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I: INTRODUCCION

1.~ Comuwnicacién celular

l.La capacidad de comunicarse es un caracter distintivo Y
fundamental de las células vivientes. Tal comunicacidn entre las
células es de importancia vital, va que se requiere para regular
su desarrollo vy organizaciéon en tejidaos, para controlar su
corecimiento v divisidén y para coordinar sus diversas actividades,
todo lo cual resulta finalmente en la conservacidon de la integrios
dad funcional)l de l1os organismos.

Existen diferentes mecanismos en los seres vivos por oedio
de los cuales se lleva a cabo la transferencia de informacién
célula a célula. Entre estos mecanismos de comunicaciéon se  han
caracterirzado dos grandes clases: los de tipo metabélico y los
nerviosos. En los primeros, el mensaje pasa de una célula a otra
mediante moldéculas que modifican numerosos procesos guimicos
involucrados en la reproduccidn, desarrollo y mantenimiento de
l1as células. Tales moléculas mensajeras de informacidéon metabdélica
56n las hofmonas,,secretadas‘pof laz glandul as enddécrinas.

Pbr otro lado, la informacién nerviosa sa encuéntra contenida
én(mehsajerns aquimicos que se lbcalizan en las neuronaég‘célulasj
respchéabies vdéi funcinngmiéhtov propiamente dicho del 'SiStéﬁé'
nerQiosb, va que intervienen>en  1a generacion, integfacién,
conduccién y transmisidn del impulsd nervinéa.

. A continuacidn se  revisaran las caracteristicas mas
relevantes de las células nerviosas Y. gue a ia vez las

diferencian de otros tipos celulares.

Las. neuronas, - a diferencia de otros tipos celulares




conocidos, no se dividen despuds del periodo embrionario

Y
permanecen en interfase durante el resto de 1la vida del
organismon. En este tiempo. estas células pueden experimentar

cambioz en el volumen v en la cantidad v complejidad de sus
prolongaciones vy contactos funcionales denominados sinapsis. Ello

es de gran importancia porgue las cdédlulas nerviosas, ademas de

conduciv vy  transmitriv impul sos nerviosos sSon capaces de

almacenar informacidén instintiva y adguirida, como la de los

7

reflejos condicionados v memoria, funciones que pueden ser

realizada con mayor eficacia por uan sistema de estructuras

permanente, como e el caso del =istema nervioso central.

ASimismo, es relevante mencionar la diversidad gue

caracteriza a estas células, Ya gque, Segin su localizacidén

dentro del sistema nervioso central, tanto el tamafo como la
forma de 1las neuronas de vertebrados es muy variable. De hecho,
pusde decirse que nbo existen dos neuwronas iguales en cuanto a
forma, aungue  en gener al , eé posib;e agruparlas en unas pocas
categorias amplias; asi, pndemozwobservar neuronas gue adoptan

formas estrel)ladas, piramidales, fusiformes, en canasta, etc..

‘Por otro lado, 1la mayoria de las neuronas comparten ciertas

"caracteristicas  estructurales gue hacen posibile distinguir tres

regiones celulares: el cuerpo celular o soma, las dendritas vy el

HOM.

El cuerpno o soma contiene el nidcleo de la neurona voola

maguinaria biogquimica para la sintesis de enzimas y otras

mol écud as esenciales para l1a vida de la célula. Del soma parten

nuUMeErosos  procesos celulares, las dendritas, que son delicadas

etpansiones aqgue tienden a ramificarse repetidamente v forman.’ un
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arbusto alrededor del cuerpo de la célula.
l-as newronas se caracterizan también por la presencia de un
anxon, gque es una prolongacién celular generalmente larga gque

difiere de las dendritas tanto por su estructura comns por  las

propiedades de su membrana externa. l.a mayoria de los axones son
WELS largos que las dendritas v presentan un modelo de
ramificacién distinto: mientraz las ramificaciones de las

dendritas tienden a agruparse cerca del cuerpo celular, las ramas
de los azones tienden a nacer al final de l1a fibra, alli donde el
HoOn se comunica con obtFras neuwronas, con los misculos o' las
gl andul as.

l.a neurona generalmente recibe l1a informacion aferente o
sefal de entrada, de otra u otras newonas por las dendritas, vy
el soma se encarga de integrar dicha informacién, integracidén que
puede resultar en la produccién de wna sefal. Las seRales
producidas por el soma son conducidas por el anon hasta las
ramificaciones terminal es, donde a su  vez se estab;ece
comunicacion con otras neuronas.

La  informacién que‘maﬁejan las neufohas'es de naturaleza
lelettrnquimica?, éléctrica~én cuanto concierne é la ;Dnduccibn de
se#ajés en 1a»ﬁeuana miSma, % Quimica en'su‘ comuhicaCibh éqni
Qtrés neuronas. Esto se refiere a que ias células herQiﬁsas énh
capaces de’ generar senales eléctricas én respuesta'aﬂ estimuios-
fisicos o quimicos que sSon condutidas a lo largd de sus

wones, y transmiten finalmente la informacion a otras neuwonas
por medio de una estructura altamente especializada, la sinapsis.

Ya gue la sinapsis ez 1 sitio en donde &1 impulso nervioso

passa de wuna terminal nerviosa a otra neurona o al musculo, . es
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necesario revisar el concepto anatémico vy funcional de este sitio

de comumnicacién neuronal.

2.— la sinapsis como sitio de comunicacidn neuronal

los conocimientos iniciales acerca de la sinapsis o
contactos sinaptices provienen de los hallazgos rvrealizados a
Fines del siglo XIX vy comienzos del actual sobre la organizacion
morfoldgica v fisioldgica del sistema nervioso.

Ademas, fue principalmente por la teoria newonal, sostenida
especialmente por Santiago Ramén y Caljal, que pudb entenderse
cémp las células nerviosas individuales pueden asociarse en
circuwitos para transmitivr sefales célula—-célula, esto €5,
comunicarse. Esta teoria se basa en el supuesto de qgque la
interacciéon funcional de las células nerviosas ocurria por medio
de contigliidades o contactos funcionales, paro sin existir
continuidad anatémica.

De este modo en la actualidad se reconoce gque, las regiones
sindpticas constituyen zonoz espe:ializadas de contacto entre dos
'ﬁeuronas o entre uha_néurona yrun elemento no newronal como el
ﬁﬁsqulo. Conférmé.é ello, la sinapsis engloba todas las. regiones
ahatb&ita&aﬁte,di%erehciadasfy fuhcionalmente especializadas para
1la trahsmisién de excitaciones e inhibicidénes de un elemento
ﬁeuronal al siguiente.

L.a sinapsis como  sitio anatémico de ’contacto entre una
neuwrona y otra posee una organizacidén bien definida: incluye una
regidén. presinaptica, 1a cual transmite una aeﬁal a la regidn

postsindptica en la newona receptora.




De este modé, de aﬁuerdoﬁcon lés relacionéé gue 'esiablecen
1las términales nerviosas presinapticas con los componentes
postsinipticos, una neuwwona puede hacer sinapsis con otra sobre
cualguiera de sus estructurass; asi, puede haber sinapsis axko-—
somaticas, wo—dendriticas, Ho—anonicas, etc.

Asimismo, tanto morfolégica como fisioldgicamente se han
caractericado dos tipos generales de Sinapsis: las sinapsis
eléctricas vy las sinapsis quimicas.

En las sinapsis eléctricas 1a transmisién de la sefal de  la
regién presinaptica a la postsindptica tiene lugar mediante un
fluijo de corriente idnica de una neuwrona a la siguiente.

En este tipo de sinapsis, el flujo de corrienﬁe eléctrica se
lleva a cabo a través de contactos membranales directos entre los
elementos pre v postsinapticos. en los gque 21 flujo idnico de una
neurona a la siguwiente ocurre con relativa facilidad, debido a la
continuidad citoplasmica que se establece entre las dos células vy
en consecuencia a la poca resistencia que se opone al paso de
corriente eléctrica en estas ronas de contacto. ‘Este hecho se ha
ﬁnrrelacionado | Con ‘lé presencia de uniones mémbranales
cémunicantes»»(gabi'junction5,; qae son propias de las éinapsis
”e1éttricas! ven ]as‘que'los'ppfos intefceluiares que ocurren- -en
ellas, se caracterizan por presentar una muy baja resistencia al
paso de corriente eléctrica entre Jas dos neuronas adyacentes.

Ademnas, estas  uniones: membranales‘son capaces de operar
rapidamente, con poco o ningin retardo sindptico, y proveen un
medio por el cual puede llevarse a cabo la sincronizacidn de
poblaci pnes neurona]es.-ﬁ'través de estasg uniones‘puede gener ar se

un o flujo  idnico en ambas direcciones o alternativamente pueaden
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ofrecer una mayor resistencia al flujo de corriente en una

‘direcciOn'que en otra, proceso conocido comolrectificaéidn.

Asimismo, cabe mencionar que el numeroe Jde sihap;is
el éctricas es muy reducido en comparacion con g1 de las sinapsis
quimicas, especialmente en vertebrados superiores, Yy por el
contrario es una forma comin de conexion interneuronal en
invertebrados y en vertebrados inferiores.

A diferencia de las sinapsis eléctricas, en las sinapsia_
quimicaz tiene lugar un mecanismo de transduccidn, medi ante el
cuai las sefales eléctricas se convierten en sefales guimicas vy
éstas nuevamente en senales eléctricas. Este tipo de sinapsis es
el sitio predominante de comunicacidon tanto en  neuwronas del
sistema nervioso central como en el sistema nerviosoc periférico
de mamiferos. Ademds s la gue se encuentra con mayor frecuencia
en los organismos vertebrados, asi como en muchos invertebrados,
y por consigquiente, la que regula en mayor grado las actividades
fiziolégicas del sistema nervioso, su alteracidn puede traer como
consecuencia trastornos newoguimicos que finalmente se wven

reflejados en alterac

tobe

ones conductuales en l1os organismos.

-

3.— Aspectos ggnerales de la transmisioén sinéptica quimica:

‘Al igual gue en las sinapsis eléctricas, en 1as' ;inapéis
quimicas también enista una aposicién  de membranas pre vy
postsinidpticas. Sin embarga, en las sinapsis quimicas las
membranas de una neuwwona y otra estan separadas por  un  espacio
sinaptico 5 a 10 veces mayor, que en las siﬁapsis eléctricas, de

~aproximadamente 20 nm. Ademas, las membranas pre y postsinapticas

&



estan mbrfolﬁgicamente especializadas. Esﬁo seiha determinadb con
base en observaciones por microscopia electrénica, en las que se
ha hecho evidente 1a presencia de material citopldsmico denso
asociado a la membrana presindptica, 81 cual se ha caracterizado
como "provecciones densas” de forma piramidal y se ha
denomi nado como  =ona activa, que participa en la liberacion del
transmisor. En la membrana postsiniptica se ha descrito un
engrosamiento postsindptico qgque, al igual gue en la presinapsis
corresponde = material citoplismico denso.

También, ern la zona cercana a la aposicidén membranal las
terminales presinapticas contienen en su  citoplasma numerosas
mitocondrias vy uwna coleccién de vesiculas, l1lamadas vesiculas
sinapticas. De un modo general estas vesiculas se han subdividido
en dos qgrupos: aquellas de tipo agranular, cuyo interior es
“transparente a2 1os electrones, v las vesiculas granulares o de
centro denso en las qgue la regildén centrai es opaca a los
electrones. Estas vesiculas se encuentran distribuidas en toda 1la
L terminal praesinaptica, auﬁﬁue es frecuente observar qgue se

~agrupap en Jla cercania de las regiones especializadés :de la-
"MEmbrana.breainapticag gue comovantériérmentévse mencibnd-se 1es
denomina monas activas.

Una vez descritas laé caracteristicas estructurales de las
sinapsis quimicas que las diferencian de utrps tipos de
interacciones celulares, e procederia a detallar como se efectia
el proceso de transmision sindptice quimica.

Como se dijo anteriormente, las newonas esté&n separadas por

espacios extracelulares entre los elementos pre vy postsinapticos,

esta discontinuidad hace necesario que la neurona utilice




hénéajerns ﬁu{micoé ipara ‘establecer comunicacién Cbn’ ‘dtrés
células nerviosas (Iversen, 1279) . For ésto, cuando la
despolarizacidén llega a 15 presinipsis ocurren eventos que
originan la liberacién de moléculas mensajeras hacia la hendidura
sinaptica. El primer evento es un aumento en la permeabilidad al
calcio, el cual como se encuentra mucho mas concentrado en el

wterior que en el interior, aprodimadamente 2.5 mM contra 0.5 pM
regspectivamente, entra a la terminal nerviosa.

La entrada de calcio a 1a presingpsis, resulta en el disparo
de un mecanismo cuya naturaleza es todavia desconocida, gque
libera al mensajero guimico. Las moléculas wmensajesras, conocidas
genéricamente como neurotransmisores, después de cruzar la
hendiduwra sindptica interaccionan con receptores especificos en
la membrana postsindptica, con lo cual el mensaje puede ser
transducido por 1a neurona receptora.

La accién del neurotransmisnr puede ser un efecto directo
sobre la permeabilidad a algin idén, a 1o cual se ha dado en
11 amar efecto ionotrdpito; la acetilcolina y el  Acido
Tfamiﬁobutirico {GAEA)Y , son neurotbtransmisores gue actﬂan‘pbr esté
. mecanismo. Otros neuwrotransmisores tienen,efactos mediados por
 5égundpé, ménsajerps cbmof_el"fnuclebtido éden@sin monéfpsfato
‘cic}ico (éﬁPc), v s dice que ejercen un efecto metaboltripico; 1a
dopamina es un ejemplo de estos neurofransmisores. |

En géneral se habla de newrotransmisores excitadores cuand&
el efecto que produceﬁ sobre la neurona es de una'despdlarizacidn
’pnr entrada de Ma™, debido a la apertura de canales selectivos a

date idn, e inhibidores cuando el resultado esv de una

hiperpolérizacion por entrada de Cl—.
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‘ Estb‘ﬁ1£ith5e debé:é‘QQe'én:faé 'éinaﬁéié"iﬁﬁibidbfas SOn”

aétivados canal es de C1- 'bor accion del ﬁeurntransmisof; ‘qﬁe
provocan como consecuencia de ésto un incremento neto de cargas
negativas en el interior de la membrana ya que el Cl- tiende a
moverse de acuerdo a su gradiente de concentracionesg la
concentraci 6n extracelwl ar de Cl— es de 150 miM, mientras que 1la
intracelular es de 10 mM.

Es importante aclarar que, segun el receptor postsinaptico,
un neurotransmisor puede funcionar como excitador o inhibidor.
For ejemplo el GABA, que es inhibidor en la mayor parte del
sistema nervioso central de vertebrados es excitador en algunos
sitios, comb en las células del ganglio de 1a raiz dorsal
{(De Groat, 1972) v en célulaz en cultivo del ganglio cervical
superior (Obata, 19274).

Cabe méncionar que las acciones sinidpticas inhibitorias son
de  gran importancia, va gue pueden ejercer un poderoso control
regul atorio sobre la actividad neuronal. En el sistema nervioso
de mami feros, como en muchos invertebrados, ciertos aminodcidos,
como e]‘ GABA v 1a glicina, se encuentran entre las moléculas
responsables de esta Funcién de neurotransmisores inhibiﬁnres.

El- GABR  es 'él principélvneurotransmisbr inhibidbr, en“el
Eerébfo de ’vértebfﬁdoé v el responsable del ‘control de' 1a

ueitabilidad cerebral,i por 1o cual se revisaran tanto los
aépectos bioqguimicos comd los farmacolééicos relé:ionados con

este tranesmi sor.



4. - Asbectbé' biquimicos y'>+a€mécoi¢gico§, de“ia 'transhiaibh:
ainaptica GABAdérgica

Como vyva se dijo, l1a inhibicién postsinaptica debida a 1la
hiperpolarizacion resultante de lTa interaccidén de
neurotransmisores inhibidores con su receptor, es uwno de los
mecanismos fundamentales de 1la regulacién de 1la actividad
neuronal.

De este moodo, medi ante  estuwdios  farmacolégicos, se ha
liegado a establepcer una relacidon entre la apariciéon de estados
de hiperaucitabi]idad, caracterizados por convulsiones de tipo
epil éptico, y wuna alteracidon en los pracesoé de sintesis vy
liberacidn de GABA o de‘ s interacciéon con el receptor
postsinaptico. Asi, por s2jemplo, cuando se inhibe la actividad de
la enzima responsable de la sintesis de GABA, la descarboxilasa
glutamica (GAD) , se desencadenan estados convulsivos. Tales
efectos son producidos por ciertas drogas que inactivan a la GAD,
como las hidrazcidas (tiosemicarbazida Y semicarbazridal, gue son
capacesb de atrapar el grupo carbonilo del fosfato de piriddxal
(PLPY. El fosfato de piridosal funciona camd csenzima de 1a GAD Y
por ello es determ:nante de su-\actividad, de mddo que iel

 resu1tado del atrapamientu del PLP es una 1nh1b1c16n de la- enzlma
Y pot cons:gu1ente una 1nterrupc1én de la 51nte515 de’ BABA (Tapxa»
Y Awapara, 196%9).

tLa disminucidon en la actividad de la BﬁDvpueﬂe, provocarse
también por ia‘glutamil hidrazona gque inhibe a 1a cinasa ,del
piridon=al, enzima responsable de la sintesis del fosfato de
piridoxal: por drogas como la metoxipiridoxina, que actdan por

antagonismo con el Fi.Fjo por efectos directos sobre la apnénzima,
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cbm61 én elrc;so~aei ééf&o{hercapibhfbpiOnicévp ia“ é1i1§1iciﬁéj'
(Cooper et al, 1982). | |

Asimismo, la inhibicién de 1la liberacidn de GABA, por
ajemplo con la touina tetanica (Curtis,19273) o el rojo de rutenio
(Tapia,1985), tambidén desencadena estados convulsivos.

For otro lado, cuando se bloguea la interaﬁcién del GABA con
=u receptor postsinaptico, por accién de drogas tales como la
bicuculina o picrotoxina que son antagonistas del receptor, la
actividad motora paroxistica también se hace evidente (Levi,
1984) .

FPor tode lo antes mencionado, se ha postulado que un
mecanismo de produccidn de convulsiones es la deficiencia en la
eficacia del los sistemas inhibidores GRBAérgicos v como
consecuencia de esto, la deficiencia en la inhibicidén de neuronas
motoras (Tapia, 1983).

Es importante aclarar que las convulsiones son la
consecuencia de una situacidén en la gue la actividad excitatoria

Hcede la capacidad del tejido nervioso para modular la

14}

actividad, va que los transmicsores  excitadores o inhibidcfeé
constantemente interactiaan sobfe la’ me@brana neuronal Yy
:partitipan cbnjunfémente‘eh,el pfdcesamientn de la informacién énk_
) 5i5£émé nekvidéu;lDe adhi QUé.la desinhibicidn 5ea;uno dé‘lbs  
me&anismos de - perdida de contfcl de la funcioén del
sistema nerviosb.

Pdr ejemplo, las neuwronas piramidales de la corteza cerebral
Y del hipocampo se encuentran practicamente cubiertas de

terminales de newonas GABAdrgicas, de tal modo que si disminuye

el nimero o la eficacia de estas terminales inhibidoras las
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neuronas 'pirEMidéiéé ' des:éfgén ‘de haneré'”'paro#{étiﬁa a1l
desinhibirse. Estos doé fendmenos de inhibicidén y desinhibicibn
probabl emente desempefian un papel primordial en el procesamiento
de informacidon en la corteca cerebral, el hipocampo vy otras
estructuras.

Para considerar el papel de laz neuwonas GABAérgicas en la
eplilepsia cortical focal, fue necesario determinar inicialmente
=1 Jas neuwronas GABAérgicas disminuyen en  namero o | si SUS
relaciones con otras neuronas, o entre ellas, estan alteradas
morfol égicamente. Lds estudios inmunocitoguimicos de la corteza .
sensitiva vy motora de monos epilépticos, con anticuerpos contra
la GAD, permitieron correlacionar la actividad epiléptica con el
namero de terminales GABAdérgicas (Ribak et al, 19793 . En estos
estudios se observdé una reduccidn altamente significativa en el
nuamero de terminales positivaz a la GAD, en los sitios
epileptogénicos.

Estos resultados apoyan 1a hipdtesis de gque uwuna perdida
relativamete selectiva de las neuwronas inhibidoras GABAérgicas,
Spudiera ser responsable de 1a,su$;eptibilidad' a . la actividad
’paroxistica obsérvada eh el foco épileptaééni;b.

For ‘DtFD 1édé, los‘estudibs bioquimicds eﬁ ia Vcbrteié‘ de
monos‘épilépticas; »reveiarun una cofrelaciéh"ehtre,la frécuenﬁié‘
de las ;onvulsinnes, la pérdida de los 'recepﬁores GQBAérgicos,'y.
la disminucidn de 1a actividad de la GAD (Bakay y Harris,  1981).

‘Todas las observaciones precedentes apovyvan el concepto de
que . la destruccidén de las interneuwronas OGABAdérgicas pudiera ser
ura de las alteraciones cerebrales que predisponeb a las

’cpnvulsiones, tanto en la épilepsia focal como en la epilepsia
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éeneralizadé desencédenada bor:drogaé ﬁapaces de alterar lé'>rUta‘ 
metahdélica del GABA (Roberts, 1986).

De entre todas las regiones cerebrales, el hipocampo es la
mas susceptible de pfoducir epilepsia, lo cual se debe a gue la
actividad de sus neuronas BABAérgicas, células en cesta, células
horizontales vy newronas de ayxones cortos, es fundamental para
mantener el funcionamiento normal de esta estructura. For
pstudios inmunocitogquinicos se ha demostrado gque las terminales
GABAérgicas que forman sinapsis axo—somaticas sobre las células
hiramidales corresponden a las células en cesta, que son

interneuronas inhibidoras intrinsecas. A s vez las células ean
cesta reciben nunerosas terminales GABAérgicas, lo que hace
pensar en la importancia de la desinhibicidén en el procesamiento

de la informacidén nerviosa (Kevin, 1984).

Mumer osos hallazgos experimentales son compatibles con i1a
idea de que varios tipos de descargas epilépticas tienen su
origen en e} hipocampo, cuando disminuye la eficacia de las
neuwronas GABASrgicas. Por ejemplo, el aumento de la actividad de
las neuwr onas piramida}eé 9 la pfaduccidn de - la actividad
:epileptiforme por 15 ac:ibn:de ias encefalinas, parecé_qaberseva,
la aéﬁresidn de’ia desﬁarga'de las ‘nedrbnas: inhibidoras.,vsé
decir. a un proceso de desinhibicidén (Lee et al, 12803 iNichol et
al, 1980). | | |

Asimismo, 1a sustancia nigré es otra estructgra, que
participa activamente en la expresiéon de alteraciones motoras

tales como 13z convulsiones. En esta regidn se ha obserwvado

que
la elavaci dan del contenido de GABA en l1la zona reticulata, por
medio de drpgas que bloquean a la transaminasa del GABA, que es
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'ia ehzimé dué dégradg alréhBﬁ;' o hbr miﬁroiﬁyeéciénfdéi‘dfbgaé,
agonistas a este neurotransmisar, como el muscimol, reduce la
susceptibilidad a numerosos tipos de convulsiones generalizadas
inducidas experinentalimente, como las producidas por
electrochoque o por bicuculina. l.as eferencias GABAérgicas de la
pars reticulata de la sustancia nigra, gue incluyen a las
proyecciones nigrotal dmicas, nigrotectales b4
nigrotegmentales sén probablemente responsables de influenciar

la propagacidn de trastornos motores paroxisticos (Gale, 19286).

S.- El calcio en 1la transmisidédn nerviosa

l.La importancia del calcio en los procesos biol dgicos ha sido
ampliamente reconocida. Avnque los liguidos fisioldgicos no son
tan ricos en calcio como en MNa v, K *vyv Mg =, en términos de
coﬁcentracibnes, la concentracidn stracelular de Ca =+ es de
2 mM v menor de 1 p dentro de la ceélula, es un catién
fundamental ern el funcionamiento celular en general Yy en
 particular en el sistema nervioso.
Asi;':se bha deséfiﬁo la participacién del calcio como
1wrégulad6f.intraceiular%en prbcésos'fundamentaleskde las células,
tales cbmd: mQtilidad ceiu1ér;‘divisién'y'diferéhéiacidh';elulaﬁ; 
‘regulacidﬁ de  los sistemaszs enzimaticossy regulétiéh de la
'poliherizacidn de'proteinas CQntréctiIesg secrecidn en . general,
etc. (Rubin, 1274),
Cnmo se di jo en la seccion anterior, en 21 tejido nervioso
21 calciu pariicipa’de manera determinante en la liberacién de

neurotranamisores, este es un fendmeno generalizado para  todos
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los compuestos neuroactivos (Dingledine y Somjen, 1981; Blaustein

et al, 19723 Olsen et al, 19773 Waller y Richter, 1980).

El caleio puede liberar transmisor de una‘ sinapsis
independientemente de 1a forma en que se consiga un aumento en su
concentracidén interna, Asi, la aplicacidén iontoforédtica de calcio
en la presinapsis del audédn gigante de calamar (Miledi, 1973 o
el calcio que puede provenir de fuentes intracelulares como
mi tocondrias (Alnaes y Rahamimoff, 1975 produce un aumento en la
liberacién del transmisor. lLlLinas v Micholson (1275), utilizaron
a la proteina acuarina como indicador de calcio y demostraron en
la sinapsis gigante de calaﬁar que el calcio intraterminal
avmenta su concentracién al despolaricarse la membrana, de manera
coincidente con la liberacion del tranemizsor, y que esta
liberacién se anula cuando el potencial de membrana se sitda
cerca del potencial de equilibrio electroguimico del calcio, es
decir, cuando se suprime 1 flujo del catién.

A 1a jidea de que el aumento en la concentracidn del calcio
libre intraterminal dispara el mecanismo de liberacidn del
I:v‘ansm:it:-:st:r"_.l se le ha llamado "hipdtesis del calcio® (Kats vy
Miledi, 1947). -

En 1a sinapéis gigante del‘calamaf es pqsible medir con
precisi on elf%etardafque-ocurréréhtrE‘ié entréda dé calcio y\rla
reépuésia»que se producé en 1la postsinapéis; esté retardo es muy
peguefo. dé vaproximadamente 200 pseg (LLinas et al, 1974) . El
refardo mencinhado da idea de que el mecanismo liberador,
cualquiera gue sea, se localiza cerca de; sitio de entrada del
calcio. Hay evidencias de que los siltios de entrada de calcio son

abundsntes en la vecindad de la presinapsis (FPumplin et al,



19815. lo Vqﬁe apoya la 1déa de que el flujé‘de Vcaiciorlocurﬁe
cerca del sitio de liberacién.del transmni sor.

Cuando se trata de sitios de entrada y salida de calcio, es
preferible hablar de canales para éste idn, vya que se considera
que las estructuras encargadas del transporte del calcio son

mol dculas protéicas situadas en 1a membrana celular.

6.~ Importancia de las drogas en el eétudio de la Ltransmision
nerviosa

El empleo de drogas con efectos especificos ha sido de gran
utilidad para comprender los mecanismos basicos de la transmisidn
nerviosa.

A este respecto cabe mencionar que, para la zona de 1a
sinapsis se destacan algunas drogas gue ejiercen una accion
selectiva  va sea sobre la terminal pre o la postsiniaptica. De
este modo, practicamente cualguier evento ancional que se lleva
a cabo eﬁ este s=itio de contacto neuwronal puede ser modificado
por élgﬁn farmaco, por 1o menos en ciertas sinahsis.

iﬁsi por ejemplo en las sinapsis inhibitorias de vertebrados,
vdue' uéan comu.neurot#ansmisor generalménte al’ BABA, es . posible
Calterar la sintesis 691 'tran5miEDr-‘con égentés fﬁépaﬁes de
bloquéar la actividad de 1a GAD, como fue'citadovénﬁeriormente,vu
bloquear los receptores ﬁostsinapticos con agentes antagonistas
del  GABA, ‘tales como la bicuculina o la picrotozina. También es
posible »evitar 1a degradacién del transmisor después de que es
liberado, con el &cido aminooxiacético, un inhibidor de 1la
transaminasa del GABA, o bloguear su captura por las células

nerviosas con drogas tales como el aAcido nipecdtico (Cooper, et
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Cal; 1982) . (Esquema 13 .

FPor todo Jo dicho se puede concluir gue el uso de drogasvcnn
nwna accidn especifica es de gfan valor, ya que representan una
herramienta euperimental gue permite el entendimiento de los
eventos fisioldgicos que se estidn llevando a cabo en los sistemas
neuwronales, v a la vez representan el medio por el que puedén
llegar a conocerse las consecuencias gue resultan de la
alteracidén de algian evento relacionado con 1la neuwrotransmision.

ASimi Smo, en' el caso del calcio, gue es un catidén con un
amplio espectro de accidén en los sistemas bioldgicos, se cuenta
con herramientas farmacol dgicas que permiten estudiar su papel
en los diferentes eventos en l1os que particips. A este respecto,
exizten  drogas gue bloguean el transporte de calcio a través de
membranas biolbgicas, y otras que, por el contrario, aumentan la
permeabilidad al ion. De este modo puedenvllegar a coaprenderse
los movimientos de calcio en una preparacién bioldgica.

De entre estos compuestos, 2l verapamil, la nifedipina o el
rojo de rutenio son blogueadores eficaces de los movimientos de 
calcio en diférentes préparacidneé biol dgicas (Schramm, 1986).

| l.os canale; de calciovpueden también . ser blbqueadbs por
VCiertés - cationes poliyalentés, téles ;6mo=' ﬁg§+,7‘Srﬂf, Coz+,
Cd?*,yL§5¥, ét&.’(Machshen,;xqediQ:
'Dtros compuestﬁs facilitan el transporte_dé calcio. Entre
itales, se encuentra el ionéforo'923187, gue es capaz de acarrear
al calcio. a través de la bicapa lipidica éi formar un  compleljo

iondéforeo—-ion que es soluble en»lipidos (Schramm, 1986).
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Sinapsis GABA&rgica

¥ -hidrazida-
L-glutamato
Alilglicina

Metoxipiridoxina

Acido mercapto-
propidnico

}' Acido Nipec&tico

— Acido aminooxiac&tico
_--" Gabaculina

B;cuculin% é>\ \

Picrotoxina -

~
'

Bl
L
g

Esquema ‘1. Representacifn eésquemdtica de una neurona GABAérgica
en que se indican los sitios de accidn posibles de
de algunas drogas. l:sintesis enzimatica; 2:interac-

cidn con receptores postsinidpticos; 3:recaptura;

4:metabolismo. Cooper et al, 1982




7.- Efectos del rojo de rutenio sobre 1a Efénsmisibn’ﬁinéptida

En la seccidén anterior se mencionaron algunas drogas que,
de una u otra manera, interfieren con el transporte de calcio; en
esta seccidén se hard especial énfasis en los efectos del rojo de
rutenio, que tienen valor experimental en el estudio del calcio
en relaciéon con la newotransmisidn y que constituyen un
antecedente fundamental del trabajeo euxperimental de esta tesis.

El rojo de rutenio (RRuw), es un colorante inorganico de
naturaleza catidnicay de foérmula Ru=(0H)Cl,. TNHs 3Hz0. El1 RRu
s2 wune a las glicoproteinas de las membranas celulares, por lo
ague ha sido usado en microscopia electrénica para obsefvar
membranas bioldgicas (Luft, I271 a y b).

Este colorante tiene efectos farmacoldgicos interesantes; en
mitocondrias fue originalmente descrito como un inhibidor
espetifico del transporte de calcio, sin afectar la respiracién
ni la transferencia de snergia, aungque a concentraciones elevadas
si inhibe la respiracion (Yazinaton et al, 19723 Reed y Bygrave,
- 1974. Luthra vy Dléon (1277), encontraron que el RRu 1mp1de
tantd ‘la captura comp 1a sélida de calﬁib dé las mitocondrias,
procesos donde hay una dependenc1a de energaa. En una preparaciﬁn"
dlstinta, la membrana de] erxtrocxto, el RRu es tamb1én capmz de
inhibir a la ATPasa de calcio, de una manera depend;ente de éu‘
,cun:entracién,' sin  provocar algun efecto Signifiﬁativa'spbrE'la
ATFaéa Na+ —_K*bo Mg=+ (Nétson et al, 19713 . Témbién inhibe
fuertemente 1la unidn del célcio y la actividad de la ATFasa de
Ca=* en sarcolema aislado (Madeira v éntunes~Madeira, 19745 .

Asimismo, en membranas sinaptosomales el RRw es capaz de inhibir
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la unién del calcio. Los sitios de alta afinidad para @l

colorante parecen corresponder & los sitios de unidn para el
calecio (Kamino et al, 1976) . Ademas, el RRu inhibe la captacidn
de Ca** pstimulada por despolarizacidaen , en sinaptosomas (Tapia
et al, 1985).

El RRuw, al igual que otros inhibidores que afectan el
transporte de calcio, inhibe la liberacion de neurotransmisores
en. varios tipos dé preparaciones biolégicas, En 1la 'sinapsis
neur omuscul ar de la rana, Rabhamimoff y Alnaes (1973), encontraron
que el RRu actda principalmente ‘sobre terminales nerviosas
presinapticas, en donde decrece la liberaciéen cuantica del
transmisor al bloguear e}l transporte de calcio. For otro lado,
Ferson vy FEuhn (1979) confirmaron el efecto blogueador del RRu
sobre la liberacién de acetilcolina, tanto en condiciones de
despolarizaci én como espontaneamente.

Tambidén en apoyo de un efecto puramente presindaptico vy en

una preparacion de sinapsis del ganglio bucal de Aplysia
californica, Bau vy colabaradnres (1972}, aplicaron acetilcolina
iontoforéticamente,  eﬁ ' pféﬁencia de RRQ pafa ﬁloquaaf la
transmisi én. nerViosa 9 encahfkarnn.: que la’ ) fespueéta

postsinaptica no se altera.
IgQalmente, la inhibicien de 1a liberacidon de transmisores
por el RRu ha sido observada on terhinalea nerviosas del tejido

'cérebra] (Tapia y Meza—-Ruiz, 1977,
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1li ANTECEDEMTES |

Adema= de los experimentos in vitro gque sugieren al RRu como
1 catisan que es capaz de inhibir la liberacion de transmisores,
21 interactuar con los sitios de union al calcio, hay otros
estudios que han sido realizedos in vivo gue apoyan tales
aseveraciones (Tapia, 1989).

En estos estudios, la administracidén intraperitoneal (ip)
del RRu en ratones desencadend una paralisis flacida compieta,
vy  por el contrario, la administacidon intracisternal de este
'compuesto indujo convul siones tOnicn—cléhiéas generalizadas, con
extensiones de cabeza v pérdida del reflejo de enderezamiento.
Ambos efectos se debisron también a la alteracién de algin
mecanismo dependiente de calcio, va que tanto el efecto
paralizante del RRuU como las convulsiones tdénico-cldénicas
general izadas, fueron prevenidas por la inyeceion de CaCla,
mientras gue los agentes quelantes del Ca®+ tales como el EDTA,
administrados de la misma forma gue el RRu, fuvieron efectos
parecidos a Jos de éste (Tapia et al, 1976) .

CEn gatbs, la  administracioen ip (8 mQ/Kgi'dé 'RRu - también
desehcadeno"una marcada p#rélisis flacida y su‘inyeccidn en el
 9eﬁtficu1o.1ateral o el hipécampo (8 a 100 pg}; por mediorde‘una
ﬁcéﬁulé “insertada permanentéménte, produio aéimismo convuléiones
! generalizadas (Tapia et al, 1976).

En otros estudios fue posible probér el efecto presinaptiﬁo
in vive del RRu sobre la liberacidon de neuwrotransmisores, por
‘hedin de la dinyeccién (ip) de 4-aminopiridina o guanidina =

‘ratones . que se encontraban @ en estado de paralisis fladida




completa, pdr 1a administracibn del calorante; émbaﬁ drogas
facilitan la liberaciétn de neuwrotransmisores en la union
neuromiscul ar (L.undh, 19783 l.undh v Thesleff, 1277) vy fueron
capaces de antagonizar el efecto paralizante del RRu (Tapia,
19282) . For consiguiente, la paralisis inducida por 1 RRu se
atribuyé a una deficiencia en 1la transmision neuromuscul ar,
debido a la inhibiciéon de 1a liberacidn de acetil;olina
dependiente de calcio.

Debido a que el GABA es el newotransmisor inhibidor mas
abundante en el cerebro y gue parece ser el responsable del
control de la excitabilidad éerebrél, cono  fue mencionado
anteriormenté, se propuso que las convulsiones inducidas por el
RRu se deben a un decremento en la liberacidén de GABA dependiente

de calcio. Esta hipdtesis fue apoyvada por la observacidn de 1la

inhibicién en . la liberacion de este newrotransmisor, en
terminales nerviosas aisladas denominadas sinaptosomas, del
cerebro completo de ratones que se encontraban en estado

éonvulsiva como coﬁsecuencia de la adminmistracién}intracisternal
del FR1L <Me;a—ﬁui£ y Tapia, 1978). |

| ‘Un} heché’impnrtante que es necesavid hécér notér es que l1la
administfaciOn ip  de RREW parece tenéf uﬁ‘efecﬁa~bi%asico én 1é
’fata, a diferéncia de sus e%ectns en €1 ratédn y el gato, ya que
en esta especie el RRu és capaz de inducit tanto paradlisis
flécida generalizada asi 'como: éonvulsiongs ténico-clénicas
(Feria-Yelasco et al, 1982).‘ Esto sugiere un efecto diferencial
déi RRU en 1la rata, con réspacto a otras especies de mamiferos,
seqgin 12 ruta de admihiétracién usada, probablémente debido a

diferencias en la barrera hemataencefélica - En la rata el
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colorante =i penetra al sistema nervioso central (Arauz-Contreras
y Feria—-Velasco, 19822 mientras gue en el raton v el gato el

efecto es unicamente periférico (Tapia et al, 1976).




111: OBRJETIVO

t.os antecedentes revisados en 1a seccidn . anterior indican
que el rojo de rutenio es un bloqueador potente de la unién y el
transporte de calcio en terminales nerviosas, que COMmo
consecuencia inhibe 1la liberacién de neuwrotransmisores. Estos
efectos del RRu  son aparentes in wvivo, va que el colorante
produce paralisis y/o convulsiones que se pueden explicar por
mecani smos présinapticos. Sobre 1a base de estos datos, en el
presente trabajo nos propusimos caracterizar el mecanismo de
acﬁién convulsivante de la administracidn {ip) del RRu en 1la
rata. El disefo experimental de este trabaijo parece ser un buen
modelo para evaluar las alteraciones newoquimicas ocasionadas
por el RRut, va gue, a diferencia de la administracidon
intracraneal, el efecto es generalizado vy s posible comparar
algunos parametros nawroquimicos en diferentes regiones
cerebrales a distintos tiempos después del tratamiento.

Eara tal efecto, tomamos en cuenta ilos datos revisados sobre
la participacidn de 1a transmision inhibidora GABAérgica en las
éiteraciones epileptogénicas, v estudiames la actividad de la GAD
y‘ la iibéracién de este mediador, tanto esponténéa» como
) éétihﬁladé'por déSpolaEizécién, en 5in§ptnstas  de,hipucahbd ‘y
mesencéfalo, por ser estructuras que haﬁ =ido rédonocidas‘comD'
aitamgnte epileptogénicas, asi como en estriado, debido a que esb
el 'pfincipal éompnnente del sistema‘motoré nfrapiramidai, que

junto con la corte:xa cerebral, que también fue estudiada,

participa en 1a regulacidén del control motor.




IVr MATERIALES Y METODOS
1.—- Tratamiento de los animales

Se usaron ratas macheo Wistar, dee 190 a 210g de peso. El RRu
se disolvid en agua bidestilada y fue inyectado en 1ia cavidad
peritoneal de los animales, sin anestesia previa, en las
siguientes dosis: 2.2, 4.4, .6 y 8.8 mgr/Kg de peso, para
caracterizar loz efectos desencadenados por esta droga Y
determinar 1a dosis convulsivante del RRu. Los animales del grupo
control fueron invectados por 1a misma ruta devadministracibn con

un velunmen igual de agua bidestilada.

2.— Preparacién de loz sinaptosomas

En todos los euperimentos de liberacién de GABA se utilizé
una  preparacion de sinaptosomas de hipocampq, mesencéfalo,
estriado vy coarteza frontal del cersbro de la rata gue fueron
aislados segan Ja técnica de Lbscher vy coiaboradores (1985), la
cual se describe a cuntinua;idn:

‘l.as ratas fueron decapitadas déépués de 4 vy & horas de la’

inyeccién del RRu. .y en - €1 . momento  de la convul sién -
ténico~cl énica generalizada .  Una vez extraido el cerebro- se.
procedi ¢ a hacer la diseccién bilateral del T hipocampo,

mesencéfalo, estriado y carteza frontal, sobre una  superficie
frié, vde acuerdo a 1la técniéa establecida por Heftner, et  al
(19280) ery V]a que la diseccidtn de cada estructura se realiza a
partir de rebanadas coronales del cerebro de la rata.

lL.as diferentes regiones de cada cerabro, se homogenizan en

i m] de sacarosa 0.32 M, ajustada a pH 7 con tris, con un mazo de
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'ie%ldn én,un h6mdgénizédor de vidfio.»>Parév aislar la fraceién
primaria los homogenizados se centrifuéan a 1,000 g por 10 min
en un rotor SM 34 de una centrifuga Sorvall RC~SB,‘y de este modo
se sSepara el sedimento nucle:sr orudo gue contiene nacl eos,
eritrocitos v células mo rotas, y el sobrenadante gque contiene el
citopl asma, los sinaptmsnmés, mitocondrias, microsomas Yy 1la
mielina.

El sobrenadante se coloca sobre 1 ml de sadarosé‘1.2 My se
centrifuga en un rotor SO Ti de angulo fijo a 220 QOO g (50, OQO
rpm) . a uwuna w2t de 1.6 x 102° rad /seg. &N una  centrifuga
Beckman L 8-355, usando aceleracidén lenta . El sedimento que se
forma en el fondo del tubo gue contiene las mitocondrias s
desecha, mientras que la interfase en el limite superior de 1la
sacarosa 1.2 M donde se encuentran los sinaptosomas, la mielina y
algunos microsomas, se colecta cuidadosamente y se diluye con
sacarosa 0.32 M hasta un volumen final de 2 ml. La suspensidn
diluida se caloca sobre 1| ml de sacarosa 9.8 M y se centrifuga
obtenido en &1  fondo del tubb corresponde  a bla‘ fraccion

'sjnaptoécmal,_ mientras gue ' la mielina queda retenida.  en’ la

interfase y los microsomas permanecen disparseos en la suspensidén. S

3.- Liberacién de [3HI-GABA

s liberacidén de GABA a partif ﬁe,una fracecion éinaptosomal
fue estudiada por una técnica de suberfusidn. La fraccioﬁ
sinaptosomal de cada‘regiOn se resuspende en O.5 ml de medio
 Ringér~Krebs‘ouigenado, de la siguiente composicioén CmM) = NaCl

118, MaHzFO. 1.2, KC1 4.7, MgS0O, 1.2, CaClx 2.5, glucosa 5.6,




CTris-HE1 25, 'j:';H 7.4 y ac:iac; amincoxiacético 10%—4'M. Una vez
resuspéndidds lJos sinaptosomas, se preincuban por 10 min en un
bafio de zagitacidén a 37 °C. Al término de este periodo se agregah
25 i de una solucidén de [THI-GARA, ( 0.45 pCi, para dar una
concentraci 6n $inal de 1.25 pMy, v la incubacidén se continua por
10 min para la captuwa del coﬁpuasto. Fosteriormente, €l volumen
total de incubacién ze coloca en una camara cuya base perforada
esta cubierta por un filtro Millipore con un poro de diametro de
QL. 6S5pm. l.os sinaptoaomas se depositan sobre los filtros vy se
Javan. por superfusidin con el medio Ringer—krebs con ayuda de una
bomba peristAltica, a un flujo de 1.5 wl/min por 7 min. Una ve:z
que loz filtros son lavados, el flujo de la bomba se ajusta a
0.5 mi/min v las fracciones se colectan cada minuto. Después de
S min de liberacidn espontanea, el medio de superfusion es
sustituido por el medio Ringer—Krebs que contiene una
concentraci én despolarizante de KC1 47 mi) y en el gue el NaCil
se ha disminuido proporcionalmente, para mantener constante la
presiéen osmética. La liberacién de radioactividad en cadg'
fraccion de 1 min asi como la contenida en.-el filtro al final de
la super$usioﬁ,, es colecféda eh‘vialés qué cpﬁtieneniﬁ ml de
‘tritosol (Fricke, '19751‘ v cphtada  pof"espéctfoﬁétféa jdé
Vcenteileo liquidé.v Lds rasﬁltédos se,exprésan égmo porﬁiénto',de 
la radioactividad liberada por  minuto con respécto a 15
Fadioéctivjdad tqta]‘tamadaypor el tejido.

i.a liberacian de’ GABA se llevd a cabo medianter un
dispositivo gue permite estudiarla simul taneamente en 4  camaras
de superfuéidn (Raiteri et al, 1274y, por lo que fue  posible

Scomparar  en paralelo la liberacidn de sinaptosomas de ratas
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‘control v tratadas.

4,.- Microensayo de la GAD

Preparacidn del tejido:

Despuds de 6 horas de la inyveccidn deil RRu los animales
fueron decapitados y una vez extraido el cerebro de la rata, se
disecaron bilateralmente 1a sustancis _nigra, mesencéf al o,
hipocampo, gstriado v corteza frontal, como se describid
anteriormente. Cada regibn fue homogenitada  en 1 ml de agua
bidestilada iz, = ncepcidén de la sustancia nigra gque fue
homogenizads en O.25 ml, con wn mazo de teflon en un
homogenizador de wvidrio, 58 canservd siempre la suspensidn del

tejido en frio.

Ensavo de la GAD:

l.a actividad de 1a GAD fue ensavada al medir 1a canfidad de
i%CDZ formado a partivr del Acido glutdmico-bL-L1~-212C].

La actividad enzimidtica se inici¢ al colocar una alicuota de
25 ul de s suspension del tejido de cada region terebrél-eﬁ el
tubo idé reaccidn que contenias amnortiguador de ‘fos¥atas’ SO,ka

_pHv6’.4 con ditiotreitol (DTT) 1.13 mM, pir‘idmtal S-fdsfato 0.5mM,;

s

gyutamato 10 miv, preQiaménte‘ ajuétado “g pH 6.4 con NaOH Yy
1~C‘5C023—61utamata (D.05 pCi). ‘Inmediatamente‘después ‘de la
adicién del tejido, ‘21 tubo de reaccidn =1=] cﬁnecta por medio dé
:una manguera de plastico a un segundo tubo que contiene S0 pl de
hhidrdrido de hyamina 1M en metanol. i.a reaccidon se deja proceder
durante 20 min a 37 °C en &)1 bavo de agitacion, al termino de

los :cuales se inyectan 30 pl de Acido sulfarico 1IN en el tubo de
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reaccion. E1 Acido inhibe la actividad de 1a GAD y también induce

la liberacidén de 19C0- gque serd atrapado por la hyamina.
Despudés de un periodo de 1 hora, el tubo que contiene la

hyvamina + 219C0. @5 separado vy colocado en un vial gue ileva 10 ml

de tolueno que contiene 50 mg de 2,5 difenilokazole (FFO ) ¥

1 mg de 1,4~bis-2(5-feniloxazolyl) benceno (Dimetil FOarFQorP) ,

finalmente Ja radiocactividad ee contada por espectrometria de

centel leo.

Para determinar el contenido de proteins en cada region

(1951),

cerebral se eiguid el metodo de Lowry y colaboradores

usando albimins bovina como estandar.
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Vi RESLIL.TADOS

1.~ Alteraciones en l1a actividad motora dé la rata provocadas por
2l RRu

Como fue mencionado en 1a metodologia, el RRu fue inyectado
en la cavidad peritoneal de la rata en las siguientes dosis: 2.2,
4.4, 6.6 v B.8 mg/Fg de peso, para caracterizar las alteraciones
en }Ja conducta motora de los animéles tratados vy de este modo
determinar la dosis convulsivante.

Minguno de los animales inyéctados can agua bidestilada
mostraron cambios anormales en la actividad motora, en relacidn
con  aquellos gue recibieron RRu, en los que todos pfesentaron
alteraciones en dicha conducta.

La administracieoen del RRu =3 urx dosis de 2.2 mg/kKg de peso,
desencadend conductas estereotipadas gue se caracterizaron por la
ocurrencia de sacudidas de cabera frecuentes, acompafadas por el
acicalamiento de'cabeza vy extremidades posteriores.

A una dosis de &.6 va.B mg/kg, 1 colorante produljo fuertes
trestorneos osracterizados por larﬁérdida de la vcnordinacién'
: motar§,~.que finalizaron con la muerte de los animéies boﬁds
- minutos deépuésvde-QQe la droga fue administrada (Tapia‘ 1. ‘coh-
fﬁna'dbsis de 4.4 mg/kg se obéeryar6n varib5 tipos de'aitéfacionés
méforas; déspués de un  periodo ﬁe létencia‘ en el due, los
Vanima]es'mnstrarun uwna actividad motora normal, cnnbrespectoﬂ de
los contrd]es; -dicho periodo de latencia fue seguido por un
estadé de inactividad motora (estadé de guiesbtud) que se manifestsd
5proxiﬁadamente 19 min deépués de la inyeccidén del RRu.

Fosteriormente, el periodo preconvulsivo '‘se  denotdé por 1a
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béraida deirhﬁ;imiento dé‘iéé eutramidédeé; que llevd a Qn’estado
de paféliais 1l acida en el qgue los animales perdieron
compl etanente 1 reflejo de enderezamiento. Subsecuentemente, la
recuper aci on del tono muscular, aproiimadamante 3 horas

despuéds de la inveccién del colorante, antecedid al periodo

convulsivo en el que las convul giones tonico—-cloénicas
generalizadas, acompanadas por @ la pérdida del reflejo de
enderezamiento, se hicieron evidentes en general, & horas

después de que e} RRu fue inyectado en la cavidad peritoneal de
la rata.

En todos los animales obzervados el patrdan conductual fué
constante, pero hubo variacion en cuanto al tiempo de aparicidn
de cada uno de l1os trastornos motores registrados, por ésto, las
convul siones toénico-clénicas fueron observadas en 8 de 17
animales en un lapso de & horas después de la administracién del
colorante. De este modo, va gue las convulsiones ténico-—cldnicas
generalizadas s6lo se indujeron después de periodos mds o menos
prolnngados, cuando 21 RRu se administré siétémicamenté a . una‘
dosis de 4.4 mg/kg. de péso, esta dosis.éerempleo'en todos  los

Hperimentos neuroguimicos.

2.- Efecto del RRu sobre la actividad de la GAD en regiones
cerebrales ‘ :
l.a actividad de la GAD fue cnantificada en la sustancia
nigra, mesencéfalo, hipocampo, estriado vy corteza frontal del
cerebro de ratas que presentaron convulsiones ténico-cldénicas

 generalizadas en el momento del sacrificio, & horas después de la

inyeccion del RRu.




En lé ﬁabla 2 se muestra la actividad de 1a GAD, en las
diferentes regiones del cerebro de ratas tratadas con 4.4 mg/Kg.,
de RRu (ip) , asi como en los controles respectiveos. bLa variacién
regionsl en la actividad de l1a GAD se hizo evidente en el cerebro
de ja rata, va que en 21 caso de 12 sustancia nigra 1la
sctividad enzimdtica fué aprovimadamente S a & veces mayor gue
an las otras regiones estudiadas, tales comb hipocampo,estriado
Vy cortera frontal. El mesencéfalo también presentd una actividad
der la GAD elevada, 1o cual se debo a que en esta estructura se
encuentra contenida la sustancia nigraa.

En los animales tratados, no hubo efecto alguno del RRu
sobhre 1la actividad de la enzima en ninguna de las regiones
cerebrales que fueron estudiadas, ya gque no se encontraron
diferencias significativas al comparar estos resultados con los

obtenidos del grupo control.

3.— Efecto del RRu sobre la liberacion de [PHI-GABA a partir de

sinaptosomas de difasrentes regiones cerebrales

v:La liberacidan de L=*HI-GABAR: a partir de tefminales:herviosas
zféiéladasi es decir sinébtosomas, ‘fué cuantificada,eh vhipécampo;
‘mEsEncéfalo, estriado y cortezé frontal dellcerebru de las ratas
que recibieron wna inveccién de RRuj la liberacidon de este
'heurotransmisor se estimulé con mediaé gue conﬁenian una
concentraci én despolarizante de K+ (47 mM}, como fuéd selNalado en
la metodologia.

En las ratas tratadas con una dosis convulsivante de RRu

(4.4 mg/Kg . ip), la evaluacidn de la liberacion de este




neurﬁfransmisor s hizo después de 4 horas de ia inye:cién dei
colorante, asi como después de & horas de la administracion de la
gdroga, momento en el que los animales presentaron convulsiones
ténico—-clénicas cuando fueran sacrificadoss también la
liberacion de GABA fué cuantificada cuando las convulsidnes
ténico—~-clénicas generalizadas se presentaron espontaneamente. En
todos los casos, se contd con wun grupo control que recibid una
inyeccién ip de agua bidestilada, llevéndose a cabo en paralelo
Ja cunantificacion de la liberacisn de GAEA entre ambos grupos.

En las figuras 14 a 1D se muestra la liberacién de [®HI-GABA
a pertir de sinaptosomas de hipocampo, mesenceéfalo, estriado vy
corteza frontal del cerebro de la rata, obtenidos después de
4 horas de 1la inyeccidén del KRRu, cuando 1los animales se
encontraban recuperando el tono muscul ar después de la
paralisis flacida, en el periodo preconvulsivo.

El efecto del RRu sobre 1a liberacién de L[3HI1-GABA, en
sinaptosomas de hipocampo del cerebro de ratas tratadas con este
agente cqnvulsivante,, s presenta en la Tigura 1A. -Durante los
primeros minutos de Euperfusién la taga de libéraciOn dé GABA, se
?eétaﬁilizo‘ en un valor conétaﬁte o‘baSai.correspohdienté a rlas_
 ffa§§iones iiberadas vai Cabo'kde los 5‘ ‘p#iméfps' miﬁuﬁos
representadosl en esta gréfica; Postériormente, la estimulacidon
. con uﬁa concentracién despolarizante de K+, produjo un increméntn
progresivo en 21 porcentaje de radioactividad liberada, hasta
alcanzar un valor maximo en el minuto 11 de l1a superfusién. Una
ver alcanzada la 1liberacidn maxima, la salida de este aminoacido
tiende a decaer lentamente, por lo que el tiempo de superfusion

en todos los experimentos aqui presentados se 1limité a 1la
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DbgenciAn deAlé Ffaccionéé eﬁrfutél.

En Ja figura 1A, se hace evidente que el RRu no disminuyo la
liberacién de GABA, ya que en  ninguno de los puntos
representados hubo diferencias significativas, entre los
obtenidos del grupo control con respecto de los tratados.

En la figura 1B, se representa la liberacidn de [=HI-GABA a
partir de sinaptosomas de mesencéfalo del cerebro de las ratas
tratadas con RRu. En éste caso la liberacioéon maxima evocada por
el | Efn gl se registrd entre los minutos 10 y 11 de la superfusion,
sin que hubiera ningiin efecto provocado por el RKRRu sobre 1la
liberacidén de sste neurotransmisor. Este mismo efecto lo podemos
observar graficado en la Ffigura ic, gue corresponde a la
liberacion de C(ZHI-GABA en sinaptosomas de estriado del cerebro
de 1» rata.

En 1a figura 1D, se encuentra representada la liberacidén de
L*HI-GABA a partir de sinaptosomas de corteza frontal, en donde
se hace aparente un aumentoven» la liberacidn del medi ador 4
dependiente de Ca=®* y estimulada por K+ en los animales tratadoé
con RRug ‘én‘eéta figura, &l igual que en las anteriores, se hacé'
evidente ‘ el punto de libertacidn méaxima en ambos gfupns
égbefimentales, enfrevloskminutos i0 yﬁli} ’

La cuantificaciﬁn de lé liberacidn de C>H1-GABA déspﬁés de
é& horas de la inveccion del RRu, se presenta en las #iguras 24 a
2D. En todas estas figuras, también se hace evidente un periodo
.caraéteriﬁadb por la‘presencia de la liberacidn espontanea del
neurotransmi sor en cuestidon, sequido por el aumento en su salida,
después de afadir el medio gue contenia una concentracion

despolarizante de K+, haszsta alcanzar un punto maximo alrededor de
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los minutos 2 a 11 de 1a super%usion.

En ninguno de estos euperimentos se encontroé algun efecto
inhibitorio significativo, provocado por el RRu, sobrre la
liberacidén de [SHI1I-GARA, en las diferentes regiones en donde fue
evaluado este proceso.

En las Ffiguras 2/ vy 2B correspondientes a hipocampo |y
meseﬁcéfalo, se iddentificd nuevamente una tendencia a un
incremento en la liberacion de [THI-GABA en las terminales
nerviosas de los animales que estuvieron bajo la accidn de lé
droga, sin  embargo en ninguna de estas regiones se llege a 1la
significancia.

También en 1z figura 2C, =g hace aparente el aumento en 1la
liberaciéon del newotransmisor inhibidor, sin embargo, en este

caso cabe resaltar que el incremento en la salida del mediador
también se observa en condiciones basales y no anicamente a nivel-
de la liberacidén estimulada por el K+ como se habia denotado en
‘wlas figuras iD, 2A vy Z2R. En este caso al igual ﬁue en ‘las
figuras 2A y 2B no se llegd = encontrar‘&iferenciai sign;ficativa
angna. |

‘Péfa determinar el mecanismc de ac:ian. néufquimico "dél
RRU, gue probablemente seiveia re%lejado en‘la alteraciodn de Ié
conducta motora desencadenada por este compuesto, un  parametro
importante gue también  tenia qu ser cuantificado era 1la
libéraciOn de GABA, en @l momento en el que las convulsiones
tonico-cl énicas generalizadas se manifestaban en los animales
tratados.

Estos resultados se muestran en las figuras 3A a 3D, en las

que el RRu no alterd, en ninguna de las regiones cerebrales gque
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fueron ‘analizadas, 1la liberacien de este neurotransmisor, a

partir de terminales nerviosas aisladas.
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Tabla .

Efecto del Rojo de Rutenio, dependiente

de 1la dosis, sabre 1a conducta motora
de la rata. Los animales tratados
fueron observados a partir del momento
de la adminiztracidén (ip) de la droga.
los tiempos son el promedio, en
minutos + el error estandar del periddo
transcuwrido entre 1la inyeccidn del

colorante v 1a congducta desciritas.
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2.2 mg/Kg

DOSIS

4.4 mg/Kg

6.6 mg/Kg

8.8 mg/Kg

Los animales permane-
cieron en estado de
quietud y presentaron
Gnicamente frecuentes
sacudidas de cabeza y
acicalamiento.

( n=7)

OBSERVACIONESTS

Se caracterizaron tres

estados conductuales:

I: Pexfodo de latencia
1) Actividad motora
normal

2) Estado de quietnd

(10 min)

II: Perfodo preéonvulsivo

1) Inicialmente hubo per
dida del movimiento

de las extremidades

posteriores, seguido

de una dificultad en

el movimiento de las

extremidades anterig
res
'2) par8lisis fl&cida
.generalizada
('31.3 + 2.5 )
3) Recoperacién del tono
muscular (198 + 17.7)
4) pPérdida del reflejo
de éndefezamiento:

(278 + 18.04)

IXI: Perfodo convulsivo
Se denotf por la pre
sencia de convulsio
nes ténico cléricas
generalizadas
(368.3 + 15.31)

(las presentaron 8/17
animales)

A esta dosis la secuencia
de alteraciones fue la

siguiente:

—ﬁstado de guietud

-Fuertes contracciones dia
fragm&ticas (11.6 + 1.2)
-Contracciones corporales
generalizadas (14.5 *+ 1.5)
-Flaéidéz generalizada
(17.6 + 2.62)

~-Muerte (entre 20 y 25 min)

{ n=3 )

Bajo esta dosis los
trastornos motores
fueron los siguien
tes:

-Sacudidas generaliza

das

~Contracciones diafrag-

méticas fuertes
-Brincos

-Pérdida del reflejo
de enderezamiento

-Muerte (entre 5 y 10
min)

( n=3 )

Tabla 1. Alteraciones en la conducta motora de la rata por la administracibn tip del RRu




Tabla 2. Efeccto del RRuw =obre la actividad de i1a GAD
en regiones del cerebro de la rata. Los
animales tratados fueron inyectados con RRu
(4.4 mg/Kg, ip) & horas antes del
sacrificio. Los resultados son promedios con
el error estandar de cada dato obtenido de un

. total de 10 ratas por grupo y wpresados en

‘nmolas de COz/mg de proteina/20min.




CORTEZA FRONTAL ESTRIADO HIPOCAMPO MESENCEFALO SUSTANCIA

N1 GRA
CONTROLES
5.12 + 0.31 5.42 4+ 0.43 4.23 + 0.27 8.28 + 0.61 27.47 + h.12
TRATADAS
5.24 + 0.25 5.51 + 0.32 4,74 + 0.41 8.36 + 0.4k ©25.57 + 3.96

Tabla 2. Actividad de la descarboxilasa glutdmica en varias .regiones del cerebro de ratas tfatadas con RRu (4.4mg/Kg)



Fig.

1.

Efecto del RRu sobre la liberacion de [THI1-GABA

estimul ada por K+ (47 m) de sinaptosomas
de hipocampo, mesencéfalo, estriado vy cbrteza
frontal del cerebro de ratas tratadas con RRu.
(4.4 mg/Kg, ip), después de 4 horas de 1l1la
inyeccion del colorante. Los puntos
representados son el promedio de entre 7 y 11
wperimentos por grupo. Las diferencias entre el
grupo control y el tratado =ze estimaron mediante
la prueba nte de Student, siéndo no
significativas en A, E y €, mientras qgue los
asteriscos en 1la figura D marcan los puntos en

los que se encontraran diferencias

~significatiVas (p < C.059). L.as barras hacié

arriba o hécia;abajo,de la figura D representan
el error estandar de los  datos obtenidos cada
minuto, en tanto que en 1las graficas @A, B y C

no se sefalan: para claridad de las mismas.
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Fig 1 . Liberacidn de ( sH)-CABA en diferentes regiones del cerebro

de ratas tratadas con RRu
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Fig.2.

Efecto del RRu sobre la liberacion de [(SH1-GABA
estimilada por < (47 M) en sinaptosomas de
Hipocambo, mesencéfalo, estriado Yy corteza
frontal del cerebro de rafaé que presantarun
convulsiones ténico—cldnicas en ¢l monento del
sacrificio, & horas después de la inyeccion del
RRu. lLos puntos representadeos son el promedio
de entre 66 vy 7 euperimentos por grupo. Las
diferencias entre ambos grupos experimentales
se pstimaron mediante la prueba "t” de Student,
resultafun sett no significativas. Las barvas

hacia arriba o hacia abajo de cada punto en las

figuras hg_B y € corresponden a 1los errores

- estandar del valor promedio de cada datoj en la

‘grafica D no ce sefalan 1los errores estandar

bara claridad de la mismna.
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Fig. 2. Liberacidn de (*11)~-GABA en diferentes regiones del

de ratas tratadas con RRu
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Fig. S.Efecto del RRu sobre 13 liberacion de L[3H1-GABA

esﬁimulada Spor KT (47 av), en sinaptosomas de
Chipocampo, mesencéfalo,. estriado vy corteza
frontal del cerebro de ratas tratadas con RRa
{4.4 mg/kg, ip). durante la convulsi on
ténico-clénica generalizada. tos puntos
representados son el promedieo de entre 5 vy &
uperimentos pot grupo. Las diferencias
encontradas por la prueba *"t? de Student no
fueron significativas. Con objeto de no quitar
claridad a estas graficas los errores esténdar

‘no.se presentan.
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Fig. 3 . Liberacidn de

(BH)—GABA a partir de sinaptosomas de diferentes

‘regiones del cerebro de ratas tratadas con RRu
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© QI DISCUSION Y COMCLUSIONES ' R
1.—- Efecto del Rojo de Rutenio zobre 1a conducta motora

.El ob jetivo central del presente trabajo fue determinar si
el RRw es capar de bloguear la liberacidén del neurotransmi sor
inhibidor GARA, por interaccidén con la membrana sinaptosomal,
para explicaf de esta manera el efecto convulsivante que tiene
esta droga in vivo. Inicialmente era entonces importante conocer
vla dosis apropiada de RRu, asi como sus efectos en el tiempd.

l.a accidén gue tiense 8] RRu in vivo, en la rata, asi comb en
ptros modeloz oxperimentales en 1los que se  han usado otras
especies animales (Tapia et al, 1976) es dependiente de 1la
dosis.

Estas observacionesz demuestran que el RRu es capaz de
inducir un efecto bifasico en la rata, ya que provoca  paralisis
fldcida generalizada y despuds convulsiones ténico-clédnicas, al
ser administrado por via sistémica, como habia sido encontrado
por Feria-Yelasco et al, (1982) . ‘El hecho de que la @ accidn
central del RRu, éétuvo bprecedida por un eétédo de VéaréliSié
- flacida, que es un efecto periféricn (Tapiay 1?82), sug;eré‘que
bel :cqmpuesto,- penetra lentamente Pa f#avés da ia ‘barfera
fhematoeﬁcéfélica, porque una‘ vez que 1o ha&e sus efectos
centrales predaminan sobre los perifeéricos.

El mecanismo que brovocayla pardlisis Fflacida, desde el

punto de vista neuroguimico, se ha determinado con base en

estuwlios realizados con anterioridad, que demuestran que
tanto 12 Aq-aminopiridina como 1la guanidina, gue facilitan
notablemente 1a liberacidén de neurotransmi sores mediante
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'1@ecanis@ds depéﬁdiénteg dé‘ba?;; .éch“‘cabaées déiantagpnizar 'lav
aceiaon paralizante del RRu (Tapia, 1952). For otra parte, el RRu
es capaz de inhibir l1a captacidn de calcio en los sinaptosomas,
estimul ada por despolarizacidén, 1o gue sugiere que esta droga
bloguea 1los canales de calcio sensibles a voltaje (Tapia et al,
1985). Todo é=sto indica, due dichos canales estéan involucrados en
el mantenimiento del tono muscul ar, y que probablemente estan
regul ando 1a liberacidn de acetilculina en la placa
neuwromuscul ar, en donde el RRu es capaz de inhibir la liberacion
’de neuwrotransmisores (Alnass vy Rahamimoff, 1273 ; Person y Kuhn,
1979).

l.La parilisis Fflacida .generalizada que se induce en las
ratas, es similar al efecto observado en el ratén y el gato,
después de l1a administracion intraperitoneal del colorante. Sin
embargo, las convulsiones ténico-cloénicas generalizadas, que se
observan en la rata después del periodo paralizante, No  ocurren
en las otras especiess, a menos gqgue el RRu se administre
intracranealmente.

Debido 2 que el RRu es  una molécuia policatidnica, es
dificily»cuncebir que sea capaz de atravesar membrénaé biol dgicas
,1ibreménte; Ademis, ya que el paso de sustancias no liposolubles
QE~5350 peso molecul ar & través de lés unidnés intercelulares en
el ‘endotelio de capilares cerebrales de mamiferos adultos es
‘réstringiﬁﬁ, parece remota la posibilidad de que el RRu sea‘capaz
de atravesar libremente la pared de los capilares cerebrales.

Estos hechos sugieren gue en 1a rata adulta, a diferencia de
lo que ocwrre en otros mamiferos, la penetracion del RRu al

tejido nervioso se lleva a cabo en &reas nerviosas que carecen de
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“barrera hematoencefdlica, o ésta es menos estricta.  Aunque es

dificil uplicar la razén de estas diferencias entre especies,
podria especularse que en la rata algunos capilares  cerebrales
vy/0 1la glia que los rodea, son mas permeables al RRu; 1o cual se
fundamenta en lozs trabajos realizados por Arauz-~Contreras vy
Feria—-Velasco (1e982), en los gue se muestra que el colnrénte es
capaz de atravesar wvasos sanguineos cerebrales en la rata, Y en
conpsecuencia, puede ejercer un efecto central cuando - es
administrado por via sistémica. Esto no parece ocuwrrir en losg
otros mamiferos en los que s ha probado el efecto del RRu sobre
la conductx motora, yva que la administracidn (ip) de la droga no
altera la actividad eléctrica del cerebrao, a ningan tiempo
después del tratamiento, lo cual sugiere un efecto nulo del
colorante sobre el sistema nervioso central de estos animales
(Tapia et al, 1927é4).

'Finalmente, es necesario mencionar que en todos los animales
tratados con 1a dosis convulsivante del RRu (4.4 wmg/Kg), el
patron  conductual fue constante, aunque hubo diferencias en la
duraci on de lésr'cnnductas descrités enl ios. fasultados. aqui
;ﬁresentadbs. Un hecho impbrtante‘que S débé'hacerrnptér, aes QUe
téprouimadamente ~después dev 6rﬁdras deyuia adminisﬁfacién- del
‘cdloréﬁfé,‘ las'convulsinnés puédeh serviﬁdﬁci&as al decapitar"a«
ioé animales, ' 1o cual sugiere que alg&h mecanil smo que. se genera
en el momento del  sacrificio,. vy que es dificil proponer,.
desencadena las convulsiones ténico-clonicas en las ratas

tratadas con RRu.
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lLa inhibicién en ia actividad de esta enzima ha sido
egpeci ficamente relacionada con la aparitién de convulsiones,
debido probablemente a gue in vivo su actividad estd acoplada a
I1a liberacién del neuwotransmisor inhibidor GABA . (Tapia, 1983).
Era entonces de interéds evaluar 1l1la posible relacidn del efecto
convulsivante del RRu con la inhibicidén de la GAD en diferentes
regiones cerebrales, especialamente en el hipocampo y la sustancia
nigra, las cuales se reconocen como altamente epileptogénicas
(Roberts, 1986) Y en estriado y corteza frontal, que son
estructuras relacionadas con el control de la actividad motora
(Ghez, 19285).

lLoe resultados obtenidos indican que no hay tal efecto
inhibidor del RRu, lo cual hace poco probable la participacidn de
éste mecani smo en 1a oCurirencia de las convul siones
tdnico—cldénicas generalizadas desencadenadas por al colorante.
Estos datos coinciden con resultados previos, en los que se
obseryvé que la 6GAD no se altera durante las convul siones
tﬂnico;clénicas produciﬂas por la. inyeccibn,intracranial del RRw.
(Meza-Ruiz y Tapia, 1978). Los valores mas altos en 1a actividad
B én;imética,se @bser#aroh en 1a sustaﬁ;ja nigra;' regiﬁn en 1avqﬁe‘
sze (1279) ha determinado altas activiéades esﬁecificas aila GAD
ien relacién con otras estructuras del tejido cerebral que también
han sido estudiadas. Segan Wu (1283), en la sustancia nigra se
observa un alto ndmero de réacciones positivas a la GAD en
terminales axdanicas que forman sinapsis axo—-somaticas Y

axo~dendriticas en esta regiodn, la enzima fue visualizada tanto
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por microscopia de luz como electraénica por un método basado - en

el empleo de inmunoperoxidasas.

Z.~ Efecto del Roio de Rutenio csobre 1a liberacion de L[3HI1-GABA

A pesar de gque las convulsiones producidas por la
administracién intracisternal o intraventricular del colorante,
pueden uplicarse por la accién inhibidora del RRu sobre 1la
liberacidén de GABRA en sinapsis centrales, debido a 1l1la accién
promi nentemente membranal de &1 RRu en sinaptosomas (Meza—-Ruiz vy
Tapia, 1978 ., zin duda 1a interpretacién de los resultados de
este trabajo o= dificil, por la gran complejidad del sistema
nervioso central, si los comparamos con 1a accidén paralizante que
s@ produce después de la administraciéon intraperitoneal de este
colorante. En efecto, en el sistema nervioso central son muchos
los newotransmisores cuya liberaciédn puede ser afectada por el
RRu, Yy por consiguwiente son también numerosos los circuitos
neuronales que pudieran estar alterados en su funcionamiento.

Sin embarqg®, como las convulsiones son la cunse;uencia final
de  wuna acfividéd excitatoria gue supera 1a capacidad del tejign
lneryioso»para~modular‘)a actiwvidad, es posibre'postuiar. sobfe,la
'baée del trabajc anterior ya cifadb,(ﬂezé—Ruiz y'Tépia,'1978), 9
de las numerosas evidencias que demuestran que los estados
convulsivos se desencadenan cuando la transmisiéon  GAaBAérgica
inhibitoria es bloqueada,. que en la accidn convulsivante del RRu
administrado sistémicamente pueda estar involucrada una
inhibicién de 1a liberacidon de GABA, no obstante, los resultados

obtenidos muestran que en estas condiciones experimentales, no




hé;‘ ihhibicidn 'alguﬁar éobre la liberacidnb de [3Hj~GABA
dependi ente de Ca=+*, a partir de terminales nerviosas aisladas,
en ninguna de las regiones estudiadas. Esto sugiere gque el RRu,
no estis actuando por este mecanisno, o bién que su efecto qgueda
enmascarado por otros eventos compensatorios que pueden estar
ocurriendo a nivel de terminales nerviosas, dado el largo periodo
que transcurre entre la administraciéon del colorante vy 1la
aparicién | del esfadn convul givo. Esta posibilidad debe

considerarse, va que, aunque no se observa la inhibicidén de la

liberacidn de (>-HI-GABA, en algunos de los resultados aqui
presentados (Fig, iDb, 2y 2B), tal parece que se genera un
aumento en la liberaciéen de C*HI1-GABA, en las terminales

nerviosas aisladas de los animales tratados con RRu, lo que
probablemnente corresponde a tal respuesta compensatoria. Es
interesante especular en este sentido que este incremento pudiera
estar dado por la liberacidn de GABA dependiente de Na* y no de
Ca=+, la cual se ha caracterizado en trabajos publicados con
anterioridad (lLevi y Raiteri, 19783 Aria= ot al, 1984%; ﬁrigs b4
 Taﬁié, 1986) . Asimishu,- éé ‘ha demdétradu que ia libefacipn de
Gaéﬁc en sinaptosomas, bajo condiciones  que despblarizan la
:maﬁﬁrana e inérementan’la entrada de‘Né+; es indéﬁendiente dE la
cbnceﬁtracién de Ca=+ citosdlico (Sihra et al, 1984). k
Dtra’ eplicacidn posible Zel efecto estimulador del RRu
sobre 1a liberac10nvde GABA seria que, aundue s supohe  una
incapacidad del RRu para aﬁravesar libremente las membranas de
las terminales nerviosas (Siﬁger et al, 19715, probablemente en
>1a rata, asi coOmo es capaz @ de atravesar la barrera

hematoencefalica, también sea capaz de entrar a las terminales
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herviosas: ‘Lé'ktonseéﬁenéié"de“ééthEErigl.iéa.ﬁos;bil;dad,jdé'
interactuar con 7 las membr anas de ias mitocondriés
intrasinaptosomales, en las que se ha observado que el RRu es un
bloqueador de 1a captwa de Ca®* (Vasington et al, 1972 3 Reed vy
Bygrave, i974 H f.uthra vy Olson, 1977). con 1a consecuente
elevacidén de 1la concentracion intraterminal de Ca=", lo cual
seria responsable del incremento en la liberacidn de [THI-GABA.

En conclusian, las convulsiones ténico-clénicas
aeneralizadas inducidas pof la administracidn sistémica del RRu

en la rata, parecen no deberse a una inhibicidén en la liberacion

de GAEBA, aunque las especulaciones que fueron mencionadas
anteriormente, pueden de algon modo wplicar la posible
participsacién de ézste neuwrotransmisor en las alteraciones

parotisticas desencadenadas por 1 RRu.

For otro 1adao, cabe mencionar que éste estudio se enfocd en
l1a cuantificacion de algunos par ametros neuroquimicos
rel acionados con la transmision GARAérgilca, por lo que, cono el
RRu eé un compuesto cuyo efecto presindptico pueds alterar la
~liberacién de todas las sustancias nowrcactivas cuyo mecanismo de
_liberacién es dependiente de Ca9*5v probablente sea otro mediédér‘
"ely iqu esta | propiciando ia épariciénf de yéonv01siohés,

ténico-clénicas en la rata.

47



REFEREMCIAS

Arauwzs—Contreras, J. v Feria-Velasco, 6. (17823 : Brain vessels
permeability to ruthenium (RR) in the adult rat. A qualitative
H—ray spectrometric study with the scanning electron microscope
(SEM). Ann. Froc. Electron Microsc. Soc. Amer. 401 202-203.

Alnaes, E. y Rahamimoff,R.J. ((1275) On the role of mitochondria
in transmitter release from motor nerve terminals. J. Fhysiol.
(l.ond.) 248: 285-304.

Arias, C.s Sitages, M. v Tapia, K. (1284) Stimul ation of
E*FH]l—-gama—aminobutyric acid release by calcium chelators
in synaptosomes.. J. Heurochem. 42: 1507-1514.

Arias, C. y Tepia, R. (198&) Differential calcium dependence of
gama—amincbutiric acid and acetvyvlicholine release in mouse  brain
synaptosones. J . Mewwrochem A47: 396—404.

Balzay. R. v Harris, A.B. (1981) Neuwrotr ansmi tter receptor and
biochemical changes in amonkey cortical epileptic foci. Brain
Res. 206: 3IB7—-404.

Baux, 6.. Simonneaw, . y Tauao, .. {19279) Transmitter release:
ruthenium red used to demonstrate a poscsible role of sialic acid
cconktaining substrates. J . Fhysiol. (iLond.) 291: 161-178.

Blaustéih, M. P., Johnson, E. M. v MNMeedleman, F. (1972) Calcium—

dependent norepinephrine release from presynaptic nerve endings
in vitro. Proc. Mat. Acad. Sci. (Wash) &69: 2237-2240.

Cooper, J. R., Bloom, F. E. vy FRoth, R. H. (1982) Amino Acids.
In: The Biochemical basis of Meuropharmacology. Edit. by Oxford
University press. Mew York, 249-294. i

Curtis, D. R (19273 Tetanus toxin and the synaptic release of
GABA. Brain. Res. S5i: 362-3I85. ’

De Groat, . C. (1272) GABA~depolarization of a gangliont
antagonizsm by picrotoxin and bicuculine. Brain Res. 381 429—-432.
Dingledine, R. y Somien,G. (1981) Calcium dependance of synaptic
transmission in the hippocampal slice. Brain Res. 207: 2168-222.

48



Feria—Vel asco, A., Arauz-—-Contreras, J. v Gomez~-Flascencia, J.
(1982) Induction of flaccid paralysis followed by seizure
activity by means of general administration of ruthenium red to
adult rats. Arch. Invest. Med. ((Mex) 13: 271-276.

Fricke, t. (19275) Trito=ol: A new scintillation cocktail based on
triton X-100. Analyt. Biochem. &3 355-8958.

Gale, [ (1986) Role of the substantia nigra in GABA—-mediated
anticonvulsant action Adv. dNMeuwrol. 44x: Z43-364.

Gheo C. (1985) Introduction to the motor systems. In:
Frinciples of neursal gscience edited by Fandel E£E. Elsevier Sci.
Publish. €Co. Inc. New Yoril, 429-442.

Hef fner . G. T:» Hartman, 6. J. y Seiden, 5. L. ((1980) A rapid
method for the regional dissection of the rat brain. Fharmacol.
EBiochem. Behav. 13: 453-45&.

Iversen, L. L. (1979) The chemistry of the Brain. Sci. Am. 241:
134-149,

Famino, Ko Masaharu, 0., Nobuhi oro, . v Akira, 1. (1976)
‘Calcium~binding of synaptosomes isolated from rat brain cortex.
Iv. Effectes of ruthenium red on the co—-operative nature of
calcium binding. J. Membrane Biol. (Washa.? 26 345-356.

atz . B. ¥y Miledi, R. (1%67) The release of acetylcholine from
nerve.  endings by  graded electric pulses. Froc. R. HSoc. B.
16722338, » , : :

L Kevin, J, (1996) Immunocytochemical . localization of - gama—
Caminobutyric . acid in the rat hippocampal. formation. = Newoscia.
lLLett. 69 712, :

Lee, H. Ky Dunwiddie, T. vy Hoffer, BH. {1980)
Electrophysiological interactions of enkephalins. with neuronal
ceirewitry  in the rat hippocampus. IX. Effects on interneuron

el tability. Brain Res. 184: 331-342.

Levi, GB. (i1984) Release of putative transmitter amino acids. Iins:
Handboolk of Meurochemistry. Vel. 6. Edit. Laitha, A. Flenum,
New York, 463-509,

49




Levi, 6. y Raiteri, M. (1978) HModulation of gama—aminobutyric
acid transport in nerve endings: role of  extracellular gama-
aminobutyric acid and cationic fluwt. Froc. Natl. Acad. Sci .
(Wash) 75: 2981-2985.

Llinas, R. v Nicholson, C. (1275) Calcium role in depolarization
secretion coupling an aequorin study in sguid giant synapse.
FProc. dMat. Acad. SBci. (Mash? 72 187-1920.

i-linas, R. ., Steinberag, 1. Z. v lWalton, K. (1276} Fresynaptic
calecium cwrents and their relation to synaptic transmissions
voltage clamp study in giant synapse and theoretical model for
the calcium gate. Froc. dNat. Acad. Sci. {(Wash) 73: 2918-2922.

lLéscher. W., Bohme, G., Muller, F. vy Fagliusi, 5. (1985
Improved method for isolating synaptosomes from 11 regions from
one rat brain: electron microscopic and biochemical
characterization and use in the study of drug effects on nerve
terminal gama—-aminobutiric acid in vivo. J. Meurochem. 45: 879-
889%.

Lowry, Q. H.. Rosebrough, M. J., Farr, A. L. v Randall, K. J.
(1951) Protein measurement with the folin phenol reagent.
J. Biol. Chem. 1923 265275,

fuft, J. H. (1971a) Ruthenium red and  violet i. Chemistry,
purification, methods of use for electron microscopy and
mechanism of action. Anat. Rec. 171: 3I47-368.

Luft, J. H. (19271b)Y Ruthenium red and violet 1l. Fine structural
localization in animal tizsues. Anat. Rec. 171z 369-372.

Lundh,  H. (1978) Effects of 4—aminopyridine on  neuromuscular
transmission.  Brain Res. 153: Z07-318. : Lo ‘

Lundh, H. v Thesleff, S. {1977) The . mode of action of
q—aminopyridine and guanidine on transmitter release from motor
nerve termninals. Euwr. J. Pharmacol. 42: 411-412.

luthra, R. yv Olson, M. (1977 The inhibition of calcium uptake
and release by rat liver mitochondria by ruthenium red.
FEES Lett, 8l: 142-1446. ‘ ,

Madeira, M. C. vy  Antunes—Madeira, M.C. (1274) Interaction of
rutheniuwmn red with igolated  sarcolemma. J. Membrane Biol.
17: 41-50.

S0



Meza-Ruiz, 6. vy Tapia, R.  (1978) [®H1-GABA release  in
synaptosomal fractions after intracranial administration  of
rutheniwum red. Brain Res. 1542 163~-1646,. :

Miledi, R. (19773) Transmitter rels=ase induced by injection of
calcium  ions  into nerve terminals. Fi o - Roy. Soc. Biol.
183 421-425.

Machshen, A. D. (1284) Selectivity of the Ca=2+* binding site in
synaptosome Ca®* channel. J. Gen. Physiol. 83: P41-9467.

Michol, R. A., NMlger, B. E. vy  Jahr, C.E. (1280) Enkephalin
blocl:s inhibitory patways in the vertebrate CiNS. Nature
287: 22-25,

Obata, K. (1974) Transmitter sensitivities of some nerve and
muscle cells in culture. Brain Res. 73: 71-88,

Olsen, K. W., Lamar, =. E. ¥ Bayless, J. D. (1977) Calcium-—
induced release of gama—-aminobutyric acid from synaptosomes:
effects of tramquilirzer drugs. J. Neurochem. 28: 299-3035.

Ferson, R. J. v Euhn, J. A. (1279 Depression of spontaneous and
ionophore—~induced tranemitter release by ruthenium red at the
newonuscul ar junction. Brain Res. Bull. 4z &LLF-E74.

Fumplin, D. W. ., Reece, T. S. v Llinas, R. (19813 Are the
membrane particles the calcium channels?. Proc. Nat. Acad. Sci.
(Wash) 78: 7210-7213.

Rahamimoff, R. v Alnaes, E. (1273) Inhibitory action of ruthenium
cred on newonuscul ar transmission. Proc. Mat. éAcad. Sci. (Wash.)
70z 36133616, : TR

Raiteri, M., Angelini, F. v Leviy, BG. (19274%4) ﬁ'simplé apparatus
for studying the release of newotransmitters from synaptosomes.
Eur. J. Pharmacol. 25: 411—-414. :

Reed, K. C. y Bygrave, F. L. (1974) The inhibition of
mitochondrial calcium transport by lanthanides and ruthenium red.
Biochem. J. 140; 143-155.

Ribal, C. E., Harris, A. B., Yaughn, J. E. y Roberts, E. (1979)
Inhibitory GABAergic nerve terminals decrease at sites of focal
epilepsy. Science 205: 211-214, :

S1




' Roberts, E.fg(1986)  Failure qf GaBéergiclinhibitiDn=‘ a key . to .
“lTocal and global seizures. Adv. Neurol. 44: 319-341.

Rubin, K. F. (1974) Calcium and the secretory process. Flenum
FPress, N. York. ;

Schramm, M. (19886) Calcium antagonist and caleium agonist drugs.
In: Ion channels in neural membranes. Edit. by Alan R., Liss Inc.
Mew Yorlk, 2132206,

Sihra, T. S.. Scott, I. G. y HMicholls, D. G. (1984) Ionophore
AZ23187, verspamil, protonophores and veratridine i nfluence the
release of gama—aminobutyric acid from synaptosomes by modulation
of the plasms membrane potendial rather than the cytosolic
calcium. J. Meurochem. 132 1&24-1H30.

Singer, M., Frishnan, M. Y Fyfe, A. D. ((1271) Fenetration of
ruthenium red into peripheral nerve fibers. Anat. Rec.
1731: 3I75-380,.

Sre, . Y. (1272) L -~Blutamate decarboxylase. In: Advances in
euperimental medicine and biology. Edit. by Flenum Fress,
Mew York. 123: 59-78,

Tapia, K. (19873 gama—Ami nobutvric acid: metabolism and
biochemistry of synaptic transmiassion. In: Handbook of
Neurochemistrv. Ynl.3 . Edit. Lajtha,s, A., Plenum Press M. York.
423466,

Tapi 3,4 R. (1982) ﬁntagonism of the ruthenium red-—-iunduced
paralysis in mice by 4-aminopyridine, guanidine and lanthanum. -
Neuwraosci. lett. 30: 73-77. '

Tapia, R. (1985) Effects of drugs on neurotransmitter release:
euperiments  In vivo and. In vitro. Newrosci. Biobehav. Res.
91 I9L-397. o , S

Tapia, R., Arias, C. y Morales E. (1985) Einding of lanthanum
ions and ruthenium red to synaptosomes and ijts  effects on
neurotransmitter release. J. Neuwrochem. 45: 1464-1470.

Tapia. R. v Avapara, J. (1269 Effacts of various substituted
hydrazones and hvydrazines of pyridoita 1-S—-phosphate on brain
glutamate decarbouylase. Biochem. Pharmacol. 18: 145-152.



. Tapia. R. y Meza-Ruiz,G. (1977) Inhibition by ruthenium red of .
the: calcium~dependent release aof E£PH3 GABA in synaptosomal
functions. Brain Res. 126 160166,

Tapia, R.,. Meza—-Ruiz, 6., Duran, L. y Drucker—Colin, R. (127&)
Conviul sions or flaccid paralysie induced by ruthenium red
depending on route of administration. Brain Res. ii6: 101109,

Vasington, F. D., Gazzoti, F., Tiozzo, R. y Carafoli, E. (1972)
The effect of ruthenium red on Ca®+ transport and respiration in
rat liver mitochondria. Biochem. Biophys. Acta (Amst.) 2546: 43—

54.

Waller, M. B, vy Richter, Jd. A. (1930) Effects of pentobarbital
and calcium on the resting and Kv-stimulated release of seaveral
endogenous newotransmitters from rat midbrain slices. Biochem.
Fharmacol. 29: 218%9-2198.

Watson, E. [ — Yicenzi, F. F. ¥ Davis, F. W. (1971) Ca=~
activated menbrane AfFasarselective inhibition by ruthenium red.
Biochem. Biophvs. Acta. 24%9: LO&~6H10.

Wu, J. Y. (1983) Decarbonylases: brain glutamate decarboxylase as
a model . Ins Handboolk of Meuwrochemistry edited by A. Lajtha.
Flenum Press, Mew Yoril. 111-131, .

]
A



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Objetivo
	IV. Materiales y Métodos
	V. Resultados
	VI. Discusión y Conclusiones
	Referencias



