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APH ácido 2-amino-7-fosfonoheptanóico 
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NA 

NMDA 
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RESUMEN 

La epilepsia límbica se manifiesta cuando se afecta la funci~N 

de estructuras cerebrales como el hipocampo CTINS 11<2>: 63, 

1988). Poi- otro lado, el Rojo de Rutenio CRRu> es un 

compuesto inorgánico que se ha empleado para estudiar las 

posibles alteraciones que provocan epilepsia a nivel experimental 

<Brain Res. 154: 163, 1978). En el presente trabajo 

ca1-acte1- izó que el RRu desencadena epilepsia límbica, 

se 

una 

vez que se administra en el hipocampo de la rata. Este 

compuesto se inyectó con ayuda de un aparato estereotáxico en 

el área CA¡ del hipocampo <1.5 nmolas en o. 1 µll' y 

posteriormente se analizaron los trastorno conductuales que 

manifiestan los animales inyectados. Se encontró que las ratas 

presentan los sígnos característicos de la epilepsia límbica, y 

en asociación la conducta de "sacudida de perro mojado" 

que es una manifestación de caracter no-convulsivo. Con base 

en la observación microscópica del hipocampo inyectado con el 

RRu, se encontró que este compuesto se concentra en los somas de 

las neuronas piramidales de esta estructura. Por este hecho se 

propuso que el RRu produce actividad epileptiforme al afectar el 

funcionamiento de tales neuronas excitadoras. Finalmente, a 

tfravés de la administración sistémica y/o intrahipocampal de 

fármacos que 

mediada por la 

7-aminobutírico 

afectan a la neuroti-ansmisión que se encuentra 

serotonina, 

CGABA>, se 

el ácido 

evaluó 

glutámico o el ácido 

la participación de 

estos neurotransmisores en la generación de las alteraciones 



que 

los 

produce el RRu. 

antagonistas 

En este estudio se identificó que 

serotoninérgicos y glutamatérgicos 

bloquean la conducta de SPM cuando se administran por vía 

sistémica. 
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INTROOUCCION 

Aspectos generales de la Epilepsia 

La epilepsia es una patología que se presenta cuando se 

alter-a el funcionamiento de las neuronas excitadoras e 

inhibidor-as del sistema nervioso centr-al <Dichter y Ayala, 1987>. 

Dur-ante esta patología las neuronas de algunas ár-eas del 

cerebro se mantienen hiperexcitadas a través de dos mecanismos 

principales. Por

producir- cuando 

un lado, esta condición anormal se puede 

hay una disminución o pér-dida de Ja eficacia de 

los sistemas inhibitorios GA8Aérgicos <Dichter y Aya la, 

1987; Rober-ts, 1986>, o una vez que se sobreactivan los cir-cuitos 

neur-onales excitator-ios que en su mayoría son glutamatérgicos 

<Dichter y Ayala, 1987>. 

El pr-imer concepto mencionado anter-iorente se demostr-ó al 

obser-var que la epilepsia se puede desencadenar-, al impedir- la 

síntesis del ácido T-aminobutír-ico <GABA> con dr-ogas como el 

ácido 3-mer-captopropiónico, la tiosemicar-bazida o la 

metoxipiridoxína <Tapia, 

con la toxina tetánica 

1975)' o 

<Fisher, 

al bloquear 

1989; Louis 

su liberación 

et al., 1987). 

También se pr-oduce actividad epileptifor-me cuando se afecta el 

funcionamiento 

neurotransmisor-, 

de los receptor-es postsinápticos de este 

con la penicilina, la bicuculina o la 

picrotoxina <Ben-Ar-i et al., 

De igual maner-a, la 

1981; Fisher-, 1989; Tapia, 1975). 

pérdida de la efectividad de la 

neurotransmisión GABAérgica favor-ece el establecimiento de la 

epilepsia crónica a nivel experimental. Ribak et al. <1979) 

demostró que hay una pérdida selectiva de las neuronas 



inhibitorias que contienen a la enzima de síntesis del GABA 

<glutamato descat-boxi lasa; GAD>, en la porción de la co1·teza 

cereb1·al en donde se produjo epilepsia focal con la crema de 

alúmina, probablemente por la presencia de actividad 

epiléptica sostenida. 

Posteriormente se demostró que la actividad de la GAD y el 

número de receptores GABAérgicos cambia, en los focos epilépticos 

corticales 

coba 1 to 

que 

(8akey 

se generan 

Harris, 

por 

1981; 

la aplicación tópica de 

y Ross y Craig, 1981). 

Dicha disfunción de la transmisión GABAérgica también se ha 

descrito en los diferentes modelos de epilepsia determinada 

genéticamente <Laird et al., 1984). 

Un segundo grupo de estudios confirmaron que la 

sobreactivación de los circuitos neuronales excitatorios 

también produce hiperexcitabilidad cerebral <Stone y Burton, 

1988). El L-glutamato y L-aspartato son los transmisores que 

generan tal anormalidad. 

Inicialmente, Hayashi (1954) demostró que la aplicación del 

ácido L-glutámico en la superficie de la corteza cerebral provoca 

convulsiones. Asimismo, Johnston <1972) describió que los 

aminoácidos excitadores, como el ácido N-metil-D-aspártico 

CNMDAl, producen epilepsia en los ratones. Tales evidencias 

sugirieron que los transmisores antes mencionados pueden 

provocar que las neuronas descarguen de un modo anormal. 

Sin embargo, el papel que juega la transmisión excitadora 

en la generación de crísis epilépticas se pudo evaluar con mayor 

detalle, hasta que se dispuso de los antagonistas específicos 
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de los receptores sensibles a tales neurotransmisores <Fagg et 

al., 1986; Sto ne y Surtan, 1988>. 

En dichas investigaciones se pudo comprobar que los 

receptores 

desa1·rol lo 

que 

de 

reconocen a 1 

varios tipos 

NMDA, se activan durante el 

de epilepsia que se producen 

experimentalmente (Stone y Burton, 1988). Este receptor- participa 

en la producción de crisis epilépticas debido a que su canal 

acoplado se activa de una manera dependiente del voltaje 

et al., 1984; Nowak et al., 1984>. 

(Mayer 

Durante la epilepsia se puede facilitar la activación del 

receptor tipo NMDA, ya que predomina la despolarización neur-onal 

dentro de la región afectada. Por cons1gu1ente, este evento puede 

acentuar el desbalance entre excitación e inhibición que 

pr-evalece en el sistema nervioso <Wheal, 1989). 

Además, los fár-macos con propiedades antagonistas sobre este 

receptor suprimen la epilepsia que producen, los diferentes 

agentes que bloquean la transmisión sináptica GABAér-gica, o los 

estímulos externos <luz, sonido) en los animales genéticamente 

pr-opensos a esta patología <Stone y Burton, 1988). 

Croucher- y colabor-adores <1982) fueron los primeros en 

encontrar que el ácido 2-amino-7-fosfonoheptanóico <APHl y 

otros antagonistas fosfonados que actúan sobre el receptor del 

NMDA, previenen las convulsiones generadas por la administración 

del pentilenetetrazol, las pr-ovocadas por sonido en los ratones 

DBA/2 y las producidas fóticamente en el mandri 1 <Meldr-um et al., 

1983>. Asimismo, tanto el ácido 2-amino-5-fosfonovalérico <APVl 

como el APH son capaces de inhibir las convulsiones que se 

3 



observan al administrar Jos antagonistas del receptor GABAA, la 

picrotoxina o la bicucuJina, asi como los inhibidores de la 

síntesis del GABA, el ácido 3-mercaptopropiónico o la 

tiosemicarbazida <Czuczwar y Meldrum, 1982; Piredda y Gale, 

1986). 

Tomando en cuenta que Jos disturbios de la transmisión 

GABAérgica o de la mediada por los aminoácidos excitadores pueden 

producir epilepsia, a continuación se describirán algunos 

aspectos farmacológicos de estos dos tipos de transmisiones 

sinápticas, y se hará énfasis en denotar el papel que Juegan 

éstas en la epilepsia que se genera en el hipocampo a través de 

diferentes mecanismos. 

Farmacología de la transmisión GABAérgica 

El GABA es el neurotransmisor inhibidor mas ampliamente 

distribuido en el cerebro <Turner y Whittle, 1983). Este 

neurotransmisor hiperpolariza a las neuronas debido a que genera 

una corriente entrante de iones cloro cuando interactúa con 

algunos de sus receptores <Bormann,1988). Tal efecto fisiológico 

se puede reproducir con drogas como el muscimol o el THIP 

<4,5,6,7,tetrahidroisoxazolo (5,4-cJ piridin-3-ol), y 

bloquear con la bicuculina o la picrotoxína <Turner y 

Whittle, 1983>. 

Con bas~ en estudios de unión con ligandos radioactivos se 

propuso que los agonistas GABAérgicos antes mencionados (muscimol 

y THIP>, la bicuculina y el propio GABA, comparten el mismo 

sitio de acción dentro del complejo proteico que conforma al 

receptor de este aminoácido <Olsen, 1987). 
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Este hecho se determinó al considerar que estos fármacos 

pueden desplazar a dicho neurotransmisor de sus sitios de unión 

específicos que se localizan en las membranas sinápticas. Por 

esta razón, la bicuculina se considera un antagonista competitivo 

del receptor del GA8A COlsen, 1987; Turner y Whittle, 1983>. 

Los receptores del GASA que son sensibles a la bicuculina se 

conocen como receptores GABAA <Bormann, 1988). El receptor GA8AA 

está conformado por el sitio al que se une el GA8A, su canal 

asociado y por otros componentes proteicos acoplados que son 

capaces de modular tanto la afinidad que tiene 

el ligando por el receptor, como la disponibilidad del sitio al 

que se une el neurotransmisor inhibidor (8ormann, 1988; Turner y 

Whittle, 1983) <Fi g. 1 ) • Estos componentes adicionales 

corresponden a los sitios de unión de las benzodiacepinas y los 

bar bi túr i cos. 

Un segundo tipo de receptor GA8Aérgico, el denominado GA8A 8 , 

se activa selectivamente por su ligando específico, el baclofen 

(~-p-clorofenil-GA8Al. Este receptor difiere en varios aspectos 

del receptor GA8AA "clásico" <8ormann, 1988>. 

En el sistema nervioso se han reconocido dos subtipos de 

este receptor GA8Aérgico (8ormann, 1988). Uno de ellos afecta 

una corriente entrante de calcio que es dependiente de voltaje en 

las neuronas del ganglio de la raíz dorsal (8ot·mann, 1988), y en 

las terminales de las células bipolares de la retina <Maguire et 

al., 1989). Este receptor se localiza a nivel presináptico en la 

médula espinal <Kerr et al., 1987) y en la retina <Maguire et 

al., 1989), y además, modula la liberación de neurotransmisores 

.... 5 



Sinapsis GABAérgica 

Tennnal nenlosa 

. Fig . l. Rep.-as•ntacidn da la sinapais GABA6.-gica en donde s• 

muaet.-a del .-acepto.-

CEsquama modificado de Rlcha.-d• et al., 1988>. 



que es dependiente de calcio <Bormann, 1989>. 

El segundo subtipo de este receptor activa una corriente 

saliente de potasio 

hipocampo <Soltesz 

en las neuronas piramidales del área CA 1 del 

et al., 1988>. Dicho evento dependiente de 

potasio da origen a los potenciales postsinápticos inhibitorios 

tardíos que son bloqueados por el antagonista del receptor GABA 8 , 

el ~aclo~en CSoltesz et al., 1988>, y que persisten en presencia 

de la bicuculina (Newberry y Nicoll, 1984>. Estos 

receptores GABA8 se localizan postsinápticamente en el 

hipocampo y la neocorteza <Karlsson et al., 1988; Soltesz et al., 

1988)' y se encargan de hiperpolarizar a las células nerviosas 

<Soltesz et al., 1988). 

Ambos tipos de receptores GA8Aérgicos se encuentran 

acoplados a sus canales respectivos a través de proteínas G 

sensibles a la toxina pertusis <Bormann, 1988>. 

La transmisión sináptica GABAérgica en el hipocampo 

En el hipocampo se han descrito varios 

interneuronas inhibidoras que se encuentran 

di~erencialmente, y que poseen características 

especí~icas <Andersen, 1987). 

tipos de 

distribuidas 

mor~ológicas 

Por una parte, las células en canasta se localizan en el 

borde del estrato radiado y el oriens de la región CA 1 del 

hipocampo. Estas interneuronas interactúan con el soma de las 

neuronas piramidales a través de una sinapsis de tipo axosomática 

<Fig. 2l, y además reciben a las colaterales axonales de dichas 

neuronas piramidales <inhibición recurrente) (Andersen, 1987l. 

Un segundo tipo de interneuronas, es un grupo de células con 
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axones cortos que se les ha denominado colectivamente células 

estrelladas, y que se localizan en el estrato lacunoso-molecular 

del hipocampo. Este tipo de neuronas establece el contacto 

sináptico sobre las dendritas apicales de las células piramidales 

excitadoras CAnde1·sen, 1987l CFig. 2l. Finalmente, se ha descrito 

que un tercer tipo de neuronas, las células en candelabro, se 

localizan dentro del estrato piramidal 

CAndersen, 1987). Los axones de 

terminan alrededor del segmento inicial del 

neuronas piramidales CAndersen, 1987) CFig 2l. 

en 

dichas 

la región 

células 

axón de las 

A través de la aplicación de técnicas inmunocitoquímicas se 

ha demostrado que muchas de estas neuronas contienen a la GAD 

<Walaas, 1983l. Además, tal parece que la excitabilidad de las 

neuronas piramidales del hipocampo, está controlada por el efecto 

inhibitorio tónico que ejercen dichas interneuronas GA8Aérgicas 

<Roberts, 1986 > • 

Por medio de acercamientos electro~isiológicos se ha 

caracterizado que el efecto hiperpolarizante que ejercen las 

interneuronas GABAérgicas sobre las neuronas piramidales está 

conformado por dos componentes: (al un evento temprano que 

se produce por la activación de los receptores GABAA y en 

consecuencia es dependiente de cloro, y (bl un componente 

lento que se desencadena por la activación de receptores 

GA8A 8 y que es dependiente de potasio <Newberry y Nicoll, 1984). 

El componente tardío desaparece cuando se aplica el antagonista 

del receptor GA8A8 , el faclofen <Soltesz et al., 1988)' 

insensible a la acción de la bicuculina <Newberry y Nicoll, 

8 

y es 

1984) 



Entradu Inhibitorias 

Cii.lala ~•tnllada 
G.UA 

Fig. 2 Diagrama que muestra los diferentes . tipos de 

interneuronas GABAérgicas y la región de la neurona piramidal 

sobre la que establecen el contacto ain4ptico. La célula en 

canasta interactúa con el soma da la neurona piramidal, mientras 

que la c6lula en candelabro establee• el contacto •in6ptico sobre 

.el segmento inicial del aKOn. La interneurona estrellada actúa 

sobre las . dendritas de las mismas neronas e>ecitadora& 

<Andersen, 1987>. 

~· 



<Fig. 3>. 

El componente temprano, 

postsináptico inhibidor <PPSI) 

en el hipocampo ya que es 

que no es más que el potencial 

temprano, tiene gran importancia 

el responsable de producir la 

inhibición de tipo recurrente que controla la actividad de las 

células piramidales <Wheal, 1989>. Los PPSI tempranos se generan 

cuando se activan las células en canasta que innervan el soma de 

las neuronas piramidales, así como, por acción de las 

interneuronas en candelabro que interactúan con el segmento 

inicial del axón de las mismas células piramidales <Wheal, 1989>. 

Por otro lado, los PPSI tardíos se registran a nivel dendrítico 

una vez que se activan las sinapsis que se establecen entre las 

células estrelladas y la porción dendrítica de las células 

piramidales <Andersen, 1987; Wheal, 1989J <Fig. 3). 

En otros estudios se pudo confirmar que la inhibición 

GABAérgica regula la actividad intrínseca de las neuronas 

excitadoras del hipocampo (Kemp et al., 1986; Revira et al., 

1984). En dichos trabajos se demostró que los agonistas del 

receptor GABAA' el muscimol o el THIP, suprimen completamente la 

actividad excitadora de las células piramidales del área CA 1 que 

se produce al estimular las fibras comisurales-colaterales de 

Schaffer <Kemp et al.,1986J. 

Además, Ault y Nadler ( 1983) describieron que el agonista 

selectivo del receptor GABA8 , el baclofen, produce también una 

inhibición completa de la actividad excitadora que se genera en 

el área CA 1 ; tal efecto es insensible a la aplicación de la 

bicuculina o la picrotoxína. Sin embargo, el efecto que producen 

:1.0 
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Fig. 3 Esquema en el que se muestran los PPSI que •• registran 

en la• neuronas piramidales del hipocampo. En el recuadro de la 

izquierda se muestra al PPSl "temprano" que se produce cuando se 

activan los receptores GABAA som~ticos. En la derecha se 

presenta el PPSI "tardío" que se observa cuando se activan los 

receptores GABA9 dendríticos. En la parte inferior de la 

figura se presenta el registro intracelular de una neurona 

piramidal, en el que•• señalan los 2 tipos de PPBI que produce 

el GABA · y que se ·indican en los recuadros. Abreviaturaa1 

Gel-• conductancia de Cl 

modificada de Avoli, 1988>. 

y + gK+•conductancia de K • <Figura 



Jos agonistas del receptor GABAA (parrafo anterior> se bloquean 

cuando se administran Jos antagonistas antes mencionados IKemp et 

al., 1986). 

Es importante mencionar que gracias a los estudios hechos en 

rebanadas del hipocampo, se sugirió que el baclofen posee 

propiedades anticonvulsivantes. Dicho antagonista es capaz de 

bloquear las descargas epileptiformes de las células piramidales 

de la región CA 3 que se desencadenan por la aplicación de 

bicuculina, ácido kaínico o altas concentraciones de potasio 

<Ault et al., 1986; Swartzwelder et al., 1986). De igual manera, 

el baclofen deprime la actividad epiléptica que produce el ácido 

kaínico in vivo, y en consecuencia reduce la degeneración 

neuronal en el hipocampo <Ault et al., 1986al. 

Farmacología de la transmisión glutamatérgica 

Los ácidos glutámico y aspártico son los transmisores 

excitadores más abundantes en el sistema nervioso central <SNCl 

<Cotman et al., 1987). El efecto fisiológico que ejercen dichos 

aminoácidos se produce cuando se activan diferentes receptores 

que se localizan en las membranas neuronales <Mayer y Westbrook, 

1987). Se han caracterizado pre-Ferentemente tres subtipos de 

receptores que reconocen a estos transmisores excitadores. Dichos 

receptores se denominaron de acuerdo al agonista selectivo que 

los activa. Uno de ellos reconoce al NMDA que es un análogo 

estructural del ácido aspártico <Stone y Burton, 1988). El 

segundo se activa por el ácido kaínico, y el tercero por 

el ácido quiscuálico, que son análogos del ácido glutámico <Mayer 

y Westbrook, 1987). 



El receptor del NMDA está asociado a un canal que es 

permeable a los iones Ca 2+ y Na+ CMayer y Westbrook. 1987), Este 

receptor y su canal acoplado conforman un complejo proteico que 

posee varios sitios adicionales que regulan su actividad 

<Reynolds y Mlller, 1988), Por ejemplo, el canal de este receptor 

se bloquea con el magnesio a través de un mecanismo que es 

dependiente del voltaje <Mayer et al., 1984; Nowak et al., 

<Fig. 4>. 

1984> 

Johnson y Ascher <1987) demostraron que la glicina facilita 

el efecto excitador que ejerce el NMDA. De este modo, la glicina 

se comporta como neurotransmisor inhibidor cuando activa al 

receptor que incrementa la permeabilidad de los iones Cl en 

la médula espinal, y además potencia la excitación que produce 

el NMDA. Este último efecto que produce la glicina no se 

antagoniza con la 

inhibidor 

estricnina que es el 

<Thomson, 

bloqueador 

1989). receptor 

aminoácido incrementa la frecuencia de apertura del canal 

del 

Dicho 

que 

está acoplado al receptor del NMDA, debido a que facilita 

la interacción del agonista con su sitio de unión <Thomson, 

1989). Por consiguiente, se ha propuesto que hay un acoplamiento 

directo entre el receptor del NMDA, su canal acoplado y un 

receptor de la glicina que es insensible a la estricnina 

4). 

<Fig. 

Por otro lado, la fenilciclidina <PCPJ y la ketamina se 

comportan como antagonistas no competitivos, debido a que se unen 

a un segundo sitio de regulación que se encuentra dentro del 

canal de este receptor <Lodge y Johnson, 1990) (fig.4). Sin 
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embargo, los anestésicos antes mencionados así como el MK-801, 

pueden antagonizar al receptor únicamente cuando el canal se 

encuent1·a ab1e1·to <Huettner y Sean, 1988). 

Un sitio adicional que es ocupado por el zinc <Zn2+¡ también 

bloquea al receptor del NMDA <Peters et al., 1987; Westbrook y 

Mayar, 1987). El Zn2 + actúa en un sitio diferente al del Mg 2 + que 

se localiza en la parte extracelular de la membrana neuronal. 

Los receptores que son sensibles al ácido quiscuálico se han 

subdividido en dos tipos. Uno de ellos está acoplado a canales 

de Na+, y el segundo subtipo se encuentra asociado a un sistema 

de segundos mensajeros que mobilizan al Ca2+ de pozas 

intracelulares <Murpl,y y Miller, 1988). El efecto despolarizante 

que produce el ácido quiscuálico puede ser potenciado por el zn2+ 

<Peters et al., 1987), y bloqueado por el 6-ciano-7-nitroquinoxa

lina-2,3,-diona <CNQX). 

El ácido kaínico despolariza a las neuronas a través de la 

activación de un canal que incrementa el influjo de Na+. Este 

receptor es bloqueado por el CNQX al igual que el del 

quiscuálico <Mayer y Westbrook, 1987). 

La tranemieión eináptica glutamatérgica en el hipocampo 

ácido 

En el hipocampo, la transmisión excitadora ocurre por medio 

de la activación de una vía trisináptica <Andersen, 1987; Lambert 

et al., 1989). El primer relevo sináptico se establece entre las 

terminales de las fibras que provienen de la corteza entorrinal, 

y las células granulares del giro dentado del hipocampo a través 

de la vía perforante. Subsecuentemente, las células granulares se 

comunican con las neuronas piramidales del área CA3 por medio de 
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Fig. 4 Representación del receptor que reconoce al NMDA. En el 

esquema se muestran los diferentes sitios que regulan la 

actividad de este receptor y que ee mencionan en el tewto. La 

acción del NMDA puede ser bloqueada farmacológicamente de tres 

manaras: con antagonistas como el CPP que compiten con el NMDA 

por el mismo sitio de unión, al bloquear el sitio de la glicina 

con el HA-966 y con antagonistas no-competitivos como el MK-801 

CMcDonald y Johnston, 1990>. 



las fibras musgosas. Finalmente, las neuronas piramidales del 

sector CA3 envían sus fibras axonales, conocidas como fibras 

colaterales de Schaffer, hacia la región CA 1 en donde establecen 

el contacto sináptico con las neuronas piramidales de esta área 

<Andersen, 1987; Lambert et al., 1989) <Fig. 5). 

La excitación que resulta de la activación de esta vía 

trisináptica está mediada por diversos receptores que son 

sensibles a los acidos L-glutamico y L-aspartico (Lambert et 

al., 1989). 

Dentro de este grupo de receptores, aquéllos que se activan 

por el ácido kaínico así como los sensibles al ácido quiscuálico, 

son los presuntos responsables de generar a los potenciales 

postsinápticos excitatorios <PPSEl t'ápi dos en el hipocampo 

<Herron y Forsythe, 1989; Lambert et al., 1989). Esta idea se 

fundamenta en el hecho de que el bloqueador de los receptores del 

tipo "no NMDA", el CNQX, es capaz de reducir marcadamente el 

componente rápido en las tt'es sinapsis <Lambert et al., 1989). 

Por otro lado, los receptores que activa el NMDA están 

involucrados en la producción de los PPSE lentos <Herron y 

Forsythe, 1989; Lambert et al., 1989), ya que el APV es capaz de 

reducirlos o incluso abolirlos <Herron y Forsythe, 1989; Lambert 

et al., 1989). Además, tal PPSE se facilita marcadamente tanto 

en amplitud como en duración, cuando las rebanadas del hipocampo 

se mantienen en medios libres de magnesio <Herron y Forsythe, 

1989; Lambert et al., 1989). Aparentemente estos potenciales 

excitatorios ocurren en los tres relevos sinápticos del hipocampo 

<Lambert et al., 1989). 
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Fig. 5 
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Representación de las conexiones e><citadoras que se 

entre las neur-c..; >S piramidales de las diferentes 

regiones del hipocampo. En la parte inferior se muestra la 

secuencia de activación de dichas neuronas piramidales, y se 

señalan las 2 vías eferentes principales que proyectan del área 

CA 3 y del subículo. Abreviaciones: ALVEUS <ALVl; HAZ ANG. <HAZ 

ANGULAR~; FIMBRIA <FIM>; VIA PERFORANTE LATERAL <VPLl; FIBRAS 

MUSGOSAS <FM>; VIA PERFORANTE MEDIAL (VPM>; VIA PERFORANTE <VP)¡ 

COLATERAL DE SCHAFFER <CSl; Subículo <Sub>. Andersen, 1987. 



Participación de los receptores tipo NMDA en la generación de 

estados de hiperexcitabilidad hipocampal 

Sobre la base de estudios autoradiográficos se ha descrito 

que el hipocampo tiene la mayor densidad de receptores tipo NMDA 

(Cotman et al., 1987). Además, en otros trabajos se puntualizó 

que la porción dendrítica de las neuronas piramidales del área 

CA 1 del hipocampo es particularmente rica en estos receptores 

(Lambert et al., 1989>. A pesar de esta gran abundancia, dicho 

receptor no participa directamente en el establecimiento de la 

transmision sináptica excitadora rápida hipocampal 

Forsythe, !989l. 

(Herron y 

Por el contrario, se ha propuesto que el receptor del NMDA 

puede amplificar el grado de excitación del hipocampo (Lambert et 

al., 1989). Para retomar esta idea, es importante considerar que 

el efecto despolarizante que ejerce el NMDA está regulado por el 

magnesio de 

<Mayer et al., 

el magnesio 

una manera dependiente del potencial de membrana 

1984; Nowak et al., 1984). Este efecto que ejerce 

decrece cuando la membrana neuronal se 

encuentra despolarizada (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984>. 

Por consiguiente, el receptor tipo NMDA se ve liberado del 

bloqueo que ejerce dicho catión divalente cuando se genera un 

estado de despolarización sostenida, por lo que, puede contribuir 

a la permanencia de tal estado de despolarización <Herron y 

Forsythe, 1989). 

Esta observación tiene implicaciones importantes en ciertas 

condiciones anormales, tales como durante la epilepsia. En esta 

patología se incrementa la liberación de transmisores 
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excitador-es, y en consecuencia las neuronas se encuentr-an 

prefentemente despolar-izadas. Por esta r-azón, se facilita la 

activación de los canales acoplados al r-eceptor- del NMDA 

y For-sythe, 1989 >. 

<Her-r-on 

Además, se puede r-egistr-ar- un componente despolarizante que 

se encuentr-a mediado por- el r-eceptor- sensible al NMDA, cuando la 

inhibición sináptica del hipocampo se afecta con dr-ogas 

1990>. De convulsivantes como la bicuculina (Oingledine et al., 

este modo, la excitación que pr-oducen los r-eceptores tipo NMDA, 

puede amplificar- la hiper-excitabilidad que desencadenan los 

antagonistas del GASA en el hipocampo <Dingledine et al., 1990; 

Her-ron y For-sythe, 1989>. Por- tales hallazgos se ha sugerido 

que la tr-ansmisión GABAérgica puede modular 

de este receptor- dur-ante la epilepsia. 

la par-ticipación 

Finalmente se ha llegado a demostr-ar que los PPSE se pueden 

prolongar por la activación de este r-eceptor-, hasta que las 

neur-onas tienen una actividad de tipo epileptifor-me en pr-esencia 

de agentes convulsivantes. Al par-ecer-, la actividad epileptifor-me 

de las neur-onas del hipocampo se puede consider-ar- como una 

r-espuesta que se encuentra influenciada por la activación del 

receptor tipo NMDA, ya que los antagonistas selectivos de este 

receptor se comportan como antiepilépticos en tales instancias 

<Dingledine et al., 1990>. 

Par-ticipación del hipocampo en el desarrollo de epilepsia parcial 

La epilepsia se ha clasificado en dos tipos pr-incipales de 

acuerdo a su sitio de origen. Se habla de una epilepsia 

generalizada cuando la actividad paroxística ocurre 
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bilateralmente y de un modo sincrónico en ambos hemisferios 

cerebrales. Por el contrario, cuando las descargas epileptiformes 

ocurren en una parte circunscrita del cerebro se le reconoce como 

una epilepsia parcial o de origen focal CGloor y Fariello, 1988>. 

Dentro de las epilepsias parciales se encuentran aquellas 

que se originan en alguna estructura limbica. Desde el punto de 

vista experimental, una vez que se estimula eléctricamente la 

amígdala o el hipocampo se observan los signos conductuales 

característicos de la epilepsia límbica en la rata CGirgis, 

1981). De igual manera, la inyección intrahipocampal de varios 

convulsivantes, como el ácido kaínico, produce este tipo de 

manifestaciones epilépticas C8en-Ari et al., 1981>. 

Se ha caracteriza do que en 1 a rata 1 a actividad 

epileptiforme de origen límbico se acompaña de una manifestación 

conductual de carácter no convulsivo que es la conducta de 

"sacudida de perro mojado" CSPM>. 

La conducta de SPM puede ocurrir como respuesta a una gran 

la variedad de manipulaciones farmacológicas, tales como 

inyección de los péptidos opioides endógenos (Lee et al., 1989), 

el ácido kaínico Clsaacson y Lanthorn, 1981), el 

5-hidroxitriptofano CBedard y Pycock, 1977) y por la interrupción 

de la administración de la morfina CWei, 1973). 

Asimismo, la estimulación eléctrica de áreas límbicas como 

el hipocampo CLerner-Natoli et al., 1984), la amígdala CSquillace 

et al., 1980), la corteza entorrinal CFrush y McNamara, 1986) o 

el septum <Le Gal La Salle y Cavalheiro, 1981>, son otras 

estrategias experimentales que producen actividad epileptiforme 

20 



en asociación con SPM. 

En algunos trabajos se ha descrito que la activación de las 

neuronas del hipocampo es importante para observar esta conducta 

<Frush y McNamara, 1986; Grimes et al., 1988). De este modo, la 

lesión de las neuronas del área CA3 o de las células granulares 

del giro dentado del hipocampo, suprime la aparición de SPM que 

se asocian con la epilepsia <Frush y McNamara, 1986; Grimes et 

al., 1988>. En dichos estudios se sugiere que al activarse las 

células del hipocampo, se activan de un modo secundario algunas 

estructuras extralimbicas que residen en áreas motoras 

~inalmente son las responsables de generar esta conducta. 

En la literatura existe controversia sobre el 

y que 

tipo de 

transmisión nerviosa que regula la expresión de esta conducta 

<Handley y Singh, 1986). Sin embargo, se ha indicado que las SPM 

se presentan una vez que se activan las neuronas serotoninérgicas 

del SNC <Handley y Singh, 1986; Tricklebank, 1985). Dicha 

aseveración se sustenta en los estudios que describen que la 

conducta de sacudida, se produce por la administración de algunos 

agonistas serotoninérgicos o con el precursor de este 

neurotransmisor, el 5-hidroxitripto~ano <Bedard y Pycock, 1977). 

Además, ciertos trabajos indican que esta conducta se observa 

cuando se 

<Handley y 

impor-tante 

activa el receptor tipo 2 de este neurotransmisor 

Si ngh, 1986; Yap y Taylor, 1983). Asimismo, es 

mencionar que aunque existen varios agentes que 

producen SPM, como se indicó anteriormente, en la mayoría de los 

casos éstas se supr-imen con los antagonistas especi~icos de los 

receptores serotoninérgicos (Handley y Singh, 1986). 
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ANTECEDENTES 

Es evidente que existen una gran cantldad de agentes que son 

capaces de producir epilepsia experimental a través de diferentes 

mecanismos. En esta sección se describirán las acciones que 

ejerce el rojo de rutenio sobre los diferentes procesos 

fisiológicos en los que se ha valorado su efecto, y que 

justificaron su aplicación como convulsivante en este trabajo de 

tesis. 

El colorante inorgánico rojo de rutenio <RRul es un agente 

capaz de bloquear la unión o el transporte de calcio en 

diferentes preparaciones biológicas. Inicialmente se describió 

que el RRu inhibe la captura de calcio mitocondrial <Moore, 

1971; Vasington et al., 

Olson, 1977). 

1972; Reed y Bygrave, 1974; Luthra y 

De igual manera, dicho compuesto bloquea la unión del Ca2 + 

al sarcolema aislado <Madeira y Antunes-Madeira, 1974>; ya que 

esta inhibición no depende de la concentración de RRu en el medio 

de incubación, se propuso que el colorante no compite con el Ca2 + 

por el mismo sitio de unión. 

que fueron observados por 

Estos hallazgos coinciden con los 

Reed y Bygrave (1974) quienes 

trabajaron con membranas mitocondriales. 

Además, el RRu inhibe selectivamente a la enzima que es 

responsable del transporte activo del calcio, la ATPasa del 

calcio, que se encuentra presente en mitocondrias <Vasington et 

al., 1972>, en el sarcolema <Madeira y Anunes-Madeira, 1974) y en 

las membranas de eritocitos aisladas <Watson et al., 1974). 

Por otro lado, se ha reconocido ampliamente que la entrada 
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de calcio a las terminales nerviosas presinápticas, es un evento 

que se r-equier-e pa1-a desencadenar- la 1 i be1-aci ón de 

neurotransmisores. Tomando en cuenta esta idea, se valoró el 

efecto que ejerce el RRu sobre la unión y el transpor-te de calcio 

en terminales nerviosas aisladas <si naptosomas). En estos 

estudios se reportó que el RRu inhibe de un modo no-competitivo, 

la unión del calcio a los sinaptosomas aislados de la corteza 

cerebral de la rata <Kamino et al., 1976). Aunque el sitio de 

unión específico de este colorante no se ha descr-ito con 

precisión, se ha propuesto que el RRu se combina fuertemente con 

las glicoproteínas de la membrana sinaptosomal que probablemente 

están conformando al sitio de unión del calcio <Kamino et al., 

19761. Este sitio de interacción del RRu se sugirió con base en 

los trabajos que describen que este compuesto se une a las 

glicoproteínas de las membranas celulares <Luft, 1971>, y por el 

hecho de que inhibe la unión del calcio a las glicoproteínas 

aisladas de membranas mitocondriales (Sottocasa et al., 1972). 

Asimismo, el RRu se une a las terminales nerviosas aisladas 

e impide la entrada de calcio estimulada por despolarización, 

sin afectar el influjo basal de este catión <Tapia et al., 1985). 

Por tal razón, se sugirió que el RRu es capaz de bloquear a los 

canales de calcio dependientes de voltaje que se encuentran 

presentes en los sinaptosomas <Tapia et al., 1985). 

El efecto que ejerce el RRu sobe las membranas sinápticas 

sirvió para sustentar la idea de que este compuesto podría tener 

la capacidad de bloquear la transmisión sináptica química, al 

impedir la liberación de transmisores tanto a nivel central como 

periféricamente. 



Rahamimoff y Alnaes (¡q73) demostt'é.H'"On que el RRu inhibe la 

liberación estimulada de transmisores en la unión neuromuscular, 

y sugieren que este efecto se debe a la combinación firme del 

colorante con los sitios del calcio que se ubican en la membrana 

presináptica. Por otl"o lado, Person y Kuhn, (1979) confirmaron el 

efecto bloqueador que ejerce el RRu sobre la liberación de 

acetilcolina en la sinapsis neuromuscular. 

El efecto inhibidor que ejerce el RRu sobre la liberación de 

neurotransmisores que es dependiente de calcio, también se 

observó al utilizar terminales nerviosas aisladas del 

<Tapia y Meza-Ruíz, 1977>. 

cerebro 

Además de los experimentos realizados en preparaciones 

aisladas que sug i et'en que el RRu es un catión capaz de 

interrumpir 1 a secreción de sustancias neuroactivas, se 

desarrollaron algunos estudios in vivo que confirmaron dicho 

efecto. En estos trabajos se observó que el RRu tiene efectos 

diferenciales que dependen de la vía de administración que se 

utilice. Cuando el RRu se administra por- vía intraperitoneal 

produce un estado de parálisis flácida en ratones y gatos <Tapia 

et al., 1976), en tanto que si se inyecta directamente en el 

cerebro se comporta como un agente excitador y desencadena 

convulsiones tónico-clónicas generalizadas <Tapia et al., 1976). 

Aparentemente, ambos efectos se generaron por el disturbio 

de algún mecanismo dependiente de calcio, ya que tanto el efecto 

paralizante como las convulsiones generalizadas se previnieron 

por la inyección de cloruro de calcio <Tapia et al., 1976l. 

Además, un agente quelante del Ca 2 +, el EDTA, ejerce efectos 
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parecidos a los que produce el RRu <Tapia, et al., 1976>. 

En otros estudios se comprobó que la parálisis flácida es el 

resultado del efecto que ejerce el RRu a nivel presináptico 

<Tapia, 19821. En dicho trabajo se administraron compuestos que 

facilitan la liberación de neurotransmisores en la unión 

neuromuscular, tales como la 4-aminopiridina o la guanidina 

<Lundh, 1978; Lundh y Thesleff, 19771, a los ratones en estado de 

parálisis flácida. A través de esta estrategia experimental se 

pudo antagonizar el efecto paralizante que ejerce el RRu. Por 

consiguiente, la parálisis producida por este agente se atribuyó 

a una probable inhibición de la liberación de acetilcolina 

dependiente de calcio. 

Tomando en cuenta que el GASA es uno de los 

neurotransores inhibidores que participa en el control de la 

excitabilidad neuronal, se propuso que las convulsiones 

producidas por el RRu podían ser el resultado de la deficiencia 

en la liberación dependiente de calcio de este transmisor. 

Esta hipótesis se confirmó al observar dicha disminución de la 

liberación del GASA, en los sinaptosomas aislados del cerebro de 

los ratones con convulsiones generalizadas <Tapia y Meza-Ruíz, 

197S). 

Finalmente, es necesario hacer notar que cuando el RRu se 

administra por vía intraperitoneal, en la rata ejerce un efecto 

bifásico que difiere de lo observado en ratones y gatos <Tapia et 

al., 1976). Arauz-Contreras y colaboradores (19S2l demostraron 

que la administración sistémica del RRu es capaz de producir 

tanto parálisis flácida generalizada, como convulsiones tónico

clónicas en la rata. 



OBJETIVOS 

En el presente trabajo se empleó al RRu como herramienta 

experimental debí do a su capacidad de producir 

hiperexcitabilidad cerebral. 

Se propuso caracterizar el e~ecto que produce el RRu en 

el hipocampo, por medio del 

propios de la epilepsia 

estudio de los signos conductuales 

1 ímbica en la rata, Así como, 

correlacionar tales alteraciones con los e~ectos que ejerce el 

RRu sobre la citoarquitectura del hipocampo. 

A través de una aproximación ~armacológica, se trató de 

valorar si la alteración de la transmisión mediada por el GASA, 

la serotonina y/o los aminoácidos excitadores, es la responsable 

de desencadenar la epilepsia límbica que poduce el colorante. 
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produced by systemic or intrahippocampal administration 
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Summan. In this work wc have studied in thc rat the 
bchavio;al effects of the intrnperitoneal (i.p.) aml intra
hippocampal (i.h.) administration of ruthcnium red 
(RuR), an inorganic dye which has been shown to inhibit 
neurotransmitter rclease in synaptosomes. The i.p. injec
tion induced initially flaccid paralysis and subsequcntly 
generalizcd tonic-clonic convulsions. lt contrnst, unilat
eral RuR microinjection into thc CA, arca ofthe hippo
cmnpus produced complcx seizure behavior and wet-dog 
shakcs (WDS). Thc i.p. administration of thc scrotonin 
receptor antagonist kctanscrin markcdly inhibitcd thc 
WDS induced by i.h. RuR. In contras!, the i.h. injcction 
of ketanserin and of the y-aminobutyric acid (GABA) 
agonists 4,5,6,7-tctrahydroisoxazol(5,4-c]pyridin-3-ol 
(THIP) and baclofcn together with RuR did not affcct 
the frequency of WDS nor the seizure bchavior. How
cver, thl' i.h. injection of thc GABA uptakc blocker 
nipecotic acid, simultaneously with RuR. incrcased thc 
frcquency ofWDS. The rclease ofl3 H)GABA. measured 
in synaptosomes of diffcrcnt cerebral ~tructurcs of the 
rats injectcd i.p. with RuR. and in sliccs of the CA, arca 
after i.h. injection of the dye, was not affectcd. Histologi
cal obscrvations of the injectcd arca showcd a spccific 
and intense staining of thc somas of the CA 1 pyramidal 
ncurons. It is concludcd that the convulsant action in
duced by i.h. RuR microinjection is probably thc rcsult 
ofan incrcased cxcitability ofthcsc CA 1 ncurons, which 
is indepcndcnt of any action on GABA rclcase. 

Key words: Hippocampus - Epilcpsy- Ruthcnium red -
GABA - Scrotonin · 

lntroduction 

It has bccn prcviously shown that the inorganic dye 
ruthcnium red (RuR) excrls inhibilory cffecls on. thc 

<Wiirim rcqursts 10: R. Tapia (addrcss scc abovc) 

hinding and lransport of Ca 2 ' in synaptic membranes 
(Kamino el al. 1976; Tapia el al. 1985a, b; Arias and 
Tapia 1986), and blocks the Ca>• -dcpcndcnt lransmittcr 
relcase in synaptosomes (Tapia and Meza-Ruiz 1977; 
Tapia 1985) and in thc neuromuscular junction (Person 
and Kuhn 1979). This drug has also interesting aclions 
in vivo on molor bchavior. When lhis dyc is adminislercd 
inlrapcritoncally to micc and cats. it produces flaccid 
paralysis. whereas ils intracerebroventricular or inlracis
lcrnal injcetion induces tonic-clonic convulsions (Tapia 
et al. 1976; Tapia 1985). Sincc lhc paralyzing effect of 
RuR is complclcly antagonizcd by drugs which stimulale 
neurolransmittcr rclease, such as 4-aminopyridine, this 
action of RuR has been inlcrpreled as due its inhibilory 
effecl on the CaH -dependen! rclease of acetylcholine at 
neuromuscular synapscs (Tapia 1982). On thc other 
hand. its ccnlral effcct. which was inilally postulatcd as 
due lo an inhibition of y-aminobutyric acid (GABA) 
rclease in lhe central ncrvous syslem (Mcza-Ruiz and 
Tapia 1978). has bcen rccently found to involve other 
neuronal mechanisms differcnt from its action on ncuro
lransmitter rclcasc (Tapia and florcs-Hernández 1990). 
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In the hippocampus, a rcgion parlicularly suscepliblc 
to seizures. lhc GABA-mcdiated inhibitory circuils play 
an cssential role in the control of excitability (Schwarlz
kroin and Knowles 1983; Roberls 1986). The GABA. 
agonisls muscimol and 4,5,6,7-telrahydroisoxazo1[5,4-
c]pyridin-3-ol (THIP), as well as sorne GABA uptake 
blockers, inhibil lhe soma tic population spikc elicilcd by 
commissural slimulalion in thc pyramidal layer of the 
CA 1 region in vivo (Revira et al. 1984). Thc GABA8 

agonisl baclofcn, which produces hypcrpolarizalion of 
single ncurons in CA 1 (Ncwberry and Nicoll 1985) also 
markedly inhibils the epileptiform activity in vitre (Ault 
and .Nadlcr 1982, 1983; Ogata el al. 1986). 

Addilionally, an involvement of thc hippocampus in 
the onsel of limbic seizurcs has been well characterized 
(Gale 1988). Among lhc behavioral patterns observed 
during lhc dcvclopmenl of limbic scizurcs induccd by 
kainic acid and by kindling of limbic structures, a ,pecu-
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liar motor abnormality, known as "wct-dog shakcs" 
(WDS} was dcscribcd as un ictal and postictul evcnt 
'Squillucc et al, 1980; Le Gal La Salle and Cavalheiro 
1981; Rondouin et al. 1987). This finding suggcsts tlrnl 
lhcrc may be :m associalion bc1wcc11 clcclrical scizurc 
activity and WDS. Thc lattcr bchavior has bccn charnc
lcri7.cd 11s intcrmitlcnt simultancous shaking of thc hcml, 
ncck and lrunk, and sccms to be rclutcd to thc aclivation 
of scrotonincrgic circuits (Bcdard and Pycock 1977). 

In vicw of thc above, in the present work wc havc 
studicd cornparativcly thc bchavioral effccts of thc in: 
trapcritoncal (i.p.) and thc intrahippocarnpal (i.h.) ad
ministration of RuR in rats. Using histological, neuro
chcmical and ph:trmacological approaches, attempts 
werc madc to obtain information on the rnechanisms 'of 
the obscrved clfccts. 

Metlmds 

Adult mulc Wistur rats (190-210 g weight) werc uscd in ali experi
mcnts. RuR, p-chloroamphctaminc (PCA) and Dircct bluc 15 wcrc 
ob111incd from Sigma; THIP hydrochloridc, (±)baclofcn and 
(± )nipecotic acid from Research Biochemicals; ketanscrin tartralc 
from Jansscn; and ('H]GABA (sp. act. 36 Ci/mmol) from NEN 
Dupont. 

Sys1e111ic admi11is1ru1io11 of RuR 

Groups of rats wcrc injcctcd i.p. with 2.2, 4.4, 6.6 and 8.8 mg/kg of 
RuR in aqucous solulion and thcir molor bchavior was obscrvcd. 
Sorne animals injccted wi1h 4.4 mg/kg wcrc killcd bydccaplalion at 
4 or 6 h. or at lhc lime thcy showcd tonic-clanic convulsions. Hrains 
wcrc immcdi:ucly removed and thc rcgions mcntioncd hclow wcrc 
disscclcd bil•lcrally on ice by thc proccdurc dcscribcd by Hcffncr 
el ul. (1980) for obluining lhc synaplosomal fractions cmploycd lo 
mcusure GADA releasc, 

Sy11aptosomal fractio11 

A purificd synaptosomal frac1ion was isolalcd from thc hippocam
pus. mescnccphalon, slriatum and frontal cortex of rats inject~d i .p. 
with RuR, by the procedure dcscribcd by Uischcr el al. (1985). We 
havc prcviously contirmcd by elcctron microscopy lhc purity of 
lhesc synuptosomal fractions (Díaz.Muñoz and Tapia 1988). In ali 
expcrimcnts brains from conlrol and RuR-treatcd animals were 
handlcd in parallcl during the prcparation of the synaplosomal 
frac1ions and their supcrfusion to study GABA relcasc. 

/111rahippoca111pa/ i11jec1io11 of RuR 

Rats wcrc ancslhclized with hulolhanc in oxygcn and injccted uni· 
lalcrally inlo thc hippocumpal rcgion CA" StercolaKic coordina tes. 
according to thc allus of P8'inos and Wa1son (1986) wcre 3.3 AP, 
1.5 L and 3.9 V, with rcfercnce 01 bregma. Thc aqueous solulion 
of RuR (1.5 nmol in O. 1 µI) was injcctcd in ~5 min, using a 0.5 µI 
or 1 µI Hamilton syringc hcld in a manual Kopf injcclor mountcd 
on 1hc slcrcotuxic framc. 

Thc motor bchavior ofthc animals was rccordcd during 4.5--5 h 
aflcr 1hr.: injcction. A 1 thc cnd of thc obscrv~tion pcriod, rats wcrc 
sucrificed und lhcir brains \\'ere removed ami frozen to vcrify thc 
injcclion silc aflcr scctioning lhe tissuc (40 µm slices) in a cryoslat. 
Cunlrol uninmls wcrc injt:L'lcJ with a solulion of Dircct bluc 15 
(6 m~)ml, 0,1 µI) in lhc •ame arca of thc hippocampus. No ultera· 
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tion in thc bclmvior of 1hc.-1s wAbsc-.1~~~¡~ 
thal cffccls of RuR mighl be duc 10 thc damagc produce<.! by lhc 
nccdlc or by 1hc vchiclc. 

In somc Cllpcrin11m1s lhc bruins oflhc mis injcclcd wilh HuR nr 
Dircct hluc IS wcrc fro1c11 uml sccliuncJ in u cryuslul us ubovc, hut 
lhc scclions wcrc dchydralcd wilh grndcd c1hanol and xylol, 
covcrcd with covcrslips nnd obscrvcd ut various nrn~nific:ilions 
without furlhcr sloiining, in or<lcr 10 Joc•llc more prcciscly lhc 
ccllular binding siles of bolh dycs, 

In ordcr lo s1udy thc GABA rclcasc from thc injcclcd hippocum· 
pus, lhc RuR-slaincd CA1 arca was disscctcd on ice by thc 
proccdurc dcscribcd by Chavkin el al. (1985) and sliccd pcrpcn· 
dicularly to thc longiludinal axis of the hippocmnpus (200 µ111 
thickncss), using u Mcllwuin tissuc chopper, Sincc thc RuR stainins 
spread along lhc anlero·poslcrior axis of lhc injcclion silc bul did 
nol diffusc vcntrally into lhc inncr luycrs of thc hippocampus (scc 
Rcsulls), thc rclcusc of GABA was measured from l()..12 poolcd 
CA1 sliccs of approximatcly 2 mm diamctcr. In thcsc cxpcrimcnts 
thc rcgion CA 1 of lhc non-injcctcd sidc was handlcd in parullcl and 
scrvcd as control. 

[
3HJGABA r1°h't1se 

Thc rclcasc oflabclcd GABA from sym1ptosomcs und hippocampal 
slices was studicd by supcrfusion lcchniquc prcviously dcscribcd 
(Tapia and Sitgcs 1982), Bricfly, CA 1 sliccs and synuptosomal 
fraclion wcrc rcsuspcndcd in a small volumc ( 1 mi und 0.5 rnl 
rcspcc1ivcly) of oxygcrrnlcd Krcbs-Ringcr mcdium conlaining (in 
mM): 118 NaCI, 1.2 NaH,PO,, 4.7 KCI, 1.2 MgSO,, 2.5 CaCl1, 

5.6 glucosc, 25 Tris-HCI, pH 7.4 and O,l aminooxyacclic acid. Thc 
sliccs and synaplosomcs wcrc prcincubatcd for IO min ut 37° C in 
thc volume of oxygcnalcd Krcbs-Ringcr mcdium mcntioncd abovc, 
Al 1hc cnd of this prcincubation pcriod, ['HJGABA (0.45 µCi, 
1.25 µM) was addcd und lhc incubalion conlinucd for JO min for 
thc up1akc of thc compound. Thc total volumc of incubation 
mcdium was thcn transfcrred to parallcl chambcrs, washcd nnd 
supcrfuscd. Fraclions wcrc collcc1cd cvcry min and aflcr 5 niin of 
spontancous rclcasc thc supcrfusion mcdium was quickly sub
stilulcd by a mcdium conlainins a dcpolarizing KCJ conccnlralion 
(47 mM) (NaCI conccntralion was proportionally rcduccd 10 muin· 
tuin osmolarity). In thc experimcnts wilh hippocampal tissuc. CA 1 
sliccs from thc RuR-injcctcd sidc and thosc from thc contrulutcrnl 
sidc were handlcd in parallcl during 1hc supcrfusion. Thc radioactiv
ity relea sed in cach fraclion was counlcd by scintillation spcclromc· 
try aflcr the addilion of 5 mi ofTrilosol (Frickc 1975). Thc rcsults 
are cxprcsscd as pcrccnt of total radioactivily rclcuscd pcr minute 
(tola) radioactivity= total rclcascd plus thal rcmaining in lhc tissuc 
at thc cnd of lhc supcrfusion). 

GABA .and sero1011i11 (5-HT) drugs 

To dclcrminc lhc ctrcct of agcnls thal cnhancc GABAcrgic truns
mission on thc RuR·induccd moler altcralions, thc GABA, agonist 
THIP (2 and 5 nmol) and thc GABA8 agonist baclofcn (4 nmol), 
as wcll as thc GABA up1ukc blockcr nipccotic acid (2 nmol), wcrc 
injcctcd in thc CA 1 arca of thc hippocampus simulluncously with 
RuR. Drugs wcre dclivercd into thc CA 1 in u volumc of 0.1 µI, 
exccpt baclofcn, thut was injcctcd in 0.2 µl. RuR (1.5 nmol) wus 
dissolved in thc samc aqucous solulion of GABAcrgic drugs. In 
sorne rdls thc GABAcrgic drugs wcrc microinjcctcd in a solution of 
Dirccl bluc 15 (6 mg/ml) inlo thc samc urca of thc hippocmnpus, 
in arder to cvalualc thc possiblc.bchaviornl ultcrations produccd by 
thcsc drugs in thc abscncc of RuR. 

For sludying 5-HT purlicipation in thc cffccts of RuR. thc 
sclcclivc 5-HT, rcceplor anlugonist kelanscrin (Lcyscn et al. 1982) 
was uscd, This unlagonist wasadminislcrcd i.p. ni a dosc of2 mg/kg 
immcdiulcly aflcr lhc i.h. injcclion of RuR. Thc corrcsponding 
conlrol group rcccived a proporlional volumc qf distillcd water. A 



t!ll1Ufl uf animah v.;i~ injL'l..'ll'lt inh1 lhl' CA 1 ilh.'il "ilh Dirl't:l hluc 
1 S t6 mgiml. 0.1 111) and immcdialcly af1cr "'ilh i.JI. kclanscrin. in 

-- orJcr to e\·nhrnlc lhl' bchaviornl rffci:h produ1.:cJ 1-iy lhis antagonist 
r<rs<. 

In anolh<r grour of rnh, kctanscrin (4 nmol in 0.1 µI) was 
injcctcd into thc hirpocampus logclhcr with RuR (l.S nmol). Con

- trol animals rcccivcd onl)' kctanscrin dissoll'cd in Dirccl bluc 15 lo 
idcntify thc injcclion 1ite. 

ln olhcr c~prrimcnts, rats wcrc treatcd with lwo i.p. injcctions 
(~4 h •rart) of r-chloroomrhclaminc (PCA; 6 mg/kg), which causes 

"""' 11 nrnrkcd dcplction of 5-HT in brain (Sandcrs-Bush and Massari 
1'177) and 24 h •flcr lhc sccond injcction thcy wcrc injcclcd i.h. with 
RuR ( 1.5 nmol in 0.1 µI). 

Results 

E.ffrt•/s o/ i.p. admi11istralio11 of R11R 

Rats injccted i.p. with 2.2 mg/kg showcd only frcqucnt 
hcad shakes and grooming in the first 6 hours aflcr 
injection (11 = 7). In contras!, 6.6 and 8.8 mg/kg produccd 
loss of motor coordination and intense diaphragmatic 
contractions, gcncralized shakcs, loss of righting rcftcx 
and death in 5-25 min (11=6). 

lntercstingly, rats trcated with RuR at the intcr
mediate dose of 4.4. mg/kg (n = 17) showed two clcarly 
distinguishcd cffccts. The initial one appeared al 
31.3 ± 2.5 min and was characterized by difficulty in limb 
movcmcnts and subscqucnt complete ftaccid paralysis. 
This stagc !asted for about 3h(198±17 min) and thcn 
thc animals slowly recupcratcd thc muscular tone. Thc 
sccond cffcct of RuR at this dose was the appearance of 
gcnera.lized tonic-clonic convulsions and immediate 
dcath, which occurred al about 6 h (368 ± 15 min) afler 
treatmcnt in 8 ofthe 17 rats treated. The remaining 9 rats 
showed trcmor but no convulsions up to 9 h obscrvation. 
However, since ali ofthem were found dead the following 
day, presumably they also had convulsions jusi bcfore 
death. · 

f J /1 JGA BA relt•a.ve from sy11aptosomes 

An inhibition of synaptosomal GABA release has becn 
observed afler thc intracistcrnal injection of RuR in micc 

- and il has bccn rclated to thc appcarancc of seizures 
(Meza-kuiz and Tapia 1978). lt was therefore ofinteresl 
to see whether GABA release was affected at the time of 
the central effects produccd in rats by thc i.p. injcction 
of RuR (4.4 mg/kg). The release of [3H)GABA from 
synaptosomcs isolatcd from hippocampus, mescncepha
lon, striatum and frontal cortex was measured at 4 h 
(11 = 8), 6 h (11 = 6) and al the time of gcneralized tonic
clonic convulsion (11 = 6). No differcnce was found in the 
spontaneous nor in the depolarization-induccd relcase of 
this amino acid, in any of the regions studied, as com
pared to control animals (data nol shown). The releasc 
curves oblained were similar to those previously rcported 
in synaptosomcs from thcsc brain rcgions (Díaz-Muñoz 
and Tapia 1?88). 

/;'f/1·c1.1· c!f' i.h. admi11istratio11 1!f R11R 

Thc injcction of RuR into thc hippocampal CA 1 rcgion 
produccd various motor sings which rcscmblc thosc dc
scribcd as limbic lypc scizurcs in rats (llcn-Ari el al. 1981; 
Galc 1988). lmmcdiately aftcr rccovcring from anes
lhesia, animals showed frcquent grooming and at about 
30 min aftcr injcction thcy started showing WDS, which 
were similar to those observed after thc systemic ad-
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Fig. l. Wet dog shakcs induced by the microinjcclion of RuR 
( 1.5 nmol in 0.1 µI) inlo the hippocampal CA 1 arca. Each bar 
represents thc mean value of the numbcr of WDS in 30 min 
pcriods± SEM for 14 rats. Zero time is the time of rccovery from 
anesthcsia (aboul IO min after lhc microinjcclion) 
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Fig. 2. Rclcase off'H]GABA from sliccs oftheCA 1 rcgion microin
jccled wilh RuR (closed symbols) and from the contralatcral CA 1 
arca (opcn symbols), 2.5 h afler injcclion. Tissuc was loaded wilh 
labclcd GADA and supcrfused as describcd under Malcrials and 
Mcthods. The arrow indica tes thc substitution of thc normal supcr
fusion mcdium by a medium conlaining a depolarizing KCI con
ccnlralion (47 mM). Each value is lhe mean± SEM for 8 rats (SEM 
valucs for the firsl poinls of the lrcatcd rals wcre smallcr lhan the 
sizc of lhe S)'mbol) 
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111i11is1ralin11 of kainic add (llcn-Ari el al. 1981). As 
shown in Fig. 1. !he number of WDS in 30 min pcriods 

·- im·rcascd prngressivcly in !he flrst 90 min and re¡1chcd a 
maximal v;1luc of 26-30/30 min from 90 lo 150 min aflcr 
lrcallncnt. Aftcr lhis time !he numbcr of WDS decreased 

•4 until extinguished at about 24 hours. 
, Besides WDS, severa! signs characteristic of the sci-

zure activity secn aftcr repeated clectrical stimulalion of 
the hippocampus or anolher limbic structures (Racine

.... 1972), or after systemic injection of kainie acid (Bcn-Ari 
, et al. 1981) were observed. They included sniffing, mas

ticatory movements and head nodding, rearing with 
- forelimb clonus and rearing followed by loss of poslural 

control. These signs wcre more clearly noted when the 
WDS began lo subsidc, al about 2.5 h afler trealmcnl. 

/
3 H}GABA re/coas<' from hippocampa/ slict•s 

Becausc of thc reasons stated above, it was also of in
terest to sce whelhcr thc relcasc of GABA was afTcctcd 
after thc microinjection of RuR in to thc CA 1 arca. Whcn 
studicd al 2.5 h after injec1ion of thc dyc (at the peak of 

... WDS frequcncy) there was no difference in the K ' -
stimulatcd rcleasc of [3H]GABA in the CA 1 slices ob
tained from treated animals, as compared either wilh the 
contralatcral non-injcctcd hippoeampus (Fig. 2) or with 

~ the tissue injcctcd with Direct blue (not shown). In othcr 
: expcriments, thc rclcasc of [3H]GABA was measured at 

one hour aftcr RuR microinjcclion and it was not signifi
-- cantly affectcd (11=7, data not shown). 

Lom/i:atio11 of RuR i11 the hippocampus 

-~ Thc motor signs produccd by thc i.h. injection of RuR 
.• • were always associated wi1h thc location of this dye into 

the CA1 arca. The dislribution of the dye in this region, 
···: in dchydrated tissue seetions, in shown in Fig. 3. A highly 

sclcctive RuR staining was obscrvcd, since it was restrict
--· ed to thc somas ofpyramidal neurons arranged in a dense 
_., continuous laycr, thc stratum pyramidale. A lcss intense 

' staining was observed in the apical dendritcs of the same 
-- neurons contained in the stratum radiatum. At highcr 

magnifications (Fig. 3C and D) il can be scen that the dye 
··: penetrated into the neuronal bodics and tended to con
_; centrate mainly at the edgcs of the cell body and in the 

nuclcolus. This charactcristic staining pauern was ob
.. , served almost immediately after RuR injeclion, since the 
i hippocampus of animals sacriliced IO min after lreat

_; mcnt also showed this dye spccilic distribution (not 
shown). Electron microscopic obscrvation of thc CA1 

.. ; area injected conlirmed the presence of RuR inside the 
.J ccll nuclcus and showcd that starting al about 30 min 

after the injection the neuronal somas were progressively 
. 1 damaged, as evidcnccd by vacuolization of thc cyto

; plasm, whcreas thc neuropil lookcd normal (García
-' Ugalde and Tapia, in preparation). 

1 Effect of GABAergic d~ugs on tlie RuR-induced Wl>S 

Thc simultaneous i.h. injcction of nipccotic acid signili
: cantly increased the num~cr ofWDS produced by RuR, 

400 

(/) 
o ~ºº 31: 
u. o 
a: 
w 

200 m 
:l: 
:::> 
z 
..J .. .. 
o 100 .. 

O RuR 1.5 nmol 

0 RuR t THIP 2 nmol 

0 RuR • THIP 5 nmol 

• RuRt NA 2 nmol 

13 RuR + Boclolen 4 nmol 

'---- ---' 
270 MlN 

f>.17 

•'ig. 4. Effcct of GABAcrgic drugs on thc wcl dog shakcs induccd 
by RuR. Tl-llP (2 nmol, 11= 7; 5 nmol, 11= 10), 11ipcco1ic acid (NA. 
11=7), :md baclofcn (11'"4) wcrc injcclcd simullancou•ly wi1h RuR 
inlo lhc hippocampal CA 1 region. The volume of thc solution 
injecled was O.l ¡11 for THIP and NA, and 0.2 µI for baclofcn (duc 
to its lowcr solubilily). Beca use of lhis, 1wo control values of rats 
injectcd only with RuR are shown (11= 14 for 0.1 µI and n=4 for 
0.2 µI). Mean \'alucs± SEM of thc tolal numbcr of WDS obscr\'ed 
in 130 and 270 min afler lhc injection. Thc differcnccs bc1wcen RuR 
alone and RuR+ NA werc significan!: p<0.001 and p<0.01 for 
130 and 270 min, respcctivcly (Sludcnl's t 1es1) 

as compared lo controls (Fig. 4). This potenuauon 
by nipecotic acid was more notable during the initial 
130 min after injeclion (165% increase), and it was still 
clcar when thc total number of WDS was recordcd 
during 270 min (93% incrcase). The i.h. administration 
of THIP and of baclofen, at doses equal or highcr than 
thc efTcctivc dosc of nipccotic acid, had no cfTect on thc 
frcqucncy of RuR-induccd WDS in thc samc observation 
pcriods (Fig. 4). There was no apparent effect of nipccot
ic acid or thc GABA agonists on !he olher signs of 
stercotyped bchavior produced by RuR. Nonc of thc 
animals injcctcd with GABAcrgic drugs alone showed 
any behavioral alteration (11= 3-5). 

Ejfect of 5-HT drugs 011 tlie R11R-i11d11ced WDS 

The i.h. injection of ketanscrin, simultaneously with 
RuR, did not affect the number of WDS in thc first 
70 min after treatment. The mean number ofWDS in this 
pcriod for thc group injcctcd with both drugs was 
21.6±8.7 (11=6) and in the controls 16.8±4.2(n=14). 
Four rats wcre injectcd with 4 nmol of ketanscrin alone 
and they did not show any behavioral alteration. In 
contras! to these results, the i.p. administration of ketan
serin immediately after i.h. RuR resulted in an almost 
complete inhibition of the shaking behavior over the first 
70 min postancsthcsia (Fig. S). WDS appeared al about 
80 min, probably beca use the action of kctanserin began 
to subside, but thc numbcr of WDS recordcd during all 

32 



-, 

i 
"' 

0RuR l 
160 

~RuR+KS 

(/) 
o 
31: so~ 
lJ,. 
o 
a: w 
ID 
J: 
::> 20 z 
.J 
< 
t-o 
t-

10 

70 270 MIN 

Fig. 5. Effccl or lhc 5-llT 2 an· 
lagonisl kclanserin (KS; 2 mgl 
kg. i.p.) on lhe wcl dog shakcs 
induced by RuR i.h. (l.S 
nmoi). KS was adminislcrcd 
aboul 10 min aflcr RuR. 
Mean valucsfSEM oí lhc 101-
ai numbcr of WDS obscrvcd 
in 70 and 270 min aflcr rccov
ery from ancslhcsia (RuR, 
n; 14; RuR± KS, n;9). Thc 
diffcrcnccs belwccn lhc lwo 
groups wcrc significanl: 
p<0.01 and p<0.05 for 70 
and 270 min, rcspcclivcly 

thc obscrvation pcriod was also decrcased (Fig. 5). Thc 
RuR-induced scizure bchavior was not affected by kctan
serin, since during the effect of this drug the rats showed 
grooming, marked masticatory movements, vibrissae 
twitching, head nodding and occasionally rearing with 
forelimb clonus. Rats injected with Direct bluc into the 
hippocampus and immediately aftcr with kelanserin i.p. 
showcd only a slight sedation. 

The group of rats injected i.p. twice with PCA, at the 
dose indicated under Methods, showed locomotor 
hyperactivity, marked salivation and WDS. Thc lattcr 
appcared about 10 min postinjection and !asted for about 
2 h. Rats did not prescnt PCA-produced WDS 24 h la ter, 
at thc time of the i.h. injection of RuR. In 5 ofthe 12 rats 
pretreatcd with PCA, the total number ofWDS induccd 
by RuR i.h. was clcarly reduced (during 270 min thcse 
rats showcd 48.2± 12.3 WDS, vs 161 ±20.3 in thc con
trols: n= 14. p<0.01). However, in thc rcmaining 7 ani
mals this behavior was not affected (177±23.2 WDS), 
probably becausc in thcsc rats 5--HT conccntration was 
less depleted. 

Dlseusslon 

The results of this study demonstrate a differential effect 
of RuR in rats depending on route of administration. 
When administered systemically it produced initially 
generalized ftaccid paralysis and subsequently tonic
clonic convulsions. In contras!, the injection of RuR into 
the CA 1 a rea of the hippocampus induced complex sei
zure behavior and WDS. The central effects of the sys
temic administration of RuR seem to be restricted to the 
rat, since we have previously found that its i.p. injection 
in mice and cats produced only flaccid paralysis. Sincc in 
thc latter two species intense convulsive activity was 
obscrvcd a few minutes aflcr thc intrncistcrnal or in
traccrcbroventricular injec1ion of low doses of thc dyc 
(Tapia el al. 1976; Tapia 1985). and this occurs also in 

the rnt (Garcia-Ugalde and Tapia, unpublished), thc 
dclaycd convulsant cffect of i.p. RuR in the rat might be 
due to a slow penetration of thc dye into the brain. 
However, thc possibility that convulsions occur as a 
conscquence of a different cerebral process, secondary to 
the paralysis phase, cannot be discarded. 

Whereas the 'cerebral cortex secms to participatc 
mainly in generalized paroxysmal activity, seizure behav
ior as that obscrved after thc i.h. RuR injection corrc
sponds to thc dcscription oflimbic typc scizurcs, in which 
the hip¡locampal formation plays a central role. This 
typc ofbehavior is generally accompariied or followcd by 
WDS, which thereforc may be considered asan indcx of 
paroxysmal activity in the hippocampus. In fact, the 
occurrencc of WDS associated with limbic discharges 
appears to be rclated to the activation of hippocampal 
neurons, since elcctrolytic lcsions of the hippocampus 
markcdly reduce thc WDS behavior induced by kainic 
acid or enkcphalins (lsaacson and Lanthorn 1981 ). 

WDS bchavior secms to be lhe result ofthe activali01, 
of central 5-HT mechanisms, to such an extent that 
it has bcen considered a quantitative behavioral modcl 
of serotoninergic hypcractivity (Bedard and Pycock 
1977). Thus, 5-hydroxytryptophan administration in
duces WDS that are markcdly reduced in rats with 
lesions ofhippocampal CA, region (lsaacson and Lanth
orn 1981) and are also antagonized by the systemic ad
ministration of selcctive 5-HT 2 antagonists like ketan
serin and pirenperone (Yap and Taylor 1983). Since i.p. 
kctanscrin completely antagonized the WDS induced by 
i.h. RuR, and the serotonin depleting drug PCA also 
markedly blockcd them in 5 of 12 rats, it may be safcly 
concluded that serotoninergic transmission plays an im
portan! role in the expression or modulation of the WDS 
produccd by RuR through the excitation of pyramidal 
CA1 neurons. Thc finding that only the i.p. administra
tion ofkctanserin, but not its i.h. microinjection, resulted 
in this antagonist action, suggests that the inhibition by 
ketanscrin of scrotoninergic transmission is not primarily 
in the CA 1 region of thc hippocampus, although ob
viously RuR is actingat this structurc (in fact, the density 
of 5-HT 2 reccptors in the hippocampus is low; Lcysen 
et al. 1983). The si te of action of ketanserin might be thc 
motor cortex, since in the rat 5-HT 2 bindig si tes are 
highly concentrated in this structure (leysen el al. 1982, 
1983; Pazos et al. 1985). Although serotonincrgic trans
mission in othcr structures would be also blockcd afler 
i.p. ketanserin, a cortical involvement in the induction of 
WDS is supported by the obscrvation of a relationship 
between the number of 5-HT 2 receptors in this structure 
and the frequency ofWDS (Koshikawa et al. 1985a, b). 
This interpretation implies an interaction betwecn hippo
campus and neocortex, and in fact it has becn rcportcd 
that sorne ventral CA, cells project to the 5-HT,-rich 
prefrontal cortcx, besides indirect projcctions through 
the subiculum and entorhinal cortex (Bayer 1985). 
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In an attcmpl to determine thc possiblc involvcmcnt 
of GABA-mcdiatcd inhibitory circuits in the the excita
tion of hippocampal neurons by RuR. wc lested thc 
action of somc GABAergic drugs on the behavioral cf
fccls of RuR. Whilc no aclion of thc GABA_. agonist 
TlllP or the GABA 11 agonist baclofcn was found, a 



paradoxical incrcasc in thc frcqucncy oí RuR-induccd 
WDS was obscrved whcn the GABA uptakc inhibitor 
nipccotic acid was injcctcd simultancously with Ru R in to 
the CA, arca, al doses smaller than thosc of the GABA 
agonists. Although wc cannot offcr a clcarcut cxplana
tion for this potcntiation, two possibilities may be con
sidcrcd. Thc first is a direct effcct of GABA on serotonin
crgic ncrve endings, since thc c~istence of GABA 
hctcroreceptors on hippocampal termina Is, relQted to the 
rclcasc oí 5-HT, has bcen dcmonstrated (Balfour 1980). 
Howevcr, this is improbable sincc the GABA agonists 
did not affect the numbcr ofWDS. The sccond possibility 
is that nipccotic acid is acting as a "false transmitter" in 
thc hippocampus. This is supported by previously re· 
ported experiments in vitre and in vivo. Thus, in brain 
sliccs nipccotic acid, as well as cis-3-aminocyclohexane 
carboxylic acid (ACHC) and 2,4-diaminobutyric acid 
{DABA), are rapidly taken up by neurons and may 
displace GABA from storage siles and be releascd during 
physiological activity (Johnston et al. 1976; Nea! and 
Bowery 1977; Weitsch-Dick et al. 1978). This false 
neurotransmitter effect has been observed also in vivo 
{Lerma et al. 1985), and has been postulated to explain 
the decrement of thc inhibitory postsynaptic potentials 
produced by nipecotic acid in hippocampal sliccs (Korn 
and Dinglcdine 1986), as well as thc cpileptiform motor 
manifestations obscrved in thc absence of auditory stim· 
ulus in DBA/2 mice aftcr administration of DABA and 
ACHC (Horton et al. 1979). 

Thc rcsults ofthe release experimcnts show that RuR 
did not significantly affect (3H]GABA release in synap
tosomes after its i.p. 'administration nor in hippocampal 
slices after its i.h. microinjcction. These findings agrcc 
with thc lack of effect of the i.h. injection of GABA 
agonisis on RuR-induced motor alterations. Further
more, our histological observations clearly showed a 
spccific location of RuR insidc neuronal somas and a 
progressivc damagc of the RuR-containing cells. 
Thercfore, we conclude that the effects of RuR after i.h. 
microinjcction are due mainly toan intracellular effect of 
the dye, which i'esults in an increased excitability of the 
pyramidal neurons of the CA, region. Although the 
mechanism of this excitotoxic action of RuR is no! 
known, it is oí interest that this dye scems to be con
centratcd in neurons after its intraparenchymal microin
jcction, indcpcndcntly of the injccted region, since we 
have found a similar intraneuronal location after the 
microinjection ofthe dye into the substantia nigra, w~ere 
it produces behavioral effects that can also, be ascribed 
to an excitatory action on such neurons (Tapia and 
Flores-Hernández 1990). 
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Metodología de los experimentos 

artículo 

que no se incluyen en el 

Procedimiento QQ!'... g_l ~ .§.@. administraron _lQ~ antaqonistas ~ 

receptor' 1l_pg NMDA §!. 1ª-ª- t'atas tYatada'ª- ~ tl RRu. 

En estos expeYimentos se usaron ratas Wistar de 190-200g de 

peso y el RRu se inyectó en el sector CA 1 del hipocampo tal como 

se describe en el manuscrito. 

Para determinar si la transmisión excitadora interviene de 

algún modo en la expresión de la conducta de SPM que produce el 

RRu, se administraron diferentes antagonistas del receptor que 

reconoce al NMDA. 

Los antagonistas competitivos de este receptor, el ácido 

(±) 2-amino-7-fosfonoheptanóico <APH> y el (±)-3-(2-

carboxipiperacina-4-il>-propil-l-ácido fosfónico (CPP>, se 

disolvieron por separado en la solución que contenía al RRu (l. 5 

nmolas en 0.1 ul>. Posteriormente, ambos antagonistas se 

administraron simultáneamente con el RRu en el hipocampo. El 

antagonista de tipo no competitivo, el 

(+)-5-metil-10,ll-dihidro-5H-dibenzo a,d ciclo ± hepteno-5,10 

imina (MK-801), también se administró junto con el RRu en el área 

CA 1 • 

Estos compuestos se probaron en una concentración de 2.5 

nmolas. Una vez inyectados en el hipocampo se cuantificó la 

conducta de sacudida que produce el RRu. En todos los casos, la 

solución que contenía a los antagonistas antes mencionados, se 

ajustó a un pH de aproximadamente 7 con NaOH (2 N>. 

Por otro lado, el CPP se inyectó en el ventrículo lateral 



derecho 10 min después de administrar el RRu <1.5 nmolas en 0.1 

ull en el hipocampo. Las coordenadas estereotax1cas que se usaron 

para la inyección intraventricular fueron: 0.8 mm posterior a 

b1-egma, 1. 7 lateral y 3.9 vertical <Paxinos, 1986>. El CPP se 

administró disuelto en una solución de NaCl al 0.9% y en una 

concentración de 0.1 y 0.4 ug/ 5ul. Los animales control fueron 

inyectados con el RRu en el hipocampo y posteriormente con 

solución salina en el ventrículo. 

Procedimiento 2..Q1'.:. !U_ que se procesó !U_ área CA 1 .f!.~ hipocampo 

para observar §.l RRu ª través de microscopía electrónica. 

El RRu se inyectó en el área CA 1 del hipocampo de la rata 

como se describe en el manuscrito. Este estudio se efectuó en 

diferentes grupos de ratas que se perfundieron a los 10, 25, 40, 

y 130 minutos después de la inyección intrahipocampal del 

colorante. Las ratas se perfundieron a través del ventt-ículo 

izquierdo con una mezcla de glutaraldehido (!%> y formaldehido 

(!%> que se disolvió en amortiguador de fosfatos 0.12 M <pH 7.4). 

Una vez extraídos los cerebros, se disecó el área CA 1 del 

hipocampo 

porciones 

inyectado y el 

de tejido que 

2 horas 

contralateral. Posteriormente, las 

medían aproximadamente 0.5 mm2 

inmersas en una solución de permanecieron por 

glutaraldehido al 3% en amortiguador de fosfatos 0.12 M (pH 7.41 

a 4 •c. El tejido se transfirió a una solución de lavado hecha a 

base de sacarosa (0.25 Ml en el mismo amortiguador de fosfatos, 

y se dejó en esta solución toda la noche a 4 •c. La sección del 

hipocampo se postfijó en frío durante 2 horas con tetróxido de 

osmio (2%> en amortiguador de fosfatos. Posteriormente, el tejido 



se lavó en frío con la solución de lavado que se indicó 

anteriormente y se deshidrató con soluciones alcoholicas de 

concentración creciente a 4 ºC. 

A partir de este pasa, el 

efectuó a temperatura ambiente. 

procesamiento del tejido se 

Las fracciones de tejido se 

infiltraron con óxido de propileno y se incluyeron en la resina. 

Finalmente, el tejido se cortó y se contrastó con acetato de 

uranilo al 2% y citrato de plomo. Algunos cortes no se 

contrastaron para evitar que el plomo o el uranilo contribuyeran 

a la formación de algún precipitado que se confundiera con los 

acúmulos del RRu. Las fracciones del área CA 1 que se obtuvieron 

de los animales inyectados con azul de pontamina se procesaron de 

la misma manera. 

Procedimiento para observar ~ través de microscopía óptica l.Q§_ 

efectos ™ produce tl RRu ~ .Largo ~ 

Al cabo de 9 días de la inyección del RRu, los cerebros de 

las ratas tratadas se perfundieron con el formaldehido al 10 'l. 

que se encontraba disuelto en una solución de NaCl <0.9 'l.). 

Posteriormente, los cerebros se incluyeron en parafina y se 

cortaron en un plano coronal con un microtomo manual. Las 

secciones coronales (15 ~m) se montaron en portaobjetos y se 

tiñeron con Luxo! azul rápido y violeta de cresilo. 

Procedimiento para l.-ª. inyección .QgJ_ RRu sobre l.-ª. corteza cerebral 

~ l.-ª. rata. 

Este acercamiento experimental se efectuó para probar que la 

internalización del RRu, no se propicia por el daño mecánico que 



se produce al introducir la aguja de inyección en una estructura 

ce1-ebral como el hipocampo. 

El RRu se inyectó en la super1-icie de la corteza cerebral 

con ayuda de un apa1·ato estereotáxico. Inicialmente, las 1·atas se 

anestesiaron con halotano en una mezcla de bióxido de carbono 

(95%) con oxígeno <5%). En todos los casos, la duramadre se 

retiró cuidadosamente para facilitar la colocación de la aguja de 

inyección sobre la corteza cerebral. Posteriormente la punta de 

la aguja se colocó en la superficie de la corteza frontal. 

El RRu se usó en una concentración de 4.5 nmolas en 0.3 ul. 

Una vez administrado el colorante, se dejaron transcurrir 10 min 

para que difundiera e 1 compuesto. Después, las ratas se 

perfundieron como se describió anteriormente para observar al 

RRu. La perfusión de los cerebros se efectuó inmediatamente 

<n=3>, así como, 15 min <n=31 después de desmontar a las ratas 

del aparato estereotáxico. El procesamiento de los cerebros se 

efectuó de la misma manera como se indicó para la identi·Ficación 

microscópica del RRu en el hipocampo. 
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Resultados de 

artículo 

loe experimentos que no ee incluyen en el 

Efecto p__g .!.Q§_ antagpni stas del t'eceptor tipo NMDB §.gbre g 

conducta_ de SPM ggg_ prod1!9'.. gl RRL•· 

Con base en los expet'imentos que se describen en el 

manuscrito, se determinó que la conducta de SPM que produce el 

RRu está mediada por la activación de circuitos serotoninérgicos. 

Sin embargo, dado que las alteraciones conductua les 

que ee observaron son propias de la epilepsia límbica en la rata, 

se consideró que el efecto primario que ejerce el RRu es el 

aumento de la excitabilidad ce..-ebral. 

De este modo, se decidió administrar algunos antagonistas 

del receptor tipo NMDA, para determinar si cuando se 

deprime la excitación se puede preveni..- la generación de la 

conducta de SPM, que finalmente esta..-ía dada por la activación 

secundaria de receptores serotoninérgicos. 

Paradójicamente, el APH y el CPP incrementaron la frecuencia 

de SPM cuando se administ..-aron junto con el RRu en el hipocampo 

<Fig. ll. El primero de estos antagonistas aumentó el número de 

SPM en un 185 %, y el segundo en un 218 % durante los primeros 

90 min de obse..-vación. El incremento producido por estos 

antagonistas en el tiempo total de observación (180 min> fué del 

243 % y 162 % respectivamente. De igual mane..-a, el MK-801 tendió 

a incrementar el número de sacudidas en los primeros 90 minutos 

de observación (157 %), así como, en el tiempo total 

(Fi g. 1 J. 

( 199 %) 

Los animales inyectados únicamente con los antagonistas no 
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mostraron ninguna alte1·ación en su conducta cn~31. 

Por el contrario, el CPP disminuyó notablemente la 

frecuencia de SPM cuando se administró en el ventriculo lateral 

después de inyectar el RRu en el hipocampo CFig. 2>. Este 

compuesto 10.! ug/ 5ul> produjo una disminución de 13 conducta de 

aproximadamente el 80% durante los primeros 90 min de observación 

en 6 de 8 ratas tratadas. En los restantes 2 animales la 

frecuencia de la conducta no cambió 165.5 ± 11.5) con respecto a 

los controles. Por otro lado, el CPP en una concentración de 0.4 

ug/ 5 ul disminuyó la conducta en un 80 % en las 4 ratas tratadas 

durante el mismo tiempo de observación. 

En el tiempo total de observación 1180 min> también se 

identificó la inhibición de la frecuencia de la conducta. Dicha 

frecuencia disminuyó en un 50 % en los 6 animales en los que el 

CPP tuvo efecto durante los primeros 90 min. En los 2 animales 

restantes la frecuencia de la conducta fué semejante a la 

observada en los controles 1227 ± 46>. Por otro lado, el CPP en 

su concentración de 0.4 ug/ 5ul ejerció un efecto bloqueador del 

50 % en las 4 ratas tratadas. En los animales que fueron tratados 

con el CPP se observó un efecto de ataxia ligero que no 

restringió la actividad voluntaria de los mismos. 

Localización Q§_l RRu .lf!.9L medio de microscopía electrónica> fil:! 

1ª.§. neuronas hipocampales. 

El RRu es un colorante policatiónico que interactúa con 

glicoproteínas y glicolípidos de las membranas celulares ILuft, 

1971). Dada esta propiedad, dicho colorante se ha empleado en 

microscopía electrónica para teRir membranas de diferentes tipos 
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celulares <Luft, 1971 l. 

ParadoJicamente, en este trabdjo se observó que el RRu se 

internaliza rápidamente en las células nerviosas y ocasiona la 

degeneración celular (Fig 3B). 

Un hecho importante que es necesario hacer notar es la 

preferencia que tiene el colorante por acumularse dentro del 

nucleolo, y en menor grado en el citoplasma de las neuronas 

hipocampales <Figs. 38 y 4A>. Además, son estas estructuras más 

receptivas las que degeneran rápidamente. Por tal motivo, la 

degeneración celular se identificó preferencialmente en las 

porciones del sector CA 1 en las que los somas neuronales se 

encuentran conglomerados IFigs 38 y 4Al. En repetidas ocasiones 

se observó que los somas se retraen y la cromatina nuclear se 

disgrega en las neuronas en proceso de degeneración IFigs. 38 y 

4Al. 

Especialmente en las etapas tardías de la inyección del 

compuesto, se identificaron numerosas vacuolas nucleares IFig 4A) 

e intracitoplásmicas que remarcan la degeneración de las células 

que las contienen. La vacuolización citoplásmica se produjo 

posiblemente por el hinchamiento del retículo endoplásmico y/o 

del aparato de Golgi. 

En contraste, la estructura del neurópilo se conservó 

semejante a la observada en el hipocampo contralateral al 

inyectado <Fig. 48). Además, en estas porciones del área CA 1 , 

las terminales sinápticas aparecieron abundantes y sin 

acumulación del colorante aún a las 2 horas después de la 

inyección del RRu (Fig 48). 
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Los cambios estructurales antes mencionados se identificaron 

en las pot'"ciones del sector CA 1 que se aislat'"on a los 10 min 

después de la inyección del colorante CFig 381, hasta las etapas 

más tat'"días que fueron estudiadas CFig 4AJ. 

En el át'"ea CA 1 hipocampal que fué inyectada con el azul de 

pontamina no se identificaron las alteraciones descritas con 

antet'"iOt'"idad Cdato no mostrado). En esta situación los somas 

neuronales pet'"manecieron como los observados en el hipocampo 

contt'"alateral al inyectado con RRu <dato no mostt'"ado). 

Descripción de los e·Fectos ™ produce tl RRu ª- lat'"go plazo en 

tl hipocampo. 

En esta serie de expet'"imentos se observó que las neuronas 

piramidales degeneran completamente en e 1 sector CA 1 del 

hipocampo Cn=41. Aparentemente la degeneración neuronal se 

t'"estringió a el hipocampo derecho que fué inyectado con el 

colorante. Además, la zona en la que se encontraban las neuronas 

degeneradas fué invadida por células gliales reactivas <Fig. 51. 

~ 
Localización .Qtl RRu ª-!J g cot'"teza cerebt'"al -ª ~ de 

microscopía óptica ~ electrónica. 

Al observar las secciones cot'"onales de los cet'"ebros en los 

que el RRu se aplicó sobt'"e la cot'"teza cerebral, se identificó 

que dicho compuesto se concentra dentro de los cuerpos celulares 

tal como se describió en el hipocampo <Fig. 61. Dicho ha! lazgo 

sugiere que la internalización del RRu no se debe a la lesión que 

se produce al introducir la aguja de inyección en el cerebro. 

En las porciones de la corteza que fueron procesadas para su 
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observación en el microscopio electónico, se identificó 

nuevamente que el RRu se acumula en el nucleolo asi como en el 

citoplasma de los somas neuronales (dato no mostrado>. En estas 

preparaciones se pudo identificar con gran claridad la 

asociación del colorante a las membranas del núcleo (dato no 

mostrado). Al igual que en el hipocampo, fué evidente la 

degeneración de los cuerpos celulares y la preservación 

zonas ricas en terminales nerviosas (dato no mostrado>. 

de las 

44 



Fig. 1 Efecto de los antagonistas del receptor que reconoce al 

NMDA sobre la frecuencia de SPM que produce el RRu (1.5 nmolas en 

0.1 ul>. Los diferentes antagonistas se administraron junto con 

el RRu en el área del hipocampo. Las barras 

representan el número promedio ± error standar de las SPM que se 

cuantificaron durante los primeros 90 min y 180 min de 

observación. Los animales del grupo cont1-ol se inyectaron 

únicamente con el RRu. En todos los casos, los antagonistas 

aumentaron la frecuencia de SPM con respecto al grupo contro 1 

( n=10). El APH (n=7; p < 0.05) y el CPP <n=4; p < 0.01) 

incrementaron significativamente la frecuencia de la conducta en 

el primer intervalo de tiempo. Asimismo, el APH aumentó 

significativamente el 

observación <p<0.01). 

número de SPM en el tiempo total de 
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Fig. 2 Efecto de la administración intracerebroventricular 

li.c.v.J del CPP 10.l y 0.4 ug en 0.5 ull sobre Ja frecuencia de 

SPM que produce el RRu 11.5 nmolas en O.! 111, i. h.I. Cada 

barra representa el n~mero promedio ~ error estandar de SPM que 

se cuantificaron en los períodos de tiempo que se señalan en el 

eje de las abscisas. Los animales del grupo control se inyectaron 

con el RuR li. h.> y posteriormente con solución salina CNaCl al 

0.9'l.) en el ventrículo latet·al (n=6l. En Ja segunda barra de cada 

grupo se muestra la frecuencia promedio de SPM que se obtuvo, en 

las 6 ratas de un total de 8 tratadas en las que se observó Ja 

inhibición de la conducta poi· acción del CPP 10.1 11gl. Las 

diferencias estadísticas entre el grupo control y los tratados 

con el antagonista se valoraron de acuerdo a la prueba t-

Student. El grado de significancia durante Jos primeros 90 min 

fué de p < O.O! y en los 180 min de observación correspondió a p 

< 0.05. EJ CPP en una concentración de 0.4 11g/511l li. c. v.) 

disminuyó significativamente la frecuencia de la conducta en los 

90 min de registro lp < 0.02> y en el tiempo total (p = 0.05). 
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Fig. 3 E~ecto neurodegenerativo que produce el RRu en el área 

CA 1 del hipocampo. En A se muestra la estructura preservada de 

una de las regiones ricas en cuerpos celulare~ que se identi~icó 

en el área CA 1 contralateral a la inyectada. Esta microgra~ía ~ué 

tomada de una de las porciones del hipocampo que se aislaron a 

los 25 min después de la inyección del colorante. En B se muestra 

el grado de degeneración celular que se observó a los 10 min 

después de la inyección i. h. del RRu. Nótese que en las células 

que contienen al RRu, la cromatina se encuentra disgregada y 

algunas vacuolas son evidentes en la porción nuclear. 
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Fig. 4 Representación de una de las zonas en las que se 

identi~icaron a los cuerpos celulares degenerados CA>• y al 

neurópi lo <B> en el área CA 1 inyectada. En A se muestra 

la acumulación del RRu dentro del nucleolo y la vacuolización 

altamente desarrollada a los 130 min después de la inyección 

i. h. del compuesto. CB> Estructura de una de las zonas con 

abundantes terminales sinápticas que se visualizó dentro del área 

CA 1 que contenía a las regiones somáticas degeneradas. Las 

~lechas en B señalan algunas sinapsis que aparentemente no 

contienen al RRu. El tejido se aisló a los 130 min después de la 

inyección del RRu. 

4F.J 







Fig. 5 

obSE?l'VÓ 

Oegenel'ación del estl'ato pil'amidal del áJ'ea CA 1 

al 99. día de la inyección i. h. del RRu. En 

que se 

el col'te 

col'onal del hipocampo que ~ué inyectado con el colorante (8) se 

identi~ica la despoblación neuronal y, en consecuencia, la 

proli~eración de células gliales. La ~lecha en B señala al sector 

CA 1 del hipocampo derecho ya degenerado. El estrato piramidal se 

mantiene íntegro en el hipocampo contralateral al inyectado (A). 
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Fig 6 Distribución del RRu en el área CA 1 del hipocampo IAI y la 

corteza cerebral 181 de la rata. En A y en B se observa que el 

colorante se encuentra preferentemente dentro de los somas de las 

neuronas. Esta tinción específica se identificó a los 25 min 

después de la inyección intrahipocampal del RRu IAI, así como, a 

los 30 min después de depositar la gota del colorante sobre la 

corteza cerebral. La distribución del RRu que se muestra en A fué 

descrita en el manuscrito y únicamente se muestra con el fin de 

compararla con la que se identificó en la corteza 181. 
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OISCUSION GENERAL 

ETectos conductuales que produce el RRu 

En este trabajo se caracterizó que el RRu produce epilepsia 

parcial de naturaleza limblca cuando se administra en el 

hipocampo de la rata. Este hecho se determinó al observar las 

mismas conductas que desencadenan otros fármacos que producen 

este tipo de epilepsia <8en-Arl et al., 1981; Lothman y Collins, 

1981). 

Con base en la caracterización de dichos trastornos 

conductuales, se sugirió que el RRu inicialmente incrementa la 

excitabilidad del hipocampo, la cual se puede propagar de un 

modo secundario a otras áreas cerebrales. Sin embargo, no se pudo 

demostrar que tal efecto es el resultado de la desinhibición de 

las neuronas piramidales de 

promovida por la disminución de 

esta estructura, que 

la liberación del GA8A 

estaría 

Dado 

que la mayoría de los transmisores se liberan a través de un 

mecanismo dependiente de calcio, se podría pensar que el RRu 

estuviera bloqueando la liberación de otro neurotransmisor. Sin 

embargo, el RRu no se identificó unido a las terminales 

sinápticas <Fig. 481, por lo que, proponer que el efecto 

convulsivante se debe a la inhibición del proceso fisiológico 

arriba mencionado resulta dudoso. En cambio se observó que 

el RRu penetra a los somas neuronales y los destruye, lo cual 

parece ser la causa que desencadena las conductas de carácter 

epiléptico. 

Dada la vasta cantidad de interconexiones que se establecen 

entre el hipocampo y otras estructuras cerebrales (8ayer, 1985), 
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resulta altamente probable que Ja hiperexcitabilidad se propague 

hacia ot1 .. as át·eas. 

En la epilepsia que se provoca por la administración del 

ácido kaínico <Ben-Ar! et al., 1981; Lothman y Collins, 1981> o 

por la estimulación eléct1·ica de áreas límbicas <Collins et al., 

19831, se ha observado que las alteraciones conductuales propias 

de esta patología, se van manifestando conforme la actividad 

eléctrica anormal se propaga a cie1-tas es.tructuras 

ext1·al ímbicas <Fig. 7>. 

Lothman y Collins <1981> describieron que la epilepsia que 

se inicia en el hipocampo, se propaga en primer lugar a otras 

estructuras límbicas <estructuras secundarias; Fig. 7>. Durante 

esta etapa se presenta el automatismo y las convulsiones límbicas 

moderadas. Este tipo de convulsiones se reconoce por la presencia 

de sacudidas mioclónicas de la cabeza y las extremidades 

superiores de la rata. Por otro lado, el automatismo incluye a 

ciertas conductas motoras estereotipadas que se observan 

esporádicamente en Ja rata intacta <sacudidas de Ja cabeza, 

temblor de vi brisas, parpadeo y movimientos de la mandíbula). 

Posteriormente, las convulsiones límbicas severas se 

presentan cuando la actividad anormal se registra también en 

estructuras extralímbicas <tálamo, sustancia nigra) (estructuras 

terciarias; Fig. 71. Estas convulsiones se identifican por la 

presencia de una conducta que se conoce como "rear i ng" y que se 

asocia con clonías bilaterales de las extremidades superiores de 

la rata <Lothman y Collins, 19811. Las SPM suelen presentarse ya 

sea durante la fase clónica o después de que se presenta una 

descarga eléctrica anormal <Lothman y Collins, 1981). Cabe 



r-esaltar- que todas estas anoo·mal i dades 

pr-esentar-on en las ratas Inyectadas con el 

conductuales se 

RRu, pot" 1 o que 

pr-obablemente se activaron las mismas estr-ucturas que se señalan 

en la Fig. 7. 

Dur-ante esta patología se activan los circuitos neur-onales 

glutamatér-gicos, que en su mayor-ia son los r-esponsables de 

pr-opagar la actividad epiléptica, y aquellos que modulan la 

excitabilidad cer-ebr-al. Dentro de estos últimos, pt'i ncipalmente 

encontramos a las proyecciones serotoninérgicas que par-ten del 

núcleo del Rafé, y a las vías noradrenérgicas que se originan en 

el locus coer-uleus. De hecho, estos circuitos participan de un 

modo impor-tante en la regulación de la intensidad de las cr-ísis 

epilépticas <Calderini et al., 1978; Callaghan y Schwat"k, 1979; 

Jobe y Laird, 1981; Jobe et al., 1982>. 

Como se puede observar en la Fig. 7, la mayor-ía de las 

estr-uctut'aS 

epilepsia 

que se activan durante 

t'eciben afer-entes 

este tipo 

serotoninér-gicas. 

embargo, los t'eceptores 5-HT2 son poco abundantes en 

estructur-as límbicas que se denotan en esta figur-a. 

de 

Sin 

las 

En este tr-abajo se valor-6 la pat'ticipación de la transmisión 

set'otoninérgica que está mediada por- los l'eceptor-es tipo 2, 

y se sugil'ió que pr-obablemente los receptores que se 

localizan en ár-eas motoras son los responsables de modular- la 

expr-esión de esta conducta. De hecho, se ha evaluado la posible 

par-ticipación de los t'eceptores 5-HT2 que se localizan en la 

cot'teza fr-ontal y sobr-e las neur-onas motoras de la médula espinal 

<Koshikawa et al., 1985a, 1985b; Koshikawa et al., 1989). 



Fig. 7 Esquema en el que se se~alan las estructuras cerebrales 

que se activan durante la epilepsia limbica, y las vías a 

través de las cuales se puede propagar la excitación. Durante la 

primera etapa de la epilepsia se activa el hipocampo y el septum 

late1-al. Las convuls1ones limbicas rnouE'1-adas (CONV. LIMB. MOO. > 

se presentan una vez que la actividad anormal se propaga a Ja 

corteza entort-1nCJ.l, Ja amígdala, el complejo subicular y el 

septum medial (estt-uctu1-as secuncJa1-iasl. Finalmente, se activan 

algunas áreas extralímbicas y aparecen las convulsiones 1 ímbicas 

severas (CQNV. LIMO SEV.). En Ja parte inferior se indica que las 

SPM aparecen asociadas con las conductas propias de este tioo de 

epilepsia. Los asteriscos denotan a las estt-uctur-as 

reciben proyecciones serotoninér-gicas desde el núcleo 

que 

del 

El complejo subicular se considmr3 como una entidad Rafé. 

que invalucrr..J. al subículo, presubiculo y par-asubículo. La 

cor-te za par-alímbica incluye a la corteza perirrinal, 

cingulada, retr-oesplenial e infralímbica medial. 

modificado de Lothman y Collins, 1981>. 

f1-ontal, 

Oiag..-ama 
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A continuación se mencionarán algunas de las funciones 

que ejercen los receptores tipo 2 en el sistema nervioso. Se ha 

ca1·acte1· iza do que por lo menos hay dos tipos de receptores 

set·otoninérgicos en el sistema nervioso central (Marsden et al., 

1989). Uno de el los, inhibe a las neuronas que los poseen 

(receptores tipo I>, mientras que, el segundo modula el efecto 

que producen los aminoácidos excitadores en el cerebro 

(receptores tipo 2) <Davis et al., 1987). A través de la 

activación de este último tipo, la serotonina facilita el efecto 

excitador que ejerce el glutamato sobre las motoneuronas faciales 

(Vander Maelen y Aghajanian, 1980). Asimismo, este transmisor 

puede facilitar Ja excitación de las motoneuronas espinales que 

se produce por la estimulación eléctrica de la corteza motora <Me 

Call y Aghajanian, 1979>. Aparentemente, Jos bloqueadores de los 

receptores 5-HT2 suprimen este efecto que produce la serotonina 

<Davis et al., 1987; Peroutka, 1988). Además, Nedergaard y 

colabot·adores (1986) demostraron que este transmisor facilita 

también la despolarización que produce el NMDA en las neuronas de 

las capas III, V y VI de la neocorteza del gato. 

Estas observaciones han permitido sugerir que Jos trastornos 

motores que produce la serotonina, se pueden deber a la 

facilitación excesiva de las señales excitadoras que parten de la 

neocorteza hacia el tallo cerebral o hacia los núcleos motores 

espinales <Me Call y Aghajanian, 1979 y 1980; Vander Maelen y 

AghaJanian, 1980). La vía glutamatérgica cortico-espinal se 

denota en la Fig. 7. 

Tomando como base esta última idea, resulta probable que las 



SPM se puedan supl'imil' al bloqueal' la excit.rición que esU\ mediada 

poi' el ácido glutámico o aspart1co, en la neocol'teza y/o médula 

espinal, o al antagonizar- a los r-eceptol'es 5-HT2 que 

modulan a las neut'onas glutamatél'gicas de estas estl'uctuY"as. Este 

al'gumento se podl'ía tl'atal' de compr-obal' en estudios postel'iol'es. 

Los antagonistas del NMDA pr-odujet'on efectos difel'enciales 

que dependiel'on de la vía de administl'ación usada. El CPP 

disminuyó la fl'ecuencia de las SPM, únicamente cuando se 

administl'ó a tl'avés del ventl'ículo latel'al, pr-obablemente pol'que 

pudo actual' sobr-e las estr-uctut'as extt'ahipocampales antes 

mencionadas. Tal como se l'epol'ta en el manuscl'ito, el antagonista 

de los l'eceptot'es 5-HT2 , la ketanser-ina, también tuvo un efecto 

supr-esor- solamente cuando se administl'ó poi' vía sistémica. 

Pat'adójicamente, los di fe1·entes antagonistas del NMOA 

tendiet'on a incl'ementar- el númel'o de SPM cuando se 

inyectal'on con el RRu en el hipocampo. Este efecto pr-obablemente 

se pl'odujo por-que dichos antagonistas 

como proconvulsivos. 

se pueden compor-tar-

El efecto pr-oconvulsivo que ejet'cen los antagonistas del 

NMDA, se ha Y"epol'tado en otr-os tl'abajos en los que 

epileptifol'me del 

difel'entes agentes 

Dingledine et al., 

hipocampo, se genel'a poi' la 

convulsivantes (Collingl'idge et 

1986; Neuman et al., 1988>. Poi' 

la actividad 

aplicación de 

al., 1983; 

ejemplo, el 

antagonista competitivo del NMOA, el APV, potencía la actividad 

epiléptica que pr-oduce la bicuculina o la picl'otoxína CDingledine 

et al., 1986l. Neuman y colabor-ador-es <1988) descr-ibiel'on también 

que los antagonistas competitivos del Y"eceptor- del NMOA, el APV, 
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el APH y el CPP prolongan la duración de la actividad 

epileptiforme que produce el ácido kaínico en las rebanadas del 

hipocampo. Asimismo, el APH incrementa la frecuencia de las 

péptido espigas de tipo epileptiforme que produce el 

desgranulador de las células cebadas <Neuman et al., 1988). Pot· 

otro lado, el APV facilita la actividad unitaria que producen los 

ácidos quiscuálico y kaínico en las neuronas del área CA¡ del 

hipocampo (Collingridge et al., 1983). En los trabajos antes 

mencionados se describió que los antagonistas del receptor tipo 

NMDA se comportan como proconvulsivos en ciertas concentraciones 

<nmolares) <Dingledine et al., 1986). o en función del 

isómero que se emplea ( Co 11 i ng 1· i dge et al., 1983). 

Sobre la base de estos datos, es posible que como 

consecuencia de este efecto proconvulsivo que ejercen los 

antagonistas del NMDA, se haya incrementado la frecuencia de la 

conducta de SPM que ocurre en asociación con la actividad 

paroxística de estructuras límbicas. Por consiguiente, estos 

antagonistas se podrían aplicar en concentraciones diferentes a 

las que se emplearon en este trabajo, para determinar si éstos 

ejercen un efecto diferencial en función de la dosis usada. 

Efectos que produce el RRu sobre la citoarquitectura del 

hipocampo 

El RRu tiñe a las membranas de las células y los organelos 

que contienen polisacáridos ácidos <Luft, 1971 a, b). Se ha 

sugerido que el RRu no tiene la capacidad de internalizarse en 

las células, debido a las limitaciones estéricas que surgen 

cuando se une a la matriz extracelular del glicocalix <Snowdowne 



y Howel 1, 1984). Además, se ha demosb-ado que este compuesto se 

une a la memb1-ana sinaptosomal ,-ápidamente <Tapia et al., 1985>. 

A través de la observación micl'oscópica del tejido que -Fué 

inyectado con el RRu, en este trabajo se observó que el colol'ante 

penetra t'ápidamente a los somas de las neur-onas del hipocampo y 

la corteza cerebral. En la literatura se han aportado evidencias 

de que este colot'ante se internaliza en las células del músculo 

esquelético (Howell, 1974) y nervios espinales (Singer et 

al., 1971)' después de mantener a estas pl'eparaciones en 

pl'esencia del RRu poi' largos pel'iodos de tiempo. 

Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo por el que el 

RRu penetra a las células, en otros trabajos se observó que este 

colorante se internaliza a través de un proceso de endocitosis. 

En estos estudios se identi-Fica1-ona algunas vesículas 

pinocíticas en las regiones pr-óximas a los 

colorante (Singel' et al., 1971; Szubinska y Lu-Ft, 

depósitos 

1971). En 

del 

el 

presente tt'abajo no se visualizaron este tipo de estructuras, por 

lo que, la endocitosis no pat'ece ser el mecanismo a través del 

cual el RRu se internalize en las neuronas. 

Resulta intel'esante resaltar- que el RRu no se identificó en 

las mitocondt'ias. Esta observación también -Fué señalada en el 

trabajo realizado por Howell (1974) en el músculo esquelético. En 

dicho tt'abajo se observó que el RRu no se une a las membranas de 

las mitocondrias, a pesar de que el músculo permaneció por 

un largo período de tiempo en presencia del colorante. 

El e-Fecto degenerativo que ejerce el RRu en el hipocampo y 

la corteza cerebral, también se ha observado en algunos tt'abajos 

en los que se emplearon otras prepa1-ac iones biológicas. 
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Szubinka y Luft 119711 obsPrvAron que una solución diluida del 

colorante 1550 ppml degenera a las amibas en un lapso de. tiempo 

meno1· a 

Al anal iza1· 

patologias, se ha 

puede ocasionar 

las causas del daño celular durante algunas 

considerado que la ruptura del citoesqueleto 

la necrosis celular ISiesjb et al., 19861. La 

ruptura del citoesqueleto puede ser promovida por la degradación 

de los neurofilamentos (a través de proteasas dependientes de 

calcio!, o al ocasionar el desensamble de los microtúbulos 

<Siesjti et al., 19861. Tomando como base estos datos, es posible 

que el efecto degenerativo que eJerce el RRu sobre las 

neuronas, pueda debe1·se a Ja interacción del colorante con el 

sistema de microtúbulos. De hecho, se ha reportado que el RRu 

puede ocasionar el desensamble de Jos microtúbulos e inhibir el 

transporte axonal <Deinum et al., 19811. 

Por otro lado, hay una gran cantidad de evidencias 

experimentales que sugieren que la degeneración celular se 

produce como consecuencia del incremento en la concentración 

intracelular del calcio ISiesjti et al., 1986). En el caso 

particular del presente estudio, tal evento puede estar 

interviniendo en el proceso neurodegenerativo que desencadena el 

colorante. De hecho, la pérdida del citoesqueleto que se observa 

en las células degeneradas, también se podría explicar por un 

aumento en los niveles intracelulares del catión divalente. 

Además, los cambios morfológicos que se producen en el área 

CA 1 por el efecto tóxico del calcio IFeig y Lipton, 1990)' son 

muy parecidos a los que se visualizaron en el tejido que contenía 



al RRu. 

Un hallazgo interesante es que, las toxínas químicas que 

alteran la integridad de Ja membrana plasmática, degeneran a las 

células hepáticas por la acumulación de calcio en el interior 

celular. El paso de este catión a través de las membranas 

dañadas se ve impulsado por el gradiente electroquímico que 

RRu existe en condiciones normales ISchanne et al., 1979). Si el 

afecta a las membranas celulares por medio de un mecanismo 

desconocido, este evento podría explicar su fácil internalizacíon 

y la posible participación del calcio en el proceso degenerativo. 

Finalmente cabe resaltar que como consecuencia del efecto 

tóxico que produce el RRu en el hipocampo, el sector CA 1 carece 

de estructura neuronal y en su lugar se desarrollan numerosas 

células gliales. 

Tal como se ha descrito en la isquemia cerebral IKirino et 

al., 19901, las terminales sinápticas mantienen su integridad 

estructural en el área CA 1 del hipocampo. Probablemente estas 

terminales sinápticas que se preservan provienen del área CA 3 . De 

hecho, la zona del hipocampo que contiene a las neuronas 

degeneradas recibe innervaciones del sector CA 3 . Durante la 

isquemia, una vez que se destruyen las neuronas del área CA3 

con el ácido kaínico, también se degeneran las terminales 

presinápticas en el sector CA 1 IKirino et al., 1990). Este último 

punto también podría ser objeto de estudio en un trabajo 

posterior. 
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