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ABREVIATURAS

APH adcido 2-amino-7-fosfonoheptandico
APV dcido 2-amino-5-fosfonovalérico

CPP 4cido fosfénico-3-(2-carboxipiperacina—4-il-propil-1)
CNGQX 6—-ciano—-7-nitroquinoxalina-2,3,—diona
GABA adcido T-aminobutirico

GAD glutamato descarboxilasa

5—-HT S-hidroxitriptamina

5—HT2 Receptor serotoninérgico tipo 2

i.h. intrahipocampal

i.p. intraperitoneal

K8 ketanserina

MK-801 S5-metil—~10,11~-dithidro-5H-dibenzo a,d ciclo * hepteno—~5,10
imina
NA 4cido nipecético

NMDA N-metil-D-aspdrtico

PCA p-clorofenilalanina
PCP fenilciclidina
RRu Rojo de Rutenio

THIP 4,5,6,7, tetrahidroisoxazolo [5,4-cl piridin-3-ol



RESUMEN

La epilepsia limbica se manifiesta cuando se afescta la  funcidn
de estructuras cerebrales como el hipocampo (TINS 11(2): 63,
1988). Por otro lado, el Rojo de Rutenio (RRu) es un
compuesto inorganico que se ha empleado para estudiar las

posibles alteraciones que provocan epilepsia a nivel experimental

(Brain Res. 154: 163, 1978). En el presente trabajo se
caracterizg que el RRu desencadena epilepsia limbica, una
vez que s@ administra en el hipocampo de la rata. Este

compuesto se inyecté con ayuda de un aparato estersotdxico en
el A4rea CA1 del hipocampo (1.5 nmolas en 0.1 ul), vy
posteriormente se analizaron 1los trastorno conductuales que

manifiestan 1los animales inyectados. Se encontrd gque las ratas

presentan los signos caracteristicos de la epilepsia limbica, vy
en asociacidén la conducta de ‘"sacudida de perro mojado"
gue es una manifestacidn de caracter no-convulsivo. Con base

en la observacidn microscépica del hipocampo inyectado con el
RRu, se encontrdéd 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
fibavés de la administracién sistémica y/o intrahipocampal de
farmacaos que afectan a la neurotransmisidn que se encuentra
mediada por la serotonina, el &cido glutamico o el 4&cido
T—aminpobutirico (GABA) , se evalud la participacidn de

estos neurotransmisores en la generacidén de las alteraciones



que produce el RRu. En este estudio se identificéd que
los antagonistas serotoninérgicos y glutamatérgicos
bloguean 1la conducta de 8PM cuando se administran por via

sistéamica.
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INTRODUCCION

Aspectos generales de la Epilepsia

La epilepsia s una patologia gue se presenta cuando se
altera el funcionamiento de las neuronas excitadoras e
inhibidoras del sistema nervioso central (Dichter y Ayala, 1987).

Durante esta patologia las neuronas de algunas dreas del
cerebro se mantienen hiperexcitadas a través de dos mecanismos
principales. Por un lado, esta condicidén anormal se puede
producir cuando hay una disminucidn o pérdida de la eficacia de
los sistemas inhibitorios GABAérgicos (Dichter y Ayala,
1987; Roberts, 1986), o una vez que se sobreactivan los circuitos
neuronales excitatorios que en su mayoria son glutamatérgicos
(Dichter y Ayala, 1987).

El primer concepto mencionadoc anteriorente se demostrd al
observar que la epilepsia se puede desencadenar, al impedir la

sintesis del 4cido T—amimobutirico (GABA) con drogas como el

acido 3~-mercaptopropidnico, la tiosemicarbazida o la
metoxipiridoxina (Tapia, 1973), o0 al bloquear su liberacidn
con la toxina tetdnicea (Fisher, 1989; Louis et al., 1987).

También se produce actividad epileptiforme cuando se afecta el
funcionamiento de los receptores postsindpticos de este
neurotransmisor, con la penicilina, la bicuculina o la
picraotoxina (Ben-Ari et al., 1981; Fisher, 1989; Tapia, 19273).

De igual manera, la pérdida de 1la efectividad de la
neurotransmision GABAérgica favorece el establecimiento de 1la
epilepsia crénica a nivel experimental. Ribak et al. (1979)

demostré gque hay una pérdida selectiva de las neuronas



inhibitorias que contienen a la enzima de sintesis del GABA
(glutamato descarboxilasa; GAD), en la porcidon de la corteza
cerebral en donde se produjo epilepsia focal con la crema de
alamina, probablemente por la presencia de actividad
epiléptica sostenida.

Posteriormente se demostré que la actividad de la GAD y el
numero de receptores GABAérgicos cambia, en los focos epilépticos
corticales que se generan por la aplicacidn tépica de
cobalto (Bakey vy Harris, 1981; Ross y Craig, 1981).
Dicha disfuncién de la transmisidon GABA&érgica también se ha
descrito en los diferentes modelos de epilepsia determinada
genéticamente (Laird et al., 1984),.

un segundo grupo de estudios confirmaron que la
sobreactivacion de los circuitos neuronales excitatorios
también produce hiperexcitabilidad cerebral (Stone y Burton,
1988). EIl L-glutamato y L-aspartato son los transmisores que
generan tal anormalidad.

Inicialmente, Hayashi (1954) demostrd que la aplicacidn del
dcido L-glutdmico en la superficie de la corteza cerebral provoca
convulsiones. Asimismo, Johnston (1972) describid que los
aminodcidos excitadores, comoc el 4cido N-metil-D-aspéartico
(NMDA), producen epilepsia en los ratones. Tales evidencias
sugirieron que los transmisores antes mencionados pueden
provocar que las neuronas descarguen de un modo anormal.

S§in embargo, el papel gue juega la transmisién excitadora
en la generacidén de crisis epilépticas se pudo evaluar con mayor

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

al., 1986; Stone y Burton, 1988).

En dichas investigaciones se pudo comprobar que los
receptores que reconocen al NMDA, se activan durante el
desarrollao de varios tipos de epilepsia que se producen
experimentalmente (Stone y Burton, 1988). Este receptor participa

en la produccidén de crisis epilépticas deﬁido a qgue su canal
acoplado se activa de una manera dependiente del voltaje (Mayer
et al., 1984; Nowak et al., 1984).

Durante la epilepsia se puede facilitar la activacidn del
receptor tipo NMDA, ya gue predomina la despolarizacidn neuronal
dentro de la regidn afectada. Por consiguiente, este evento puede
acentuar el desbalance entre excitacién e inhibicién que
prevalece en el sistema nervioso (Wheal, 1989).

Ademds, los fdrmacos con propiedades antagonistas sobre aste
receptor suprimen la epilepsia que producen, los diferentes
agentes que bloguean la transmisién sindptica GABAérgica, o los
estimulos externos (luz, sonido) en los animales gengticaments
propensos a esta patologia (Stone y Burton, 1988).

Croucher vy colaboradores (1982) fueron 1los primeros en
encontrar qgue el acido 2-amino~-7-fosfonoheptandico (APH) vy
otros antagonistas fosfonados que actuan sobre el receptor del
NMDA, previenen las convulsiones generadas por la administracion
del pentilenetetrazol, las provocadas por sonido en los ratones
DBA/2 y las producidas féticamente en el mandril (Meldrum et al.,
1983). Asimismo, tanto el 4&cido 2-amino-5-fosfonovalérico (APV)

como €1 APH son capaces de inhibir las convulsiones que se



observan al administrar los antagonistas del receptqr GABAA, la
picrotoxina o la bicuculina, asi como los inhibidores de la
sintesis del GABA, el acido I-mercaptopropidnico a la
tiosemicarbazida (Czuczwar vy Meldrum, 19823 Piredda vy Gale,
1986) .

Tomando en cuenta que los disturbios de la transmisidn
GABAergica o de la mediada por los aminpdcidos excitedores pueden
producir epilepsia, a contipuacién se describiran algunos
aspectos farmacoldgicos de estos dos tipos de transmisiones
sindpticas, y se hard énfasis en denotar el papel que juegan
éstas en la epilepsia gque se genera en 21 hipocampo a través de

diferentes mecanismos.

Farmacologia de la transmisidén GABAérgica

El OGABA es el neurotransmisor inhibidor mas ampliamente
distribuido en el cerebro (Turner vy Whittle, 1983). Este
neurotransmisor hiperpolariza a las neuronas debido a gque genera
una corriente entrante de iones cloro cuando interactua con
algunos de sus receptores (Bormann,1988). Tal efecto fisioldgico
se puede reproducir con drogas como el muscimol o el THIP
(4,5,6,7,tetrahidroisoxazolo £S5,4-cl piridin-3-0l1), y
bloquear con la bicuculina o la pigrotoxina (Turper vy
Whittle, 1983).

Con base en estudios de unién con ligandos radicactivos se
propuso que los agonistas GABAérgicos antes mencionados (muscimol
y THIP), la bicuculina y el propio GABA, comparten el mismo
sitio de ‘accién dentro del complejo proteico que conforma al

receptor de este aminodcido (Olsen, 1987).



Este hecho se determind al considerar que estos fdrmacos
pueden desplazar a dicho neuroctransmisor de sus sitios de unidn
especificos que se localizan en las membranas sindpticas. Por
esta razén, la bicuculima se considera un antagonista competitivo
del receptor del BGABA (Olsen, 19873 Turner vy Whittle, 1983).

Los receptores del GABA que son sensibles a la bicuculina se
conocen como receptores GABAA (Bormann, 1988). El receptor GAB(—\A
estd conformado por el sitio al que se une el GABA, su canal
aspciado 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 (Bormann, 1988; Turner vy
Whittle, 1983) (Fig. 1). Estos componentes adicionales
corresponden a los sitios de unidén de las benzodiacepinas y los
barbituricos.

Un segundo tipo de receptor GABAérgico, el denominado GABAB,
se activa selectivamente por su ligando especifico, el baclofen
(R—p-clorofenil~GABA)., Este receptor difiere en varios aspectos
del receptor GABAA "cldsico" (Bormann, 1988).

En el sistema nervioso se han reconocido dos subtipos de
este receptor GABAérgico (Bormann, 1988). Uno de ellos afécta
una corriente entrante de calcio gue es dependiente de voltaje en
las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Bormann, 1988), y en
lag terminales de las células bipolares de la retina (Maguire et
al., 1989). Este receptor se localiza a nivel presinaptico en 1la
meédula espinal (Kerr et al., 1987) y en la retina (Maguire et

al.,, 1989), vy ademas, modula la liberacién de neurotransmisores



Sinapsis  GABAérgica

Terminal nerviosa

Membrana subsiniptica

. Fig 1. Reprasentacién de la sinapsis GABAérgica en donde se
muastra la estructura _Qproximada dal receptor GABAA

(Esquema modificado de Richards et al., 1988),
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que es dependiente de calcio (Bormann, 1989).

El segundo subtipo de este receptor activa una corriente
saliente de potasio en las neuronas piramidales del area CAL del
hipocampo (Soltesz et al., 1988). Dicho evento dependiente de
potasio da origen a los potenciales postsindpticos inhibitorios
tardios que son bloqueados por el antagonista del receptor GABAB,
el faclofen (Soltesz et al., 1988), y gue persisten en presencia
de la bicuculina (Newberry Y Nicoll, 1984). Estos
receptores GABAB se localizan postsinapticamente en el
hipocampo y la neocorteza (Karlsson et al., 1988; Soltesz et al.,
1988), vy se encargan de hiperpolarizar a las cg&lulas nerviosas
(Soltesz et al., 1988).

Ambos tipos de receptores GABAérgicos se encuentran
acoplados a sus canales vrespectivos a través de proteinas G

sensibles a la toximna pertusis (Bormann, 1988).

La transmisidn sindptica GABAérgica en el hipocampo

En el hipocampo se han descrito varios tipos de
interneuronas inhibidoras que se encuentran distribuidas
diferencialmente, vy que poseen caracteristicas morfoldgicas

especificas (Andersen, 1987).

Por wuna parte, las células en canasta se localizan en el
borde del estrato radiado y @l oriens de la regidn CAI del
hipocampo. Estas interneuronas interactian con el soma de las
neuronas piramidales a través de una sinapsis de tipo axosomédtica
(Fig., 2), y ademds reciben a las colaterales axpnales de dichas
neuronas piramidales (inhibicidén recurrente) (Andersen, 1987).

Un segundo tipo de interneuronas, es un grupo de células con



axones cortos que se les ha denominado colectivamente celulas
estrelladas, y que se localizan en el estrato lacunoso-molecular
del hipocampo. Este tipo de neuronas establece el contacto
sindptico sobre las dendritas apicales de las células piramidales
excitadoras (Andersen, 1987) (Fig. 2). Finalmente, se ha descrito

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

localizan dentro del estrato piramidal en la region
CA1 (Andersen, 19872 . i_os axones de dichas' celulas
terminan alrededor del segmento inicial del axén de las

neuronas piramidales (Andersen, 1987) (Fig 2).

A través de la aplicacidon de técnicas inmunocitoquimicas se
ha demostrado gque muchas de estas neuronas contienen a la GAD
(Walaas, 1983). Ademds, tal parece que la excitabilidad de las
neuronas piramidales del hipocampo, estd controlada por el efecto
inhibitorio tdénico que ejercen dichas interneurcnas GABAsrgicas
(Roberts, 1986).

Por medio de acercamientos electrofisiocldégicos sa ha
caracterizado que el efecto hiperpolarizante gue ejercen las
interneuronas GABAérgicas sobre las neuronas piramidales estd
conformado por dos componentes: (a) un evento temprano que
s@ produce por la activacién de los receptores GABAA Yy en
consecuencia es dependiente de cloro, vy (b} un componente
lento que se desencadena por la activacidn de receptores
GABAB y que es dependiente de potasio (Newberry y Nicoll, 1984).
El componente tardio desaparece cuando se aplica 1 antagonista
del receptor GABAB, el faclofen (Sovltesz et al., 1988), vy es

insensible a la accién de la bicuculina (Newberry y Nicoll, 1984)



Entradas excitaderas
GLU,ASP [

Entradas inhibitorias

Céjula  estrellada
GABA

Cilula en canasta
: GAS.

A

.

Célula en candelero

Fig. 2 Diagrama que muestra los diferentes tipos de
interneuronas GABAérgicas y la region de la neurona piramidal
sobre la que establecen el contacto sindptico. La célula en
canasta interactua con el soma de la nsurona piramidal, mientras
que la cé#lula en candelabro establece el contacto sinéptico sobre
.@]l wsegmento inicial del axén. La internsurcona estrellada actua

sobre las . dendritas de las mismas neronas excitadoras

(Andersen, 1987).



(Fig. 3).

El componente temprano, que no es mds que el potencial
postsindptico inhibidor (PPSI) temprano, tiene gran importancia
en el hipocampo va que es el responsable de producir la
inhibicidn de tipo recurrente que controla la actividad de las
células pivramidales (Wheal, 198%9). Los PPSI tempranos se genaran
cuando se activan las ceélulas en canasta que innervan el soma de
las neuronas piramidales, asi como, por accidén de las
interneuronas en candelabro que interactidan con el segmento
inicial del ax6n de las mismas células piramidales (Wheal, 1989).
Por otro lado, los PPSI tardios se registran a nivel dendritico
una vez que se activan las sinapsis que se establecen entre las
células estrelladas y la porcidén dendritica de las células
piramidales (Andersen, 1987; Wheal, 1989) (Fig. 3).

En otros estudios se pudo confirmar que la inhibicidn
GABA&rgica regula la actividad intrinseca de las neuronas
excitadoras del hipocampo (Kemp et al., 1986; Rovira et al.,
1984) . En dichos trabajos se demostrd que los agonistas del
receptor GABAA, el muscimol o el THIP, suprimen completamente la
actividad excitadora de las células piramidales del édrea CAl gue
se produce al estimular las fibras comisurales—-colaterales de
Schaffer (Kemp et al.,1986).

Ademas, Ault y Nadler (1983) describieron que el agonista
selectivo del receptor BABAB, el baclofen, produce también una
inhibicién completa de la actividad excitadora que se genera en
el é4rea CA,; tal efecto es insensible a la aplicacidén de la

‘bicuculina o la picrotoxina. Sin embargo, el efecto que producen

1O
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INTERNEURONA
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LARIEACION
SNORITICA

NEURONA PIRAMIDAL

[J
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1MHIBICION
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Fig. 3 Esquema en el que se muestran los PPS] que se registran
en las neuronas piramidales del hipocampo. En el recuadro de la
izquierda se muestra 1 PPSE]l "temprano" que se produce cuando se
activan los receptores GABAA somdticos. En la derscha se
presenta el PPS] "tardio” que se observa cuando se activan los
receptores GABAB dendriticos. En la parte inferior de la
figura se prasenta' el registro intracelular de una neurona
piramidal, en el que se seralan los 2 tipos de PPS! que produce
el GABA 'y que se ‘indican en 1los recuadros. Abreviaturas:
90 -= c;nductancia de C1~ vy gK+=conductancia de k*. (Figura

modificada de Avoli, 1988).
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los agonistas del receptor GABAA (parrafo anterior) se bloguean
cuandD'se administran los antagonistas antes mencionados (Kemp et
al., 1986).

Es importante mencionar gue gracias a los estudios hechos en
rebanadas del hipocampo, se sugirid que el baclofen posee
propiedades anticonvulsivantes. Dicho antagonista es capaz de
bloquear las descargas epileptiformes de las células piramidales
de la regidn CAS que se desencadenan por la aplicacidén de
bicuculina, dcido kainico o altas concentraciones de potasio
(Ault et al., 19B46; Swartzwelder et al., 1986). De igual manera,
el baclofen deprime la actividad epiléptica que produce 21 acido
kainico in vivo, y @n consecuencia reduce la degeneraciodn

neuronal en el hipocampo (Ault et al., 1986éa).

Farmacologia de la transmisién glutamatargica

Los 4&cidos glutamico y aspértico son 1os transmisores
excitadores mds abundantes en el sistema nervioso central (SNC)
(Cotman et al., 1987), El efecto fisioldgico que ejercen dichos
aminodcidos se produce cuando se activan diferentes receptores
que se localizan en las membranas neuronales (Mayer y Westbrook,
19871 . Se han caracterizado preferentemente tres subtipos de
receptores gue 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 andlogo
estructural del d4cido aspéartico (Stone y Burton, 1988). E1l
segundo se activa por el d4cido kainico, y el tercero por
el acido quiscudlico, gue son andlogos del acido glutdmico (Mayer

y Westbrook, 1987).
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El receptor del NMDA estd asociado a un canal que es
permeable a los iones Ca2+ y Na+ (Mayer y Westbrook. 1987). Este
receptor Yy su caﬁal acoplado conforman un complejo proteico que
poses varios sitios adicionales que regulan su actividad
(Reynplds y Mlller, 1988). Por ejemplo, ] canal de este receptor
se bloguea con el magnesio a traves de un mecanismo que es
dependiente del voltaje (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984)
(Fig. 4).

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 iornes €1~  en
la médula espinal, y ademas potencia la excitacidn gue produce
el NMDA. Este ultimo efecto gue produce la glicina no se
antagoniza con la estricnina que es el bloqueador del
receptor inhibidor ‘clasico" (Thomson, 1989) . Dicho
aminodcido incrementa la frecuencia de apertura del canal que

esta acoplado al receptor del NMDA, debido a gque facilita
la interaccién del agonista con su sitio de unidn (Thomson,
1?89). 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 (Fig.
43 .

Por otro lado, la fenilciclidina (PCP} y la ketamina se
comportan como antagonistas no competitivos, debido a que se unen
a un segundo sitio de vregulacidn que se encuentra dentro del

canal de este receptor (Lodge y Johnson, 1990) (fig.4). Sin



embargo, los anestésicos antes mencionados asi como el MK-B801,
pueden antagonizar al receptor'unicamente cuando el canal se
encuentirra abierto (Huettner y Bean, 1988).

Un sitio adicional gue es ocupado por el zinc (Zn2+) también

bloquea al receptor del NMDA (Peters et al., 1987; Westbrook vy

2+ D4

Mayer, 1987). El1 In actua en un sitio diferente al del Mg que
se localiza en la parte extracelular de la membrana neuronal.

l.os receptores que son sensibles al dcido gquiscudlico se han
subdividido en dos tipos. Uno de ellos estd acoplado a canales
de Na+, y el segundo subtipo se encuentra asociado a un sistema

2+

de segundos mensajeros que mobilizan al Ca de pozas

intracelulares (Murphy y Miller, 1988). El efecto despolarizante
gue produce el acido quiscudlico puede ser potenciado por el n2*
(Peters et al., 1987), y blogueado por el 6-ciano-7-nitroquinoxa-
lina-2,3,-diona (CNQX).

El 4dcido kaimnico despolariza a las neuronas a través de la
activacién de un canal que incrementa el influjo de Na+. Este

receptor es blogueado por el CNGEX al igual gue el del 4&cido

quiscudlico (Mayer y Westbrook, 1987).

La tramsmisidn sindptica glutamatérgica en el hipocampo

En el hipocampo, la transmisién excitadora ocurre por medio
de la activacidén de una via trisindptica (Andersen, 1987; Lambert
et al., 1989). El primer relevo sindptico 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 via perforante. Subsecuentemente, las células granulares se

comunican con las neuronas piramidales del area CA3 por medic de
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Fig. 4 Representacion del receptor que reconoce al NMDA. En el
esquema se muestran los diferentes sitios que regulan la
‘actividad de este receptor y que se mencionan en el texto. La
accién del NMDA puede sar bloqueaqa farmacolégicamente de - tres
maneras: con antagonistas como el CPP que compiten con el NMDA
por el mismo sitio de unién, al bloquear el sitio de la glicina

con @l HA-966 y con antagonistas no-competitivos como el MK-B801

(McDonald y Johnston, 1990).
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las fibras musgosas. Finalmente, las neuronas piramidales del
sactor Cés envian sus fibras axonales, conocidas como fibras
colaterales de Schaffer, hacia la regidn CQl en donde establecen
el contacto sindptico con las neuronas piramidales de esta area
(Andersen, 1987; Lambert et al., 1989) (Fig. 35).

La excitacidén gue resulta de la activacidn de esta via
trisindptica estd mediada por diversos receptores que son
sensibles a los dcidos L-glutdmico y L-aspdrtico (Lambert et
al., 1989).

Dentro de este grupo de receptores, agqueéllos que se activan
por el acido kainico asi como los sensibles al 4cido quiscudlico,
son los presuntos responsables de generar a los potenciales
postsindpticos excitatorios (FPSE) rapidos 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 rdpido en las tres sinapsis (Lambert et al., 1989).

Por otro lado, los receptores gque activa e1 ANMDA estdn
involucrados en la produccidén de los PPSE lentos (Herron vy
Forsythe, 1989; Lambert et al., 1989), ya gue el APV es capaz de
reducirlos o incluso abolirlos (Herron y Forsythe, 1989; Lambert
et al., 1989). Ademas, tal PPSE se facilita marcadamente tanto
en amplitud como en duracidn, cuando las rebanadas del hipocampo
s@ mantienen en medios libres de magnesio (Herron y Forsythe,
1989; Lambert et al., 198%9). Aparentamente estos potenciales
excitatorios ocurren en los tres relevos sindpticos del hipocampo

{(Lambert et al., 1989).
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Fig. S Representacién de las conexiones exclitadoras que se
establecen entre las neurc...s piramidales de las diferentes
ragiones del hipocampo. En la parte inferior se muestra la
secuencia de activaciéon de dichas neuronas piramidales, y se
sefalan las 2 vias eferentes principales que proyectan del A4&rea
CA3 y del subiculo. Abreviaciones: ALVEUS (ALV); HAZ ANG. (HAZ
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Participacién de los receptores tipo NMDA en la generacién de
estados de hiperexcitabilidad hipocampal

Sobre la base de estudios autoradiograficos se ha descrito
que el hipocampo tiene la mayor densidad de receptores tipo NMDA
(Cotman et al., 1987), Ademdas, en optros trabajos se puntualizd
que la porcidn dendritica de las neuronas piramidales del drea
CA1 del hipocampo es particularmente rica en estos receptores
(l_ambert et al., 1989). A pesar de esta gran abundancia, dicho
receptor no participa directamente en el establecimientc de la
transmision sindptica excitadora rdpida hipocampal (Herron vy
Forsythe, 1989).

Por el contrario, se ha propuesto que el receptor del NMDA
pueds amplificar 1 grado de excitacidén del hipocampo (Lambert et
al., 1989). Para retomar esta idea, es importante considerar que
el efecto despolarizante que ejerce el NMDA estd regulado por el
magnesio de una manera dependiente del potencial de membrana
(Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984). Este efecto que eljerce
el magnesio decrece cuando la membrana neuronal se
encuentra despolarizada (Mayer et al., 19B4; Nowak et al., 1984).
Por consiguiente, el receptor tipo NMDA se ve liberado del
blogueo que ejerce dicho catidn divalente cuando se genera un
estado de despolarizacidén sostenida, por lo gue, puede contribuir
a la permanencia de tal estado de despolarizacién (Herron vy
Forsythe, 1989).

Esta observacidén tiene implicaciones importantes en ciertas
condiciones anormales, tales como durante la epilepsia. En esta

patologia se incrementa la liberacién de transmisores



excitadores, y en conpsecuencia las neuronas se encuentran
prefentemente despularizadas. Por esta razodn, se facilita la
activacioén de los canales acoplados al receptor del NMDA  (Herron
y Forsythe, 1989).

Ademds, se puede registrar un componente despolarizante que
se encuentra mediado por el receptor sensible al NMDA, cuando la
inhibicidn sindptica del hipocampo se afecta con drogas
convulsivantes como la bicuculina (Bingledine et al., 1990). De
este modo, la excitacién que producen los receptores tipo NMDA,
puede amplificar 1la hiperexcitabilidad que desencadenan los
antagonistas del GABA en el hipocampo (Dingledine et al., 1990;
Herron vy Forsythe, 1989). Por tales hallazgos se ha sugerido
que la transmisidn GABAérgica puede modular la participacion
de este receptor durante la epilepsia.

Finalmente se ha llegado a demostrar gue los PPSE se pueden
prolongar por la activacidén de este vreceptor, hasta que las
neuronas tienen una actividad de tipo epileptiforme en presencia
de agentes convulsivantes. Al parecer, la actividad epileptiforme
de las neuronas del hipocampo se puede considerar como una
respuesta que se encuentra influenciada por la activacién del
receptor tipo NMDA, ya que los antagonistas selectivos de este
receptor se comportan como antiepilépticos en tales instancias
(Dingledine et al., 1990).

Participacidén del hipocampo en el desarrollo de epilepsia parcial
lLa epilepsia se ha clasificado en dos tipos principales de
acuerdo a su sitio de origen., 8e habla de una epilepsia

generalizada cuando la actividad paroxistica ocurre

.



bilateralmente y de un modo sincrénico 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 aorigen focal (Gloor 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
amigdala o el hipocampo se observan 1los signos conductuales
caracteristicos de la epilepsia limbica en la rata (Girgis,
1981). De igual manera, la inyeccidén intrahipocampal de varios
convulsivantes, como el Acido kainico, produce este tipo de
manifestaciones epilépticas (Ben-Ari et al., 1981).

Se ha caracterizado gue en la rata la actividad
epileptiforme de origen limbico se acompafa de una manifestacién
conductual de cardcter no convulsivo gue es la conducta de
"sacudida de perro mojado" (SPM).

La conducta de GSPM puede ocurrir como respuesta a una gran

variedad de manipulaciones farmacoldgicas, tales como la
inyeccidn de los péptidos opioides endégenos (Lee et al., 1989),
el acido kainico (Isaacson y Lanthorn, 1981y, el

S3-hidroxitriptofano (Bedard y Pycock, 1977) y por la interrupcion
de la administracidén de la morfina (Wei, 1973).

Asimismo, la estimulacidén eléctrica de dreas limbicas como
el hipocampo (Lerner-Natoli et al., 1984), la amigdala (Squillace
et al., 19B0), la corteza entorrinal (Frush y McNamara, 19846} o
el septum (Le Gal La Salle y Cavalheiro, 1981), s0n otras

estrategias experimentales gue producen actividad epileptiforme
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en asociacidén con SPM.

En algunos trabajos se ha descrito que la activacién de las
neuronas del hipocampo es importante para observar esta conducta
(Frush y McNamara, 1986; Grimes et al., 1988). De este modo, la
lesidén de las neuronas del area CA3 o de las celulas granulares
del giro dentado del hipocampo, suprime la aparicion de SPM que
se asocian con la epilepsia (Frush y McNamara, 1984; Grimes et
al., 1988) . En dichos estudios se sugiere gue al activarse las
células del hipocampo, se activan de un modo secundario algunas
estructuras extralimbicas que residen en dreas motoras y que
finalmente son las responsables de generar esta conducta.

En la literatura existe controversia sobre el tipo de
transmisién nerviosa que regula la expresidn de esta conducta
(Handley y Singh, 1986). Sin embargo, se ha indicado gue las S8PM
se.presantan una vez que se activan las neuronas serotoninérgicas
del §8NC (Handley vy Singh, 19863 .Tricklebank, 1985). Dicha
aseveracion se sustenta en los estudios que describen que la
conducta de sacudida, se produce por la administracién de algunos
agonistas serotoninérgicos o con el precursor de este
neurotransmisor, el S-hidroxitriptofano (Bedard y Pycock, 1977).
Ademds, ciertos trabajos indican que esta conducta se observa
cuando se activa el receptor tipo 2 de este neurotransmisor
(Handley y Singh, 19863 Yap y Tavylor, 1983). Asimismo, es
importante mencionar que aunque existen varios agentes que
producen SPM, como se indicd anteriormente, en la mayoria de los
casos éstas se suprimen con los antagonistas especificos de los

reﬁeptares serotoninérgicos (Handley y Singh, 1986).
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ANTECEDENTES

Es evidente gue existen una gran cantidad de agentes gue son
capaces de producir epilepsia experimental a través de diferentes
mecanismos. En esta seccidn se describirdn las acciones que
ejerce el rojo de rutenio sobre los diferentes procesos
fisiolégicos en los que se ha valorado su efecto, vy que
justificaron su aplicacidn comp convulsivante en este trabajo de
tesis.

El colorante inorgédnico rojo de rutenio (RRu) es un agente
capaz de bloguear la unidn o el transporte de calcio en
diferentes preparaciones bipnldgicas. Inicialmente se describid
gue el RRu inhibe la captura de calcio mitocondrial {Moore,
19713 Vasington et al., 1972; Reed vy Bygrave, 1974; Luthra vy
Clson, 1977).

De igual manera, dicho compuesto bloguea la unidén del Ca2+
al sarcolema aislado (Madeira y Antunes-Madeira, 1974); va que

esta inhibicidn no depende de la concentracién de RRu en el medio

de incubacién, se propuso gque el colorante no compite con el 032+
por el mismo sitio de unidn, Estos hallazgos coinciden con los
que fueron observados por Reed vy Bygrave (1974) quienes

trabajaron con membranas mitocondriales.

Ademds, el RRu inhibe selectivamente a 1a enzima que es
rasponsable del transporte activo del calcio, la ATPasa del
calcio, gue 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 gue la entrada

e
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de calcio a las terminales nerviosas presinapticas, es un evento
gque se requiere para desencadenar la liberacidn de
nedurotransmisores. Tomando en cuenta esta idea, se valoré el
efecto que ejerce el RRu sobre la union vy el transporte de calcio
en terminales nerviosas aisladas (sinaptosomas). En estos
estudios se reporté gue el RRu inhibe de un modo no-competitivo,
la unidn del calcio a los sinaptosomas aislados de la corteza
cerebral de 1la rata (Kamino et al., 197&6). Aungue el sitioc de
unién especifico de este colorante no se ha descrito con
precisién, se ha propuesto que el RRu se combina fuertemente con
las glicoproteinas de la membrapa sinaptosomal que probablemente
estdn conformando al sitio de unidn del calcio (Kamino et al.,
1976). Este sitio de interaccidn del RRu se sugirid con base en
los trabajos que describen gue este compuesto se une a las
glicoproteinas de las membranas celulares (Luft, 1971), y por el
hecho de que inhibe la unién del calcio a las glicoproteinas
aisladas de membranas mitocondriales (Bottocasa et al., 1972).

Asimismo, el RRu se une a las terminales nerviosas aisladas
e 1impide la entrada de calcio estimulada por despolarizacioén,
sin afectar el influjo basal de este catidn (Tapia et al., 1983).
Por tal razén, se sugiridé que el RRu es capaz de bloquear a los
canales de calcio dependientes de voltaje que se epcuentran
presentes en los sinaptosomas (Tapia et al., 1985).

El efecto qgue ejerce el RRu sobe las membranas sindpticas
sirvid para sustentar la idea de que este compuesto podria tener
la capacidad de bloquear la tramsmisién sindptica quimica, al
impedir la liberacidén de transmisores tanto a nivel central como

periféricamente.



Rahamimoff y Alnaes (1973) demostraron que €l RRu inhibe 1la
liberacion estimulada de transmisores en la unidén neuromuscular,
y sugieren que este efecto se debe a la combinacidn Ffirme del
colorante con los sitios del calcio que se ubican en la membrana
presindptica. Por otro lado, Person y Kuhn, (1979) confirmaron el
efecto blogueador que ejerce el RRu sobre 1la liberacién de
acetilcolina en la sinapsis neuromuscular.,

El efecto inhibidor que ejerce el RRu sobre la liberacitén de
neurotransmisores que es dependiente de calcio, también se
observéd al utilizar terminales nerviosas aisladas del cerebro

(Tapia y Meza-Ruiz, 1977).

Ademds de los experimentos realizados en preparaciones
aisladas que sugieren que el RRu es un catidén capaz de
interrumpir 1la secrecidon de sustancias neuroactivas, se

desarrollaron algunos estudios 1in vivo que confirmaron dicho
efecto. En eastos trabhajos se observd que el RRu tiene efectos
diferenciales que dependen de la via de administracidn que se
utilice. Cuando el RRu se administra por via intraperitoneal
produce un estado de pardlisis fldcida 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 tdnico~clénicas generalizadas (Tapia et al., 1976).
Aparentemente, ambos efectos se generaron por el disturbio
de algin mecanismo dependiente de calcio, ya que tanto el efecto
paralizante como las convulsiones generalizadas se previnieron
por la inyeccidén de cloruro de calcio (Tapia et al., 1976) .

Ademds, un agente quelante del Ca 2+, el EDTA, ejerce efectos
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parecidos a los que produce €l RRu (Tapia, et al., 1976).

En otros estudios se comprobdé que la pardlisis flacida es el
resultado del efecto que ejerce el RRu a nivel presinaptico
(Tapia, 1982). En dicho trabajo se administraron compuestos que
facilitan la liberaciéon de neurotransmisores en la union
neuromuscular, tales como la 4-aminopiridina o la guanidina
(Lundh, 1978; Lundh y Thesleff, 1977), a los ratones en estado de
pardlisis flacida. A través de esta estrategia experimental se
pudo antagonizar ,el efecto paralizante gue ejerce el RRu. Por
consiguiente, la pardlisis producida por este agente se atribuyd
a una probable inhibicidn de 1la liberacidn de acetilcolina
dependiente de calcio.

Tomando en cuenta que el GABA es uno de los
neurotransores inhibidores gue participa en el control de' la
excitabilidad neuronal, se propuso que las convulsiones
producidas por el RRu podian ser el resultado de la deficiencia
en la liberacién dependiente de calcio de este transmisor.
Esta hipétesis se confirmd al observar dicha disminucidém de la
liberacién del GABA, en los sinaptosomas aislados del cerebro de
los ratones con convulsiones generalizadas (Tapia vy Meza-Ruiz,
1978) .

Finalmente, es necesario hacer notar gue cuandoc el RRu se
administra por via intraperitoneal, en la rata ejerce un efecto
bifdsico que difiere de lo observado en ratcnes y gatos (Tapia et
al., 1976). Arauz-Contreras vy colaboradﬁras (1982) demostraron
que la administracién sistémica del RRu es capaz de producir
tanto pardlisis flacida generalizada, como convulsiones tdénico-

clénicas en la rata.



OBJETIVOS

En el presente trabajio se empled’al RRu como herramienta
exparimental debido a su capacidad de producir
hiperexcitabilidad cerebral.

Se propuso caracterizar el efecto gue produce el RRu en
el hipocampo, por medio del estudio de los signos conductuales
propios de la epilepsia limbica en la rata, Asi como,
correlaciaonar tales alteraciones con los efectos que ejerce el
RRu sobre la citoarquitectura del hipocampo.

A través de wuna aproximacidn farmacoldgica, se tratéd de
valorar si la alteracidn de la transmisidén mediada por el GABA,
la serotonina y/o los aminoicidos excitadores, es la responsable

de desencadenar la epilepsia limbica que poduce el colorante.
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Summary. In this work we have studied in the rat the
behavioral effects of the intraperitoncal (i.p.) and intra-
hippocampal (i.h.) administration of ruthenium red
(RuR), an inorganic dye which has been shown to inhibit
neurotransmitter release in synaptosomes. The i.p. injec-
tion induced initially flaccid paralysis and subsequently
generalized tonic-clonic convulsions. 1t contrast, unilat-
cral RuR microinjection into the CA, area of the hippo-
cumpus produced complex seizure behavior and wet-dog
shakes (WDS). The i.p. administration of the serotonin
receptor antagonist ketanserin markedly inhibited the
WDS induced by i.h. RuR. In contrast, the i.h. injection
of ketanserin and of the y-aminobutyric acid (GABA)
agonists  4,5,6,7-tetrahydroisoxazol[5,4-c]pyridin-3-ol
(THIP) and baclofen together with RuR did not affect
the frequency of WDS nor the seizure behavior. How-
cver, the i.h. injection of the GABA uptake blocker
nipecotic acid, simultancously with RuR, increased the
frequency of WDS. The release of PHJGABA, measured
in synaptosomes of different cercbral structures of the
rats injected i.p. with RuR, and in slices of the CA, area
after i.h. injection of the dye, was not affected. Histologi-
cal observations of the injected area showed a specific
and intense staining of the somas of the CA, pyramidal
neurons. It is concluded that the convulsant action in-
duced by i.h. RuR microinjection is probably the result
of an increased excitability of these CA, ncurons, which
is independent of any action on GABA rcleasc.

Key words: Hippocampus — Epilepsy - Ruthenium red —
GABA - Scrotonin ’

Introduction

It has been previously shown that the inorganic dye
ruthenium red (RuR) exerts inhibitory cffects on_the
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binding and transport of Ca?* in synaptic membranes
(Kamino et al. 1976; Tapia et al. 19854, b; Arias and
Tapia 1986), and blocks the Ca** -dependent transmitter
relcase in synaptosomes (Tapia and Meza-Ruiz 1977;
Tapia 1985) and in the neuromuscular junction (Person
and Kuhn 1979). This drug has also interesting actions
in vivo on motor behavior. When this dye is administered
intraperitoneally to mice and cats.it produces flaccid
paralysis, whereas its intracerebroventricular or intracis-
ternal injection induces tonic-clonic convulsions (Tapia
et al. 1976; Tapia 1985). Since the paralyzing effect of
RuR is completely antagonized by drugs which stimulate
neurotransmitter release, such as 4-aminopyridine, this
action of RuR has been interpreted as due its inhibitory
effect on the Ca?* -dependent relcase of acctylcholine at
neuromuscular synapses (Tapia 1982). On the other
hand. its central effect. which was initally postulated as
due to an inhibition of y-aminobutyric acid (GABA)
release in the central nervous system (Meza-Ruiz and
Tapia 1978). has been recently found to involve other
neuronal mechanisms different from its action on ncuro-
transmitter release (Tapia and Flores-Hernandez 1990).
In the hippocampus, a region particularly susceptible
to scizures, the GABA-mediated inhibitory circuits play
an essential role in the control of excitability (Schwartz-
kroin and Knowles 1983: Roberts 1986). The GABA,
agonists muscimol and 4.5,6,7-tetrahydroisoxazol[5,4-
c]pyridin-3-ol (THIP), as well as some GABA uptake
blockers, inhibit the somatic population spike elicited by
commissural stimulation in the pyramidal layer of the
CA, region in vivo (Rovira et al. 1984). The GABA,
agonist baclofen, which produces hyperpolarization of
single ncurons in CA,; (Newberry and Nicoll 1985) also
markedly inhibits the epileptiform activity in vitro (Ault
and Nadler 1982, 1983; Ogata et al. 1986).
Additionally, an involvement of the hippocampus in
the onset of limbic seizures has been well characterized
(Gale 1988). Among the behavioral patterns observed
during the development of limbic scizures induced by
kainic acid and by kindling of limbic structures, a pecu-
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liar motor ubnormality, known as “wet-dog shakes"”
(WDS) was described as an ictal and postictal event
{Squilluce et al, 1980; Le Gal La Salle and Cavalheiro
1981; Rondouin ct al. 1987). This finding suggests that
there may be an association between electrical seizure
activity und WDS. The latter behavior has been charac-
terized as intermittent simultancous shaking of the head,
neek and trunk, and scems to be reluted to the activation
of scrotoninergic circuits (Bedard and Pycock 1977).

In view of the abové, in the present work we have
studicd comparatively the behavioral effects of the in-
traperitoneal (i.p.) and the intrahippocampal (i.h.) ad-
ministration of RuR in rats. Using histological, neuro-
chemical and pharmacological approaches, attempts
were made to obtain information on the mechanisms ‘of
the observed effects.

Methods

Adult male Wistar rats (190-210 g weight) were used in all experi-
ments. RuR, p-chloroamphetamine (PCA) and Dircct blue 15 were
obtained from Sigma; THIP hydrochloride, (4 )baclofen and
(2 Jnipecotic acid from Research Biochemicals; ketanserin tartrate
from Jansscn; and [PHJGABA (sp. act. 36 Ci/mmol) from NEN
Dupont.

Systemic administration of RuR

Groups of rats were injected i.p. with 2.2,4.4, 6.6 and 8.8 mg/kg of
RuR in aqucous solution and their motor behavior was observed.
Somc animals injected with 4.4 mg/kg were killed by decaptation at
4 or 6 h, or at the time they showed tonic-clonic convulsions. Brains
were immediately removed and the regions mentioned helow were
dissected bilaterally on ice by the procedure described by HefTner
ct . {1980) for obtaining the synuptosoma! fractions employed to
meusure GABA release.

Synaptosomal fraction

A purified synaptosomal fraction was isolated from the hippocam-
pus, mesencephalon, striatum and frontal cortex of rats injected i.p.
with RuR, by the procedure described by Lascher et al. (1985). We
have previously confirmed by electron microscopy the purity of
these synaptosomal fractions (Diaz-Muftoz and Tapia 1988). In all
experiments brains from control and RuR-treated animals were
handled in parallel during the preparation of the synaptosomal
fractions and their superfusion to study GABA relcase,

Intrahippocampal injection of RuR

Rats were ancsthetized with halothane in oxygen and injected uni-
laterally into the hippocampal region CA |, Stereotaxic coordinates,
according to the atlus of Paxinos and Watson (1986) were 3.3 AP,
1.5 L and 3.9 V, with reference ot bregma. The aqucous solution
of RuR (1.5 nmol in 0.1 pl) was injected in 3-5 min, using a 0.5 pl
or | pl Hamilion syringe held in a manual Kopf injector mounted
on the stereotaxic frame,

The motor behavior of the animals was recorded during 4.5-5 h
after the injection. At the end of the observation period, rats were
sucrificed and their brains were removed and frozen to verify the
injection site afier scctioning the tissue (40 itm slices) in a cryostat.
Control animals were injected with a solution of Dircet blue |5
{6 mg/m), 0.1 pl) in the sume areu of the hippocampus. No altera-
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that effects of RuR might be due to the damage prodm_cd by the
needle or by the vehicle.

In some experiments the brains of the rats injecled with RuR or
Direct blue 15 were frozen and sectioned in a cryostal as above, but
the scctions were dehydrated with graded cthuanol and xylol,
covered with coverslips and obscrved at various magnifications
without further staining, in order to locate more precisely the
cellular binding sites of both dyes,

In order to study the GABA release from the injected hippocam-
pus, the RuR-stained CA, arca was dissccted on ice by the
procedure described by Chavkin ct al, (1985) and sliced perpen-
dicularly to the longitudinal axis of the hippocampus (200 pm
thickness), using a Mcllwain tissuc chopper. Since the RuR staining
spread along the antero-posierior axis of the injcction site but did
not diffuse ventrally into the inner layers of the hippocampus (sce
Results), the relcuse of GABA was measured from 10-12 pooled
CA, slices of approximately 2 mm diameter. In these experiments
the region CA, of the non-injected side was handled in parallel and
served as control,

[PH]GABA rcivase

The releasc of labeled GABA from synuptosomes and hippocampul
slices was studicd by superfusion tcchnique previously described
(Tapia and Sitges 1982). Bricfly, CA, slices and synaptosomal
fraction were resuspended in o small volume {1 mi and 0.5 m!
respectively) of oxygenated Krebs-Ringer medium containing (in
mM): 118 NaCl, 1.2 NaH,PO,, 4.7KCl, 1.2 MgSO,, 2.5 CuCl,,
5.6 glucose, 25 Tris-HCI, pH 7.4 and 0.1 aminooxyacetic acid. The
slices and synaptosomes were preincubated for 10 min at 37° Cin
the volume of oxygenated Krebs-Ringer medium mentioned above,
At the end of this preincubation period, (*HJGABA (0.45 uCi,
1.25 pM) was added and the incubation continucd for 10 min for
the uptake of the compound. The total volume of incubation
medium was then transferred to parallel chambers, washed and
superfused. Fractions were collected every min and after 5 min of
spontancous relcasc the superfusion medium was quickly sub-
stituted by a medium containing a depolarizing KCI concentration
{47 mM) (NaCl concentration was proportionally reduced to main-
tain osmolarity). In the experiments with hippocampal tissue, CA,
slices from the RuR-injected side and those from the contralateral
side were handled in parallel during the superfusion. The radioactiv-
ity released in each fraction was counted by scintillation spectromce-
try after the addition of 5 ml of Tritosol (Fricke 1975). The results
are expressed as percent of total radioactivity released per minute
(total radioactivity = total released plus that remaining in the tissuc
at the end of the supcrfusion).

GABA and serotonin (5-HT) drugs

To determine the effect of agents that enhance GA BAcrgic trans-
mission on the RuR-induced motor alterations, the GABA , agonist
THIP (2 and 5 nmol) and the GABA, ngomsl baclofen (4 nmol),
as well as the GABA uptuke blockcr nipecotic ncnd 2 nmol) were
injected in the CA, arca of the h ly with
RuR. Drugs were dclivered into the CA. in a volume of 0.1 pl,
except baclofen, that was injected in 0.2 ul. RuR (1.5 nmol} wus
dissolved in the same aqucous solution of GABAcrgic drugs. In
some rats the GABAergic drugs were microinjected in 4 solution of
Dircct biue 15 (6 mg/ml) into the sume arca of the hippocampus,
in order to cvaluate the possible | ions produced by

behavioral al
these drugs in the absence of RuR.

For studying S-HT participation in the effects of RuR, the
selective S~HT, receptor antagonist ketanscrin (Leyscn ct al, 1982)
was uscd. This antagonist was administerced i.p. at a dosc of 2mg/kg
immediatcly after the ih. injection of RuR. The corresponding
control group received a proportional volume of distilled water. A




group of animals wins injected into the CA | area with Direct blue
15 (6 mg/ml, 0.1 pb) and immediately afier with i.p. ketanscrin, in

= order to evaluate the behavioral effects produced by this antagonist

per sc.

In another group of rats, ketanserin (4 nmol in 0.) 1) was
injected into the hippocampus together with RuR (1.5 nmol). Con-
trol animals reccived only ketanserin dissolved in Direct blue 15 to

¢ identify the injection site.

-y

In other experiments, rats were treated with two i.p. injections
24 h apart) of p-chloroamphetamine (PCA ; 6 mp/kg), which causcs
u marked depletion of S-HT in brain (Sanders-Bush and Massari
1977) and 24 h aficr the second injection they were injected i.h. with
RuR (1.5 nmol in G.1 pl).

Results
Efieets of i.p. administration of RuR

Rats injected i.p. with 2.2 mg/kg showed only frequent
head shakes and grooming in the first 6 hours after
injection (1= 7). In contrast, 6.6 and 8.8 mg/kg produced
loss of motor coordination and intense diaphragmatic

~ contractions, generalized shakes, loss of righting reflex

and death in 5-25 min (n=6).

Interestingly, rats trcated with RuR at the inter-
mediate dose of 4.4. mg/kg (n=17) showed two clearly
distinguished effects. The initial one appeared at
31.3+ 2.5 min and was characterized by difficulty in limb

- movements and subsequent complete flaccid paralysis.

This stage lasted for about 3 h (1984 17 min) and then

- the animals slowly recuperated the muscular tone. The

sccond cffect of RuR at this dose was the appearance of

- generalized tonic-clonic convulsions and immediate

death, which occurred at about 6 h (368 15 min) after
treatment in 8 of the 17 rats treated. The remaining 9 rats
showed tremor but no convulsions up to 9 h observation.
However, since all of them were found dead the following
day. presumably they also had convulsions just before

death.

{31 ]GABA release from synaptosomes

© An inhibition of synaptosomal GABA release has becn

observed after the intracisternal injection of RuR in mice
and it has been related to the appearance of seizures
(Mecza-Ruiz and Tapia 1978). It was therefore of interest
1o see whether GABA release was affected at the time of
the central effects produced in rats by the i.p. injection

: of RuR (4.4 mg/kg). The release of PHJGABA from

synaptosomes isolated from hippocampus, mesencepha-
lon, striatum and fromal cortex was measured at 4 h
(n=8), 6 h (n=6) and at the time of generalized tonic-
clonic convulsion (7= 6). No difference was found in the
spontaneous nor in the depolarization-induced relcase of
this amino acid, in any of the regions studied, as com-

o pared to control animals (data not shown). The relcase

curves obtained were similar to those previously reported
in synaptosomes from thesc brain regions (Diaz-Mufioz

: und Tapia 1988).

63§
Effects of ih. administration of RuR

The injection of RuR into the hippocampal CA, region
produced various motor sings which resemble those de-
scribed as limbic type seizures in rats (Ben-Arictal. 1981;
Gale 1988). Immediately after recovering from anes-
thesia, animals showed frequent grooming and at about
30 min after injection they started showing WDS, which
were similar to thosc obscrved after the systemic ad-

|

MEAN NUMBER OF WDS/30 MN
T

60 120

MIN

Fig. 1. Wet dog shakes induced by the microinj of RuR

(1.5 nmol in 0.1 pl) into the hippocampal CA, area. Each bar

represents the mean value of the number of WDS in 30 min

periods+ SEM for 14 rats. Zero time is the time of recovery from
anesthesia (about 10 min afier the microinjection)

180 240

% OF TOTAL RADIOACTIVITY
T

MIN

Fig. 2. Release of {*HJGABA from slices of the CA, region microin-
jected with RuR (closed symbols) and from the contralateral CA,
area (open symbols), 2.5 b afler injection. Tissuc was loaded with
labeled GABA and superfused as described under Materials and
Mecthods. The arrow indicates the substitution of the normal super-
fusion medium by a medium containing a depolarizing KCl con-
centration (47 mM). Each valucis the mean £ SEM for 8 rats (SEM
valucs for the first points of the treated rats were smaller than the
size of the symbol)

30



=13 Lovalization of RuR afler its microinjection into in the
CAy region of the hippocumpus. Note thit the dye did not dituse
concentrivally but distributed closely following the cell avers. and
thad staining was vestricted 10 the somas o pyramidil nearons, At
Righer magnification (C, D) itvn be obsenvad thin RuR ended 10
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ministration of kainic acid (Ben-Ari et al. 1981). As
shown in Fig. 1, the number of WDS in 30 min periods
increased progressively in the first 90 min and reached a
maximal value of 26-30/30 min from 90 10 150 min after
treatment. After this time the number of WDS decreased
- until extinguished at about 24 hours.

Besides WDS, several signs characteristic of the sci-
2ure activity scen after repeated electrical stimulation of
the hippocampus or another limbic structures (Racine
1972), or after systemic injection of kainic acid (Ben-Ari
. et al. 1981) were observed. They included sniffing, mas-
ticatory movements and head nodding, rearing with
forclimb clonus and rearing followed by loss of postural
control. These signs were more clearly noted when the
WDS began to subside, at about 2.5 h after treatment.

[*H]GABA rclease from hippocampal slices

Bcecausc of the reasons stated above, it was also of in-
- terest to scc whether the release of GABA was affected
afier the microinjection of RuR into the CA, area. When
studied at 2.5 h after injection of the dye (at the peak of
. WDS frequency) there was no difference in the K*-
stimulated releasc of ["HJGABA in the CA, slices ob-
- tained from treated animals, as compared either with the
contralateral non-injected hippocampus (Fig. 2) or with
' the tissue injected with Direct blue (not shown). In other
: experiments, the release of [PHJGABA was measured at
one hour after RuR microinjection and it was not signifi-
cantly affected (n= 7, data not shown),

" Localization of RuR in the hippocampus

" The motor signs produced by the i.h. injection of RuR
... were always associated with the location of this dye into
the CA, arca. The distribution of the dye in this region,
~ in dchydrated tissue sections, in shown in Fig. 3. A highly
sclective RuR staining was obscrved, since it was restrict-
ed to the somas of pyramidal ncurons arranged in a dense
.. continuous layer, the stratum pyramidale. A less intense
* staining was obscrved in the apical dendrites of the same
. neurons contained in the stratum radiatum. At higher
magnifications (Fig. 3C and D) it can be scen that the dye
1 penetrated into the ncuronal bodies and tended to con-
_‘centrate mainly at the edges of the cell body and in the
nucleolus. This characteristic staining pattern was ob-
.. served almost immediately after RuR injection, since the
i hippocampus of animals sacrificed 10 min after treat-
~ ment also showed this dye specific distribution (not
shown). Electron microscopic observation of the CA,
"} area injected confirmed the presence of RuR inside the
.. cell nucleus and showed that starting at about 30 min
after the injection the neuronal somas were progressively
-+ damaged, as evidenced by vacuolization of the cyto-
i plasm, whereas the ncuropil looked normal (Garcia-
— Ugalde and Tapia, in preparation).

§

 Effect of GABAergic drugs on the RuR-induced WDS

The simultancous i.h. injection of nipecotic acid signifi-
-;cantly increased the number of WDS produced by RuR,

637
400 [ RuR 1.5 nmol
[ RUR+ THIP 2 amo!
" 2 RuR+THIP 5 nmol
B RuR+NA 2 nmol
B RuR ¢ Baclofen 4 nmol

o
[=4
O

200

TOTAL NUMBER OF WDS

<]
O
T

—

—
130 MIN 270 WiN

Fig. 4. Effect of GABAcrgic drugs on the wet dog shakes induced
by RuR. THIP (2 nmol, n=7; 5 nmol, n= 10), nipecotic acid (NA,
n=7), and baclofen (n+=4) were injected simultancously with RuR
into the hippocampal CA,| region. The volume of the solution
injected was 0.1 pl for THIP and NA, and 0.2 pl for baclofen (duc
to its lower solubility). Because of this, two control values of rats
injected only with RuR are shown (n=14 for 0.1 pl and n=4 for
0.2 pl). Mcan vilues+ SEM of the total number of WDS observed
in 130 and 270 min after the injection. The differences beiween RuR
alone and RuR + NA were significant: p<0.00] and p<0.01 for
130 and 270 min, respectively (Student's 7 test) .

as compared to controls (Fig. 4). This potentiation
by nipecotic acid was more notable during the initial
130 min after injection (165% increase), and it was still
clear when the total number of WDS was recorded
during 270 min (93% incrcase). The i.h. administration
of THIP and of baclofen, at doses equal or higher than
the effective dose of nipcecotic acid, had no effect on the
frequency of RuR-induced WDS in the same observation
periods (Fig. 4). There was no apparent effect of nipecot-
ic acid or the GABA agonists on the other signs of
stercotyped behavior produced by RuR. None of the
animals injected with GABAecrgic drugs alone showed
any behavioral alteration (n=3-5).

Effect of 5—-HT drugs on the RuR-induced WDS

The i.h. injection of ketanserin, simultaneously with
RuR, did not affect the number of WDS in the first
70 min after treatment. The mean number of WDS in this
period for the group injected with both drugs was
21.6+8.7 (n=6) and in the controls 16.8+4.2 (n=14).
Four rats were injected with 4 nmol of ketanscrin alone
and they did not show any behavioral alteration. In
contrast 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 postancsthesia (Fig. 5). WDS appeared at about
80 min, probably because the action of ketanserin began
to subside, but the number of WDS recorded during ali
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Fig. 8. Effect of the 5-HT, an-
tagonist ketanserin (KS; 2 mg/
kg, i.p.) on the wet dog shakes
induced by RuR ih. (1.5
nmol). KS was administered
about 10 min after RuR.
Mecan values + SEM of the tot-
al number of WDS obscerved
in 70 and 270 min after recov-
ery from anesthesia (RuR,
n=14; RuR +KS, n=9). The
differences between the two
groups were significant:
p<0.01 and p<0.05 for 70
and 270 min, respectively

I

TOTAL NUMBER OF WDS
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the obscrvation period was also decreased (Fig. 5). The
RuR-induced scizure behavior was not affected by ketan-
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 after with ketanserin i.p.
showed 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. The latter
appeared about 10 min postinjection and lasted for about
2h. Rats did not present PCA-produced WDS 24 h later,
at the time of the i.h. injection of RuR. In 5 of the 12 rats
pretreated with PCA, the total number of WDS induced
by RuR i.h. was clearly reduced (during 270 min these
rats showed 48.2+ 12.3 WDS, vs 161 +20.3 in the con-
trols; n= 14, p<0.01). However, in the remaining 7 ani-
mals this behavior was not affected (1774£23.2 WDS),
probably becausc in these rats 5S-HT concentration was
less depleted.

Discussion

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 flaccid paralysis and subsequently tonic-
clonic convulsions. In contrast, the injection of RuR into
the CA, area 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. Since in
the latter two species intense convulsive activity was
obscrved a few minutes after the intracisternal or in-
tracercbroventricular injection of fow doscs of the dye
(Tapia et al. 1976; Tapia 1985), and this occurs also in

the rat (Garcia-Ugalde and Tapia, unpublished), the
delayed convulsant effect of i.p. RuR in the rat might be
duc to a slow penctration of the dye into the brain.
However, the possibility that convulsions occur as a
conscquence of a different cercbral process, secondary to
the paralysis phase, cannot be discarded.

Whereas the cerebral cortex seems to participate
mainly in gencralized paroxysmal activity, seizure behav-
ior as that observed after the i.h. RuR injection corrc-
sponds to the description of limbic type scizures, in which
the hippocampal formation plays a central role. This
type of behavior is generally accompariied or followed by
WDS, which therefore may be considered as an index of
paroxysmal activity in the hippocampus. In fact, the
occurrence of WDS associated with limbic discharges
appears to be rclated to the activation of hippocampal
neurons, since electrolytic lesions of the hippocampus
markedly reduce the WDS behavior induced by kainic
acid or enkephalins (Isaacson and Lanthorn 1981).

WDS behavior scems to be the result of the activation
of central 5-HT mechanisms, to such an extent that
it has been considered a quantitative behavioral modcl
of scrotoninergic hyperactivity (Bedard and Pycock
1977). Thus, 5-hydroxytryptophan administration in-
duces WDS that are markedly reduced in rats with
lesions of hippocampal CA, region (Isaacson and Lanth-
orn 1981) and are also antagonized by the systemic ad-
ministration of selective 5S-HT, antagonists like ketan-
serin and pirenperone (Yap and Taylor 1983). Since i.p.
ketanserin completely antagonized the WDS induced by
i.h. RuR, and the serotonin depleting drug PCA also
markedly blocked them in 5 of 12 rats, it may be safely
concluded that serotoninergic transmission plays an im-
portant role in the expression or modulation of the WDS
produced by RuR through the excitation of pyramidal
CA, ncurons. The finding that only the i.p. administra-
tion of ketanserin, but not its i.h. microinjection, resulted
in this antagonist action, suggests that the inhibition by
ketanserin of serotoninergic transmission is not primarily
in the CA,; region of the hippocampus, although ob-
viously RuR is acting at this structure (in fact, the density
of 5-HT, receptors in the hippocampus is low; Leysen
et al. 1983). The site of action of ketanserin might be the
motor cortex, since in the rat S-HT, bindig sites are
highly concentrated in this structure (Leyscn et al. 1982,
1983; Pazos et al. 1985). Although serotoninergic trans-
mission in other structures would be also blocked after
i.p. ketanserin, a cortical involvement in the induction of
WDS is supported by the observation of a relationship
between the number of 5~HT, receptors in this structure
and the frequency of WDS (Koshikawa et al. 1985a, b).
This interpretation implies an interaction between hippo-
campus and neocortex, and in fact it has been reported
that some ventral CA, cells project to the S-HT,-rich
prefrontal cortex, besides indirect projections through
the subiculum and entorhinal cortex (Bayer 1985).

In an attempt to detcrmine the possible involvement
of GABA-mediated inhibitory circuits in the the excita-
tion of hippocampal neurons by RuR, we tested the
action of some GABAergic drugs on the behavioral ef-
fects of RuR. While no action of the GABA, ugonist
THIP or the GABA,, agonist baclofen was found, a
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paradoxical increase in the frequency of RuR-induced
\VDS was observed when the GABA uptake inhibitor
nipecotic acid was injected simultancously with RuR into
the CA, area, at doses smaller than those of the GABA
agonists. Although we cannot offer a clearcut explana-
tion for this potentiation, two possibilitics may be con-
. sidercd. The first is a direct effect of GABA on serotonin-
crgic nerve endings, since the existence of GABA
heteroreceptors on hippocampal terminals, related to the
relcase of 5-HT, has been demonstrated (Balfour 1980).
However, this is improbable since the GABA agonists
did not affect the number of WDS. The second possibility
is that nipecotic acid is acting as a “false transmitter” in
the hippocampus. This is supported by previously re-
ported experiments in vitro and in vivo. Thus, in brain
slices nipecotic 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 sites and be released during
physiological activity (Johnston et al. 1976; Neal 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 the inhibitory postsynaptic potentials
produced by nipecotic acid in hippocampal slices (Korn
and Dingledine 1986), as well as the cpileptiform motor
manifestations observed in the absence of auditory stim-
ulus in DBA/2 mice after administration of DABA and
ACHC (Horton et al. 1979).
: The results of the release experiments show that RuR
did not significantly affect [*HJGABA release in synap-
tosomes after its i.p. administration nor in hippocampal
slices after its i.h. microinjection. These findings agree
with the lack of effect of the i.h. injection of GABA
agonists on RuR-induced motor alterations. Further-
more, our histological observations clearly showed a
specific location of RuR inside neuronal somas and a
progressive damage of the RuR-containing cells.
Therefore, we conclude that the effects of RuR after i.h.
microinjection are due mainly to an intracellular effect of
the dye, which results in an increased excitability of the
pyramidal neurons of the CA, region. Although the
mechanism of this excitotoxic action of RuR is not
known, it is of interest that this dye seems to be con-
centrated in neurons after its intraparenchymal microin-
jection, independently of the injected region, since we
have found a similar intraneuronal location after the
microinjection of the dye into the substantia nigra, where
it produces behavioral effects that can also be ascribed
to an excitatory action on such neurons (Tapia and
Flores-Hernandez 1990).

Acknowledgements, This work was supported in part by grants from
the Conscjo Nacional de Ciencia y Technologia (project
P228CCOX-880370) and from the Programa de Apoyo a los Proy-
ectos de Investigacion (DGAPA, UNAM, project IN.02.10.89).

References

Arias C, Tapin R (1986) Differcntial calcium-dependence of y-ami-
nobutyric acid and nectylcholine relense in mouse brain synap-
tosomes. ) Neurochem 47: 396404

Ault B, Nadler JV (1982) Baclofen sclectively inhibi

34

639

at synapses made by axons of CA, pyrumidal cclls in the hippo-
campa! slice. J Phurmacol Exp Ther 223:291-297

Ault B, Nudler JV (1983) Anticonvulsant-like actions of baclofen
in the rat hippocampal slice. Br ) Pharmacol 78:701-708

Balfour DJK (1980) Effects of GABA und diazcpam on 3H-
scrotonin release from hippocampal synaptosomes. Eur J
Pharmacol 68:11-16

Bayer SA (1985) Hippocampal region. In: Paxinos G {ed) The rat
nervous system, Vol 1, Academic Press, Sidncy, pp 335-352

Bedard P, Pycock CJ (1977) “Wet-dog™ shake behaviour in the rat:
a possible quantitative model of central 5-hydroxytryptumine
activity. Ncuropharmacology 16:663-670

Ben-Ari Y, Tremblay E, Riche D, Ghilini G, Naquet R (1981)
Electrographic, clinical and pathological alterations following
systemic administration of kainic sacid, bicuculline or pente-
trazole: metabolic mapping using the deoxyglucose method with
special reference to the pathology of epilepsy. Neurosci
6:1361-1391

Chavkin Ch, Shoemaker WJ, McGinty JF, Bayon A, Bloom FE
{1985) Characterization of the prodynorphin and proenkephalin
neuropeplide systems in rat hip;-campus. ] Neurosci
5:808-816

Diaz-Muiioz M, Tapia R (1988) Regional brain GABA metabolism
and release during hepatic coma produced in rats chronicatly
treated with carbon tetrachloride. Neurochem Res 13:37-44

Fricke U (1975) Tritosol: a new scintillution cocktail based on
Triton-X-100. Anal Biochem 63:555-558

Gale K (1988) Progression nnd gcncmhzzmon of scizurc discharge:
anatomical and 1 Epilepsia 29 (Suppl
2):S15-834

Heffner GT, Hartman AJ, Sciden SL (1980) A rapid method for the
regional dissection of the rat brain. Pharmacol Biochem Behav
13:453-456

Horton RW, Collins JF, Anlczark GM, Meldrum BS (1979) Con-
vulsant and anticonvulsant actions in DBA/2 mice of com-
pounds blocking the reuptake of GABA. Eur J Pharmacol
59:75-83

Isaacson RL, Lanthorn TH (1981) Hippocampal involvement in the
pharmacologic induction of withdrawal-like bchaviors. Fed
Proc 40:1508-1512

Johnston GAR, Stephanson AL, Twitchin B (1976) Uptake and
release of nipecotic acid by rat brain slices. J Neurochem
26:83-87

Kamino K, Ogawa M, Uyesaka N, Inouye A (1976) Calcium-bind-
ing of synaptosomes isolated from rat brain cortex. 1V. Effccts
of ruthenium red on the co-operative nature of calcium binding.
J Membr Biol 26:345-356

Korn SJ, Dingledine R (1986) Inhibition of GABA uptake in the
rat hippacampal slice. Brain Res 368:247-255

Koshikawa F, Koshikawa N, Stephenson JD (1985a) Effects of
antidepressant drug combinations on cortical 5~-HT, reccptors
and wet-dog shakes in rats. Eur J Pharmacol 118:273-281

Koshikawa N, Smokcum RWIJ, Stephenson JD ( |985b) Is waning
of a 5-hyd yptamine (S-HT)-medi duc 1o
5-HT; rcccplor down-regulation? Neurosci Lett §5:279-282

Le Gal La Salle G, Cavatheiro EA (1981) Stimulation of septal and
amygdaloid nuclei: EEG and behavioral responses during carly
development of kindling with special reference to wet dog
shakes. Exp Neurol 74:717-727

Lerma J, Herreras O, Martin del Rio R (1985) Electrophysiological
evidence that nipecotic acid can be used in vivo as a false
transmitter. Brain Res 335:377-380

Leysen JE, Niemegeers CJE, Van Nucten JM, Laduron PM (1982)
[*H]Kctanserin (R 41 468), a sclective H-ligand for scrotonin,
receptor binding sites. Binding propertics, brain distribution,
and functional role. Mol Pharmacol 21:301-314

Leysen JE, Van Gompel P, VCrWImp M, Nlcmcgccrs CIE (1981)
Role and localization of ser Jing sites:
cffccts of ncurona! lesions, In: Mnndu.l P Dcl‘cndn FV (cds)
From molecular phurmacology to behavior, Raven Press, New
York, pp 373-383

_Lascher W, Béhme G, Miller F, Pagliusi S (1985) Improved meth-



640

od for isulating synaplosomes from 1 regions of one i brain:
clectron microscopic and hiochemical characterization and use
in the study of drug effects on nerse termingl y-aminobutyric
acid in vivo, J Neurochem 45:879 889
Mcza-Ruiz G, Tapia R (1978) {* H]JGABA 1elease in synaptosomal
fractions afier intracranial administration of ruthenium red.
 Brain Res 154:163-166 .
{ Neal MJ, Bowery NG (1977) Cis-3-aminocyclohexanecarboxylic
acid: a substrate for the ncuronal GABA transport system.
Brain Res 138:169-174
i Newberry N, Nicoll R (1985) Comparison of the action of baclofen
i with y-aminobutyric acid on rat hippocampal pyramidal cells in
vitro. J Physiol (London) 360:161-185
. Ogata N, Matsuo T, Inouc M (1986) Potent depressant action of
! baclofcn on hippocampal cpileptiform activity in vitro: possible
use in the treatment of cpilepsy. Brain Res 377:362-367
Paxinos G, Watson C (1986) The rat brain in stereotaxic coordi-
nates. Academic Press, Sydncy
Pazos A, Cortés R, Palacios JM (1985) Quantitative autora-
diographic mapping of scrotonin receptors in the rat brain.
11. Scrotonin-2 receptors. Brain Res 346:231-249
— Person RJ, Kuhn JA (1979) Depression of spontancous and iono-
phore-induced transmitter releasc by ruthenium red at the
neuromuscular junction. Brain Res Bull 4:669-674
Racine RJ (1972) Modification of scizure activity by electrical
— stimulation. 1. Motor scizure, Electroencephalogr Clin Neuro-
physiol 32:281-294
' Roberts E (1986) Failure of GABAcrgic inhibition: a key to local
and global scizures. Adv Neurol 44:319-341
Rondouin G, Lerner-Natoli M, Hashizume A (1987) Wel dog
shakes in limbic versus gencralized scizures. Exp Neurol
95:500-505
Rovira C, Ben-Ari Y, Cherubini E (1984) Somatic and dendritic
actions of y-aminobutyric acid agonists and uptake blockers in
the hippocampus in vivo. Neuroscience 12:543-555

—

—

Sanders-Bush E, Massari V) (1977) Actions of drugs that deplete
scrolonin. Fed Proc 36:2149-2153

Schwartzkroin PA, Knowles WD (1983) Local interactions in the
hippocampus. Trends Neurosci 6:88-92

Squillace KM, Post RM, Pert A (1980) Development of wet dog
shakes during amygdala kindling in the rat. Exp Ncurol
70:487-497

Tapia R (1982) Antag of the ruth red-i cd paralysis
in mice by 4-aminopyridine, guanidine und Janthanum. Neuro-
sci Lett 30:73-77 !

Tapia R {1985) Effects of drugs on ncurotransmitter relcase: experi-
ments in vivo and in vitro, Neurosci Biobchav Rev 9:391-397

Tapia R, Flores-Herndandez J (1990) Circling behavior induced by
intranigral inistration of r ium red and 4-ami
dine in the rat, Neuroscience 39:657-663

Tapia R, Mcza-Ruiz G (1977) Inhibition by ruthenium red of the
calcium-dependent release of {3HJGABA in synaptosomal frac-
tions. Brain Res 126:160-166

Tapia R, Sitges M (1982) Effcct of 4-aminopyridine on transmitter
release in synaptosomes. Brain Res 250:291-299

Tapia R, Meza-Ruiz G, Durin L, Drucker-Colin RR (1976) Con-
vulsions or flaccid paralysis induced by ruthenium red depend-
ing on route of administration. Brain Res 116:101-109

Tapia R, Arias C, Morales E (1985a) Binding of lanthanum ions
and ruthenium red to synaptosomes and its effects on neuro-
transmitter release. J Neurochem 45: 1464-1470

Tapia R, Sitges M, Morales E (1985b) Mcchanism of the calcium-
dependent stimulation of transmitter relcase by 4-aminopyri-
dinc in synaptosomes. Brain Res 361:373-382

Yap CY, Taylor DA (1983) Involvement of 5-HT, receptors in the
wet-dog shake behaviour induced by S-hydroxytryptophan in
the rat. Neuropharmacology 22:801-804

Weitsch-Dick F, Jessell TM, Kelly JS (1978) The selective ncuronal
uptake and release of {*HJDL-2,4-diaminobutyric acid by rat
cerebral cortex. J Neurochem 30:799-806

a4

pyri-

35



Metodologia de los experimentos que no se incluyen en el

articulo

Procedimiento por el gue se administraron los antagonistas del

£En estos experimentos se usaron ratas Wistar de 190-200g de
peso y el RRu se inyectd en el sector CAl del hipocampo tal como
se describe en el manuscrito.

Para determinar si la transmisidon excitadora interviene de
algun modo en la expresidén de la conducta de 5PM que produce el
RRu, se administraron diferentes antagonistas del receptor que
reconoce al NMDA.

Los antagonistas competitivos de este receptor, el acido
() 2-amino-7-fosfonoheptandico (APH) Y el (£)=3-(2~
carboxipiperacina-4-il)-propil-l-dcido fosfénico (CPP), se
disolvieron por separado en la solucidén que contenia al RRu (1.5
nmolas en 0.1 uly). Posteriormente, ambos antagonistas se
administraron simultdneamente con el RRu en el hipocampo. EI1
antagonista de tipo no competitivo, el
(+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo a,d ciclo * hepteno-5,10

imina (MK-BO1), también se administrd junto con el RRu en el area

CA; .

Estos compuestos se probaron en una concentracién de 2.5
nmolas. Una vez inyectados en el hipocampo se cuantificd ia
conducta de sacudida que produce el RRu. En todos los casos, la
solucidn que contenia a los antagonistas antes mencionados, se

ajustd a un pH de aproximadamente 7 con NaOH (2 N).

Por otro lado, el CPP se inyectd en el ventriculo lateral
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derecho 10 min después de administrar el RRu (1.5 nmolas en 0.1
ul) en el hipocampo. Las coordenadas estereotaxlcas que se usaron
para la inyeccidn intraventricular fueron: 0.8 mm posterior a
bregma, 1.7 lateral vy 3.9 vertical (Paxinos, 1986). El1 CPP se
administré disuelto enrn una solucidén de NaCl al 0.9% y en una
concentracidn de 0.1 y 0.4 ug/ 5Sul. Los animales control. fueron
inyectados con el RRu en el hipocampo vy posteriormente con

solucidn salina en el ventriculo.

Procedimiento por el gue se procesd gl drea Qﬁl del hipocampo

para gbservar al RRu a través de microscopia electrdénica.

El RRu se inyecto en el drea CAI del hipocampo de 1la rata
como se describe en el manuscrito. Este estudio se efectud en
diferentes grupos de ratas que se perfundieron a los 10, 23, 40,
y 130 minutos después de la inyeccion intrahipocampal del
colorante. Las tratas se perfundieron a través del ventriculo
izguierdo con una mezcla de glutaraldehido (1%) y formaldehido
(1%4) que se disolvidé en amortiguador de fosfatos 0.12 M (pH 7.4).

Una vez extraidos los cerebros, se disecd el area EA1 del

hipocampo inyectado y @l contralateral. Posteriormente, las
porciones de tejido que median aproximadamente 0.5 mm2
permanecieron por 2 horas inmersas en una solucidn de

glutaraldehido al 3% en amortiguador de fosfatos 0.12 M (pH 7.4)
a 4 °C., El tejido se transfirid a una solucidn de lavado hecha a
base de sacarosa (0.25 M) en el mismo amortiguador de fosfatos,
y se dejd en esta solucidén toda la noche a 4 °C. La seccidén del
hipocampo se postfijd en frio durante 2 horas con tetréxido de

osmiac (2%) en amortiguador de fosfatos. Posteriormente, el tejido
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se lavéd en frio con la solucién de lavado que se indicé
anteriormente y se deshidrato con solucinnes alcoholicas de
concentracién creciente a 4 °C.

A partir de este paso, el procesamiento del tejido se
efectud a temperatura ambiente. Las fracciones de tejido se
infiltraron con d6xido de propileno y se incluyeron en la resina.
Finalmente, el tejido se cortd y se contrastdé con acetato de
uranilo al 24 vy citrato de plomo. Algunos cortes no se
contrastaron para evitar que el plomo o el uranilo contribuyeran
a la formacidén de algun precipitado que se confundiera con los
acumulos del RRu. las fracciones del drea CAl que se obtuvieron
de los animales inyectados con azul de pontamina se procesaron de

la misma manera.

Procedimiento para observar a través de microscopia dptica los

efectos gque produce el RRu a largo plazo.

Al cabo de 9 dias de la inyeccién del RRu, los cerebros de
las ratas tratadas se perfundieron con el formaldehido al 10 %

que se encontraba disuelto en una solucidén de NaCl (0.9 %).

Posteriormente, los cerebros se incluyeron en parafina vy 1]
cortaron en un plano coronal con un microtomo manual. Las
secciones coronales (15 um) se montaron en portaobjetos y se

tiferon con Luxol azul rapido y violeta de cresilo.

Procedimiento para la inyeccidén del RRu sobre la corteza cerebral

Este acercamiento experimental se efectud para probar que la

internalizacién del RRu, no se propicia por el dafo mecdnico que

pLS
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s8 produce al introducir la aguja de inyeccidn en una estructura
cerrabral como el hipocampo.

El RRu se invectd en la superficie de la corteza cerebral
con ayuda de un aparato estereotaxico. Inicialmente, las ratas se
anestesiaron con halotano en una mezcla de bidxido de carbono
(95%) con oxigeno (5%). En todos los casos, la duramadre se
retiré cuidadosamente para facilitar la colocacidn de la aguija de
inyeccion sobre la corteza cerebral, Posteriormente la punta de
la aguja se colocd en la superficie de ia corteza frontal.

El RRu se2 usdé en una concentracidn de 4.5 nmolas en 0.3 ul,
Una vez administrado el colorante, se dejaron transcurrir 10 min
para que difundiera el compuesto. Después, las ratas se
perfundieron como se describié anteriormente para observar al
RRu. La perfusidén de los cerebros se efectud inmediatamente
(n=3), asi como, 15 min (n=3) despues de desmontar a las ratas
del aparato estereotdxico. E1 procesamiento de los cerebros se
efectud de la misma manera como se indicd para la identificacion

microscépica del RRu en el hipocampo.
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Resultados de los experimentos que no se incluyen en el

articulo

Efecto de los antagonistas del receptor tipo NMDA sabre la

conducta de SPM gue produce el RRu.

Con base en 1los experimentos que se describen en el
manuscrito, se determind que la conducta de SPM gue produce el
RRu esta mediada por la activacidn de circuitos serotoninérgicos.

Sin embargo, dada que las alteraciones conductuales
gus se observaron son propias de la epilepsia limbica en la rata,
se considerdé gus el efecto primario que ejerce el RRu es el
aumento de la excitabilidad cerebral.

De este modo, se decidid administrar algunos antagonistas
del receptor tipo NMDA, para determinar si cuando se
deprime la excitacién se puede prevenir la generacién de la
conducta de SPM, gque finalmente estaria dada por 1la activacidn
secundaria de receptores serotoninergicos.

Paradéjicamente, el APH y el CPP incrementaron la frecuencia
de SPM cuando se administraron junto con el RRu en el hipocampo
(Fig. 1). El primero de estos antagonistas aumentd el numero de
8PM en un 185 %, y el segundo en un 218 % durante los primeros
90 min de observacidn. El  incremento producido por estos
antagonistas en el tiempo total de observacidn (180 min) fué  del
243 % y 162 % respectivamente. De igual manera, el MK~BO1 tendid
a incrementar el namero de sacudidas en los primeros 90 minuﬁos
de observacidn (157 4), asi como, en el tiempo total (199 %)
(Fig. 1).

tos animales inyectados unicamente con los antagonistas no
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mostraron ninguna alteracidn en su conducta (n=3).

Por el contrario, el CPP disminuvyé notablemente la
frecuencia de SPM cuando se administro en el ventriculo lateral
después ds inyectar el RRu en el hipocampo (Fig. 2). Este
compuesto (0.1 ung/ Sul) produjo una disminucidn de la conducta de
aproximadamente el B80% durante los primeros 90 min de observacian
en 6 de 8 ratas tratadas. En 1los restantes 2 animales la
frecuencia de la conducta no cambié (65.5 * 11.5) con respecto a
los controles. Por otro lado, el CPP en una concentracidn de 0.4
ug/ S5 nl disminuyé la conducta en un B0 % en las 4 ratas tratadas
durante el mismo tiempo de observacion.

En el tiempo total de observacien (180 min) también se
identificé la inhibicidn de la frecuencia de la conducta. Dicha
frecuencia disminpuyd 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 fue semejante a la
observada en los controles (227 * 46), Por otro lado, el CPP en
su concentracidn de 0.4 ug/ Sl ejercid un efecto blogueador del
50 % an las 4 ratas tratedas. En los animales que fueron tratados
con el CPP se observé un efecto de ataxia ligero que no

restringidé la actividad voluntaria de los mismos.

Localizacidn del RRu (por medio de microscopia electrdnical) en

las neuronas hipocampales,

El RRu es un colorante policatidnico que interactda con
glicoproteinas vy glicolipidos de las membranas celulares (Luft,
1971). Dada esta propiedad, dicho colorante se ha empleado en

microscopia electrénica para tefir membranas de diferentes tipos
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celulares (Luft, 1971),

Paradojicamente, en este trabajo se observd gque el RRu se
internaliza rapidamente en las ceélulas nerviosas y occasiona la
degeneracidn celular (Fig 3B).

Un hecho importante que es necesario hacer notar es la

preferencia dque tiene el colorante por acumularse dentro del

nucleolb, y en menor grado en el citoplasma de las neuronas
hipocampales (Figs. 3B y 4A). Ademas, son estas estructuras mas
receptivas las que degeneran rapidamente. Por tal motivo, la
degeneracidén celular se identifice preferencialmente en las

porciones del sector CA1 en las que los somas neuronales se
encuentran conglomerados (Figs 3B vy 4RA). En repetidas ocasiones
se observd que los somas se retraen y la cromatina nuclear se
disgrega en las neuronas en proceso de degeneracion (Figs. 3B vy
4Aa) .

Especialmente en las etapas tardias de 1la inyeccidn del
compuesto, se identificaron numerosas vacuolas nucleares (Fig 4A)
e intracitopldsmicas que remarcan la degeneracidn de las células
gue las contienen. La vacuolizacién citoplasmica se produjo
posiblemente por el hinchamiento del reticulo endoplasmico vy/o
del aparato de Golgi.

En contraste, la estructura del neurdpiloc se conservd
seme@jante a la observada en el hipocampo contralateral al
inyectado (Fig. 4B). Ademas, en estas porciones del area CAl,
las terminales sindpticas aparecieron abundantes Yy sin
acumulacidén del colorante adn a las 2 horas después de la

inyeccidn del RRu (Fig 4B).
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Los cambios estructurales antes mencionados se identificaron
en las porciones del sector CA, que se aislaron a los 10 min
después de la inyeccidn del colorante (Fig 3B), hasta las etapas
mds tardias que fueron estudiadas (Fig 4A).

En el 4area CAl hipocampal que fueé inyectada con el azul de
pontamina no se identificaron las alteraciones descritas con
anterioridad (dato no mostrado). En esta situacién 1los somas
neuronales permanecieron como los observados en el hipocampo

contralateral al inyectado con RRu (dato no mostrado).

Descripcidén de los efectos que produce el RRu a largo plazo en

©

1 hipocampo.

I

En esta serie de experimentos se observd que las neuraonas
piramidales degeneran completamente en el sector CAl del
hipocampo (n=4). Aparentemente 1la degeneracién neuronal se
restringid a el hipocampo derecho que fué inyectado con el
colorante. Ademds, la zona en la gue se encontraban las neuronas

degeneradas fué invadida por células gliales reactivas (Fig. S).

L
Localizacidén del RRu en la cgorteza cerebral a través de

microscopia éptica y electrdnica.

Al observar las secciones coronales de los cervebros en los
que el RRu se aplicé sobre la corteza cerebral, se identificé
que dicho compuesto se concentra dentro de los cuerpos celulares
tal como se describid en el hipocampo (Fig. 6). Dicho hallazgo
sugiere gue la internalizacidén del RRu no se debe a la lesidén que
se produce al introducir la aguja de inyeccidn en el cerebro.

En las porciones de la corteza que fueron procesadas para su
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observacion en el microscopioc electéonico, s@ identificd
nuevamente que el RRu se acumula en el nucleolo asi como en el

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

praparaciones se pudo identificar con gran claridad la
asociacidén del colorante a las membranas del nicleo (dato no
mostrado). Al igual que en el hipocampo, fué evidente la

degeneracidén de los cuerpos celulares y la preservacidn de las

zonas ricas en terminales nerviosas (dato no mostrado).
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Fig. ! Efecto de los antagonistas del receptor que reconoce al
NMDA sobre la frecuencia de SPM gue produce el RRu (1.5 hmolas en
0.1 ul). Los diferentes antagonistas se administraron junto con
el RRu @&n el araa CA1 del hipocampo. Las barras

representan el numero promedio * error standar de las SPM que se

cuantificaron durante los primeros Q0 min vy 180 min de
observacién. Los animales dsl grupo control se inyectaron
unicamente con el RRu. En todos los casos, los antagonistas

aumentaron la frecuencia de SPM con respecto al grupo control
{n=10). EI APH (n=7; p < 0.03) vy el OCPP (n=4; p < 0.01)
incramentaron significativamente la frecuencia de la conducta en
el primer intervalo de tiempo. Asimismo, el APH aumentd
signiFicatiQamente el numero de SPM en el tiempo total de

observacidn (p<0.01),
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Fig. 2 Efecto de la administracidn intracerebroventricular
(i.c.v.) del CPP (0.! y 0.4 ug en 0.9 ul) sobre la frecuencia de
SPM que produce el RRu (1.5 nmolas en O.1 wul, i. h.). Cada
barra representa sl nimero promedio * error estandar de SPM gue
se cuantificaron en los periodos de tiempo gue se seralan en el
eje de las abscisas. Los animales del grupo control se inyectaron
con 2l RuR (i. h.) y posteriormente con solucidn salina (NaCl al
0.9%) en el ventriculo lateral (n=6). En la 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 observd la
inhibicién de la conducta por accién del CPP (0.1 ugl . Las
diferencias estadisticas entre el grupo control y 1los tratados
con el antagonista se valoraron de acuerdoc a 1la prugba t-
Student. E1 grado de significancia durante los primeras 90 min
fué de p < 0.01 y en los 180 min de observacion correspondidé a p
< 0.05. E1 CPP en una concentracién de 0.4 ug/Sul (i. c. v.)
disminuyd significativamente la frecuencia de la conducta en los

90 min de registro (p < 0.02) y en el tiempo total (p = 0.05).
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Fig. 3 Efecto neurodegenerativeo que produce el RRu en el 4&rea
CAl del hipocampo. En A se muestra la estructura preservada de
una de las regiones ricas en cuerpos celulares gue se identifico
en el &rea DAI contralateral a la inyectada. Esta micrografia fué
tomada de una de las porciones del hipocampo gue se aislaron a
los 25 min después de la inyeccidn del colorante. En B se muestra
el grado de degeneracidn celular gue se observd a los 10 min
después de la inyeccidén i. h. del RRu. Nétese que en las células

gue contienen al RRu, la cromatina se encuentra disgregada vy

algunas vacuonlas son evidentes en la porcidn nuclear.
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Fig. 4 Representacién de una de las =zonas en las que se
identificaron a los cuerpos celulares degenerados (A), y al
neurépilo (B) en el drea CAl inyectada. En A se muestra
la acumulacidén del RRu dentro del nucleolo y la vacuolizacidn
altamente desarrollada a los 130 min después de la inyeccién
i.h. del compuesto. (B) Estructura de una de las zonas con
abundantes terminales sindpticas que se visualizd dentro del &drea
DAI gque contenia a las regiones somaticas degeneradas. Las
flechas en B seralan algunas sinapsis que aparentemente no
contienen al RRu. El tejido se aisld a los 130 min después de la

inyeccién del RRu.
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Fig., 5 Degeneracidén del estrato piramidal del area CAl que se
observé al 98 dia de la inyeccidn i. h. del RRu. En el corte
coronal del hipocampo que fué inyectado con el colorante (B) se
identifica 1la despoblacidén neuronal vy, en consecuencia, la
proliferacién de células gliales. La flecha en B sefala al sector
CA1 del hipocampo derecho ya degenerado. El estrato piramidal se

mantiene integro en el hipocampo contralateral al inyectado (A).
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Fig 6 Distribucion del RRu en el area CAI del hipocampo (A) y la
corteza cerebral (B) de la rata. En A y en B se observa que el
colorante se encuentra preferentemente dentro de los somas de las
neuronas. Esta tincidn especifica se identificéd a los 23 min
después de la inyeccidn intrahipocampal del RRu (A), asi como, a
los 30 min después de depositar la gota del colorante sobre la
corteza cerebral. La distribucidn del RRu gque se muestra en A fue
descrita en el manuscrito y dnicamente se muestra con el fin de

caompararla con la gue se identificd en la corteza (B).






DISCUBION GENERAL
Efectos conductuales que produce el RRu

En este trabajo se caracterizo que el RRu produce epilepsia
parcial de naturaleza limbica cuando se administra en al
hipocampo de 1a rata. Este hecho se determind al observar las
mismas conductas que desencadenan otros farmacos que producen

este tipo de epilepsia (Ben-Ari et al., 1981l; Lothman y Collins,

1981).
Con base en la caracterizacidn de dichos trastornos
conductuales, se sugirio que el RRu inicialmente incremepta 1la

excitabilidad del hipocampo, la cual se puede propagar de un
modo secundario a otras &reas cerebrales. S8in embargo, no se pudo
demostrar que tal efecto es el resultado de la desinhibicidn de
las neuronas piramidales de esta estructura, que estaria
promovida por la disminucidn de la liberacion del GABA . Dado
que 1la mayoria de los transmisores se liberan a través de un
mecanismo dependiente de calcio, se podria pensar que el RRu
estuviera bloqueando la liberacidén de otro neurotransmisor. Sin
embargo, el RRu no se identificd unido a las terminales
sindpticas (Fig. 4B), por lo gque, proponer gue el efecto
convulsivante se debe a la inhibicién del proceso +isiolégico
arriba mencionado resulta dudoso. En cambio se observdéd que
el RRu pernetra a los somas neurcnales vy los destruye, lo cual
parece ser la causa gue desencadena las conductas de cardacter
epiléptico.

Dada la vasta cantidad de interconexiones que se establecen

entre el hipocampo y otras estructuras cerebrales (Baver, 1985),

[
wt



resulta altamente probable que la hiperexcitabilidad se propague
hacia otras areas.

En la epilepsia gue se provoca por la administracién del
acido kainice (Ben-Ari et al.,, 1981; Lothman y Collins, 1981) o
por la estimulacion eléctrica de Areas limbicas (Collins et al.,
1983), se ha observado que las alteraciones conductuales propias
de esta patologia, se van manifestando conforme 1la actividad
eléctrica anormal se propaga a ciertas estructuras
extrralimbicas (Fig. 7).

Lothman vy Collins (1981) describieron que la epilepsia que
se inicia en el hipocampo, se propaga en primer lugar a otras
estructuras limbicas (estructuras secundarias; Fig. 7). Durante
esta etapa se presenta el automatismo y las convulsiones limbicas
moderadas. Este tipo de convulsiones se reconoce por la presencia
de sacudidas miocldnicas de la cabeza vy las extremidades
superiores de la rata. Por otro lado, el automatismo incluye a
ciertas conductas motoras estereoctipadas que se observan
esporadicamente en la rata intacta (sacudidas de la cabeza,
temblor de vibrisas, parpadeo y movimientos de la mandibula).

Posteriormente, las convulsiones limbicas severas se
presentan cuando la actividad anormal se registra también en
estructuras extralimbicas (tdlamo, sustancia nigra) (estructuras
terciarias; Fig. 7). Estas convulsiones se identifican por la
presencia de una conducta gue se conoce como "rearing" y gue se
asotzia con clonias bilaterales de las extremidades superiores de
la rata (Lothman y Collins, 1981). Las SPM suelen presentarse vya
sg@a durante la fase cldnica o despues de gue se presenta  una

descarga eléctrica anormal (Lothman y Collins, 198B1). Cabe



resaltar que todas estas anormal i dades conductuales se
presentaron en las ratas inyectadas con el RRu, por lo gue
probablemente se activaron las mismas estructuras que se senalan
en la Fig. 7.

Durante esta patologia se activan los circuitos neuronales
glutamatérgicos, que en su mayoria son los responsables de
propagar la actividad epiléptica, y aquellos que modulan 1la
excitabilidad cerebral. Dentro de estos Gltimos, principalmente
encontramos a las proyecciones serotoninérgicas que parten del
niclem del Rafé, y a las vias novadrenérgicas gue se originan en
el locus coeruleus. De hecho, estos circuitos participan de un
modo importante en la regulacidén de la intensidad de las crisis
epilépticas (Calderini et al., 1978; Callaghan y Schwark, 1979;
Jobe y Laird, 1981; Jobe et al., 1982).

Comp se puede observar en la Fig. 7, la mayoria de las

estructuras que se activan durante este tipo de
epilepsia reciben aferentes serotoninérgicas. 8in
embargo, los receptores 5—HT2 50N poco abundantes en las

estructuras limbicas gue se denotan en esta figura.

En este trabajo se valord la participacién de la transmisidn
serotoninérgica gque estd mediada por los receptores tipo 2,
y se sugirio que probablemente los receptores que se
localizan en 4areas motoras son los responsables de modular la
expresién de esta conducta. De hecho, se ha evaluado la posible
participacién de los receptores S—HT2 que se localizan en la
corteza frontal y sobre las neuronas motoras de la médula espinal

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



Fig. 7 Esguema en el que se sesalan las estructuras cerebrales
gue se activan durante la epilepsia limbica, y las vias a
travées de las cuales se puede propagar la excitacian. Durante la
primera etapa de la epilepsia se activa el hipocampo y el septum
lateral. Las convulsiones limbicas moderadas (CONV. LIMB. MOD.)
se presentan wna vez que la actividad anormal se propaga a la
corteza entorrinal, la amigdala, el complejo subicular y el
septum medial (estructuras secundarias). Finalmente, se activan
algunas dreas extralimbicas y aparecen las convulsiones limbicas
severas (CONV. LIMB BEV.). En la parte inferior se indica que las

SPM aparecen asociadas con las conductas propias de este tipo de

epilepsia. Los asteriscos denotan a las estructuras que
reciben proyecciones serotoningrgicas desde el nacleo del
Rafe. EI1 complejo subicular se considera como una entidad
que involucra al subiculo. presubiculo y parasubiculo. La
corteza paralimbica incluye a la corteza perirrinal, frontal,
cingulada, retroesplenial e infralimbica medial. Diagrama

modificado de Lothman y Collins, 1981).
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A continuacidn se menciocnardn algunas de las funciones
que ejercen los receptores tipo 2 en el sistema nervioso. 8e ha
caracterizado que por lo menos hay dos tipos de receptores
serotoningérgicos en el sistema nervioso central (Marsden et al.,
1989), Uno de elles, inhibe a las neuwronas que los poseen
(receptores tipo 1), mientras que, el segundo modula el efecto
que producen los aminodcidos excitadores an el cerebro
(receptores tipo 2) (Davis et al., 1987). A través de la
activacidén de este ultimo tipo, la serotonina facilita el efecto
excitador que ejerce el glutamato sobre las motoneuronas faciales
(Vander Maelen vy Aghajanian, 1980)., Asimismo, este transmisor
puede facilitar 1la excitacidén de las motoneuronas espinales gue
se produce por la estimulacidén eléctrica de la corteza motora (Mc
Call y Aghajanian, 1979). Aparentemente, los bloqueadores de 1los
receptores 5—HT2 suprimen este efecto que produce la serotonina
(Davis et al., 1987; Peroutka, 1988). Ademds, Nedergaard vy
colaboradores (1986) demostraron que este transmisor facilita
también la despolarizacidn que produce el NMDA en las neuronas de
las capas 111, V y VI de la neocorteza del gato.

Estas observaciones han permitido sugerivr gue los trastornos
motores gue produce la serotonina, se pueden deber a la
Facilitacion excesiva de las sefales excitadoras que parten de la
neocorteza hacia el tallo cerebral o hacia los nlcleos motores
espipales (Mc Call y Aghajanian, 1979 y 1980; Vander Maelen vy
Aghajanian, 1980). ta via glutamatérgica cortico-espinal se

denota en la Fig. 7.

Tomando como base esta dltima idea, resulta probable que las



SPM se puedan suprimir al bloguear la excitacidn que esta mediada
por el 4cido glutdmico o aspartico, en la neocorteza y/o médula
espinal, o al antagonizar a les receptores 5—HT2 que
modulan & las neurocnas glutamatérgicas de estas estructuras. Este
argumento se podria tratar de comprobar en estudios posteriores.
Los antagonistas del NMDA produjeron efectos diferenciales
que dependieron de la via de administracidn usada. EI CPP
disminuyd la frecuencia de las 8PM, uanicamente cuando se
administré a través del ventriculo lateral, probablemente porque
puda actuar sobre las estructuras extrahipocampales antes
mencionadas. Tal como se reporta en el manuscrito, el antagonista

de los receptores S~HT2, la ketanserina, también tuvo un efecto

supresor solamente cuando se administrdéd por via sistémica.
Paradé iicamente, los diferentes antagonistas del NMDA
tendieron a incrementar el numeroc de SPM cuando s8

inyectaron con el RRu en el hipocampo. Este efecto probablemente
se produjo porque dichos antagonistas se pueden comportar
comg proconvulsivos.

El efecto proconvulsivo que ejercen los antagonistas del
NMDA, se ha reportado en otros trabajos en los que la actividad
epileptiforme del hipocampo, se genera por la aplicacion de
diferentes agentes convulsivantes (Collingridge et al., 1983;
Dingledine et al., 1986; Neuman et al.,, 1988). Por ejemplo, el
antagonista competitivo del NMDA, el APV, potencia la actividad
epiléptica gue produce la bicuculina o la picrotoxina (Dingledine
et al., 1986). Neuman y colaboradores (1988) describieron tambieén

que los antagonistas competitivos del receptor del NMDA, el APY,
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el APH vy el CPP prolongan la duracidén de la actividad
epileptiforme que produce al acido kainico en las rebanadas del
hipocampo. Asimismo, el APH incrementa la frecuencia de las
espigas de tipo epileptiforme que produce al péptido
desgranulador de las células cebadas (Neuman et al., 1988). Por
otro lado, el APY facilita la actividad unitaria que producen los
dcidos quiscudlico y kainico en las neuronas del drea DAI del
hipocampo (Collingridge et al., 1983). En los trabajos antes
mencionados se describid gue los antagonistas del receptor tipo
NMDA se comportan como proconvulsivos en ciertas concentraciones
(nmolares) (Dingledine et al., 1986), ©o en Ffuncién del
isémero gue se emplea (Collingridge 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 asociacién con la actividad
paroxistica de estructuras limbicas. Por consiguiente, estos
antagonistas se podrian aplicar en concentraciones diferentes a
las que se emplearon en este trabajo, para determinar si éstos

ejercen un efecto diferencial en funcisén de la dosis usada.

Efectos que produce el RRu sobre la citoarquitectura del
hipocampo

El RRu tife a las membranas de las células vy los organelos
gue contienen polisacaridos 4&cidos (Luft, 1971 a, b). Se ha
sugerido gue 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
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y Howell, 1984), Ademas, se ha demostrado gue este compuesto se
unpe a la membrana sinaptosomal rapidamente (Tapia et al., 1989),
A través de la observacidn microscépica del tejido que Fué
inyectado con el RRu, en este trabajo se abservd que el colorante
penetra rapidamente a los somas de las neuronas del hipocampo vy

la corteza cerebral. En la literatura se han aportado evidencias

de que este colorante se internaliza en las células del miasculo
esquelético (Howell, 1974) y nervios espinales (8inger et
al., 1971), después de mantener a estas preparaciones en

presencia del RRu por largos periodos de tiempo.

Aungue no se conoce con exactitud el mecanismo por el que el
RRu penetra a las células, en otros trabajos se observd gque este
colorante se internaliza a través de un proceso de endocitosis.
En estos estudios se identificarona algunas vesiculas
pinobciticas en las regiones préximas a los depositos del
colorante (Singer et al., 1971; 8Bzubinska y Luft, 1971). En el
presente trabajo no se visualizaron este tipo de estructuras, por
lo que, la endocitosis no parece ser el mecanismo a través del
cual el RRu se internalize en las neuronas.

Resulta interesante resaltar gque el RRu no se identificd en
las mitocondrias. Esta observacidn también fué sefalada en el
trabajo realizado por Howell (1974) en el misculo esquelético. En
dicho trabajo se observé que 21 RRU no se une a las membranas de
las mitocondrias, a pesar de gue el misculo permanecidé por
un largo periodo de tiempo en presencia del colorante.

El efecto degenerativo que ejerce 21 RRu en el hipocampo vy
la corteza cerebral, también se ha observado en algunos trabajos

en los que se emplearon otras preparaciones biolégicas.



Szubinka v Luft (1971) observaron que una solucién diluida del
colorante (550 ppm) degenera a las amibas en un lapso de tiempo
menar a 1 hora.

Al analizar las causas del dafo celular durante algunas
patologias, se ha considerado gque la ruptura del citoesqueleto
puede ocasionar la necrosis celular {(Siesjé et al., 1986). La
ruptura del citoesqgueleto puede ser promovida por la degradacidn
de los neurcfilamentos {(a través de proteasas dependientes de

calcio), ©0 al ocasionar el desensamble de los microtibulos

(Siesjb et al., 1986). Tomando como base estos datos, es posible
que el efecto degenerativo gue ejerce el RRu sobre las

neuronas, pueda deberse a ia interaccién del colorante con el
sistema de microtubulos. De hecho, se ha reportado gue el RRu
puede pcasionar el desensamble de los microtubulos & inhibir el
transporte axonal (Deinum et al.,, 1981).

Por otro lado, hay una gran cantidad de evidencias
experimentales que sugieren que la degeneracién celular se
produce como consecuencia del incremento en la concentracién
intracelular del calcio (Siesjb et al., 1986). En el caso
particular del presente estudio, tal evento puede estar
interviniendo en el procesoc neurodegenerativo que desencadena el
colorante. De hecho, la pérdida del citoesqueleto que se observa

en las células degeneradas, también se podria explicar por un

aupento en los niveles intracelulares del catidn divalente.
Ademds, los cambios morfoldégicos gque se producen en el 4rea
CAI por el efecto tdéxico del calcio (Feig y Lipton, 1990), son

muy parecidos a los que se visualizaron en el tejido que contenia
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al RRu.

Un hallazgo interesante es que, las toxinas quimicas gue
alteran la integridad de la membrana plasmatica, degeneran a las
células hepdticas por la acumulacidn de calcio en el interior
celular. El1 paso de este catidn a través de las membranas
dafadas se ve impulsado por el gradiente electroquimico que
existe en condiciones normales (Schanne et al., 1979). 8i el RRu
afecta a las membranas celulares por medio de un mecanismo
desconocido, este evento podria explicar su fdcil internalizacion
y la posible participacidn del calcio en el proceso degenerativo.

Finalmente cabe resaltar que como consecuencia del efecto
téxico que produce el RRu en el hipocampo, el sector CA1 carece
de estructura neuronal y en su lugar se desarrollan pumerosas

células gliales.

* Tal como se ha descrito emn la isquemia cerebral (Kirino et
al., 1990), las terminales sindpticas mantienen su integridad
estructural en el &area CAI del hipocampo. Probablemente estas

terminales sindpticas que se preservan provienen del area CAs. De
hecho, la zona del hipocampo gque contiene a las neuronas
degeneradas recibe inmnervaciones del sector CA3. Durante la
isguemia, una wvez qgue se destruyen las neuronas del area CA3
con el 4cido kainico, también se degeneran las terminales
presindpticas en el sector CAI (Kirino et al,, 1990). Este ultimo
punto también podria ser objeto de estudio en un trabajo

posterior.
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