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El cerebro humano representa un mundo donde figuran
algunos continentes  explorados y vastas tierras ignotas
ignotas ........IQue de hallazgos emocionantes nos esperaran adn
en la encrucijadas de nuestras células y vias nerviosas,
si nos imponemos la tarea de autoobservarnos metddica y
pacientemente a la luz de la ciencia y al calor de la meditacién |

Santiago Ramén y Cajal, 1921.
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RESUMEN

El Rojo de Rutenio (RRu) es un colorante inorganico que se ha
utilizado en la tincién de la membrana plasmatica de diferentes
tipos celulares. Cuando este colorante se administra en areas
especificas del cerebro como el hipocampo de la rata produce una
serie de transtornos conductuales caracteristicos de la epilepsia
limbica y en asociacién la conducta de "sacudidas de perro mojado”
(SPM) que es una manifestacién de caracter no convulsivo. Estudios
en microscopia eléctronica realizados después de la inyeccidon de
RRu en la regién CA1 del hipocampo han permitido observar que el
colorante penetra rapidamente a los somas neuronales y provoca
degeneracién celular (Garcia-Ugalde y Tapia, 1991). El efecto toéxico
de este compuesto puede ocacionar la aceleracién de una serie de
eventos citotdxicos que provoquen la muerte neuronal debido a un
exceso anormal en la concentracién de calcio intracelular.

Las propiedades neuroprotectoras del dantrolene (DA) en la
toxicidad celular inducida en cultivo de células in vitro , inhibe la
liberacién de calcio de reservorios intracelulares. Por este hecho el
propésito del presente trabajo fue analizar el efecto protector del
dantrolene sobre los efectos tdxicos que ejerce el RRu. Los
resultados indican que los efectos conductuales y neurotdxicos del
RRu se deben a una alteracién de los mecanismos intracelulares que
regulan la concentracidn citoplasmica del calcio.
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I INTRODUCCION

A. LA TRANSMISION SINAPTICA

La teoria de la neurona desarrollada por Santiago Ramén y
Cajal a finales del siglo XIX, constituye uno de los conceptos
fundamentales que definen a la neurobiologia moderna sobre la
organizacién del sitema nervioso. La implicacion mdas importante de
esta teoria fue el desterrar la idea de estructura reticular propuesta
por el aleman Gerlach y el italiano Camilo Golgi. His, Forel y Ramén
y Cajal postularon que las neuronas son las unidades anatomicas y
funcionales del sistema nervioso y que la comunicacién entre ellas
debia entenderse en términos de una continuidad fisiolégica y no
fisica (Eccles, 1982).

En 1906 Charles Sherrington acufié el término sinapsis que
proviene de la palabra griega sinapto, que significa agarrar
fuertemente. Con esta palabra designé a las zonas de comunicacion
interneural donde las sefales nerviosas pasan de una célula a otra.
Sherrington postulé que tales sitios debian existir para poder
explicar el retardo que observd en la respuesta del arco reflejo en
musculo (Eccles, 1964).

La sinapsis es el sitio anatémico de contacto entre una neurona
y otra con una funcién especifica, a través del paso de informacién
codificada en potenciales de accién de una célula emisora o
presindptica, a una célula receptora o postsindptica (Bullock et al.,
1977).

Las primeras especulaciones sobre la naturaleza de la
transmisién sinaptica surgen a finales del siglo pasado. En 1877
DuBois-Reymond fue el primero en sugerir el mecanismo de la
transmisién quimica, a través de la secrecién de una sustancia
excitadora como causante de la contraccion muscular, mientras que
Hermann en 1879 y posteriormente en 1885 Lapicque y Forbes
propusieron que la transmisién sindptica era de tipo eléctrico
(Eccles, 1964).
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Elliot en 1904 observé que al estimular las terminales
nerviosas de los nervios simpaticos se liberaba adrenalina sobre la
placa neuromuscular de misculo liso. En 1906 Dixon demostré que al
estimular las terminales nerviosas de los nervios parasimpaticos se
liberaba una sustancia semejante a la muscarina. Dale en 1916
describié que la acetilcolina y la adrenalina eran liberadas de las
terminales nerviosas parasimpaticas y simpaticas respectivamente,
ademas identific6 una serie de compuestos que producian efectos
semejantes a la estimulacién eléctrica de las fibras auténomas. En
1921, Otto Loewi fue quién comprobd satisfactoriamente la
hipétesis de la transmisién quimica con un sencillo experimento en
el que perfunde el corazén de rana y simultineamente estimula
eléctricamente el nervio vago. Cuando el fluido que bafa dicho érgano
se coloca a otro corazdén sin estimular, se induce una inhibicién del
latido. Loewi concluyé que el estimulo nervioso induce la liberacién
de una sustancia inhibitoria, que posteriormente se mostré era la
acetilcolina (Eccles 1964; 1982).

Durante la década de los afios 1930 y 1940 se originé una gran
controversia entre los fisiélogos encabezados por Eccles y los
farmacélogos representados por Dale con respecto al tipo de
transmisién en el sistema nervioso, ya que se proponia que la
transmisién sinaptica operaba por un mecanismo simple y universal.
Los fisidlogos argumentaban que la transmisién eléctrica se debia a
un flujo de corriente desde la célula presindptica a la postsinéptica
por un paso directo, mientras los farmacolégos afirmaban que la
transmisién quimica se debia a la liberacién de una sustancia
quimica (neurotransmisor) de la neurona presindptica hacia la
neurona postsindptica y que en ésta se iniciaba un flujo de corriente
que desencadenaba una alteracién en el potencial de reposo
provocando un potencial de accién en la célula postsinaptica.

Los trabajos de Fatt y Kattz por un lado, de Eccles y, de
Furshpan y Porter por el otro, entre 1950 y 1960, demostraron que
tanto la transmisién quimica como la eléctrica ocurrian en el
sistema nervioso y que las sinapsis no operaban por un mecanismo
universal.
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A partir de estudios realizados en microscopia eléctronica fue
posible analizar desde el punto de vista morfolégico la estructura
de la terminal sindptica y establecer claramente las diferencias
entre las sinapsis eléctrica y quimica (Eccles, 1964;1982; McGeer
et al.,, 1987; Kandel et al., 1991).

1 Transmisién sindptica de tipo eléctrico

La sinapsis de tipo eléctrico se caracteriza por presentar una
estrecha aposicién de las membranas presinaptica y postsinaptica,
debido a las uniones comunicantes (gap junctions), a través de las
cuales se comunica el citoplasma de una célula con la siguiente. El
espacio que separa a las membranas pre y postsinipticas es muy
angosto (aproximadamente 2 nm) y representa la décima parte de la
distancia que existe entre las membranas de una sinapsis quimica,
aunque en ciertas zonas, las llamadas ocluidas, realmente no hay
espacio alguno entre las dos membranas. Las uniones comunicantes
estdn compuestas por canales de proteinas llamados conexones, que
permiten la comunicacién entre ambas células mediante el flujo de
la corriente idnica y pequefas moléculas con pesos moleculares
menores de 1000 daltones y un diametro no mayor de 1.5 nm. Cada
conexdén esta formado por seis subunidades proteicas llamadas
conxinas las cuales estan embebidas en la membrana plasmética
(Makowski et al., 1977). De esta manera en la sinapsis eléctrica no
se produce el retardo sindptico del impulso nervioso al pasar de una
neurona a la otra, lo cual parece ser la ventaja mas importante de
las sinapsis eléctricas, en términos de sincronizacién de sistemas
neurales, especialmente aquellos relacionados con las reacciones de
escape en los peces o de invertebrados como los insectos (Kandel et
al., 1991) (Fig. 1).

En la transmisién eléctrica, el flujo de corriente generado por
un potencial de accién es capaz de transmitir la despolarizacién
directamente a través de la sinapsis, permitiendo la entrada de
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Fig. 1 Estructura molecular de la union comunicante (gap junction) donde se observa la
disposicién de los canales de protefna llamados conexones que permiten la
comunicacién entre una neurona y oftra, caracteristica de las sinapsis eléctricas.
Tomado de Makowski et al., 1977.
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iones sodio desde el exterior de la célula presinaptica al interior de
la terminal postsindptica a través de canales que se forman al
entrar en contacto dos estructuras "gap", una de cada célula. La
resistencia de la membrana en este tipo de unién es muy baja lo que
permite que la transmisién eléctrica sea bidireccional, es decir que
el paso de la corriente idénica fluya en ambas direcciones (de la pre-
a la postsinapsis y viceversa) (Kandel et al., 1991).

2 Transmisién sinédptica de tipo quimico.

La transmisién quimica es un fenémeno secretorio que se
caracteriza por la liberacién de neurotransmisores de la terminal
presindptica hacia la regién postsindptica de otras neuronas o bien a
células del sistema endécrino y muscular. En este tipo de sinapsis no
hay contacto entre las membranas, ya que se encuentran separadas
por un espacio de aproximadamente 20 nm, que a pesar de ser tan
pequefio, es lo suficientemente grande para impedir la conduccién de
un impulso eléctrico. Cuando el transmisor quimico interacciona con
el receptor especifico de la neurona postsinaptica altera los flujos
ibnicos de tal manera que la membrana se despolariza si el
transmisor es excitador, o se hiperpolariza si el transmisor es
inhibidor (Pasantes-Morales et al.,, 1991).
Las terminales axénicas o presindpticas establecen contactos
sobre diferentes regiones de la neurona postsinaptica,
distinguiéndose los siguientes tipos de sinapsis:
1. Sinapsis axodendriticas: Son aquellas que se establecen
entre las terminales axénicas y las dendritas de la
neurona postsinaptica .

2. Sinapsis axosématicas: Se establecen entre las terminales
axoénicas y el soma de la célula o bien a nivel del
cono axénico .
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3. Sinapsis axoaxonicas: Este tipo de contacto ocurre entre
una terminal axdnica y otra terminal axdnica. No
son muy frecuentes y su distribucién es limitada
en el sistema nervioso central .

4. Sinapsis dendrodendriticas : Se realiza entre una dendrita
con cierta especializacién presinaptica y
presencia de vesiculas sindpticas y otra
dendrita .

5. Sinapsis neuromuscular. Las caracteristicas de este tipo de
sinapsis entre las terminales axdénicas y los
musculos son en . primer lugar que la terminal
presindptica es muy grande y contiene un gran
nimero de vesiculas sindpticas; ademéas el
espacio sindptico es maéas grande (40-50 nm) y la
membrana postsinaptica del misculo no es recta,
sino que presenta surcos hacia el interior.

La variedad en la forma de las sinapsis, es decir, la manera en
que la terminal presinaptica se relaciona estructuralmente con las
regiones postsindpticas presenta implicaciones en la formacién de
circuitos neurales, ya que una terminal axénica puede establecer
mas de una sinapsis con una Unica regién postsinaptica, con mas de
una regién postsindptica de la misma neurona o con regiones
postsinapticas de distintas neuronas También existen terminales
axdnicas que no son estrictamente terminales y que pueden ser sélo
una especializacion del axén para formar sinapsis sin que dicho axén
acabe en ese sitio ( Tomado de Pasantes-Morales et al., 1991).
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2.1 Terminal Presindptica

La terminal presindptica contiene en su interior mitocondrias,
cuerpos multivesiculares, elementos tubulares del reticulo
endopldsmico, vesiculas sinapticas y material citopldsmico denso
asociado a la membrana presinaptica, cuya estructura se ha definido
en parte como proyecciones electrodensas (Palay y Chan-Palay,
1977). Las primeras fotografias de una sinapsis realizadas por
microscopia eléctronica dieron gran informacion sobre la morfologia
y funcién de esta area. DeRobertis y Bennett llamaron a las
particulas esféricas abundantes en la presinapsis -vesiculas
sindpticas- y propusieron que eran las responsables de liberar el
transmisor al exterior. Del Castillo y Katz propusieron que la
liberacién de neurotransmisores es de tipo cuantico y sugirieron que
dichas vesiculas constituyen la unidad cuantal de liberacién
(Kandel, 1991).

Con base en observaciones hechas a microscopia eléctronica,
en la actualidad se han descrito dos tipos de vesiculas sinapticas:
i) Vesiculas agranulares, en general esféricas, de un diametro de
40-50 nm, con una membrana de 6-10 nm y una zona central clara. Se
encuentran distribuidas en toda la terminal presinaptica aunque con
frecuencia se agrupan en la cercania de la membrana presindptica y a
veces da la impresién de que se asocia a ella. Otro tipo de vesiculas
agranulares que difieren de las mas comunes, son las de tipo
aplanadas o elipsoidales. Se ha sugerido que las terminales que
contienen este tipo de vesiculas aplanadas son de naturaleza
inhibitoria, mientras que aquellas con vesiculas esféricas son
excitadoras (Fig. 2 a-b). ii) Vesiculas de corazén denso, son de
tamano mas variable algunas similares a las granulares (40-60 nm)
y otras mucho mayores ( 80-100 nm). La regién central de estas
vesiculas es opaca a los electrones y se localizan en zonas alejadas
de la membrana presinaptica (Fig. 2c). Las terminales en las que
predominan estas vesiculas son las catecolaminérgicas, sin
embargo, es muy raro observar que una terminal contenga sélo este

18



tipo de vesiculas, ya que hay mas vesiculas agranulares que
granulares (Shephard, 1988; Palay y Chan-Palay, 1977; Pasantes-
Morales, et al., 1991).

Vesiculas esfericas Vesiculas aplanadas Vesiculas de corazdn
denso

Figura 2 Tipos de vesiculas sindpticas. Vesiculas agranulares (A) esféricas y
(B) aplanadas o elipsoidales. Vesiculas de corazén denso (C). Tomado
de Pasantes-Morales et al., Neurobiologia Celular, 1991.

Los trabajos a microscopia electrénica efectuados por Palay
en 1958, hicieron notar que las dos membranas que forman la
sinapsis aparecen mas gruesas o mas densas, sugiriendo que esos
sitios en la membrana eran especializaciones, por donde se liberaba
el contenido de las vesiculas, denominando a esos sitios complejos
sindapticos (Kandel, 1991).

En 1959 Couteaux utilizé la técnica del acido fosfotlngstico
para tedir proteinas en las neuronas, postulando que las vesiculas
sinapticas no estan dispersas al azar, sino que estan concentradas
cerca de la membrana donde existe una mayor densidad dptica, tal
densidad corresponde a una serie de barras densas localizadas en la
superficie interna de la membrana. A partir de este tipo de
especializacion (vesicula sindpticas y zonas de densidad
presinapticas) Couteaux defini6 como zona activa a la regidn
especializada y zona restringida a la ubicada dentro de la terminal
presinaptica, donde el neurotransmisor es liberado (Kandel, 1991).
De esta forma se establecié que la polaridad de la sinapsis es en un
solo sentido: de la pre a la postsinapsis.
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Por otro lado, los primeros estudios realizados sobre los
mecanismos presinapticos de la liberacibn de neurotransmisores
involucraron técnicas electrofisiolégicas, tales como el registro
intracelular en la fibra muscular (postsinapsis). Los trabajos
morfolégicos realizados en 1960 por Reese y Heuser a nivel de la
unién neuromuscular en rana propusieron la liberacion del
transmisor acetilcolina a través de la fusién de la vesicula en la
membrana presindptica por un mecanismo de exocitosis
(Kandel,1991).

Los mecanismos moleculares responsables de la liberacién de
transmisores son poco conocidos, asi también cémo es que el calcio
provoca la liberacion del neurotransmisor. La teoria general es que
el calcio promueve la exocitosis mediante la movilizacién de las
vesiculas sindpticas, su integracién a la membrana plasmatica de la
terminal en la zona sinaptica, y la subsecuente liberacién del
transmisor al medio. Durante el estado de reposo los canales de
calcio sensibles a voltaje estan cerrados y muchas de las vesiculas
de la zona activa se encuentran ancladas unas a otras por filamentos
del citoesqueleto y proteinas asociadas llamadas sinapsinas,
mientras otras vesiculas se encuentran unidas a la zona activa a
través de proteinas llamadas sinaptofisinas. Al producirse un
potencial de accién los canales de calcio se abren, el calcio entra a
la terminal y provoca la fosforilacién de los filamentos de actina,
permitiendo el libre movimiento de las vesiculas hacia los sitios
activos para después fusionarse a la membrana plasmatica (Fig. 3 ).

En el momento de la liberacion, las vesiculas son incorporadas
a la membrana plasmatica, provocando una expansién en el area de
esta membrana. La membrana plasmatica se dobla secuencialmente
hacia el interior, estrangulandose en ciertos puntos y formando
vesiculas, que luego parecen fusionarse para construir cisternas de
las cuales las vesiculas sinapticas nuevamente son constituidas
(Fig. 4). Este proceso de exocitosis y de construcién de vesiculas se
ha descrito en otras preparaciones como en la unién neuromuscular
en invertebrados y en la sinapsis del ganglio cervical superior
(Smith y Augustine, 1988; Kandel, 1991; Schwartz, 1991).
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A Estodo de reposo

Vesicula sinaptica.

Protena de ancloje
de lo vesicula,
Actina,

Proteina de union
a membrana,
Cuerpos densos.

Transmisor:1 Canal de Ca*,

Terminal
presinaptica

.|
)
'a
V
/|

(ALRATAL)

Receptores

Figura 3 La entrada de calcio afecta la excitocitosis y la movilizaci6n de vesfculas
sinipticas hacia la zoma activa. A En  estado de reposo, muchas
vesiculas se encuentran unidas unas a otras por filamentos de actina y muy pocas
estdn fijadas a la zona activa. B La entrada de calcio provoca el movimiento de las
vesfculas hacia la zona activa y permite la fusién de éstas con la membrana
plasmdtica. Tomado de Kandel et al., Principles of Neural Science, 1991.
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Transporte anterogrodo l ‘ ‘] -rm,,jplor,e retrogrado

Cisterna

Vesiculas reabiertas

Cuerpo dens
Vesiculas sindpticas

Espacio sindptico

——Region postsindptica

Figura 4 Esquema en el que se representa el momento en el que ocurre la liberaci6n de las
vesfculas sindpticas hacia el espacio sindptico y el proceso de reciclamiento de
éstas vesfculas dentro de la terminal presindptica. Tomado de Kandel et al.,

Principles of Neural Science, 1991.
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2.2 Espacio Sinaptico

El espacio formado entre la membrana presinaptica vy
postsindptica se conoce como el espacio sindptico. Mide
aproximadamente entre 15-20 nm de ancho. Es en esta regién donde
se liberan los neurotransmisores y donde seran recaptados por
mecanismos de alta afinidad a la terminal presinaptica.
Observaciones con microscopio electrénico han mostrado la
presencia de mucopolisacaridos y proteinas, que de manera similar
han sido encontrados en el glicocalix de otros tipos celulares. Se ha
encontrado también enzimas como la acetilcolinesterasa que
participa en la degradacion del neurotransmisor acetilcolina después
de ser liberado al espacio sindptico como un mecanismo de remocién
rapida del transmisor del medio. Existen ciertas evidencias de que en
ciertos sistemas la liberacién de enzimas se realiza en la propia
terminal ademas del neurotransmisor. Por otro lado, se ha observado
en esta regidén,la presencia de acido sidlico elementos constityentes
de los gangliosidos, los cuales se localizan unidos a la membrana
presindptica y postsindptica y que participan de manera importante
en la transmisién sindptica al unir moléculas del transmisor
liberado (Palay y Chan-Palay, 1977; Peters et al., 1991).

2.3 Terminal Postsinéptica

La regién postsindptica presenta asociada a la membrana
material citoplasmico denso, asi como, menos frecuentemente, los
llamados cuerpos densos postsinapticos, que forman arreglos
hexagonales adyacentes a la membrana pero no claramente asociados
a ella (Pasantes-Morales et al., 1991; Erulkar, 1989); también se han
observado cisternas  subsinapticas, cuerpos multivesiculares,
especializaciones micropinocitdticas y 2l aparato espinal dendritico
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(caracteristico de las sinapsis de tipo axodendritica). Sin embargo la
especializacién mas importante no es a nivel morfolégico sino bioguimico.
Esta especializacion bioquimica es el receptor, que permite la
decodificaciéon del mensaje contenido en la molécula del neu&g;ransmisor.
La respuesta inducida en la estructura postsindptica no es totalmente
dependiente del neurotransnisor involucrado, sino del tipo de sistema de
transduccién al que estd acoplado el receptor postsindptico, ya que un
mismo neurotransmisor puede producir un efecto diferente en dos regiones
distintas del sistema nervioso (Erulkar, 1989).

B. Funcién del calcio en los procesos celulares.
1 Importancia biolégica del calcio.

Las células de todos los seres vivos han desarrollado funciones muy
complejas que requieren de mensajeros entre el medio externo e interno.
La actividad de las células esta caracterizada por cambios en la
permeabilidad de la membrana y el movimiento resultante de diferentes
iones a través de ésta: asi el sodio, el potasio, el magnesio y el calcio
tienen papeles importantes en la actividad biolédgica. El sodio y el potasio
son necesarios en el balance osmético de la célula, en la actividad
eléctrica de la membrana plasmatica y en la activacién de algunas
enzimas. Sin embargo, los enlaces que establecen con macromoleculas son
debiles e inestables. El magnesio es importante como sustrato para todas
las cinasas y algunas fosfatasas, en el funcionamiento del ATP y en Ia
activacion de algunas enzimas. El calcio por sus propiedades unicas, es uno
de los iones mas importantes en término de la gran variedad de funciones
que puede llevar a cabo. La concentracién de calcio en el medio
intracelular es muy baja (10-7 M) en comparacién con la concentracién del
medio externo que es cerca de cuatro d6rdenes de magnitud superior
(2.5 x 103 M). Esta diferencia de concentracién entre el medio externo e
interno resulta y se mantiene gracias a varios procesos. Dentro de estos
se incluyen la baja permeabilidad de la membrana celular a los iones
calcio, la captura de estos cationes por organelos celulares como las
mitocondrias y el reticulo endoplasmico y la extrusién del calcia interno
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en contra de su gradiente de concentracién por el sistema de bombeo de la
bomba de calcio, o a través del intercambiador Na+/Caz+.

En 1983 Campbell definié la importancia del calcio en cuatro
aspectos: 1) Estructural: el calcio interviene en el mantenimiento de la
estructura y funcionamiento del tejido dseo. 2) Eléctrico: permite la
estabilizacién de la membrana, ya que se une a las cargas negativas fijas
en la superficie de la membrana celular. 3) Cofactor de enzimas y
proteinas: algunas requieren de calcio para una maxima actividad y una
mayor estabilizaciéon, como por ejemplo en la conversién de protrombina a
trombina, y en la actividad de la adenilato ciclasa y fosfolipasa A.
4) Requlador intracelular: de algunos procesos como la contraccidn
muscular, la neurosecrecion de trasmisores, en la proliferacién celular al
regular la sintesis de DNA, en el flujo de cationes, fecundacién, accién
hormonal, adhesién celular y muerte celular (Rubin, 1982; Campbell,
1983).

2 Mecanismos de liberacién de neurotransmisores en
transmisién sinéptica.

Los gradientes eléctricos y quimicos que existen entre el
axoplasma y el medio externo se deben a las propiedades de la membrana
en reposo. En ésta se realiza una migracién independiente de iones a
través de poros intramembranosos llamados canales, los cuales son
selectivos para los tipos de iones que permiten pasar basados en el
tamano, radio de hidratacién y carga.

Cuando un potencial de acciéon es conducido desde el soma
hasta la terminal presindptica los canales de calcio sensibles a
voltaje (CCaSV) se abren en respuesta a la despolarizacion
presindptica en una corriente entrante de calcio. El calcio entra al interior
celular con una fuerza eléctromotriz resultante de la distribucién
asimétrica en ambos lados de la membrana con lo que se crea una
elevacién local y transitoria de la concentracién de calcio ionizado
intraterminal que es esencial para la liberacién de los neurotransmisores.

Cuando la terminal es repolarizada, es decir cuando el voltaje de
membrana regresa a su valor inicial, la tasa de liberacién del
neurotransmisor disminuye rapidamente. Lo anterior probablemente se
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debe a que los CCaSV, ademas de ser muy selectivos para el cation,
permanecen abiertos sélo el tiempo que dura la despolarizacion, aunque
también son importantes otros mecanismos encargados de la difusién del
calcio citoplasmatico que mantienen su concentracidn intraterminal en un
valor cercano a 100 nM. Los mecanismos celulares encargados en los
procesos de captura y amortiguamiento son: los propios organelos
intracelulares como mitocondrias, reticulo endoplasmico y vesiculas
sinapticas; la bomba de calcio dependiente de ATP localizada en el
reticulo endopldsmico liso y en la membrana plasmatica, el
intercambiador Na:/Caz; y proteinas plamaticas que fijan calcio como la
calmodulina (McGraw et al., 1982; McBurney y Neering, 1987; Blaustein,
1988; Meldolesi et al., 1988).
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3 Papel del calcio en la neurotoxicidad y muerte celular.

3.1 Receptores a aminoacidos excitadares.

El glutamato y el aspartato son dos aminoacidos excitadores
(AAE) que se encuentran presentes en grandes cantidades en el
sistema nervioso central (SNC) de los mamiferos. El glutamato es el

AAE mas abundante y la gran mayoria de las sinapsis excitadoras en
el SNC estan mediadas principalmente por él. Sin embargo la mayor
parte del glutamato cerebral participa en el metabolismo
intermediario de neuronas y glia y sélo una fraccién de la poza total
del amincécido participa en la transmisién neurconal (L6pez-Colome,
1983). Los AAE ejercen sus funciones fisiolégicas a través de
distintos  subtipos de receptores que han sido denominados en
funcién de las moléculas agonistas que se unen a ellos y las activan.
Estudios bioquimicos y farmacolégicos indican que existen al menos
5 tipos diferentes de receptores a AAE: 1) el sensible a N-metil-D-
aspartato (NMDA); 2) el que responde a &acido kainico (AK); 3) el
activado por el acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole
propiénico (AMPA); 4) el receptor sensible al acido L-2-amino-4-
fosfonobutirico (L-AP4); 5) el que se modula por el &cido trans-1,
3-dicarboxilico-1-aminociclopentano (ACPD). Sin embargo de manera
mas general, se pueden clasificar en dos tipos: receptores NMDA vy
receptores no-NMDA (Watkins, 1989; Monaghan et al., 1989; Fagg y
Massieu, 1991).
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3.1.1. Receptor tipo NMDA

El receptor tipo NMDA es el receptor mas conocido y estudiado.
Ha generado mucho interés debido a la amplia variedad de procesos
fisioldlogicos y patolégicos en los que participa, entre los cuales
estan la transmisién sindptica, la diferenciacién y el crecimiento
neural, la plasticidad sinaptica, aprendizaje y memoria,
hiperexcitabilidad neuronal tipica de la epilepsia, las enfermedades
neurodegenerativas y la muerte celular producida por un exceso de
excitacién, isquemia y anoxia (Pasantes-Morales, et al., 1991).

El receptor-ionoforo NMDA es un complejo macromolecular que
tiene asociado un canal iénico selectivo para calcio, sodio, potasio y
posee al menos cinco sitios de modulacién (Fig. 5):
- Sitic de wunién al magnesio: se localiza dentro del canal i6nico
asociado al receptor, y en consecuencia su unién es dependiente de
voltaje, por lo que es necesario que la membrana se despolarice para
que el magnesio salga de su lugar y se active el receptor permitiendo
que los iones fluyan a través del canal.
- Sitio de unién a los anestestésicos disociativos: se localiza en el
interior del canal iénico pero se une al canal solo en estado abierto;
algunos compuestos capaces de unirse a este sitio son el MK-801, la
PCP y la ketamina.
- Sitio de unién al transmisor enddgeno: al que se une el NMDA, el
cual es mas potente que el glutamato.
- Sitio de unién a la glicina: se ubica en la parte extracelular y en
condiciones fisioldgicas siempre se encuentra saturado por el
aminoacido, condicién necesaria para que el receptor pueda
activarse.
- Sitio de unién al zinc: disminuye la actividad sindptica mediada
por el receptor; se localiza en la parte extracelular del receptar.
- Sitio de unién a poliaminas: se ha demostrado que las poliaminas
ejercen un efecto regulador importante ya que es capaz de modular
la unién del MK-801; sin embargo su sitio de unién aln se desconoce
(Tomado de Watkins, 1989 y Fragg y Massieu, 1991).
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3.2 Neurotoxicidad y muerte celular.

En 1957 los trabajos de Lucas y Newhouse demostraron que
exposiciones a glutamato tenian la propiedad de danar las neuronas
de la retina de pollo. Olney demostré que la neurotoxicidad también
ocurria en el cerebro después de la administracion de glutamato o de
algin otro amino&cido excitador, proponiendo que el dafio neuronal
era debido a un fenémeno de "excitotoxicidad" (Choi, 1990).

La intensa exposicién a altas concentraciones a glutamato
(100 uM) durante 5 minutos ¢ bien de otros agonistas a receptores
NMDA provocaban degeneracién en cultivos de neuronas corticales
(Choi y Rothman, 1990), por lo que se pensé que la rdpida toxicidad

mediada por el receptor a glutamato podria deberse, primero a una
dependencia idnica.

El fenémeno de neurotoxicidad puede ser considerado como un
proceso que abarca 3 etapas: induccién, amplificacién y expresion
(Choi, 1990). A continuacién se explica cada uno.

3.2.1 Induccién

La acumulacién anormal de glutamato producida por algin
proceso patolégico sobreactiva a 3 de sus receptores ionotrépicos:
NMDA, AK y AMPA, los cuales permiten el influjo extracelular de
cationes. El idon sodio entra a través del canal selectivo localizado en
los 3 tipos de receptores, su entrada va acompanada de un influjo
pasivo de cloro y agua que provoca un hinchamiento en la neurona.
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3.2.2. Amplificacion

-El aumento en la elevacién de calcio libre intracelular, Puede
deberse a un réapido influjo de cationes mediados por receptores a
glutamato, permitiendo la entrada de calcio a través de la activacion
de ciertas clases de CCaSV, o por activacién de canales idnicos no
especificos que pueden ser permeables a calcio.

- Proteina cinasa y modificacion de proteinas, La proteina cinasa C
(PKC) es activada por DAG en presencia de fosfatidilserina y calcio
libre. La activacién de PKC cataliza la fosforilacion de muchas
proteinas las cuales modificardn la excitabilidad y comportamiento
de la neurona.

3.2.3 Expresién

La elevacion de calcio libre intracelular puede provocar la
movilizacién de varias cascadas destructivas que llevan a una
degeneracién neuronal. El hecho mas importante es la activacién de
enzimas catabdlicas y la generaciéon de radicales libres originados
de la accién enzimatica de la xantina oxidasa, la activacién de
endonucleasas y fosfolipasas asi como la ruptura de la membrana y
la liberacion de acido araquidénico (Fig. 6) (Choi, 1988; 1990; 1991).
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3.3 Dantrolene

3.3.1 Generalidades. Caracteristicas fisicas y quimicas.

El dantrolene fue desarrollado en 1967 por Snyder y
colaboradores y mas tarde sintetizado comercialmente por Eaton
Laboratories, Norwich Pharmacal Co. (citado por Cox et al.,, 1969).
La estructura quimica del dantrolene es la siguiente: 1-{[ 5 (p-
nitrofenil) furfurlideno] amino} hidantoina, (Fig. 7 a). Es un
compuesto con un peso molecular de 314.26 posee un pKa de 7.5 y un
pH de 7.4 a 20° C. Es poco soluble debido a su caracter 4acido e
hidrofébico, sin embargo cuando se incrementa el pH de 5.4 a 9.4 la
solubilidad de la molécula tiende a aumentar (Vallner et al., 1976;
Jansen et al.,, 1991). El dantrolene es una droga lipofilica y cruza
facilmente la membrana plasmatica, la placenta y la barrera
hematoencéfalica (Desmedt y Hainaut, 1975; Ward et al., 1986).

3.3.2 Farmacocinética y metabolismo.

Muchos métodos se han reportado para la cuantificacién del
dantrolene en los fluidos biolégicos, como la polarografia de fase
diferencial, la espectrofotofluorometria, la colorimetria y la
cromatografia liquida de alta presion (HPLC), sin embargo la poca
solubilidad del dantrolene y sus metabolitos en muchos solventes
incluido el agua y su degradacién en presencia de luz son factores
que constituyen cierta limitaciones para su andlisis (Wuis et al.,
1982).

Estudios realizados en el hombre y en algunos animales
demuestran que aproximadamente el 70% de la dosis administrada
por via oral es absorbida en el intestino deligado.
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Experimentos in vitro sugieren que el dantrolene interactia
con la albimina del suero humano en por lo menos dos sitios
(Vallner, 1977). En reticulo sarcoplasmico de musculo esqueléletico
se han reportado 2 clases de sitio de union para este compuesto, uno
de alta afinidad y otro de baja afinidad, mientras que en el reticulo
sarcoplasmico de musculo cardiaco de cerdo solo se identificaron
sitios de baja afinidad, lo que puede explicar en parte el efecto tan
reducido de la droga sobre esta clase tejido (Sengupta et al., 1980).

En el hombre el dantrolene es metabolizado en el higado. El
metabolismo se realiza por vias reductoras y no reductoras.
(Fig. 7 b). El grupo amino del dantrolene es reducido a amina, y en
algunos animales, incluyendo al hombre el grupo amina es acetilado.
Estos metabolitos reducidos (F490 y F563) son incapaces de producir
relajamiento muscular. EI metabolito acetilado (F490) se ha
detectado en el plasma sanguineo y orina, pero no asi el metabolito
aminado (F563). La oxidacién del dantrolene da como resultado al 5-
hidroxidantrolene presente en el plasma sanguineo y orina y capaz
de producir relajacion muscular (Cox, et al., 1969; Wuis et al., 1982).

En humanos voluntarios se ha medido la tasa de eliminacion de
esta droga, reportdndose que de un 15-25% de la dosis administrada
por via oral es excretada por el rinén. El 79% de la droga excretada
por la orina es b5-hidroxidantrolene, mientras que el 17% es
excretado como dantrolene acetilado y un 4% como dantrolene. La
vida media de éste farmaco es de 6 a 9 horas y en condiciones
extremas de 3 a 22 horas; la vida media del 5-hidroxidantrolene es
de aproximadamente 15.5 horas (Ward, et al., 1986).
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3.3.3 Aplicaciones Clinicas.

A partir de la década de 1970 y 1980 el dantrolene se ha
utilizado en la clinica para el tratamiento de sindromes
hipercatabélicos como la hipertermia maligna, una enfermedad
hereditaria de tipo autosémico dominante, caracterizada por
disturbios metabdlicos. A nivel celular la reaccién parece deberse a
un repentino aumento en la concentracién de calcio en el citoplasma
del musculo, activado por una serie de eventos bioquimicos
anormales. El sindrome se manifiesta por los siguientes sintomas:
taquicardia, alteracién en la presién sanguinea, arritmias,
hiperventilacién, hipertermia, rigidez muscular, cianosis, hipoxia,
acidosis metabdlica y respiratoria, mioglobinuria y anormalidades
electroliticas. La incidencia en la poblacién es mas comun
en el hombre y disminuye después de iniciada la pubertad. El
dantrolene se ha empleado como agente profilactico para esta
enfermedad, por sus efectos farmacolégicos actian sobre el
mecanismo intrinseco de la contraccién muscular en musculo
esquelético (Ward et al., 1986).

También se ha utilizado en pacientes con sindrome
neuroléptico maligno quienes presentan hipertermia, acinesia,
rigidez muscular, alteraciones hépaticas, elevacién en la
concentracién de creatina cinasa en suero. Este sindrome
frecuentemente aparece en pacientes con enfermedades
psiquiatricas tratados con drogas neurolépticas (Ward et al., 1986;
Dickey, 1991). Estudios recientes sugieren que la patogénesis de
este sindrome esta relacionada a una disminucién en los niveles de
dopamina, o bien que los receptores dopaminérgicos del hipotalamo y
ganglios basales se encuentren bloqueados, y a cambios metabélicos
en la fibras de misculo esquelético. El tratamiento empleado para
estos pacientes es la combinacién de agonistas dopaminérgicos
(amantidina, bromocriptina y L-dopa) y dantrolene que provoca
relajaciéon muscular y disminuye los niveles de la creatina cinasa
(Dickey, 18991).
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En muchos pacientes con espasticidad muscular el dantrolene
reduce de manera significativa el tono muscular, las clonias, calambres
y espasmos musculares y ha mejorado notablemente las funciones
neuroldgicas tanto motoras como el control urinario. Sin embargo no
todos los enfermos responden a este farmaco. En pacientes con
espasticidad muscular debido a una distrofia muscular, parélisis
cerebral o dafo en médula espinal (hemiplejia, paraplejia) tienden a
responder mejor que aquellos con esclerosis multiple. Efectos
similares se producen en pacientes con pardlisis rigida ya que muestran
cierta recuperacién cuando se les administra dicha droga, pero no asi
con quienes sufren de pardlisis flacida (Ward et al., 1986).

3.3.4 Efectos experimentales in vivo e in vitro.

El dantrolene actia intracelularmente en la contracciéon de las
células de musculo esquelético inhibiendo la liberacién de calcio del
reticulo sarcoplasmico, disminuyendo la contraccién muscular sin
alterar las propiedades eléctricas de la membrana muscular (Van
Winkle, 1976; Morgan y Bryant, 1977; Desmedt y Hainaut, 1977). El
dantrolene disminuye la capacidad de los canales de calcio para liberar
Caz+ durante la despolarizacién de la fibra sin afectar al sistema
intercambiador Na+/Caz+, 0 a la enzima ATPasa del calcio responsable
de la recaptura de calcio en reticulo sarcopldsmico (Desmedt y Hainaut,
1975; 1979).

Estudios in vivo en cerdos susceptibles a hipertermia maligna
han demostrado que el dantrolene inhibe el acoplamiento
excitacién-contraccién, previniendo los efectos de la hipertermia
maligna (Gronert et al., 1976; Harrison, 1975).

Experimentos in vitro utilizando musculo esquelético aislado de
animales suceptibles a hipertermia maligna indican que esta droga
inhibe la contraccién muscular inducida por halotano, cafeina,
suxametionina y cloruro de potasio (Okumura et al., 1980).

Los trabajos realizados in vivo en el sistema cardiovascular
de perros y ovejas demuestran que el efecto del dantrolene en musculo
cardiaco no es significativo (Ellis et al., 1973), sin embargo, Meyler
y colaboradores (1976), observaron que en preparaciones in vitro de
corazén de rata el dantrolene es capaz de disminuir la contraccidn
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Los trabajos realizados in vivo en el sistema cardiovascular de
perros y ovejas demuestran que el efecto del dantrolene en musculo
cardiaco no es significativo (Ellis et al., 1973), sin embargo, Meyler
y colaboradores (1976), observaron que en preparaciones in vitro de
corazén de rata el dantrolene es capaz de disminuir la contraccion
muscular del corazén sin alterar la frecuencia cardiaca. Mészaros et
al. (1981) reportaron que la droga facilita la entrada de calcio al
interior de la célula e inhibe la permeabilidad de la membrana del
reticulo sarcoplasmico a iones calcio provocando que el eflujo
transmembranal de calcio disminuya debido a la acumulacién
intracelular de calcio libre. Se ha postulado que presenta cierta
actividad antiarritmica en arritmias cardiacas inducidas
experimentalmente por cloroformo en ratén, o por oclusién de la
arteria coronaria en perro. Los estudios in vitro de Bolling y Gardner
en 1985 demaostraron que al inducir isquemia en corazén de conejo,
el dantrolene previene el dano celular, disminuyendo la rigidez
ventricular sin afectar la contraccién muscular ( Citado por Ward et
al., 1986).

Observaciones realizadas /in vitro en musculo liso indican que
el dantrolene reduce la contraccién muscular en el dtero y la traquea
de cobayo, y el Gtero y el ileo de rata, aunque no en el mismo grado
qgque lo reportado en preparaciones de musculo esquelético; sin
embargo Mahmoudian et al. (1981) sefalan que el efecto de dicha
droga sobre musculo liso es la misma que la descrita para miusculo
esquelético.

Lowndes (1975) estudié el efecto del dantrolene en la placa
neuromuscular del gato, sugiriendo que este compuesto no altera la
transmisién neuromuscular.

Por otro lado los trabajos realizados in vitro por Janic et al.
(1982) observaron que el dantrolene inhibe la liberacion de insulina
estimulada por glucosa, manosa y gliceraldehido, postulando que el
dantrolene interfiere en la movilizacion de reservorios de calcio en
las células beta.
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3.3.5 Propiedades neuroprotectoras del dantrolene en Ila
toxicidad celular

El dantrolene disminuye la movilizacion de calcio de
reservarios intracelulares en células adrenales y varios tipos
celulares méas (Kojima et al., 1984; Ward et al., 1986).
Recientemente se ha reportado que este farmaco posee propiedades
neuroprotectoras en contra de la toxicidad celular inducida por
glutamato (Frandsen y Schousboe, 1991). En cultivo de células
granulares de cerebelo, el dantrolene previene el aumento en la
concentracion de calcio intracelular inducida por glutamato
(Bouchelouche et al., 1989).

La citotoxicidad producida por glutamato, como ya se ha
mencionado, estimula la liberacion de calcio de reservorios
intracelulares debido a la entrada de calcio extracelular o bien por
la accién de segundos mensajeros. Frandsen y Schousboe
(1991,1992) propusieron que el efecto protector del dantrolene se
debe precisamente a su efecto inhibidor de la liberacién de calcio de
fuentes intracelulares, cuando se estimula el receptor NMDA pero no
al de KA o AMPA.
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C. EI Hipocampo.
1 Citoarquitectura.

En los roedores la formacién hipocdmpica presenta una forma
de C, se encuentra adyacente a las paredes ventroposterior y
ventrolateral de la corteza cerebral. El hipocampo es una estructura
que presenta una organizacién laminar, bien limitada, en el que se
pueden distinguir tres principales regiones: el giro dentado, el asta
de Ammén y el complejo subicular.

El asta de Ammdn consta de seis estratos, que son de externo a
interno: Alveus: en este sitio se cruzan las fibras aferentes que
llegan al hipocampo provenientes de otras regiones y las fibras
eferentes que estan formadas por los axones de las células
piramidales que se proyectan hacia otras areas del cerebro. Oriens:
posee células en canasta que se localizan cerca del borde del estrato
piramidal, sus axones no penetran hacia el alveus, sino que se
agregan hacia atrds a través del estrato radiado para formar un
denso plexo en cesto alrededor del cuerpo de las células piramidales.
También contiene fibras aferentes y eferentes y células
polimérficas. Esta capa se divide en dos zonas, externa e interna. Las
células de la zona externa envian axones a la capa molecular. Las de
la zona interna emiten algunos axones hacia el alveus, mientras que
otras se ramifican dentro de esta capa o pasan a la capa piramidal.
Piramidal: es el estrato mdas caracteristico del hipocampo, esta
compuesto por células piramidales grandes y pequenas, las cuales
presentan varias diferencias morfolégicas, especialmente en las
dendritas. Las dendritas basales se distribuyen horizontalmente por
el estrato oriens y las dendritas apicales se ramifican hacia los
estratos radiado y molecular situados mas profundamente. Los
axones de estas células atraviesan la zona del oriens para entrar en
el alveus de ahi pasan a la fimbria y posteriormente al fornix
constituyendo la principal via eferente del hipocampo. Estos axones
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emiten ramas laterales denominadas colaterales de Schaffer que
penetran a la capa lacunoso-molecular donde establecen sinapsis con
las dendritas apicales de otras células piramidales. Otro tipo de
neuronas que se localizan en esta capa son las células en candelabro.
Radiado: estd compuesto por prolongaciones de las dendritas
apicales de las células piramidales. Lacunoso-molecular:
considerados a veces como una sola ladmina contiene células
estrelladas, ramificaciones de las dendritas apicales de las células
piramidales, interneuronas diseminadas vy fibras aferentes.

Si bien la arquitectura de la formacion del hipocampo es
uniforme en toda su extensién, existen variaciones en la morfologia
celular y diferencias en el desarrollo de las diversas regiones
corticales y en las vias que siguen los distintos sistemas de fibras.
Sobre la base de estas diferencias citoarquitecténicas y conexiones
Lorente de N6, en 1934 subdividié el asta de Ammén en varios
campos: CA1, CA2, CA3a y CA4.

El giro dentado es una estructura trilaminar constituida por
las siguientes capas: Molecular: es el estrato mas superficial
contiene las dendritas de las células granulares, carece de células
aunque se han descrito algunas neuronas de tipe fusiforme vy
triangulares. Granular: contiene neuronas esféricas u ovales
densamente agrupadas, sin embargo las células mds importantes de
esta capa son las granulares cuyas prolongaciones dendriticas
penetran a la lamina molecular. Las fibras axonales de estas células
conocidas como “fibras musgosas” (por la gran cantidad de
varicosidades), emiten colaterales hacia neuronas de la capa del
hilus y dendritas apicales de las células piramidales de! estrato
radiado. Otros axones de estas células llegan al dalveus para
incorporarse posteriormente a la fimbria. Hilus: llamada también
area CAs4, contiene una poblacién neuronal muy heterogénea, incluye
neuronas polimérficas, fusiformes y células piramidales
modificadas, sin embargo las células musgosas son las mas
abundantes. Estudios por inmunocitoquimica han revelado que
algunas de estas neuronas contienen GABA, colecistokinina (CCK),
peptido intestinal vasoactivo (VIP) y somatostatina, aunque algunas
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de estas células contienen glutamato como principal
neurotransmisor.

El complejo subicular es considerado como una continuacion de
la corteza entorrinal, presenta una transicién y diferenciacién
celular gradual en su organizacién apreciandose las siguientes
areas: Parasubiculo: se localiza contiguo a la corteza entorrinal,
posee neuronas fusiformes, triangulares, polimdrficas y células
piramidales de tamano medio. Presubiculo: contiene muy pocas
neuronas fusiformes, triangulares y poliformérficas de tamano
pequefio densamente agrupadas. Subiculo: presenta un gran nimero
de neuronas fusiformes y polimérficas que se distribuyen a lo largo
de toda la capa (Lépez-Antunez, 1980; Walaas, 1983; Carpenter y
Sutin, 1990; Lothman et al., 1991). En la figura (8) se muestra la
manera en la que estan orientados los diferentes tipos de estratos
que conforman las principales regiones del hipocampo, asi como
algunas de sus principales tipos celulares.

2 Vias aferentes y eferentes

La transmisién sindptica del hipocampo se inicia a través de la
informacién proveniente desde el locus coeruleus, rafé, talamo,
septum y amigdala que llegan a la corteza entorrinal y forman la via
perforante (VP), principal via aferente al hipocampo. Algunas de las
fibras que constiuyen a la VP provienen de la corteza entorrinal,
atraviesan el subiculo y llegan al estrato lacunoso-molecular y
establecen sinapsis axodendriticas con las dendritas apicales de las
células piramidales de las regiones CAz y CAi. Sin embargo, la
mayor parte de las fibras de la VP llegan al giro dentado en donde
hacen sinapsis axodendriticas con las células granulares; el
neurotransmisor de estas fibras es el glutamato. A su vez, las
células granulares emiten axones -las fibras musgosas- que hacen
sinapsis con las espinas de las dendritas apicales de las neuronas
piramidales de la region CA3, en la llamada capa lucida. Las neuronas
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Figura 8 Esquema que muestra la localizacién del hipocampo en el cerebro de rata. La
figura inferior representa un corte ftransversal del hipocampo con sus
principales tipos celulares y wvias. Las flechas indican la direccién del
impulso y conduccién nerviosa. Los simbolos son: A- alveus; O- estrato oriens;
P- estrato piramidal; R- estrato radiado; LM- estrato lacunoso-molecular; Poli-
neuronas polimérficas; Sch- colaterales de Schaffer; region CA1-CA3; fim-
imbria; mf- fibras musgosas; ge- células granulares; pp- via perforante;
subiculo. Tomado de Pohorecki, et al., Rev. Clin. Basic Pharmacol 6:189 - 211,
1987
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de CA3 emiten axones que dan origen a las colaterales de Schaffer,
éstas van a la region CAt y hacen sinapsis, principalmente con las
dendritas apicales de las células piramidales de esta region.

Las colaterales de Schaffer del hipocampo contralateral
también dan lugar a otra importante via de entrada a la estructura:
la via comisural. Sus fibras, que también se originan en el hilus,
entran por la fimbria al hipocampo contralateral y hacen sinapsis
con las dendritas apicales y basales de las neuronas piramidales en
CA1 y CA3. Otra parte de las fibras van a la capa molecular para
hacer sinapsis con las interneuronas en cesta asociadas a las células
granulares (Fig. 8). La via comisural también emplea al &cido
glutdmico como neurotransmisor (Bayer, 1985; Andersen, 1987;
Lambert et al., 1989; Lothman et al.,, 1991).

El subiculo recibe aferencias del nicleo rafé y locus coeruleus.
Las capas del presubiculo y parasubiculo reciben densas
prolongaciones del nicleo anterior talamico via cingulo. La regién
cortico anterior, cortico posterior, basolateral y lateral del nucleo
amigdaloide se proyectan en la porcién ventral del subiculo vy
parasubiculo. Las células piramidales de la regién CA1 emiten una
gran cantidad de fibras hacia el subiculo. Las células de CA3 se
proyectan hacia todo el complejo subicular a través de las
colaterales de Shaffer.

Por su parte los estratos del presubiculo, parasubiculo vy
subiculo hacen sinapsis con el nlicleo talamico anterior, ntcleo del
septum, region lateral del ndcleo amigdalino, ndcleo hipotalamico,
cuerpos mamilares, nucleo acumbens y parte medial del ndcleo
anterior olfatorio.

La principal aferencia de la corteza entorrinal proviene del
bulbo olfatorio. También se han descrito fibras aferentes del nicleo
rafé dorsal, nicleo del tegmento reticular, locus coeruleus y area
posteromedial del tegmento ventral, asi como del nucleo
magnocelular y supramamilar del hipotalamo.

Las proyecciones eferentes de la corteza entorrinal se dirigen
hacia la parte lateral del nicleo acumbens, la regién anteromedial
del caudado-putamen y area medial del tubérculo olfatorio y porcion
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anterior del nuclea olfatorio. De igual manera, se han reportado
conexiones hacia la regién ipsilateral de la corteza piriforme, giro
cingulado, corteza prefrontal, area lateral y basolateral de la
amigdala y ndcleo del septum (Bayer, 1985; Andersen, 1987; Lothman
et al., 1991).

3 Regiéon CA1 hipocédmpica. Organizacién y neuroquimica.

El hipocampo presenta varios tipos de interneuronas
inhibitorias que se encuentran distribuidas diferencialmente, y que
poseen caracteristicas morfoldgicas especificas. La region CA1
contiene ademas de las células piramidales, a las células en canasta
que proyectan sus axones y los ponen en contacto con las dendritas y
somas de las células piramidales y ejercen un efecto inhibitorio
mediado por GABA. Este tipo de inhibicién es recurrente ya que las
células piramidales también prolongan sus axones hacia el soma de
las células en canasta y asi las excita. Otro tipo de interneuronas, es
una poblacién de células con axones cortos, denominadas células
estrelladas, que se localizan en el estrato lacunoso-molecular dsl
hipocampo. Un tercer tipo de neuronas son las células en candelabro
del estrato piramidal, cuyos axones terminan alrededor del segmento
inicial del axédn de las neuronas piramidales. Se ha demostrado que
muchas de estas neuronas contienen GAD, por lo que se ha postulado
que la excitabilidad de las neuronas piramidales del hipocampo esta
controlada por el efecto inhibitorio que ejercen estas interneuronas
GABAérgicas (Andersen, 1987; Walaas, 1983).

Por otra parte, las proyecciones que emiten el ndcleo septal
medial y el nicleo de la banda diagonal hacia el hipocampo son de
tipo colinérgico; estas fibras van a través de la fimbria y sus
terminales llegan al estratc oriens en CA3 al hilus, al giro dentado,
al estrato piramidal y a las dendritas basales de las neuronas
piramidales en CA1 (Pohorecki, et al., 1987; Hass, 1983).
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Las fibras eferentes que parten del locus coeruleus pasan a
través del cerebro anterior via el fasciculo medial y llegan al
estrato lacunoso-molecular de la regién CA1. Se ha reportado que
éste sistema de fibras contiene norepinefrina (NE), que interactua
por medio de receptores «-2 adrenérgicos con terminales de las
interneuronas GABAérgicas que hacen sinapsis con las dendritas y
los somas de las células piramidales. El area tegmental ventral vy
la sustancia nigra proyectan terminales dopaminergicas hacia el
estrato oriens, produciendo efectos inhibitorios sobre las neuronas
piramidales de CA1.

Las aferencias serotoninérgicas provienen del nicleo superior
y el ndcleo del rafé dorsal y se proyectan hacia el estrato radiado y
lacunoso-molecular, haciendo sinapsis con las dendritas apicales de
las neuronas piramidales que ejercen un efecto inhibitorio tdnico
sobre éstas células.

El estrato oriens contiene gran cantidad de fibras con
somatostatina que excita a las neuronas piramidales. Algunos de los
axones eferentes que contienen histamina de la regién supramamilar
del hipotdlamo se dirigen hacia el hipocampo, atraviesan el férnix y
producen un efecto inhibitorio sobre las neuronas piramidales de
CA1. Se ha reportado la presencia de encefalinas en interneuronas y
células con forma piramidal y algunos péptidos opiodes que ejercen
un efecto excitador sobre neuronas piramidales (Hass, 1983; Walaas,
1983; Pohorecki et al., 1987).
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4 Alteraciones patolégicas.

4.1 Epilepsia.

La epilepsia se ha definido como una alteracién paroxistica de
la funcién cerebral, recurrente y autosostenida, caracterizada por la
descarga excesiva de las neuronas cerebrales. Sin embargo la
etiologia, los mecanismos neuroquimicos y fisiclégicos, asi como la
expresién sintomatica son variables y aun no bien esclarecidas
(Otero-Siliceo y Brailowsky, 1991).

A principios del siglo XIX Bouchet y Cazauvicilh describieron
lesiones a nivel del hipocampo, neocorteza y cerebelo en pacientes
con epilepsia crénica. Sommer en 1880 fue el primero en reportar la
pérdida selectiva de células piramidales de la regién CA1
de hipocampo. Pfleger en ese mismo afio y mas tarde Spielmeyer a
principios de este siglo propusieron que las lesiones observadas en
pacientes epilépticos eran la consecuencia de alteraciones
vasculares (isquemia) y desérdenes metabdlicos provocados por las
crisis epilépticas (Siesjo y Wieloch, 1986).

Actualmente se reconoce que aunque el dano cerebral causado
por epilepsia presenta algunas similitudes con los danos producidos
por isquemia, hipoxia e hipoglucemia, éstos distan de ser identicos.
En efecto, se ha reportado que en animales con una adecuada funcién
cardiovascular y buen aporte de oxigeno, al cabo de dos horas de
status epilepticus se produce una necrosis neuronal moderada en la
corteza cerebral (capas Ill y IV), el hipocampo (células piramidales
de CAi1 y CA4) y el nucleo ventromedial del tdlamo. En roedores, el
status epilepticus durante 30 minutos o mas causa danos en
sustancia nigra (pars reticulata) y globo palido, y en menor grado en
las células piramidales de CA3 y neuronas de la pars compacta de la
sustancia nigra (Nadler, 1989).

Los cambio neuropatolégicos que con mayor frecuencia se
presentan en pacientes epilépticos son la esclerosis hipocampica
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que se caracteriza por la pérdida neuronal y la presencia de gliosis
en el hilus del giro dentado y campos CA1 y CA3 del asta de Ammdn
(Siesjo y Wieloch, 1986).

Con respecto a la distribucién de la necrosis neuronal, ésta
presenta diferencias ya que no todas las poblaciones celulares
responden de igual manera. Se ha sugerido que la vulnerabilidad entre
una poblacién celular y otra varia de acuerdo con sus conexiones
presindpticas y con el tipo de receptores postsinapticos, de tal
manera que las neuronas hipocampicas que resultan ser mas
vulnerables a las crisis epilépticas son las células piramidales de
CA1 y las neuronas polimérficas de la capa del hilus del giro dentado
(Siesjo y Wieloch, 1986; Nadler, 1989).

En términos generales practicamente cualquier tipo de lesién
cerebral puede estar asociada a la produccién de crisis epilépticas.
Sin embargo las entidades patolégicas que con mayor frecuencia se
asocian a cuadros clinicos de epilesia, convulsivos y no convulsivos,
son las anormalidades vasculares, los tumores intracraneanos, las
malformaciones congénitas corticales, los procesos infecciosos vy
parasitarios y algunas alteraciones degenerativas (Nadler, 1989).

Un numero considerable de trabajos clinicos y experimentales
han descrito la disminucién de interneuronas del asta de Ammodn y el
hilus del giro dentado como resultado de las crisis convulsivas. La
pérdida de interneuronas sin duda altera la modulacién de las células
piramidales y la actividad de las células granulares (Lothman et al.,
1991). Se ha demostrado una disminucién en la funcién inhibitoria de
las interneuronas GABAérgicas y aquellas que contienen
somatostatina en el hipocampo como consecuencia de las
alteraciones sinapticas que éstas células inhibitorias establecen
con las células piramidales y granulares. En modelos experimentales
de epilepsia se han reportado rearreglos sinapticos en giro dentado y
en el l6ébulo temporal de pacientes epilépticos. Estudios por
inmunocitoquimica han demostrado la presencia de fibras musgosas
en la capa molecular del giro dentado, un estrato donde usualmente
no se encuentran dichas células (Lothman et al., 1991).
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Il ANTECEDENTES
ROJO DE RUTENIO

Generalidades. Caracteristicas Fisicas y Quimicas

El rojo de rutenio (oxicloruro de rutenio amoniacal) es un
colorante inorganico que presenta la  siguiente estructura quimica:
[ (NH4)5 Ru- O - Ru (NH4) - O - Ru (NH3)5 ] Clé (Fig. 9 a). En 1892
fué descubierto por Joly y un ano después el botanico frAnces Magin
lo denomind rojo de rutenio (RRu), utilizdndolo en la tincién de
pectinas de la pared celular de plantas superiores (Stearling, 1970).
Su espectro de absorcién muestra un pico a 533 nm (Fig. 9 b).
Durante la década de los 60' y 70' se utilizé en microscopia
electrénica en la tincién de glucosaminoglicanos de la matriz
extracelular y membrana citoplasmica (Gustafson et al.,, 1967; Luft,
1971).

Efectos del Rojo de Rutenio in vitro e in vivo.

El interés por el RRu se incrementé al encontrarse que no solo
tine estructuras celulares sino que ademas es capaz de bloquear la
unién y el transporte de calcio en la membrana plasmatica y
mitocondrial.

Las primeras evidencias sugieren que el RRu se une a
mucopolisacaridos de la membrana en el sitio de unién a calcio,
existiendo un posible antagonismo entre ambos por el sitio de unién
dentro de la membrana (Moore,1971).

Experimentos efectuados en mitocondrias demostraron que el
RRu inhibe la respiracién, captura y transporte de calcio (Moore,
1971; Vasington et al.,, 1972; Reed y Bygrave, 1974; Luthra y Olson,
1977). En el sarcolema aislado de miusculo esquelético inhibe la
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Figura9 A Estructura quimica del Rojo de Rutenio (oxicloruro de rutenio amoniacal).
B Espéctro de absorcion del Rojo de Rutenio, Tomado de Gutierrez-Gonzalez
etal, J. Microscopy 145: 333 - 340, 1987.
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unién de calcio al sarcolema, proponiéndose que el RRu no actia de
manera competitiva con el calcio por el mismo sitio de unidn
(Madeira y Antunez-Madeira, 1974), sino que probablemente
interfiera en los canales de calcio dependientes de voltaje
(Greenberg et al., 1973).

El RRu es capaz de inhibir a la enzima ATPasa del calcio,
responsable del transporte activo de calcio en mitocondria
(Vasington et al.,, 1972), en reticulo sarcopldsmico (Madeira vy
Antunez-Madeira, 1974) y en las membranas de glébulos rojos
(Charuk et al., 1980). También se ha demostrado la alta afinidad de
éste colorante por proteinas que presentan sitio de unién a calcio
como la calsequestrina, calmodulina y la troponina C (Charuk et al.,
1990).

Ademas de la importante funcién del calcio en la fisiologia de
la mitocondria y musculo, se empezaron a realizar trabajos donde se
estudid el efecto que ejerce el RRu sobre la unién y el transporte de
calcio en las terminales nerviosas periféricas y del SNC, tomando en
cuenta que la entrada de calcio a la terminal presinaptica provoca la
liberacién de neurotransmisores en el SNC ( Rubin, 1982).

Rahamimoff y Alnaes (1973) estudiaron el efecto del RRu en
las terminales sindpticas de la unién neuromuscular y observaron
una disminucién en la cantidad de neurotrasmisor liberado. Pearson y
Kuhn (1979) corroboraron el efecto inhibidor del RRu sobre la
liberacién de acetilcolina en la sinapsis neuromuscular.

Kamino et al. (1976) realizaron estudios in vitro en
sinaptosomas aislados de corteza cerebral de rata, encontrando que
el RRu ejerce una accion en la unidn de calcio a la membrana
sinaptosomal, sugiriendo una posible interaccién del colorante con
las glicoproteinas de la membrana sinaptosomal.

Baux et al. (1978) y Wieraszko (1986) propusieron que el RRu
interacciona directamente en los sitios de union a calcio presente
en los residucs de acido siadlico de ganglidsidos localizados en la
membrana plasmatica de las terminales nerviosas centrales vy
periféricas, bloqueando la liberaciéon de neurotransmisores.

51



Experimentos realizados pof Tapia (1985) demostraron que el
RRu se une a los sinaptosomas con una Kd de 3.7uM y Bmax de
10 nm/mg de proteina, e inhibe la entrada de calcio estimulada por
despolarizacién, por lo que se sugirio que el RRu es capaz de
bloquear los canales de calcio dependientes de voltaje en las
terminales nerviosas.

Asimismo se ha reportado que el RRu inhibe la liberacién de
neurotransmisores dependiente de calcio en fracciones
sinaptosomales de cerebro de ratén ( Tapia y Meza- Ruiz, 1977) y al
administrar el RRu por via intracraneal (i.c.) en ratas, también se
observé una inhibicion en la liberacion de GABA dependiente de
calcio (Meza-Ruiz y Tapia, 1978).

Por otro lado, se han realizado estudios in vivo que han
comprobado la capacidad del RRu para bloguear la liberacién de
neurotransmisores aunque, no obstante, se han observado ciertas
diferencias en cuanto a la via de administracién del colorante. Los
experimentos realizados in vivo en mamiferos (ratén y gato) por
Tapia et al. (1976), demostraron que cuando es administrado i.c. se
comporta como un agente excitador que provoca convulsiones
ténico-clénicas generalizadas, mientras que la administracién
intraperitoneal (i.p.) produce paralisis flacida. Cuando se administra
i.p. en ratas produce un doble efecto, primero paralisis flacida
generalizada y segundo, convulsiones tdnico-clonicas (Garcia-Ugalde
y Tapia, 1991). Estos resultados se pueden explicar : a) por el efecto
de la administracién i.p. del RRu debido a un bloqueo en la liberacién
de acetilcolina en la placa neuromuscular, lo gue se manifiesta
conductualmente como pardlisis flacida (Tapia et al.,1985); b) el
efecto de la administracién i.c. e intraventricularmente (i.v.) se
explica por el hecho de que los neurotransmisores inhibidores, como
el GABA, son muy importantes para regular la excitabilidad celular
de modo que el RRu al inhibir la liberacion de GABA produce una
desinhibicién generalizada y en consecuencia las convulsiones (Tapia
et al., 1978).



Los trabajos antes descritos permiten postular que el RRu
ejerce un efecto inhibitorio de procesos fisiolégicos mediados por
calcio, como la actividad mitocondrial, y la liberacion de
neurotransmisores dependientes de este cation.

Efectos conductuales del Rojo de Rutenio en el Sistema
Nervioso Central.

Cuando el RRu se inyecta en dareas especificas del cerebro
produce efectos conductuales caracteristicos. La administracién del
colorante en la sustancia nigra induce conducta de giro, con accion
muy prolongado en comparacién a otros farmacos que inducen la
misma conducta, como la 4-aminopiridina y el mucimol (Tapia y
Flores-Hernandez, 1990). La inyeccién de RRu en la regién CA1 del
hipocampo provoca epilepsia limbica y produce un efecto conductual
asociado que se cecnoce como sacudidas de perro mojado (SPM)
(Garcia-Ugalde y Tapia, 1991). Estudios en microscopia electrénica
realizados después de la administracion de RRu en CA1, permitieron
observar que el colorante penetra rdpidamente a los somas
neuronales y provoca degeneracidn celular (Garcia-Ugalde y Tapia,
1991), lo que podria estar relacionado con el efecto del colorante
sobre los microtubulos en preparaciones in vitro (Deinum et al,
1881). La entrada de RRu en fibras nerviosas periféricas sélo se
observa después de mantener las preparaciones por peridédos
prolongados de tiempo (Singer et al.,, 1972).

Tapia y Flores-Hernandez (1990) han sugerido al respecto un
efecto bifasico del RRu, en donde el colorante inhibe, en un principio
la liberacién de neurotransmisores y posteriormente penetra a las
neuronas, aunque se desconoce el mecanismo por el que se introduce
al interior de la célula.
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IV OBJETIVOS

Durante la exposicién previa se ha revisado el importante papel
del calcio en la funcion cerebral, asi como la alteracién funcional de
dicho catién en presencia de Rojo de Rutenio. Los trabajos realizados
por Garcia-Ugalde y Tapia (1991) han demostrado que el colorante
penetra rapidamente a las neuronas del hipocampo y las destruye,
provocando una degeneracién neuronal en el sitio de inyeccién. Este
efecto del RRu podria deberse a un aumento en la concentracién de
calcio intracelular causado por su accién inhibidora sobre la
recaptura de calcio de reservorios intracelulares y sobre la unién de
Ca a ciertas proteinas fijadoras del catién. Este incremento de
calcio citoplasmico desencadenaria varias cascadas de actividad
enzimatica que provocan la degeneracién neuronal.

Los trabajos realizados por Bouchelouche (1989) y Frandsen y
Schousboe (1991, 1992) demuestran las propiedades
neuroprotectoras del dantrolene en la toxicidad celular inducida en
cultivo de células in vitro, inhibiendo la liberacién de calcio de
pozas intracelulares, por lo cual, de acuerdo con la hipétesis
mencionada, esta droga deberia ejercer un efecto protector sobre la
accion del RRu.

Los objetivos especificos del presente trabajo fueron:

- Evaluar el efecto neurotéxico de Ila administraci6n
intrahipocampica de Rojo de Rutenio por medio del estudio de los
signos conductuales propios de la epilepsia Iimbica en rata.

- Analizar el efecto neuroprotector del dantrolene administrado por
via sistémica e intrahipocampica sobre los efectos neurotéxicos que
ejerce el Rojo de Rutenio.
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V  MATERIALES Y METODOS

En todos los experimentos se utilizaron ratas macho de la cepa
Wistar de 190 a 200 gramos de peso. El RRu (Sigma) se disolvié en
agua destilada. El dantrolene (Norwich Eaton Pharmaceutical Inc.) se
disolvié en solucién isoténica o en propilenglicol al 20% y agua
destilada, como se describira.

1 Administracién intrahipocampica de Rojo de Rutenio.

La rata fue anestesiada con halotano en una mezcla de biéxido
de carbono (85%) con oxigeno (5%), se monté en un aparato
estereotaxico Kopf. Con la ayuda de una microjeringa Hamilton de
iul y un microinyector colocado en el propio marco estereotaxico se
administré RRu (1.5 nmolas en 0.1 pl) en el 4area CA1 del hipocampo
derecho (via intrahipocdmpica, i.h.). Las coordenadas para la
localizacién de la estructura, de acuerdo al atlas estereotdxico de
Paxinos y Watson (1986), fueron las siguientes: 3.0 mm
anteroposterior (AP), 1.5 mm lateral (L) y 3.3 mm ventral (V), con
respecto a bregma . El tiempo de duracién de la inyeccién de 0.1 pl,
fue de 2-3 minutos.
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2 Administracién intraperitoneal e intrahipocdmpica de

dantrolene.

El dantrolene se administré por via intraperitoneal (i.p.), 30 y
60 minutos antes de la aplicacién i.h. de RRu, a las siguientes dosis y
en condiciones de solubilidad: a) 20 mg/kg. de peso corporal, en un
volumen de 0.4 ml de NaCl al 0.9%, quedando en suspensién el
dantrolene; b) 20 mg/kg en un volumen de 0.4 ml de propilenglicol al
20%, calentado a 42-48° C; ¢) 30 mg/kg en un volumen de 0.6 ml. de
propienglicol al 20%. Se observd cierta flacidez en las ratas,
aproximadamente 15 minutos después de la inyeccién, como
consecuencia de los efectos producidos por esta droga a nivel del
sistema muscular (Ward et al., 1986). No se observaron efectos
téoxicos y/o conductuales producidos por la administracién del
dantrolene en propilenglicol caliente

En el caso de la administracién i.h. el dantrolene se combiné
con RRu a las siguientes dosis: 0.25 nmolas de dantrolene disuelto
en agua destilada a una temperatura de 38-42° C, en una solucién
conteniendo 1.5 o 0.75 nmolas de RRu respectivamente. Estas
cantidades se refieren a un volumen de 0.1 ul (Figura A).

También se inyecté sdélo dantrolene i.h. a una dosis de 0.25
nmolas © 4 nmolas con el propdsito de observar algun posible efecto
conductual de esta dorga per se. El dantrolene se disolvio con el
colorante inerte Azul Directo (Sigma) (img/ml) que permite
localizar el sitio de inyeccién. La administracién del colorante por si
mismo no provocd ninglna alteracién de tipo conductual.
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3 Registro conductual

En todos los experimentos la conducta del animal se observé
y/o filmé en videocinta magnética para registrar las conductas de
SPM presentadas por el animal, una vez que desaparecié el afecto de
la anestesia, aproximadamente entre10 y 15 minutos después que la
rata realizé la primera sacudida (tiempo 0) hasta dos horas después,
tiempo en el que el nimero de SPM disminuye considerablemente. El
registro del nimero de SPM se realizé en intervalos de 10 minutos
con la ayuda de un contador manual.

4 Analisis histolégico

Una vez transcurrido el tiempo de observacion se sacrificé al
animal por decapitacién, se extrajé el cerebro rapidamente y se
congelé para posterior verificacion histoldgica del sitio de
inyeccién. La histologia se realizé en cortes de 40 um de grosor,
realizados en un criéstato, que sirvieron para corroborar la
localizacién de la lesién por el color rojo del RRu ¢ por el azul
directo. Los animales en que la inyeccién no fue en el area CA1 no se
consideraron.

5 Pruebas estadisticas.

Se utilizé6 la técnica paramétrica t-Student para muestras
independientes, con el objeto de comprobar diferencias o no, entre
los diferentes tratamientos experimentales empleando un nivel de
confianza del 95% (valor de significancia p< 0.05%).
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VI RESULTADOS

1. Efecto de la inyeccién intrahipocdmpica de Rojo de Rutenio.

Como se ha descrito previamente (Garcia-Ugalde y Tapia, 1991), la
administracién i.h. de RRu (1.5 nmolas, 0.1 ul) en la regién CA1 del
hipocampo de las ratas provocé una serie de conductas motoras
estereotipadas, que se han identificado como sintomas de epilepsia
limbica que se caracterizan por presentar sacudidas mioclénicas de la
cabeza y las extremidades superiores de la rata, olfateo, levantamiento
sobre las extremidades posteriores, acicalamiento, temblor de vibrisas e
hiperexcitabilidad. Ademdas se presentc un comportamiento mucho mas
evidente y cuantificable, conocido como sacudias de perro mojadoe (SPM)
(wet dog shakes) que es una manifestacién de céaracter no convulsivo,
asociado a los signos de epilepsia limbica (Lothman y Collins, 1981).

Todas las conductas mencionadas se presentaron entre los 10 y 15
minutos después que el animal salié de la anestesia. El registro del
nimero de SPM se realizé en intervalos de 10 minutos durante 120
minutos (2 horas) ya que después de este tiempo la frecuencia de SPM
producida por el RRu disminuye considerablemente, aunque no desaparecen
del todo (Garcia-Ugalde y Tapia, 1991). Las SPM aumentaron
paulatinamente en frecuencia, alcanzando su maximo valor entre 50 y 70
minutos (10.16/ 10 min + 1.00, 12.66/ 10 min + 1.08, MtES, n= 18) luego
que la rata registré la primera sacudida (Fig. 10 a). El promedio total en la
primera hora (48.88 + 2.07, MtES) fue ligeramente menor con respecto a la
segunda hora de registro (57.94 + 2.32) (Fig. 10 b).
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Figura 10 Nuamero total de SPM en rata después de inyectarse Rojo de Rutenio
(1.5nmolas, 0.1 ul.) er laregion CA1 del hipocampo. El registro de las SPM
se¢ realizo cada 10 minutos durante 2 horas (A) y cada hora (B). La n para

este grupo fue de 18,
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2. Efecto del Dantrolene en solucién isoténica administrado
intraperitonealmente sobre la accién de la inyeccidén
intrahipocdampica de Rojo de Rutenio.

En esta serie de experimentos se administré por via i.p. dantrolene
(20 mg/kg ) suspendido en 0.4 ml. de solucién salina (NaCl al 0.9%), 30
minutos antes de inyectar RRu i.h. (1.5 nmolas, 0.1 pl).

En la figura 11 y 12 se observa que el DA i.p. en suspencién, a la
dosis usada, no modificé significativamente el efecto del RRu. En la
primera hora la frecuencia méaxima de SPM en el grupo experimental fue de
59.25 + 9.9, mientras que el control fue de 61. En la segunda hora el
promedio total de SPM fue de 4137 £+ 532 vy 50.12 * 3.93
respectivamente (p< 0.05, M £ES, n=8) (Fig. 12).
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Figura 11 Cantidad total del nimero de SPM en rata cada 10 minutos. Al grupo
experimental se inyectd dantrolene i.p. (20 mg/kg) suspendido en 0.4 ml
de solucién salina, 30 minutos después se administré RRu (1.5 nmolas, 0.1
pl)ih. . Los animales del grupo control se les aplicé 0.4 ml. de solucion
salina, 30 minutos antes de administrarse ih. RRu a la misma dosis.
La n para cada grupo fue de 8 y un valor de significancia de p< 0.05. Las
diferencias entre el control y DA no fueron significativas
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Figura 12 Cuantificacién del nimero total de SPM en rata cada hora. Los animales del

grupo experimental se les administré i.p. dantrolene (20 mg/kg)
suspendido en 0.4 ml de solucién salina y 30 minutos después RRu (1.5
nmolas, 0.1 pl) i.h., mientras que las ratas del grupo control se les
inyecté 0.4 ml de solucién salina i.p. y 30 minutos mds tarde RRu a la misma
dosis . Lan para cada grupo fue de 8 y el valor de significancia empleado
fue de p<0.05. Las diferencias entre el control y el grupo experimental
(DA/RRu) no fueron significativas.
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3. Efecto del Dantrolene disuelto en propilenglicol,

administrado intraperitonealmente, sobre |Ia accién de
administracién intrahipocdmpica de Rojo de Rutenio.

Se administré i.p. dantrolene (20 mg/kg) disuelto en un volumen de
0.4 ml. de propilenglicol al 20% calentado previamente y 30 minutos
después se inyecté RRu i.h. (1.5. nmolas, 0.1 ul). A los sujetos del grupo
control se les aplicé por via i.p. unicamente el vehiculo y 30 minutos mas
tarde RRu i.h. a la misma dosis.

El grupo experimental mostré una clara reduccién del 38% en el
nimero de SPM con respecto al grupo control (Fig. 13 y 21). Durante la
primera hora el grupo experimental registr6 una disminucién en la
frecuencia méaxima de SPM de 35.8 + 3.46 con respecto al control que
presenté 69.2 + 7.63, mientras que en la segunda hora el ndmero total de
sacudidas en el grupo de animales tratados fue 33.8 + 5.54 con relacién al
control que tuvo un total de 59.5 + 3.84 SPM (Fig. 14).

Cuando se aumenté la dosis de DA a 30 mg/kg y una hora después se
inyecté el RRu i.h. el efecto protector también fue evidente, apreciandose
una reduccién del 52%, como puede verse en las figuras15-16 y 21.
Durante la primera hora de observacién el nimero de SPM en el grupo
experimental fue de 27.88 + 7.9, mientras que para el grupo control fue de
59.35 + 4.34. En la segunda hora se observdé un pequefio aumento en el
promedio de la frecuencia de la conducta del grupo experimental (30.52 +
5.28) y el control (56.1 + 5.2) (Fig. 16).
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Figura 13 Total de SPM en rata cada 10 minutos durante 2 horas de registro
al inyectarse al grupo experimental dantrolene i.p. (20 mg/Kg) disuelto en 0.4
ml, de propilenglicol al 20% (caliente) y 30 minutos después i.h. RRu (1.5
nmolas, 0.1 pl). Al grupo control se le administré 0.4 ml. de
propilenglicol al 20% y 30 minutos mds tarde RRu por via i.h. a la misma
dosis .La n para cada grupo fue de 10 y el valor de significancia
empleado fue de p<0.05. Las barras en blanco indican diferencia
significativa entre el grupo experimental (DA/RRu) y el grupo control.
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Figura 14 Frecuencia del nimero total de SPM en rata cada hora. Se administro
dantrolene al grupo experinental por via i.p. (20 mg/kg) disuelto en 0.4 ml. de
propilenglicol al 20 % (caliente) y 30 minutos después se intecté RRu (1.5
nmolas, 0.1 ul) ih.. Al grupo control se le aplico i.p. 0.4 ml. de
propilenglicol al 20% (caliente) y 30 minutos mds tarde RRu a la misma dosis.
Lan en cada grupo fue de 10 y el valorde significancia empleado fue de
p <0.05. Las diferencias entre el grupo control y el experimental fueron

significativas.
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Figura 15 Cuantificacién del nimero de SPM en ratas cada 10 minutos, en un periédo de

2 horas, inyectandose dantrolene i.p. (30 mg/kg) disuelto en 0.6 ml. de
propilenglicol al 20% (caliente) y 30 minutos después se aplicé RRu (1.5
nmolas, 0.1 pl.) i.h.. Los animales del grupo control tnicamente se les
administré 0.6 ml. de propilenglicol al 20% (caliente) y 30 minutos mas tarde
RRu por via ih. a la misma dosis .La n para cada grupo fue
de 10 y el valor de significancia empleado fue de p<(.05. Las barras en
blanco indican diferencia significativa entre el grupo experimental (DA/RRu)
y el control.
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Figura 16 Nimero total de SPM en rata cada hora. Se administro i.p. dantrolene (30
mg/kg) disuelto en 0.6 ml. de propilenglicol al 20% (czliente) y 30 minutos
después se inyectd RRu (1.5 nmolas, 0.1 pl) ih.. Al grupo control se le
aplicé i1.p. 0.6 ml. de propilenglicol al 20% (caliente) y 30 minutos mds tarde
RRu i.h. a la misma dosis. La n para cada grupo fue de 10y el valor de
significancia empleado fue de p < 0.05%. Las diferencias entre el grupo control

y el experiinental fueron significativas.
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4 Efecto de Ila co-administracién intrahipocampica
Dantrolene sobre la accién del Rojo de Rutenio.

Con base en los experimentos anteriores donde se observd un efecto
protector del DA i.p., se decidié administrarlo junto con el RRu en el
hipocampo.

El andlisis estadistico reveld una diferencia significativa entre el
grupo experimental y el control a los 10, 30, 60 y S0 minutos (2.4 + 0.6,
66 £1.2:43+12, 84 %x1.4:73 %16, 14713 y51 £14,116+1.8
M+ES, p< 0.05, n= 10). No obstante, la disminucién en la frecuencia de SPM
que presentaron las ratas tratadas fue del 45% (Fig. 17 y 21). El nimero
total de SPM producidos en la primera hora de registro en el grupo
experimental fue de 32.5 + 4.02 y 55.8 + 4.27 para el control. En los
restantes 60 minutos (2 horas) la frecuencia de conducta fue del orden de
40.3 £ 3.16 y 53.1 + 4.65 respectivamente (Fig. 18 ).

En la figura 19 se resimen los resultados donde se administrd
conjuntamente dantrolene y rojo de rutenio por via i.h. a una dosis de 0.25
nmolas y 0.75 nmolas respectivamente en 0.1 pl. La actividad de SPM fue
registrada cada 10 minutos durante los 120 minutos de observacion. La
prueba t de Student mostré diferencia significativa en ambos grupos, en
casi todos los minutos de registro excepto en los primeros 10 y 30
minutos. De manera que la disminucién en la frecuencia de SPM llegd a
ser 72% ( Fig. 19 y 21) siendo la frecuencia de SPM de 15.42 + 4.16 para el
grupo experimental y 51.14 + 6.92 para el control, mientras que en la
segunda hora fue de 17.82 + 4.60 y 59.5 + 4.25 respectivamente (Fig. 20 ).
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Figura 17 Frecuencia del nimero total de SPM en rata cada 10 minutos durante un lapso
de 2 horas de observacién. Al grupo experimental se le administré dantrolene
junto con RRu ih. (0.25 nmolas/ 1.5 nmolas, 0.1 pl.) , mientras que al
otro grupo s6lo RRu ih. (1.5 nmolas, 0.1 ul.) . Lan para cada grupo fuc
de 10 y el valor de significancia empleado fue de p<0.05. Las barras en
blanco indican la presencia de diferencia significativa entre el grupo
expenmental (DA/RRu) y el control.
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Cantidad total de SPM en ratas cada hora. A los animales del grupo

experimental se le administré dantrolene junto con RRu i.h. (0.25 nmolas / 1.5
nmolas, 0.1 pl) . El grupo control solo se le inyecté RRu i.h. (1.5 nmolas,
0.1ul). La n para cada grupo fue de 10 y el valor de significancia empleado
fue de p < 0.05. Las diferencias entre el grupo control y experimental fueron

significativas.
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Figura 19 Cuantificacion del nimero de SPM en rata cada 10 minutos durante un peniédo

de 120 minutos de observacion. En el grupo expenmental se inyecto dantrolene
junto con RRuih. (0.25 nmolas / (0,75 nmolas, 0.1 ul) . Los animales del
grupo control se les aplicé sélo RRu ih. (0.75 nmolas, 0.1 ul.) . Lan
para cada grupo fue de 10 y el valor de significancia empleado fue de p< 0.05.
Las barras en blanco indican diferencia significativa entre el grupo
experimental (DA/RRu) y el grupo control.
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Figura 19 Cuanuficacién del némero de SPM en rata cada 10 minutos durante un periédo
de 120 minutos de observicion. En el grupo expenmental se inyecté dantrolene
junto con RRuih. (0.25 nmolas / 0.75 nmolas, 0.1 ul) . Los animales del
grupo control se les aplico solo RRu ih. (0.75 nmolas, 0.1 pl.) .Lan
para cada grupo fue de 10y el valor de significancia empleado fue de p< 0.05.
Las barras en blanco indican diterencia significativa entre el grupo
experimental (DA/RRu) y el grupo control.
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Figura 20 Registro total de SPM en rata, cada hora, durante dos horas de observacién. El
grupo experimental le fue administrado i.h. dantrolene junto con RRu (0.25
nmolas / 0.75 nmolas, 0.1 pl) . Al grupo control solo le fue inyectado RRu
ih. (0.75 nmolas, 0.1 pl). Lan paracada grupo fue de 10 y el valor de
significancia empleado fue de p < 0.05. Las diferencias entre el grupo control vy

el experimental fueron significativas.
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Figura 21 Porcentaje de disminucién en la frecuencia de SPM obtenida de cada uno delos

tratamientos experimentales, tomando como referencia a su control respectivo.
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vil DISCUSION

Epilepsia Ilimbica y sacudidas de perro mojado
provocadas por la administracion intrahipocdmpica de RRu.

Trabajos anteriores realizados en el laboratoric donde se
desarrollé esta tesis han demostrado que cuando se administra rojo
de rutenio en el hipocampo de la rata produce epilepsia parcial de
tipo limbico (Garcia-Ugalde y Tapia, 1991), similar a la que se
observa por la administracién de acido kainico cuando se aplica en
esa misma area. (Lothman y Collins, 1981; Lothman et al., 1990).

En un principio se postulé que tal efecto era el resultado de
una desinhibicion de las neuronas piramidales del hipocampo,
promovida por un decremento de la liberacién del GABA (Tapia et al.,
1976). Muchos de los neurotransmisores que se liberan de las
terminales sin4pticas lo hacen a través de un mecanismo
dependiente de calcio, por lo que se llegé a pensar que el RRu
estuviera inhibiendo el flujo de calcio hacia las terminales
sindpticas, sin embargo este compuesto no se ha identificado unido a
las terminales, aunque se ha reportado que in vitro es capaz de
unirse a la membrana de terminales nerviosas aisladas y bloquear
canales de calcio dependientes de voltaje presentes en los
sinaptosomas (Tapia et al., 1985). Se ha observado que el RRu
penetra a los somas neuronales y los destruye provocando una
degeneracién neuronal en el sitio de inyeccion, lo cual parece ser la
causa principal de las alteraciones de caracter epiléptico (Garcia-
Ugalde, 1992).

Ademaéas de las convulsiones limbicas, que se caracterizan por
presentar sacudidas mioclénicas de la cabeza y las extremidades
superiores de la rata, olfateo, acicalamiento y levantamiento del
cuerpo sobre las extremidades posteriores, la inyecciéon i.h. produjo
un comportamiento asociado a los anteriores mucho mas evidente y
cuantificable, denominado como SPM.
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Efecto citotéxico del Rojo de Rutenio en
citoarquitectura del hipocampo.

Observaciones en microscopia electrénica y 6ptica en
hipocampo inyectado con RRu realizadas por Garcia-Ugalde y Tapia
(1991), se observé que el colorante penetra rapidamente a las
neuronas del hipocampo, acumulandose preferentemente dentro del
nucléolo y en menor grado en el citoplasma de las células nerviosas
hipocampales. En estas neuronas ocurre un proceso de degradacion,
observandose la cromatina disgregada y una marcada vacuolizacién
en la porcidén nuclear y citopldsmica de la célula, ademas de un
retraimiento de los somas. Sin embargo no se identific6 RRu
alrededor de las terminales sinapticas permaneciendo
aparentemente inalteradas. El efecto neurotéxico producido por este
compuesto provoca la perdida neuronal.

Estos hallazgos coinciden sélo en parte con los estudios
realizados por Singer et al. (1972), quienes reportaron la entrada de
RRu en preparaciones de fibras nerviosas periféricas después de
mantenerlas por peridédos prolongados de tiempo, y los trabajos de
Howell (1974) donde se observé la entrada del colorante en células
de musculo esquelético.

Las neurconas piramidales son propablemente las primeras
células a las que el RRu se une, debido a que fue en la regién CA1 del
hipocampe donde se inyectd el colorante (Garcia-Ugalde y Tapia,
1991). El mecanismo por el que el colorante se introduce a las
células no se conoce. Como se describird a continuacién se ha
postulado que al internalizarse el RRu afecta la homeostasis
intracelular de Ca2+, de modo que la célula se hiperexcita.

La capacidad del citoplasma para amortiguar el calcio que
proviene del medio extracelular y el que se encuentra
intracelularmente es relativa, por lo que existen otras estructuras
célulares que participan en el proceso de amortiguamiento como son
las mitocondrias, el reticulo endoplasmico y las proteinas que unen
calcio (McBurney y Neering, 1987; Blaustein, 1988; Miller, 1991).
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La mitocondria tiene la capacidad de recapturar y almacenar
calcio intracelular en grandes cantidades. La entrada y salida de
calcio de la matriz mitocondrial ocurre a través del mecanismo de
intercambio Na+/Ca2+ de la membrana mitocondrial. Este proceso es
dependiente de la concentracién de sodio intracelular, de manera que
cuando la concentracién de sodio aumenta, la salida de calcio en
mitocondria también aumenta (Miller, 1991). Se ha reportado que el
RRu bloquea la recaptura de calcio en mitocondria (Moore, 1971;
Thayer y Miller, 1990) y el reticulo sarcoplasmico (Madeira vy
Antunez-Madeira, 1974), al inhibir la enzima ATPasa del Ca2+
responsable del transporte activo de calcio en mitocondria
(Vasington et al., 1972; Reed y Bygrave, 1974; Luthra y Olson, 1977).
Por lo que es posible que mediante este mecanismo se incremente la
concentracion de calcio intracelular.

El reticulo endoplasmico y organelos de morfologia parecida
como los calciosomas, captan calcio a través de ATPasas
dependientes de Ca2+ o por la unién a proteinas asociadas a estos
organelos como la calcequestrina y la calreticulina en reticulo
sarcoplasmico de musculo. Altas concentraciones (mM) de sustancias
como metilxantinas, cafeina, rianodina, teofilina, estimulan Ila
liberacién de calcio del reticulo sarcopldsmico de miusculo liso,
esquelético y cardiaco (Endo et al.,, 1970; Fabiato y Fabiato, 1979;
Palade, 1987) y este proceso puede ser inhibido por varios
farmacos como la procaina (Palade, 1987) y el dantrolene
(Desmedt y Hainaut, 1977).

Los experimentos realizados in vitro por Vites y Pappano
(1992) en reticulo sarcoplasmico de musculo cardiaco de pollo han
reportado que el RRu es capaz de inhibir la liberacion de calcio de
canales sensibles a IP3 debido a la interaccién especifica del
colorante sobre sitios de unién a Ca2+ en el canal. Sin embargo
también han observado que el RRu aumenta notablemente la
liberacién de calcio de canales sensibles a cafeina en reticulo
sarcoplasmico. Estos experimentos sugieren la posible participacién
selectiva del colorante en la liberacién de calcio de ciertos
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reservorios intracelulares localizados en el interior del reticulo
endoplasmico.

Los trabajos realizados in vitro por Marrion y Adams (1992) en
preparaciones de neuronas simpaticas de rana en presencia de
cafeina provocan un aumento en la concentracién de calcio
intracelular liberado de pozas intracelulares. Cuando estas células
son tratadas con Rojo de Rutenio y cafeina, el aumento en la
concentracién de calcio intracelular es cosiderablemente mayor, sin
embargo cuando se quita del medio la cafeina y se deja sélo en
presencia de RRu, la concentracién de calcio intracelular disminuye
lentamente en comparacién con células sin RRu y a las que se les
extrajo la cafeina del medio, sugiriendo estos autores que el RRu
inhibe los mecanismos de captura de calcio de los organelos
intracelulares.

Estos experimentos confirman por un lado las observaciones de
Vites y Pappano (1992) en cuanto que el RRu aumenta la liberacién
de calcio de pozas intracelulares, como el reticulo endoplasmico, y
por otro, que inhiba la recaptura de calcio de organelos como
mitocondria (Moore, 1971; Vasington et al., 1972; Reed y Bygrave,
1974, Luthra y Olson, 1977; Thayer y Miller, 1990).

La recaptura de calcio en mitocondria y reticulo endoplasmico
es relativamente lenta, por lo que la célula necesita de otros
sistemas de amortiguamiento que capturen y remuevan mas
rapidamente el calcio del citoplasma. Entre los posibles sistemas de
amortiguamiento que se han propuesto, se encuentran algunas
proteinas citoplasmicas que fijan calcio (Miller, 1991). Estudios
realizados por electroforesis han demostrado la alta afinidad del
RRu por proteinas que presentan sitio de unién a calcio, como la
calsequestrina y la calreticulina en el reticulo sarcoplasmico vy
proteinas de membrana en eritrocitos (Charuck et al., 1990). Esta
propiedad del RRu para unirse a proteinas que presentan sitio de
unién a calcio, también pueden contribuir de forma significativa en
la elevacién del calcio intracelular.
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El aumento en la concentracién de calcio intracelular causado
por los efectos del RRu para bloquear la recaptura de calcio en
mitocondria y reticulo endopldsmico y la unién a Ca2+ en ciertas
proteinas puede provocar la movilizacién de varias reacciones
enziméticas de caracter destructiva que ocasionan degeneracién
neuronal. La activacion de enzimas catabdlicas, la generacién de
radicales libres, la activacion de proteinas como la calmodulina, las
calpainas, fosfolipasas y endonucleasas, asi como la ruptura de la
membrana y la liberacién de acido araquidénico pueden contribuir al
dano y muerte celular (Choi, 1990).

Los efectos neurotéxicos que induce el RRu sobre la
citoarquitectura del hipocampo determinaron utilizar al dantrolene
por sus efectos neuroprotectores en la actividad convulsiva de SPM.

El dantrolene disminuye la actividad convulsiva
SPM inducida por la administracién de Rojo de Rutenio.

El dantrolene, por su naturaleza lipofilica, cruza facilmente la
barrera hematoencéfalica y la membrana plasmatica de las células
(Desmedt y Hainaut, 18975; Vallner et al., 1976, Ward et al., 1986,
Jansen et al.,, 1991). El DA actua intracelularmente en el musculo
esquelético inhibiendo la liberacién de calcio del reticule
sarcoplasmico y disminuye la contraccién muscular, sin alterar las
propiedades eléctricas de la membrana muscular (Van Winkle, 1976;
Morgan y Bryant, 1977; Desmedt y Hainaut, 1977). El dantrolene
reduce la capacidad de los canales de calcio para liberar Ca2+
durante la despolarizacion de la fibra, y no afecta al sistema
intercambiador Na+/ Ca2+, ni a la enzima ATPasa del Ca2-+
responsable de la recaptura de calcio en reticulo sarcopldsmico
(Desmedt y Hainaut, 1975; 1979).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo en apoyo de la
hipétesis descrita en los parrafos anteriores, muestran una notable
accién protectora del dantrolene sobre las alteraciones conductuales
que resultan del efecto neurotdéxico del RRu.
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En la primera serie de experimentos se administré i.p.
dantrolene en solucién salina y aunque el DA no se disolvio, se
inyectd en suspensién. En estas condiciones, la droga no afecté
significativamente las SPM, lo cual puede explicarse por el hecho de
que el dantrolene se inyecté en suspensién. Sin embargo Desmedt y
Hainaut (1977) han reportado que el dantrolene en suspensién es
capaz de penetrar la membrana plasmatica y entrar a la célula,
observandose cierta inhibicién en la liberacién de calcio de
reservorios intracelulares.

En los experimentos siguientes, administramos dantrolene
disuelto en propilenglicol al 20% previamente calentado (Mészaros
et al., 1981), a la misma concentracién que en los experimentos
anteriores y observamos una disminucién en la frecuencia de SPM del
47% con respecto al grupo control (Fig, 13-14 y 21). Posteriormente
decidimos aumentar la dosis de dantrolene de 20 a 30 mg/kg
utilizando el mismo vehiculo y los resultados mostraron un
decremento de la conducta de un 52% de los animales tratados en
comparacién con el grupo control (Fig. 15-16 y 21).

Estos experimentos revelaron cierto decremento en la
frecuencia de la conducta por lo que decidimos administrar
conjuntamente RRu y dantrolene en la regién CA1 de hipocampo.
Cuando aplicamos DA/RRu  (0.25 nmolas/1.5 nmolas, 0.1 pl)se
aprecié una reduccién de sélo el 35%, mientras que cuando se
disminuyo la dosis de RRu de 1.5 a 0.75 nmolas se observé un efecto
mas notable de aproximadamente el 72% (Fig. 19- 20 y 21).

Estos resultados coinciden con la hip6tesis planteada, ya que
el efecto del DA fue, como era de esperarse mucho mayor cuando se
administré por via intrahipocAmpica que al aplicarse por via
intraperitoneal.

El efecto local del DA logré deprimir la excitabilidad celular
provocada por el RRu, en el sitio de lesién y en consecuencia
bloquear en cierta forma la excitabilidad de las neuronas
piramidales de CA1, inhibiendo la propagacién de la excitabilidad
hacia otras estructuras del sistema limbico y posiblemente quizas
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también la inactivacién de otras vias cerebrales.

La accién protectora del dantrolene obtenida de nuestros
resultados coincide de cierta manera con los trabajos realizados
por Bouchelouche (1989) y Frandsen y Schousboe (1991; 1992) en
cuanto a las propiedades neuroprotectoras del dantrolene contra la
toxicidad celular inducida por glutamato en cultivo de células
corticales y células granulares de cerebelo in vitro, lo cual es de
interés, ya que como es sabido la citotéxicidad producida por
glutamato estimula la liberacién de calcio de reservorios
intracelulares debido a la entrada de calcio a través de la
activacién de receptores a AAE, de CCaSV, canales idnicos no
especificos permeables a calcio é por el sistema Na+ / Ca2+ (Choi,
1988; 1990).

Frandsen y Schousboe (1991) han propuesto que la via por la
cual se incrementa la concentracion de calcio intraceiular es a
través de un mecanismo que permite que el influjo de calcio externo
libere calcio de reservorios intracelulares sensibles a dantrolene.
Frandsen y Schouboe (1992), encontraron que el influjo de calcio
mediado por receptores a NMDA no induce la liberacién de calcio de
pozas intracelulares sensibles a dantrolene, reduciéndose
notablemene los efectos neurotéxicos. Sin embargo el dano celular
producido por KA y AMPA es debido posiblemente a un mecanismo
dependiente de la entrada de calcio externo que provoca la liberacion
de calcio de reservorios intracelulares no sensibles a dantrolene ya
que con estos compuestos el DA fue menos efectivo.
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Vil CONCLUSIONES

En conclusién, los resultados de este trabajo apoyan la
hipétesis de que los efectos conductuales y neurotéxicos del RRu se
deben a una alteracién de los mecanismos intracelulares que regulan
la concentracién citoplasmica del Caz-.

El efecto del dantrolene administrado por via intrahipocampica
fue mayor, que cuando se aplicé por via intraperitoneal. La accién
local del dantrolene inhibe la excitabilidad celular provocada por el
RRu en la regién CA1 de hipocampo donde se realizé la lesidn.
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ACPD
AK
AMPA
ATP
CAT
CCaSV

CPP
DA
DAG
GABA

IP3

i.c.

i.h.

i.p.

i.v.
L-AP4
MK-801

NMDA
PKC
RRu

LISTA DE ABREVIATURAS

aminoAacidos excitadores.

acido trans -1,3-dicarboxilico-1-aminociclopentano.
acido Kkainico. )

acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole.
adenosin trifosfato.

colinacetiltransferasa.

canales de calcio sensibles a voltaje.
colecistokinina.

acido fosfénico-3-(2-carboxipiperacina-4-il-propil-1).
Dantrolene.

diacil-glicerol.

acido gama-aminobutirico.

glutamato descarboxilasa

inositol trifosfato.

intracraneal.

intrahipocampal.

intraperitoneal.

intraventricular.

acido L-2-amino-4-fosfonobutirico.
5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo (a, d) ciclo + hepteno-5,10.
norepinefrina.

N-metil - D-aspartato.

proteina cinasa C.

Rojo de Rutenio.

sistema nervioso central.



SPM sacudidas de perro mojado.
VIP péptido vasoactivo intestinal.
VP via perforante.

5-HT2 receptor serotoninérgico tipo 2.
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