar de los pocos

individuos con los que se realizo la descripcion, se determi-
naron los patrones de respuesta de los TM inducidos por la
lesion en el EVL. Los temblores mandibulares por la lesion
del EVL presentan caracteristicas EMG especificas en fre-
cuencia y amplitud en comparacion con los observados en
animales tratados con haloperidol; esta variabilidad puede
ser atribuible al tipo de alteracion estriatal.
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