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“INCREMENTOQ EN LA EXCITABILIDAD DE LA CORTEZA CEREBRAL POR EFECTO DE LA
PRIVACION DE GABA O BENZODIAZEPINAS.
EFECTO COADYUVANTE DE LOS NEURQOESTEROIDES”

RESUMEN

1. La interrupcion abrupta de la administracion continua de GABA, el neurotransmisor inhibidor mas
importante del SNC, induce una epilepsia parcial, ademas de alteraciones motoras e irritabilidad. A este
fenomeno se le ha denominado “Sindrome de abstinencia al GABA” (SAG).

2. Los experimentos de esta Tesis fueron realizados en ratas macho cepa Wistar en dos modelos de
hiperexcitabilidad inducida por la privacion aguda de GABA. En el primero, in vivo, se hicieron registros a
nivel EEG. En el segundo, in vitro, se registraron potenciales de campo en rebanadas de cerebro. El objetivo
principal de esta tesis fue producir y caracterizar la hiperexcitabilidad inducida por la interrupcion brusca
(privacion) de la superfusion de GABA in vitro, asi como estudiar el efecto de los neuroesteroides en la
generacién.de esta hiperexcitabilidad.

3. Esta estrategia farmacologica permiti¢ identificar algunos cambios celulares que podrian subyacer a los
eventos relacionados con la abstinencia generada por diversas drogas que reconocen selectivamente al
receptor GABA,. En particular, el efecto del GABA asociado con los neuroesteroides produce un incremento
de la hiperexcitabilidad inducida por la privacion aguda de GABA, favoreciendo la aparicion del SAG in
vivo y disminuyendo el tiempo necesario para la induccién de la hiperexcitabilidad in vitro.

4. Durante la abstinencia al GABA, la alopregnanolona, el neuroesteroide con mayor actividad sobre el
receptor GABA 4, increment6 su efecto inhibidor. El flunitrazepam, también puede generar hiperexcitabilidad
in vitro, por privacion. Esta es muy similar a la producida por el GABA, lo cual sugiere que es el receptor
GABA, el responsable de los cambios que desencadenan el aumento de la actividad eléctrica neuronal.

5. Se observd una disminucion en la liberacion de GABA-"H inducida por alto K* y ademas, durante la
incubacion con GABA, una posible modificacion en los receptores GABA 5.

6. La inhibicton de la sintesis de proteinas con la anisomicina bloquea la génesis del SAG. La induccidn de la
LTP se facilita durante la hiperexcitabilidad inducida por la privacion aguda de GABA.



SUMMARY

. The abrupt interruption of the continuous administration of GABA, the most important inhibitory
neurotransmitter in the CNS, induces partial epilepsy, motor signs and irritability. This phenomenon has
been denominated “GABA withdrawal syndrome” (GWS).

. The experiments described in this Thesis were performed in male Wistar rats in two experimental models
of hyperexcitability induced by sharp deprivation of GABA. In the first model, EEG was recorded in
vivo. In the second, in vitro, field potentials were recorded in brain slices. The main objective of this
Thesis was to produce and characterize hyperexcitability induced by the sharp interruption (deprivation)
of GABA superinfusion in vitro, as well as to study the effect of the neurosteroids on the generation of
this hyperexcitability.

. This pharmacological strategy applied, allowed the identification of cellular changes that may underlie
events related to the withdrawal from diverse drugs which selectively recognize the GABA, receptor. In

particular, the effect of GABA associated with neurosteroids produces an increase in the hyperexcitability
induced by sharp deprivation of GABA. This interaction favors the appearance of GWS in vivo, and
reduces the time necessary for the induction of hyperexcitability in vitro.

. Allopregnanolone, a neurosteroid with a high affinity for the GABA receptor, increased this inhibitory

effect during GABA withdrawal. Deprivation of flunitrazepam can also generate hyperexcitability in
vitro. This effect is similar to that of GABA, which suggests that it is the GABA, receptor that is

responsible for the changes that provoke the increase in neuronal electrical activity.

. A decreased was observed in the release of SH-GABA induced by high K* stimulation. In addition,
GABA application also induced changes in the GABA 4 receptors.

. The inhibition of protein synthesis by anysomicine blocked the generation of GWS. The induction of
LTP was facilitated during hyperexcitability swayed by the sharp deprivation of GABA.
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Lista d¢ abrevialuras

ACCA dcido cis-4 aminocrotonico

aloP alopregnanolona, tetrahidroprogesterona, 3a-OH dihidroprogesterona.
AMPA 4cido metil-3-hidroxi S-metil 4-oxazole propidaico
ARNm acido ribonucléico tipo mensajero

Bic bicuculina

BZ benzodiazepina

Ca®™* calcio

cd® cadmio

Ccr cloro

DHEA dehidroepiandrosterona

DHEAS sulfato de dehidroepiandrosterona

DZ diazepam

EEG electrocncefalograma, electroencefalogrifico.

EN esteroide neuroactivo

EP espiga poblacional

Flun flunitrazepam

HIPPAG hiperexcitabilidad inducida por privacion aguda de GABA
GABA acido gamma aminobutirico, 4 aminobutirato
GABA-T enzima GABA transaminasa

GAD enzima glutamato descaboxilasa, L-glitamato-carboxi-liasa
Gl glutamato, acido glutdmico

IPSP potencial post-sindptico inhibilorio

NE neuroesteroide (s)

NMDA N-metil D-aspartato

P progesterona

PDS despolarizaciones paroxisticas de gran amplitud
PKA proteina cinasa A

PKC proteina cinasa C

PLP - fosfato de piridoxal

PP pulsos pareados

Preg pregnenolona

RK Ringer Krebs

SAG Sindrome de abstinencia al GABA

SNC sistema nervioso central

sp sulfato de pregnenolona

TACA Acido trans—<4 aminocrotonico

THDOC tetrahidro-deoxi-corticosterona

™ dominio transmembranal

2-DG 2-deoxi-glucosa

Zntt Zinc



ORGANIZACEON DE LA TESIS
La presente Tesis esta organizada de la siguiente forma:
En la futroduccion se presenta una revision de conceptos bisicos acerca de la
neurotransmision GABAérgica; la sintesis del GABA y sus receptores. Se dan detalles

sobre algunos subtipos de subunidades del receptor GABA A y la importancia que tienen

en la plasticidad y el comportamiento fanmacoldgico del receptor. Se hace una revision
breve acerca de los neuroesteroides ademas de que se identifican aspectos recientemente
descritos acerca de estas moléculas en la neuromodulacion de la transmision
GABAérgica (Calixto y Brilowsky “Neuroesteroides, neuromoduladores de la
excitabilidad cerebral” Gaceta Médica de México. 1998 134: 69-84). En otro 16pico, s¢
revisa la farmacologia y se provee de informacion relacionada a los sindromes de
abstinencia y los mecanismos moleculares involucrados en la génesis de los mismos.
Ademas, se ahonda en la descripcidn de la abstinencia al GABA (SAG), como un
fenémeno que incluye el incremento de la excitabilidad neuronal.

Posteriormente se enumeran los Objetivos e Hipdtesis de la tesis.

Los Métodos se describen brevemente, {ya que cada trabajo tiene los detalles de
los procedimientos realizados: la cirugia estereotaxica, la obtencion de rebanadas
sagitales de cerebro y tos éxperimentos en el dmbito neuroquimico).

Los Resultados fueron divididos en tres partes, en ellos se muestran los trabajos
publicados en revistas intemacionales arbitradas. El primerb presenta evidencia de que
¢l SAG. in vivo, se facilita por la alopregnanolona. El segundo articulo caracteriza la
hiperexcitabilidad cortical por privacidn de GABA in vitro, los efectos de agonistas
sobre el receptor, asi como cambios neuroquimicos durante la hiperexcitabilidad. En la
tercera seccidn, se presenta evidencia del efecto de un inhibidor de la sintesis de
proteinas, la anisomicina; este farmaco es capaz de bloquear la génesis del SAG.
Ademas, se demuestra la facilitacion de la induccién de la LTP durante la
hiperexcitabilidad inducida por la privacién de GABA.

En la Discusion se integra una reflexion de las diferencias y las similitudes de la
privacion de GABA in vivo ¢ in vitro, ademds de analizarse los mecanismos que
pudieran estar involucrados en el inicio y el mantenimiento de la abstinencia al GABA.

Finalmente, en las Conclusiones se enlistan los argumentos finales a los que

conducen los resultados.



I.LI RESUMEN

1. La interrupcion abrupta de la adminisiracion continua de GABA, cl neurotransnisor
inhibidor mas importante del SNC, induce una epilepsia parcial, ademas de alleraciones
motoras ¢ irritabilidad. A este fendmena s¢ le ha denominado “Sindrome de abstinencia
al GABA” (SAG).

2. Los experimentos de esta Tesis fueron realizados en ralas macho cepa Wistar en dos
modelos de hiperexcitabilidad inducida por la privacidn aguda de GABA. En cl
primero, in vivo, se hicieron registros a nivel EEG. En ¢l segundo, in vitro, se
registraron potenciales de campo en rebanadas de cerebro. El objetivo principal de esta
tesis fue producir y caracterizar la hiperexcitabilidad inducida por la interrupcion brusca
(privacién) de la superfusion de GABA in vitre, asi como estudiar el efecio de los
neuroesteroides en Ja generacion de esta hiperexcitabilidad.

3. Esta estrategia farmacologica permitio identificar algunos cambios cclulares que
podrian subyacer a los eventos relacionados con la abstinencia gencrada por diversas
drogas que reconocen selectivamente al receptor GABAA. En particular, el efecto del
GABA ascciado con los neuroesteroides produce un incremento de la hiperexcitabitidad
inducida por la privacion aguda de GABA; favoreciendo la aparicidn del SAG in vivo y
disminuyendo el tiempo necesario para la induccién de la hiperexcitabilidad in vitro.

4. Durante la abstinencia al GABA, la alopregnanolona, el neuroesteroide con mayor
actividad sobre el receptor GABA,, incrementd su efecto inhibidor. El flunitrazepam,
también puede generar hiperexcitabilidad in vitro, por privacion. Esta es muy similar a
la producida por el GABA, lo cual sugiere que es el receplor GABA 4 el responsable de
los cambies que desencadenan el aumento de la actividad eléctrica neuronal.

5. Se observd una disminucion en la liberacién de GABA-"H inducida por alto K™ y
ademas, durante la incubacion con GABA, una posible modificacion en los receptores
GABA,.

6. La inhibicién de la sintesis de proteinas con la anisomicina bloquea la génesis del
SAG. La induccitn de la LTP se facilita durante la hiperexcitabilidad inducida por la
privacion aguda de GABA.



LIl SUMMARY

. The abrupt interruption of the continuous administration of GABA, the most
important inhibitory neurotransmitier in the CNS, induces partial cpilepsy, motor
signs and irritability. This phenomenon has been denominated “GABA withdrawal
syndrome™ (GWS).

The experiments described in this Thesis were performed in male Wistar rats in two
experimental models of hyperexcitability induced by sharp deprivation of GABA. In
the first model, EEG was recorded in vivo. in the second, in vitro, field potentials
were recorded in brain slices. The main objective of this Thesis was to produce and
characterize hyperexcitability induced by the sharp interruption (deprivation) of
GABA superinfusion in vitro. as well as to study the effect of the neurosteroids on
the generation of this hyperexcitability.

. This pharmacological strategy applied, allowed the identification of cellular changes
that may underlie events related to the withdrawal from diverse drugs which
selectively recognize the GABA, receptor. In particular, the effect of GABA
associated with neurosteroids produces an increase in the hyperexcitability induced
by sharp deprivation of GABA. This interaction favors the appearance of GWS in
vive, and reduces the time necessary for the induction of hyperexcitability in vitro.

Allopregnanolone, a neurosteroid with a high affinity for the GABA, receptor.
increased this inhibitory effect during GABA withdrawal. Deprivation of
flunitrazepam can also generate hyperexcitability in vitro. This effect is similar to
that of GABA, which suggests that it is the GABA , receptor that is responsible for
the changes that provoke the increase in neuronal electrical activity.

A decreased was observed in the release of JH-GABA inducced by high K*
stimulation. In addition, GABA application also induced changes in the GABA 4

TeCeplors.

. The inhibition of protein synthesis by anysomicine blocked the generation of GWS.
The induction of LTP was facilitated during hyperexcitability swayed by the sharp
deprivation of GABA.



11 INTRODUCCION

Los tratamientos prolongados con drogas que incrementan la actividad
GABAérgica como las benzodiazepinas, los barbitiricos o el alcohol, generan estados
de tolerancia y dependencia. Al suprimir bruscamente la administracién de estas
sustancias se manifiestan sindromes de abstinencia caracterizados por cambios ¢n la
actividad sensorial-perceptiva, alucinaciones, aparicion de crisis convulsivas, etc. Es
decir, el retiro de estas drogas favorece un incremento en la actividad neuronal. En los
Gltimos afios, nuestro grupo de trabajo ha demosirado que la privacion brusca del
GABA, genera cambios electrofisiolégicos tendientes al incremento de la excitabilidad
neuronal. Como este fendmeno se acompaiia de otros signos tales como irritabilidad,
aumento de la conducta exploratoria, “sacudidas de perro mojado”, movimiento
continuo de las vibrisas, contracciones clonicas de la pata posterior contralateral al
hemisferio infundido, etc., el fendmeno fue denominado “Sindrome de abstinencia al
GABA™” (SAG), sefialando con esto una anmalogia heuristica con el fendmenc
desarrollado por los psicotrépicos que son agonistas del receptor GABA . Asi, nuestra
hipétesis mas general postula que el sustrato de todas estas abstinencias es el mismo.
En esta Tesis, se muestra que la supresidn brusca de la administracién de GABA in
vivo genera un foco epiléptico cuando la infusion de GABA se localiza en un punto
especifico de la corteza cerebral. Este foco epiléptico dura varios dias.

Una de las caracteristicas importantes de la hiperexcitabilidad inducida por la
privacion aguda de GABA es que presenta resistencia farmacolégica a los
antiepilépticos en los primeros estadios de evolucion. Una primera hipotesis que se
planteé para explicar este evento es que €l némero de receptores diminuyera debido a
la privacion de GABA (down regulation; Calkin y Bames, 1988). Sin embargo, la re-
administracion de GABA es capaz de disminuir o bloquear completamente la
hiperexcitabilidad. Es decir, este primer planteamiento es insuficiente para explicar la
fenomenologia de la privacién de GABA. Por lo que planteamos una segunda
hipétesis: ;es posible que el receptor GABAA modifique su estructura debido a la
administracion y posterior privacion de GABA? Muchos modelos de epilepsia y

abstinencia tiencn como comon denominador la modificacion en las subunidades que



conforman al receptor de GABA. Asi, la “abstinencia”™ al mismo GABA puede ser ¢!
sustrato de muchos tipos de cpilepsia cuyo origen comin ¢s una modilicacion del
receplor ionotropico.

No obstante que conociames que la enzima de sintesis del GABA, ta GAD, ustd
disminuida en su actividad y que se presentan cambios por excitotoxicidad en ¢l tejido
nervioso durante la privacidn de GABA, esta Tesis estudia otros cambios en la sinapsis
GABAérgica que podrizn estar relacionados con los signos que acompanan la privacion
de GABA.

Con el fin de distinguir ¢l efecto especifico de la privacion de GABA, de los
cambios generados por las crisis misma y/o la hiperexcitabilidad fue necesario tener un
correlato in vitro (rebanadas de cerebro). Ademds, la importancia de caraclerizar un
modelo in vitro en este tipo de fendmenos ayudara a identificar cambios
neuroquimicos y biofisicos en diferentes etapas de la hiperexcitabitidad inducida por la
privacién aguda de GABA.

Mediante una estrategia farmacolégica, determinamos la sensibilidad del
receptor GABA, durante la hiperexcitabilidad inducida por la privacién aguda de

GABA, para deducir si hay cambios en el receptor.

11. 1 Neurotransmisién GABAérgica: El GABA y sus receptores
I1.1.1 GENERALIDADES E HISTORIA

Un neurotransmisor clisico es una pequefia molécula derivada comiinmente de un
amino4cido o de su metabolismo intermediario, se sintetiza por reacciones enzimaticas
en secuencia y se almacena en vesiculas de las terminales sindpticas. La liberacion del
neurotransmisor se incrementa durante la despolarizacion membranal que induce un
aumento en la conductancia a calcio de la terminal, El efecto de un transmisor quimico
se inacliva ya sea por mecanismos de recaptura o por degradacion enzimatica en el
espacio sinaptico (Deulch y Roth, 1999).

Un neurotransmisor ejerce un efecto inhibidor cuando deprime la  excitabilidad
neuronal. Durante la inhibicion disminuye la probabilidad de que una neurona genere
potenciales de accién. En el hipocampo y en Ia corteza cercbral la inhibicidn se produce
mediante circuitos neuronales locales establecidos por interneuronas. de las cuales mas
del 90% son GABAérgicas (Nurse y Lacaille, 1997). Estas células inhiben a las

neuronas de proyeccion (piramidales), lo cual establece una importante regulacion en la



excitabilidad del cercbro (Luddens et al., 1995). No obsiante, s¢ ha dentostrado que el
GABA también genera respuestas  despolarizantes (ver seecion LIV de esla
Introduccion).

El GABA fue descubierto en 1950 por Eugenc Roberts {Kmijevic'. 1991), y fue
hasta 1957 cuando se publico la primera evidencia que sugeria que ¢l GABA era un
neurotransmisor. Bazemore y colaboradores identificaron una sustancia enddgena o
“factor |" como tesponsable de la accion inhibidora de los extractos de tejido nervioso
sobre neuronas de langostino (Kmjevic', 1997). Un afio después se demostrd que el
GABA, aplicado en forma directa a la corteza cerebral, tenia efectos sobre la actividad
eléctrica y se dieron evidencias de que involucraba el movimiento ibnico en las
neuronas (Kmjevic', 1984; Houser et al., 1984). Fue hasta 1966 cuando se obtuvieron
pruebas convincentes del caricter inhibidor del GABA, al estudiar la placa
neuromuscular del crusticeo (Kuffler et al., 1984).

Este neurotransmisor es un aminoacido monocarboxilico (100 daltones), su nombre
proviene de las siglas en inglés de su estructura molécular: acido (y) gamma
aminobutirico (4-aminobutirate). Es el neurotransmisor inhibidor predominante en el
sistema nervioso central (SNC) de los mamiferos (Olsen y Tobin, 1990; McKeman y
Whithing, 1996; Avoli et al,, 1997).

[LLII SINTESIS Y METABOLISMO

El GABA se sintetiza en las terminales nerviosas por descarboxilacion del glutamato,
por accién de la enzima 4cido glutdmico descarboxilasa (GAD) también conocida como
L-glutamato 1-carboxilasa-liasa. La mayor parte del dcido glutdmico necesario para la
formacién del GABA no proviene del torrenle sanguineo, la neurona posee un
mecanismo enzimatico de sintesis a partir de una transaminacion oxidativa debida a la
a-cetoglutarato transaminasa (GABA-T). o por un proceso de desaminacion de la
glutamina a través de la enzima glutaminasa. Las fuentes del acido glutimico son: 1) él
a-cetoglutdrico, metabolito det ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, 6 2) la desaminacion
de la glutamina (DeLorcy y Olsen, 1994; Deuich y Roth, 1999).

Un aspecto interesante cn la sintesis del GABA es el que la enzima que provee al
sustrato {glutamato) también lo degrada. El GABA es transformado a semialdehido

succinico por la GABA-T en presencia de a-cetoglutdrico como co-sustrato para la



reaceion, Asi, la GABA-T es la clave de la sintesis y el calabolismo del GABA. Estos
aspectos hacen diferente Ia sintesis del GABA a la de otros ncurotransmisores, ya que ¢l

GABA es un derivado directo del metabolismo intermediario de la glucosa (Paul, 1995;

figura 1).
Figua 1 Gin ‘ ELERENIO PRESINAPTICO
l“lut;:.-ilan
CELULA GEIAL
ticlo de
Krebs )
a cetoglut

NEURONA POSTSINAPTIEA

Escuema del ciclo de la new otr snsmision GABAégica. Bl @-cetoghnarato formado

en el ciclo de Krehs es transaminado a Glu, por Ia GABA tranaminasa (GABA-T), ¢l GABA
es formado por la actividad «de la glutamato descorboxilasa IGADY. El GABA es fecapturade
por un transportador de alto afinidad {GAT), presente en neurona y ia.

Modificodo de Deutch y Roth, 1999,

La GAD es una enzima citosolica mientras que el glutamato es sintetizado en la
mitocondria, por 1o que es necesario un transporte (shunt) o derivacion del precursor de
un compartimento a otro para garantizar la produccidn de GABA. La GAD es critica
para el control de la excitabilidad neuronal, ya que una disminucién en su actividad
favorece la aparicién de convulsiones (Tapia et al., 1975). Esta enzima tiene como
cofactor a un derivado de la vitamina Bé, el fosfato de piridoxal (PLP: por sus siglas en
inglés). La GAD esta presente en las neuronas en dos iselormas que se encuentran
codificadas por dos distintos genes. Las iseformas son distinguidas como GADGS v

GAD67 de acuerdo con su peso molecular. Estas exhiben algunas diferencias en su
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distribucién molecular, lo que sugiere que cstas dos fonmas de GAD pueden regular
diferentes vias de sintesis de GABA. Estas GADs difieren signilicativamente en su
afinidad por ¢l PLP: la GAD6S muestra una alta afinidad al cofuactor en tanto que la
GADG7 posee una muy débil interaccion con el PLP. La GADGS es una enzima cuya
actividad es ripida y cficientemente regulada. La GADG67 sc regula a nivel
transcripcional y su expresion depende de la excitabilidad de la neurona (Tapia ¥
Sandoval, 1971; Covarrubias y Tapia. 1980). La GAD no estd presente en neuronas en
las que el acido glutamico se utiliza como neurotransmisor, es decir, las neuronas

glutamatérgicas no tienen al GABA como neurotransmisor {Paul, 1995).
ILLIII RECAPTURA

Estudios farmacolégicos muestran que el GABA se recaptura por las neuronas y por
la glia. La recaptura depende del gradiente electroguimico del Na*, por lo que es
dependiente de la actividad de la ATPasa Na'/K*. Ademas, la glia tiene capacidad de
almacenar GABA. La recaptura de GABA es el mecanismo primario de la inactivacion
de su efecto. El transportador es una proteina de doce segmentos transmembranales,
tiene sitios de glicosilacién, y varios sitios para ser fosforilado: uno para proteina cinasa
A (PKA) y sicte para proteina cinasa C (PKC), por lo que este proceso se modula por la
actividad de segundos mensajeros (Bowery, 1990; Nelson et al., 1990). Actualmente se
distinguen tres distintos transportadores de GABA. Uno de ellos se expresa en forma
especifica en neuronas, otros lo presentan unicamente las células gliales y otro es
comun para ambos tipos de célula (Guastella et al., 1990; Liu, 1992).

Ante una estimulacién eléctrica o quimica, el tejido neural inicia una respuesta. Entre
los eventos que se suscitan, se puede identificar a las respuestas sindpticas excitadoras €
inhibidoras. Las primeras favorecen la propagacion de los impulsos eléctricos ya sea por
la liberacién de neurotransmisores o por modificaciones en el nivel de receptores
postsinpticos. En lanto que los eventos sinapticos inhibidores puede operar mediante
dos mecanismos generales: por reduccion en la liberacién de aminoacidos excitadores a
través de una accion presindptica o por reduccién de la excitabilidad de la célula

postsinaptica (Kuriyama, 1993}.



ILLIV FISIOLOGIA

El GABA tiene efectos en ambas membranas: pre y postsiniptica {Kmjevie', 1997).
El mecanismo de inhibicién presinaptico es a partir de una disminucion en cb ingreso de
Ca®', catidn involucrado en la maquinaria de liberacion de neurotransmisores en la
terminal nerviosa. A nivel postinaptico el mecanismo sc debe a un ripido incremento en
la conductancia al CI', lo cual tiene un efecto hiperpolarizante de la membrana neuronal.
Ademas, en algunas neuronas se incrementa una conductancia lenta de K'; fortaleciendo
la hiperpolarizacién. A todo el evento postsindptico se le denomina potencial post-
sindptico inhibidor {(IPSP por sus siglas en inglés; Borman, 1988; Kmjevic”, 1991,
1997). Sin embargo, recientemente s¢ ha demostrado que durante la activacion
prolongada de los receptores de GABA, en Ja dendrita, la respuesta de la membrana
postsindptica cambia de hiperpolarizacion a despolarizacion (Staley y Proctor, 1999).
Una explicaci6n para el cambio del efecto del GABA es la siguiente: el incremento del
flujo de CI' y HCO'y a través del iondforo GABA, tncrementa la concentracion de
estos aniones en el interior de la célula, por lo que disminuye la fuerza electroquimica
de los aniones y en consecuencia su flujo al interior de la neurona también disminuye.
Ademas, al cambiar su potencial de equilibrio, se favorece un egreso del HCO,
produciendo un evento despolarizante (Grover et al., 1993). Esia despolarizacion
disminnye el bloqueo dependiente de voltaje del receptor NMDA por parte del ion
magnesio, por lo que esta actividad mediada por GABA es suficientc para la activacion
sinaptica del receptor NMDA (Staley et al,, 1995). Las respuestas postsindpticas
GABAérgicas en neuronas corticales pueden consistitr en una temprana
“hiperpolarizacién somitica” (también denominada respuesta h-GABA.} y una
respuesta “despolarizante  dendritica” {0 respuesta d-GABAx; Bonnet y
Bingmann,1995). En conclusién, los flujos de bicarbonato contribuyen a la respuesta
d—GABA,, en tanto que la respuesta h-GABA 4 es principalmente debida al CL" (Perkins
y Wong, 1997).

Los efectos del GABA a nivel pre y post-sindptico son consecuencia de su
interaccion en la membrana a través de protcinas receptoras. El GABA se une a més de
un sitio a nivel de la membrana neuronal. Los receptores para el GABA se dividen en
dos grandes grupos, uno asociado a proteinas G y nucledtidos ciclicos, denominado tipo
B o GABAg o de tipo metabotropico. El otro es ¢l receplor tipo A, GABA4 o de tipo

ionotropico debido a que a través de ¢l pasan aniones.
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ILLV EL RECEPTOR GABA,,

E! receplor GABA, es una proteina de aproximadamente 80 kDa (Ohmon vy
Kuriyama, 1991) con siete segmentos transmembranales. Es miembro de la familia de
los receptores metabotropicos acoplados a proteinas G (Soltes et al., 1988; Kaupmann ¢t

al., 1997); es insensible a bicuculina (antagonista GABA 4} pero reconoce al bacidfen

(agonista especifico). Se ha demostrado que este fAmmaco actua presinapticamente
disminuyendo la liberacion de neurotransmisores en ¢l SNC (Thompson, 1992). Otro
aponista selectivo de este receptor es el dcido 3-amino propil fosfonato (APPA. por sus
siglas en inglés); en tanto que los antagonistas selectivos de este receptor son ¢l saclofén
y el faclofén (Kerr et al., 1987; Karlsson et al., 1988). El receptor GABAGg se encuenira
en ambas membranas sinapticas: a nivel presindptico es el receptor que permite la
disminucién en la liberacion de neurotransmisores por un blogqueo en el ingreso de
calcio a la terminal sinéptiéa via proteinas G, de tal forma que al ser activado inhibe la
activacion de canales de Ca’’ dependientes de voltaje. En la regién postsiniptica la
activacidn de este receptor induce un incremento en la conductancia a potasia, lo que se

identifica como la porcién lenta del IPSP (Deutch, 1999).
ILLVI ESTRUCTURA DEL RECEPTOR GABA,

El receptor GABA,, tiene una composicién semejante a 10s receptores ionotropicos
de acetilcolina (picotinico) o de glicina y serotonina (5-HT3). Estas proteinas estin
formadas por subunidades, y presumiblemente derivan de genes ancestrales, El receptor
GABA, es un complejo molecular integrado como heteropentamero de peso
aproximado entre 275 a 400 kDa (Hevers Luddens, 1998; Macdonald y Olsen, 1994;
Sieghart et al., 1999).

El estudio de la estructura molecular del receptor GABA ha permitido caracterizar a
las subunidades que lo forman (figura 2). Estas proteinas se denominan con las letras
griegas: alfa (o), beta (), gamma (), delta (8) epsilon (g), pi {x), rho (p) y theta (0),
ademas, cs posible distinguir diversos tipos: 6 diferentes subtipos de a; 4 distintas B. 4
tipos de y, ! forma de &, 1 de tipo €, 1 sola m. 3 formas de p y un solo tipo de 0
(Kardos, 1999; Chebib y Johnston, 1999).



Figua 2
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reconocimiento de ligandos. La regién TM2 1epresenta la pared del canal iénico,

TM3 y TM4 muestran sitios para fosfositacion. B) Las 8 cleses de subumnidades v las
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Basandose en esta heterogeneidad de isoformas, el ensamble variable de las

subunidades otorga diversidad en las propiedades biofisicas del receptor. A partir de

esta variedad de subunidades se puede calcular una combinacion de més de 10 000

isoformas posibles del receptor GABA,, aunque no todas serian funcionales (Wattford

et al., 1994; Araki et al., 1992; Wang et al., 1992; Zhang et al., 1992; Bovolin et al..

1992; Araki y Tohyama, 1992). Cada subunidad tiere su dominio N-terminal del lado

extracelular, el cual puede ser el sitio de ligado de varias moléculas. Todas las

subunidades presenian 4 dominios transmembranales denominados T™M 1, TM2, TM3. v

TM4; la region TM2 representa un especial interés: permite la formacién de un canal

i6nico. Localizado en la region del citosol cada TM tienen 2 anillos de residuos de

aminoacidos, ¢l anillo que conccta a las regiones TM3 con TM4 contienen residuos de

serina. un excelente blanco susceptible de ser fostorilado.



La secuencia de aminoacidos que componen a cada una de las subunidades del
receptor GABA 4 tiene una masa molccular en el rango de 48 a 64 kDa y ademis
muesira entre un 30 a 40% de identidad entre los distintos grupos de subunidades y un
70 a 80% de identidad entre subunidades del mismo grupo (Macdonald y Olsen, 1994,
McKeman y Whiting, 1996; Hevers y Luddens, 1998.).

El sitio de pegado del GABA a su receptor ¢s a nivel de las subunidades a y B
Especificamente, en la subunidad «l el residuo del aminoacido fenilalanina en la
posicién 64, es determinante para el pegado del neurotransmisor; ¢n fanto que al nivel
de la subunidad P los residuos de tirosina {57 y 205 asi como las treoninas 160 y 302
son indispensables para el pegado del GABA. Cuando este neurolransmisor se une a su
receptor ionotropico los aniones pasan al interior de la neuroma produciendo
hiperpolarizacion o un cambio en ¢l potencial de membrana que lo aleja del umbral de
disparo del potencial de accién. Este fenémeno se debe a un cambio conformacional de
la proteina receptora que la convierte en un canal, el cual es significativamente largo (5-
8 [). La formacién de un canz! selectivo en estas condiciones permite el flujo de CT" ¥
aniones al interior de la célula. Esta selectividad proviene de la carga positiva de los
aminodcidos que estratégicamente se encuentran en la porcion final del interior del
canal, '

Fi receptor-canal exhibe 3 diferentes conductancias las cuales se encuentran entre los
12, 17-20 y 27-30 pS; ademas se han revelado tres diferentes estados de apertura: 0.5,
26 y 7.6 ms (Hevers y Luddens, 1998; Macdonald y Olsen, 1994; McKeman y
Whiting, 1996).

ILLVII. MODULACION ALOSTERICA DEL RECEPTOR GABAAx

El receptor GABA, es una proteina alostérica. Esto es, sus propiedades pueden ser
moduladas por la unién de otros compuestos que no se unen al mismo sitio que
reconoce al GABA. Ciertos farmacos hacen mas eficiente la transmision GABAérgica,
incrementando La frecuencia de apertura del receptor/canal o cambiando el tiempo de
apertura del canal. Ejemplos de estos moduladores son los barbituricos y las
benzodiazepinas, ya que ambos grupos de Firmacos se unen al receplor y potencian la
actividad del GABA, por ejemplo, desplazan la funcidn concentracién-respuesta de
GABA hacia a la izquierda (Hadingham et al., 1992; McKeman y Whiting, 1996).

Especificamente, las benzodiazepinas son moduladores de las corrientes de CL ya que



incrementan la frecuencia de apertura del canal pero no la duracion de fos estados
abicnos, en tanto que los barbitiricos alteran las caracteristicas de las corrientes
GABAérgicas incrementando ia duracion de las aperturas del canal. De tal forma que ¢l
resultado meto de la presencia de barbitiricos o benzodiazepinas o ambos es cl
incremento de fa inhibicién neuronal {Macdonald y Olsen, 1994 Kardos, 1999). Las
benzodiazepinas tienen su sitio de pegado en el receptor al nivel de fas subunidades a y
B. Sin embargo, quien confiere la afinidad por las mismas es la subunidad y;
principalmente el subtipo tipo 2 (y2). El efecto alostérico de las benzodiazepinas es uno
de los més estudiados. El GABA debe estar presente para que cl efecto de las

benzodiazepinas se observe (Bureau y Olsen, 1990; Knapp et al., 1990).

Figura 3
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Elreceptor GABA, 3 uns proteina slostérica que puede s&r modulada por diversos ligandas.
Al ser activedn, se genera un potencisd post-sinpiptico inhibitorio, el cue! depende de
un ingreso de C°,

El sitio de interaccién de los barbitiricos se localiza en las subunidades « y [ del
receptor. Los barbitiricos tienen un modelo dual de accién: a concentraciones pequetias
su efecto depende de la presencia del GABA, sin embargo. a dosis grandes el efecto de
incremento en el tiempo de la apertura del canal depende exclusivamente del
barbitirico.

También interactiian con este receptor algunos tipos de esteroides, los cuales pueden
modularlo en forma positiva y/o negativa (Majewska, 1992); el alcehol que reconace un

sitio diferente al de benzodiazepinas y barbitiricos {Aguayo, 1990) y la picrotoxina que
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se une aparentemente al poro del canal previniendo el flujo de iones, debido a un
bloqueo de apertura.

La bicuculina, un polente convulsivante, disminuye el pegado del GABA al receptor
de manera compelitiva. Agonistas sclectivos de este receptor son la isoguvacina y ¢l
muscimol. Los antagonistas del receptor GABA, mejor csiudiados son el (-
butilbiclofosforotionate (TBPS), y ia penicilina, que bloquea ¢l poro (Ruano et al.,
1991; Costa, 1987; Macdonald y Olsen, 1994; Chebib y Johnston, 1999).

Finalmente, algunos ancstésicos penerales como isoftuorano y el halotano;
anticonvulsivantes como el loreclezole, la carbamazepina; la hormona tiroidea T3 asi
como la L-tiroxina; la somatostatina-14, la melatonina; los antihelminticos come la
ivermectina; pesticidas como el lindano, endrina, y dieldrina; algunas poliaminas como
la espermina y la espermidina; antidepresivos como la mianserina y el amoxapina;
diuréticos como el furosemide; citocinas como la interleucina-1 son moléculas que
reconocen al receptor pero cuyo efecto o importancia en la modulacion en la
nevrotransmsidn GABAérgica aun no esta suficientemente estudiada (Mehta y Ticky,
1999). Se conoce que los cationes polivalentes como el Zn®* se comportan como un
bloqueador no competitivo de los receptores GABA, de una forma dependiente del
voltaje. El efecto del Zinc disminuye o desaparece si el receptor GABA coexpresa la
subunidad y (Draguhn et al., 1990). Es decir, un receptor ionotrdpico que es sensible a
benzodiazepinas, es resistente al bloqueo por Zn™. Tomando en cuenta que el zinc se
localiza en vesiculas sindpticas y es coliberado con varios neurotransmisores y
hormonas, es posible que este catién module la actividad de ciertos subtipes de
receptores GABA » (Legendre y Westbrook, 1990; DeFazio y Hablitz, 1998).

Una misma neurona es capaz de expresar diferentes tipos de receptor GABAA y por
lo tanto tener susceptibilidad farmacolégica variable (Garcia-Ugalde y Brailowsky,
1993).

JLLVIII DISTRIBUCION DEL RECEPTOR GABA, EN EL SNC

Con base en estudios farmacolégicos se tienen evidencias de una segregacidn
espacial de los receptores GABA y GABA, postsindpticos en células piramidales. La
respuesta postsinaptica del receptor GABAy se genera en dendritas, en tanto que la

respucsta GABA 4 se produce en el soma y las dendritas.



Exceptuando a las subunidades p que se expresan imicamente en la retina y las 1 que
s¢ encuentran en timo, pulmén, prosiala y utero. las olras subunidades se expresan
ampliamente en el cerebro. El receptor GABA, de la retina es farmacologicamente
insensible a bicuculina aunque cs sensible a picrotoxina. No muestra modulacion por
barbitiricos, benzodiazepinas y/o baclofen por lo que se le denomind GABA(
(Macdonald y Olsen, 1994; Chebib y Johnston, 1999). Los receptores GABAc se
forman a partir de 1a unién de varias isoformas de la subunidad p, capaces de formar ¢l
canal de CI. Los agonistas descritos para este subtipo de receptor son el acido cis-4-
aminocrotonico o ACCA y el acido trans-4-aminocroténico (TACA). En cuanto a los
antagonistas del receplor GABA(, el mejor estudiado es el dcido imidazol—4-acético y
el acido 1,2,5,6-tetrahidropiridina —4il-metilfosfonico.

Estudios de biologia molecular han permitide el mapeo de algunas subunidades del
receptor GABA, en ¢l genoma humanoe. Asi por ejemplo, los genes que codifican a las
subunidades a1, @6, B2 y ¥2 se encuentran en el cromosoma 5 en las regiones q32-33.
En tanto que las subunidades ai, a4, Bl y v1 se encuentran en ¢l cromosoma 4 en las
porciones pl3-4ql11, en el caso de la subunidad o5, B3 y ¥3 se encuentran en el
cromosoma 15 en sus regiones q11-q)3. La subunidad o3 se encuentra codificada en un
gen que reside en el cromosoma X (Thompson et al., 1992; Wilcox et al., 1992},

No obstante que los ARNm de las subunidades del receptor GABAA se encucntran
en casi todo el cerebro, pueden distinguirse distribuciones heterogéneas en algunas
regiones del SNC. Por ejemplo, las células de Purkinje del cerebelo expresan casi
exclusivamente la subunidad «6, en tanto que la subunidad ol se expresa
principalmente en neorcorteza y cerebelo. En corteza cerebral son muy comunes las
subunidades cti-4, al igual que la isoforma B2, en tanto que las subunidades B1 y 3 son
mas comunes en ¢l hipocampo, en la corteza cerebral y en el cerebelo. Por otra parte.
las subunidades P4 y y4 se han descrito solamente en el cerebro del pollo. Es
interesante que ta subunidad yi se expresa predominaniemente en la amigdala y el
septum; la variante y2 se encuentra practicamente en todo el cerebro, y su asociacion
con B2 y al es frecuente (Essrich et al., 1998), Ia subunidad y3 se localiza en la corteza
cercbral y el estriado. La triple combinacion clf2y2 conforma la més frecuente
poblacidn de receptor GABA, en la corteza cerebral, en comparacién con el
hipocampo, donde es comun la expresion de las subunidades a2BIp3y2 y aSpif3y2

{McKeman y Whiting, 1996). La subunidad y2 tiene dos isoformas: larga (y2L} y cona



(¥2S; por sus siglas en inglés), la subunidad y2§ es mis abundante que la y2L en cl
hipocampo, la corteza cerebral y ¢l bulbo olfatorio, en contraste, en ¢l coliculo inferior,
¢l bulbo y en el cerebelo se expresa mas 2L que ¥2S. La mayor expresidn de subunidad
& se cuantifica en el cerebelo. En tanlo que la subunidad £ estd en la amigdala, ¢l
talamo y los niicleos subtaldmicos (Hevers y Luddens, 1998; Mehta y Ticku, 1999).

La coexpresién de las subunidades a2, a3 y a3 asociadas con I, B2 o B3 con y2
integran a los receptores GABAA en los que se presenta una mayor sensibilidad a
benzodiazepinas. Es posible subdividir a los receptores GABAA con base en sus
propiedades farmacolégicas del efecto y pegado de las benzodiazepinas. El receptor tipo
[ (BZI). une con mayor afinidad a la trizolopiridazina (Cl 218 872) en tanto que el
receptor tipe I (BZH) une con gran afinidad al 1,4 benzodiazepina: 2 oxo-quazepam. El
receptor BZI abunda en cerebelo, en tanto que el BZII se localiza en casi todo el
cerebro. Para tipo de farmacos, como el TBPS el pegado al receptor alP2y2 es
considerable; en tanto que para algunos esteroides requieren de la presencia de $2y2 con
cualquier isoforma de «l, a2 y/o a3 para una modulacién positiva potente (Fritschy et
al., 1992; Puia et al., 1993).

Diversos estudios indican que la fosforilacién del receptor GABA, modifica las
corrientes de CI' inducidas por GABA, benzodiazepinas y ctanol. La fosforilacidn puede
aumentar (Stelzer et al., 1988; Browing et al., 1990) o disminuir estas corrientes
(Leidenheimer et al., 1992; Leidenheimer y Chapell, 1997), medificando ia cinética de
activacién y el proceso de desensibilizacién del receptor. Esta modulacién por
fosforilacién depende de distintas enzimas activadas por diversos segundos mensajeros,
por gjemplo, la PKA, Ja PXC y por la cinasa dependiente de CaZ*(CAMII). El blanco
de estas fosforilaciones son los residuos de serina de las asas que comunican a M3 y M4
de las subunidades B (figura 2). De esta forma, la actividad de este receptor ionotropico
puede ser modulada por sefiales externas e internas (Figura 3; Lambert y Harrison,
1990; Bureau y Laschet, 1995; Krshek et al,, 1994; Zahi et al., 1998; Chum y
DeLorenzo, 1998).

Los cambios en la neurotransmision GABAérgica tienen un papel preponderante en
la fisiopatogénesis de diversos trastornos neuronales como la epilepsia, sindromes de
abstinencia, elc., cuya caracteristica principal es el aumento de la excilabilidad
neuronal. Uno de los siguientes cambios puede ser suficiente para disminuir la eficacia

de la transmisién GABAérgica: a) modificaciones en la sintesis del GABA b)
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disminucién en la liberacion del GABA, ¢) cambios en la recapiura del GABA y d)
modificaciones en la composicion heteromérica.

En algunos tipos de epilepsia y en algunas enfermedades neurodegencrativas ademas
de que la neurotransmision inhibidora estd disminuida, hay un incrementc en la
transmisién excitadora. Diferentes evidencias experimentales apoyan lo anterior: a)
existe una disminucién de las terminales GABAérgicas corticales en diversos modelos
de epilepsia experimental (Olsen y Avoli, 1996; Ribak y Bakay, 1999}, b) las
concentraciones de GABA en el liquido cefalorraquideo (LCR) de bacicmes con
diagnéstico de epilepsia y en medelos experimentales de epilepsia se encuentran por
abajo de los niveles normales (Kmjevic', 1997), c) los farmacos que interfieren con el
sistema GABAérgico provecan convulsiones tanto en el hombre como en animales, en
tanto que aquellos firmacos que incrementan la funcion del GABA poseen propiedades
anticonvulsivantes (LeGal La Salle et al., 1988; Brailowsky et al., 1988, 1989; Doble y
Martin, 1996); d) en animales con epilepsia genética el conuin denominador son las
anormalidades en los receptores GABA, (Brailowsky et al., 1989; Olsen y Avoli, 1996)
y &) muchos tipos de epilepsia inducen alteraciones en el receptor GABA (Hu y Ticku,
1994, Speark et al,, 1998; Smith et al., 1998).

ILII Los esteroides: caracteristicas generales

Las hormonas esteroides se clasifican con base en su estructura quimica y en su
efecto biolégico. Muchos tejidos del organismo participan en el metabolismo de estas
hormonas, ya sea como fuente de origen © como 6rganos blanco. La [UPAC-IUB (que
son las siglas en inglés de la Joint Comission of Biochemical Nomeclature) propuso en
1989 la estructura bisica de los esteroides, la cual se muestra en la figura 4. El niicleo
basico de los esteroides es el ciclopentano perihidrofenantreno, que varia dependiendo
de las sustituciones en la posicion del carbeno nimere 17. (Hill et al., 1991).

La céluta que sintetiza esteroides puede obtencr el colesterol. principal
precursor, por tres diferentes vias:
a) del torrente circulatorio a partir de lipoproteinas circulantes (de baja densidad o LDL)
que al unitse a su receptor especifico se intemalizan y liberan en ¢l citosol al colesterol.
b} utilizacion de ésteres de colestercl en pozas de reserva citoplasmaticas (inclusiones

citoplismicas).
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c) sintesis “de novo™ a partir de acetil-coenzima A, cuyo paso limitante ¢s al nivel de la
enzima 3-OH-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG CoA reduciasa; Jung-Testas, et al,,
1999; Robel y Bautieu, 1995).

A panlir del dltimo tercio de los afios sclenta y durante la década de los ochenta,
se comprobd que algunos efectos inducidos en ¢t SNC por los esteroides tlienen latencia
corla {segundos/minutos), sugiriendo que no intervienen los receptores intracelulares

{Roberts, 1995).

Figura 4
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Los primeros estudios se realizaron con radioligandos; por medio de ellos se
caracterizd la union especifica de los esteroides a la membrana neural. Towle publicd
esto en membranas sinapticas (Towle et al., 1983). Posteriormente, Ke reporté que el
C#11 de la progesterona se une por igual a la albimina sérica que a un receptor
membranal (Ke y Ramirez, 1990). Manipulaciones experimentales que descartan los
mecanismos genéticos, por ejemplo, el blogueo de Ia entrada del esteroide a la célula,
la eliminacion del nicleo celular, o la inhibicién de los mecanismos de traduccion
genética (ARNs/sintesis proteica), brindaron evidencia de efectos rapides ¢
independientes del genoma (Lambert et al., 1999).

Actualmente se sabe que algunos esteroides se unen a receptores membranales
de distintos neurotransmisores: GABA, glutamato, acetilcolina y glicina, interactuando
con ellos en forma alostérica, modificando la concentracidn de algunos iones
intracelulares, y en consecuencia, modificando la excitabilidad de la membrana

neuronal. Esta “neuromodulacidn” de los esteroides se describe como cfectos no
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gendmicos (Belelli et al., 1989; Carette et al., 1984; Harrison cl al., 1984; Majewska el
al., 1987, 1992; Gasior et al,, 1999).

IL. 1 Esteroides Sistémicos y Esteroides Neurcactivos

Los 6rganos principales de sintesis de hormonas esteroides son las gonadas, la
placenta (esteroides sexuales) y las glandulas suprarrenales (mineralocorticoides y
glucorticoides). En conjunto, a estos esteroides se les denomina csteroiaes sistémicos
(ES). Los esteroides neuroactivos (EN) se refieren a 1os esteroides sistémicos con
actividad en el tejido neural pero que el cerebro no sintetiza; estos son abundantes en el
plasma y su concentracién cambia en forma circadica (Majewska, 1992).

A principios de la década de los noventas se describid la sintesis de
pregnenolona a partir de colesterol marcade radioactivamente en homogenados de
cerebro (Baulieu et al., 1992). Posteriormente se caracterizé su conversién a varios
metabolitos, entre ellos a la 3c-hidroxi-Sa-pregnan-20-ona  (pregnanolona o
alopregnanolona o 3a-OH-DHP), asi como al sulfato de dehidroepiandrosterona
{(DHEAS). Se identificé a las enzimas asociadas al citocromo p450scc: hidrolasas.
desmolasas y oxidorreductasas en los oligodendrocitos, ademas de la enzima que reduce
a la progesterona: la  5-3 a-reductasa. Por lo anterior, se puede considerar ai
oligodendrocito como una célula neuroparicrina, productora de esteroides v
neuromoduladora del SNC (Joels, 1997; Rupprecht et al., 1996). Etienne Baulicu v
Paul Robel denominaron neuroesteroides a los esteroides sintetizados de novo en el
cerebro (Baulieu y Robel, 1993). Las concentractones de los neuroesteroides son

independientes de la concentracién de los esteroides sistémicos.

L1V Neuroesteroides

Los neurcesteroides enddgenos y sintélicos con mayor actividad sobre el
receptor GABA . son los que tienen ¢l anillo A reducido cn su C45 ¢ hidroxilado en el
C#3, ambos en posicion o, y un dtomo clectronegativo (cominmente oxigeno) en el
C#17 6 en €l CH#20 (Finn y Gee, 1993). Estas caracteristicas las tienen la

alopregnanolona y el esteroide neuroactivo tetrahidrodeoxicorticosterona (THDOC). La



alopregnanclona s ¢l neuroesteroide con mayor actividad bioldgica y potencia
farmacoldgica sobre el receptor GABA 4 {Farrh et al., 1992). Sus cfeetos desceritos son:
ansioliticos, hipnélicos, antiepilépticos y anestésicos, (Majewska, 1992, Lan y Gee,
1994).

En los mamiferos, la concentracién de pregnenolona es elevada en la elapa
postnatal (40 ng/g) y posteriormente disminuye. La concentracién incrementa cn
situaciones de estrés, gestacion y periedo postparto (Wieland et al.,, 1981), io que
contribuye a la relajacion, sedacion y analgesia en estos eslados (Wilson et al., 1992;
Grobin et al., 1992; Kabbadj et al., 1993).

El cerebro de los mamiferos produce también neuroesteroides antagonistas del
receptor GABA,; en esta catcgoria se encuentra los derivados sulfatados: sulfato de
pregnenolona  (PS) y el sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS). Estos
neuroesteroides se han utilizado como agentes proconvulsivos en diversos modelos
experimentales (Kokate et al., 1999).

De acuerdo a la heterogeneidad del receptor GABA,, las subunidadesa 1,4y 3
parecen proporcionar la mayor sensibilidad del receptor GABA 4 2 los neuroesterpides,
en tanto gue es necesaria la presencia de las subunidades $1 y y2 como moduladoras de
esta actividad. Sin embargo, alin no se ha identificado la posible funcién de otras
subunidades (Maitra y Reynolds, 1998, 1999; Penschuck ¢t al., 1999).

Se ha identificado al menos dos sitios diferentes del receptor GABA,4 con los
que interactian los neuroesteroides; caracterizados por su afinidad. Se ha postulado
que ¢l sitio de alta afinidad para el sulfato de pregnenolona, se refiere a una porcion
hidrofébica  dentro del receptor, ya que es insensible a digestion proteica. Sin
embargo, para DHEAS los efectos de enzimas proteoliticas alteran notablemente la
unién al receptor. Lo anterior hace pensar en distintos sitios de unién del receptor para
estas moléculas y la participacion de estructuras fuera del receptor (Majewska, 1992,
Joels, 1997; Maitra y Reynolds, 1999).

Majewska propone que la interaccion a nivel del receptor GABA, es distinta
entre los neuroesteroides agonistas y los neuroesteroides antagonistas (Majewska,
1992). Ambas moléculas muestran diferencias en su polaridad: los agonistas son
altamente liposolubles en tanto que los antagonistas son muy hidrosolubles (grupo
sulfate); esta propiedad hace que ambas estructuras se comporicn en forma diferente en

la membrana plasmdtica.



El alomo electronegativa del CH20 de los neuroesteroides agonistas es posible
que sea la principal diferencia polar entre ambos grupos de ncuroesteroides y a su vez ¢l
lactor {undamental de union a la proieina. La 3a hidroxilacion también puede ser
responsable de una  modificacidn del receptor. Tanto la 3a hidroxilacion come ¢l
grupo ceto del C#17 o del C#20 interactian con las subunidades proteicas del receptor
mediante puentes de hidrégeno, en tanto que fa posicion 3 cs esencial para el efecto
antagonico de los neuroesteroides sulfatados. .

Orchinik, en 1993 propuso que los neuroesteroides pueden interactuar con
proteinas G acopladas a sistemas efectores en la membrana neural. Un afo después se
identificé que algunos neuroesteroides eran capaces de modular corrientes de calcio por
mecanismos de transduccién acoplados a proteinas G sensibles a toxina pertusis
(Ffrench-Mullen et al., 1994),

A fines de la década de los ochentas se propuso una probable relacion entre la
excitabilidad cerebral y los cambios ciclicos de las hormonales sexuales (estrogenos y
progestagenos). La evidencia clinica y experimental apoya a los estrogenos y
progestigenos como moduladores en la frecuencia de presentacién de algunos tipos de
epilepsia, en contraste con los pobres efectos de los androgenos y otros esteroides
(Gasior, 1999).

Los efectos de esteroides sexuales sobre algunos tipos de epilepsia han sido
estudiados en modelos animales; por ejemplo, las crisis epilépticas inducidas por
farmacos o electrochoque se incrementan por la administracién de estrogenos, en tanto
que las inyecciones 1V de progesterona reducen estas crisis, asi como aquellas que son
inducidas por penicilina en gatas ovariectomizadas (Zahn, 1999).

En el 4mbito clinico, la relacién entre hormonas sexuales y epilepsia es cada vez
mas evidente: las crisis generalizadas son mas frecuentes durante la fase del ciclo
menstrual ¢ fase premenstrual, en el que existe una disminucién en la concentracion de
progesterona y se inicia un aumento en la concentracidn de estrogénos, en tanto que
después de la fase lutea, existe una disminucion significativa en la presentacion de este
tipe de crisis (Zahn, 1999).

Otro hecho que sugiere una relacién intima entre Ya hiperexcitabilidad neuronal y
los esteroides es el cambio de frecuencia de aparicién de la epilepsia generalizada y no
generalizada en ¢l embarazo. Algunos trabajos (Hallbreich et al., 1996, Morrel, 1998}

mencionan una exacerbacion de las crisis generalizadas, en el primer trimestre de la
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geslacion. En el postparto inmediato, las concentraciones de progesicrona aumentan casi
diez veces; en esta ctapa la ocurrencia de las crisis epilépticas ticne una disminucion
significativa. A la epilepsia relacionada con las niveles de esteroides se le denomind

“epilcpsia catamenial™ (Kiein y Herzog, 1998; Morrel, 1998, Wooley y Schwartzkroin,
1993).

El efecto de los anticonceptivos orales en pacientes epilépticas, es otro punto a
favor de la relacién epilepsia-esteroides. La “Sociedad Americana contra la Epilepsia” y
“la Sociedad de Obstetricia y Ginecologia de los E.U.” advierten que el consumo de
anticonceptivos de fipo estrogénico incrementa el riesgo de desencadenar crisis
convulsivas en mujeres con diagndstico previo de cpilepsia. Se ha reportade que las
crisis epilépticas son mdas frecuentes en mujeres con ciclos anovulatorios en
comparacién con mujeres que si ovulan, por lo que ambas sociedades médicas proponen
que manejos a base de anticonceptivos orales sean previamente sometidos a protocolos
de estudio e individualizados. En contraste, la medroxiprogesterona, anilogo de la
progesterona, utilizado en la clinica como anovulatorio, se caracterizé también como
un potente antiepilpético ya que disminuyé las crisis en las mujeres que lo recibieron
(Klein y Herzog, 1998).

En resumen, la relacién entre la epilepsia y los esteroides estd basada en
evidencia experimental y clinica: a) el periodo menstrual define cambios ciclicos en los
niveles tanto de progesterona como de estrogenos; la segunda parte del ciclo depende de
progesterona; en ésta, la susceptibilidad a padecer una crisis epiléptica es menor que en
cualquier parte del ciclo (Klein y Herzog, 1998); por lo que, b) los efectos de
estrdgenos y progesterona son de favorecer y disminuir respectivamente la actividad
interictal (Morrel, 1998); ¢} estos cambios en las concentraciones de hormonas
esleroides sexuales son evidentes en ciertas etapas bioldgicas, como en ta pubertad y el
embarazo, en los cuales cambia la frecuencia de aparicién de episodios epilépticos
(Wooley y Schwartzkroin, 1998); d) la administracién de analogos y antagonistas de
progesterona y estrogenos permiten facilitar o prevenir sus efectos sobre 1a excitabilidad
cercbral (Zahn, 1999),

Se anexa él aniculo de revisidn “Neuroesteroides, neuromoduladores de la
excitabilidad cerebral, Gac. Méd. Mex. 1998; 134 69-84, con el objetivo de mostrar la

neuromodulacion de los neuroesteroides en otras neurotransmisiones.
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ARTICULOS DE REVISION

Neuroesteroides. Neuromoduladores de la
excitabilidad cerebral

Eduardo Calixto Gonzalez,” Simén Brailowsky**

Resumen

A los esteroides producidos por el cerebro se les
denomina neuroestercides (NE), los cuales pueden
modular las neurotransmisiones: GABAérgica, gluia-
matérgica, glicinérgica y colinérgica (receptor nico-
tinico).Estos efectos son de latencia y duracién corta,
¥ no implican al genoma celular. La interaccion de
esios NE con receptores membranales contribuye a
la regulacion de la excitabilidad neuronal, y su estu-
dio ha permitido un mejor entendimiento de fenomenos
cognoscitivos, hormonales, de la epilepsia, asi como
el desarrollo de nuevos fdrmacos con efectos ansio-
liticos, antidepresivos, anestésicos y anti-epilépticos.

Palabras clave: Neurcesteroides, epilepsia, efectos no-
gendmicos, GABA, glutarnato, receptores ionotrépicos.

Introduccidn

Los esteroides (gonadales, adrenales, placenta-
rios y la vitamina D), tienen efectos fisioldgicos
gracias ai reconocimiento de receptores solubles
intracelulares, cuya consecuencia final es la expre-
si6én y/o inhibicidn de la sintesis de protelnas. Sus
efectos son muitiples y polivalentes: son contra-
rreguladores en el metabolismo de carbohidratos,
minerales, grasas y en e} dimorfismo sexua!; farma-
colégicamente pueden utilizarse como antiinfla-
matorios, anticonceptivos, etc, y sus efectos hemo-
dinamicos, a través de 1a movilizacién de cateco-

Summary

Steroids which are produced by the brain are
called neurosteroids, and they are able to modulate
neurotransmissions: GABAergic; glulamatergic; gly-
cinergic, and colinergic (nicotine receptor). These
effects are of short latency and duration, and do not
implicate the cellular genome. The interaction of the-
se neurosteroids with membrane receptors contribuie
to the regulation of neuronal excitability, and their
study has allowed a better understanding of
cogniotive, hormonal, and epileptic phenomena as
well as the development of new drugs with ansiolytic,
antidepressive, anesthetic and anti-epileptic effects.

Key words: Neurosteroids, epilepsy, non-genomic
effects, GABA, glutamate, ionotropic receptors.

laminas, son bien conocidos. Sin embargo, los
esteroides tienen también efectos neurolégicos v
cognoscitivos que pueden diferenciarse de sus ac-
ciones hormonales. La presente revision pretende
analizar los efectos de los estercides a nivel de la
membranacelular, independientes del ADNyque se
realizan através dereceptores aneurotransmisores.

Actualmente se sabe que muchos esteroides
son moduladores de la excitabilidad cerebral*3.5051
al interactuar con una superfamilia de receptores
ionotrépicos gue incluyen al: &cido gamma amino
butirico tipo A (GABA, ), al glutamatérgico de tipo N
metil-D-aspariato (NMDA), al de nicotina y al de gli-

* Dgpartamento de Neurociencias, Instituto de Fisiologla Celular y Fisiclogia Humana, Facullad de Medicina, UNAM.
* Acaddmico numerario. Departamento de Neurociencias, Institutc da Fisiologla Celular, UNAM.
Salicitud de sobretiros; Departamento de Neurociencias. Instituto de Fisiologia Cetular, CP 04510, México, D.F., UNAM, México. Tel, 622-5761

FAX. 622-5607, e-mail: sbrallow@.ifisicl.unam.mx
Trabajo apoyado parciaimente por DGAPA-UNAM y CONACyT.
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cina. Estos esteroides se forman también en el
cerebro?a partir de la glia* enforma independiente
de la sintesis gonadal y la de las gtandulas supra-
rrenales.

El estudio de estos estercides neuromodula-
dores se encuentra en franca expansion dada la
amplia gama de procesos por ellos requlados y de
los eventos clinicos que se les relacionan: disforia,
depresion, efectos ansioliticos, de analgesia, anes-
tésicos, anliconvulsivos o proconvulsivos,' # %
sobre la memoria, 0 en conductas como ef apetito
sexual, ios cambios emocionales durante el perio-
do menstrual y el embarazo, '+ etc.

Esteroides

La palabra esteroide significa “semejante a un
esterof”. Los esteroles son alccholes sélidos que
abundan enlas plantas y animales; en elhombre el
esterol mas importante es el colesterol. Los este-
rolestienen una estructura comtn: un esqueletode
4anillos (3 hexanos y 1 pentano) alos cualesseles
puede agregar o eliminar cadenas; este esqueleto
es conocido como ciclopentano-perihidrofenantre-
no (Figura 1)%

Par su estructura y funcidn los esteroides son
clasificados en familias:

a) Los gonadales, y en su caso, también los
placentarios, representados por los proges-
tagenos, de 21 carbonos (C), de les cuales
derivan los androégenos, de 19 C y los estra-
dioles, de 18 C. De estos esteroides dependen
los caracteres sexuales secundarios, la con-
ducta sexualy el mantenimiento del embarazo.

b) Los glucocorticoides y mineralocorticoides, for-
mados enlas gldndulas suprarrenales, de 19C,
requladores del metabolismo de iones y de
gltcidos.

c) Los tocoferoles, como la vitamina D, cuya
estructura de 256 C es derivada directamente
delcolesterol, el cual sufre una modificacién en
su estructura por luz ultravioleta entre el C 9 y
10, rompiendo ese enlace. Esta vitamina inter-
viene en la absorcion de Ca%+ en el tubo diges-
tivo y no es sintetizada en el organismo.
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Efectos gendmicos de los esteroides

Este es el mecanismo de accion de los esle-
roides tradicionalmente conocido. Debido a su alla
liposolubilidad, pueden atravesar la membrana
celular facilmente e interactuar con una familia de
proteinas solubles citosdlicas (que a su vez perte-
necen a un grupo de proteinas de chogue térmi-
c0).%% Este reconocimiento es allamente aspeci-
fico. El complejo estercide/receptor se introduce
en el nucleo y regula la expresion de genes y sin-
tesis de proteinas, mediante la interaccion estereo-
quimica directa con el ADN, en secuencias conoci-
das como elementos de respuesta a fa hormona
esteroide, mediante uniones electrostaticas y puen-
tes de hidrogeno. Se permite con estola sintesis de
ARNsy, posteriormente, en el citosol, de proteinas,
las cuales pueden ser enzimas, receptores u hor-
monas que le brinden a la célula la adaptadén al
estimulo quimico recibido (Figura 3).555¢

Los efectos mediados por este mecanismo tie-
nen latencias largas (horas a dias) y perduran por
mucho tiempo, por lo que este proceso de
transduccidn no puede explicarlafenomenologiade
sucesos de corta duracion, reversibles y de seme-
janza con psicotrdpicos que se cbservan a nivel del
Sisterna Nervioso Central (SNC). A continuacién se
enuncian las primeras evidencias de los mecanis-
mos alternes de accién de los esteroides:

a) Llainyeccidn i.v. de progesterona reduce rapi-
damente (con latencia de 3 a 10 minutos) la
frecuencia de disparo neuronal en corleza ce-
rebral de humanos, ademas de que su inyec-
cion intracarotidea reduce la frecuencia de
disparo enneuronas de mesencéfalode gato.®

b) Anivel hipotatdmico, los estrogenos incremen-
tan lafrecuencia de disparode las neuronas del
area predptica, con unalatencia de 15 minutos;
a nivel del cerebelo, incrementan la excitabili-
dad de neuronas glulamatérgicas produciendo
un mayor nimero de potenciales de accién,
efecto que no bloquea el tamoxifén, potente
antagonisla del receptor citosdlico de estroge-
nos*.

¢} Los andrégenos y derivados progestagenos
diminuyen |a ocurrencia de potenciales de ac-
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¢ion en neuronas del hipotalamo, y a nivel
electroencefalogralico (EEG), en gatos, produ-
cen ondas lentas de gran amplitud en lan solo
10 segundos después de su aplicacion i.v.®

d) Los glucorticoides disminuyen la excitabilidad
de neuronas del hipocampo, al inhibir 1a fre-
cuencia de disparo en el area de CA1%,

e) Fueradel SNC, en el doudeno, tejido mamario
y a nivel de osteoblastos, la vilamina 1,25
dihidroxiD 6 D, en segundos a minutos, esti-
mula ta actividad de una proteina cinasa, cam-
biando la actividad de canales de Ca’+ sensi-
bles a voltaje, incrementando la corriente en-
trante de este calion.* %

Estas evidencias indican que los estrogenos y
los progestagenos tienen efectos rapidos sobre la
excitabilidad neuronal y e! metabolismo mediante
unmecanismo no clasico, excitando o inhibiendo la
actividad neuronal o afectando cinasas, respecti-
vamente, en tanto que los corticoides tienen un
efecto bimodal.

Actividad no genémica de los neuroesteroides
(Cuadro 1)

Comn veremos con detalle mas adelante, se
define a todo esteroide sintetizado en el SNC como
neurcesteroide (NE). Los NE pueden interactuar
con proteinas membranales, sin necesidad de in-
gresarala célula. Estos receptores pertenecenala
familia de receplores acoplados a canal, los cua-
les, al ser activados por sus ligandos a nivel extra-
celular, permiten corrientes iénicas a través de
ellos yen consecuencia cambian la excitabilidad de
la membrana neural 22234

Los efectos mejor estudiados de los NE son
sobre el receptor tipo GABA,, el receptor para glici-
na, el glutamatérgico detipo NMDA, y eltiponicotinico
de acetilcolina, los 2 primeros inhibidores y los
Gltimos excitadores de la actividad cerebral. Sobre
canales de Ca+ sensibles a voltaje, ademas de la
modulacién a nive! del receptor, los NE pueden
modificar la actividad de algunas proteinas G, y en
particular las de tipo Gi.*

Se deben hacer algunas distinciones acerca del
reconocimiento de receptores a neurotransmisores
por parte de fos NE.
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1} Existe una relacion estruclura-funcion de l0s
esleroides

La actividad de un esteroide a nivel de receptor
de membrana, depende de su estructura 3o-5:1
pregnano (Figura 1) El esteroide con mayor aclivi-
dad farmacologica sobre el receptor GABA, es la
Alopregnanolona (Alop), esteroide que se encuen-
tra hidroxilado en su C3 y reducido en el C5; los
isomeros de la Alop, como el 3§5a.6 el 3a5p3, tienen
menor actividad GABAérgica, sin embargo, a esle
ultimo isémero se le ha reportado aclividad ago-
nista/antagonista;®* otros trabajos muestran que
la 3a hidroxilacion-5a reduccion es indispensable
para la actividad no genémica: si una de estas
sustituciones no esla presente, se pierde el efecto
del estercide a nivel de membrana. Otro faclor
importante es la presencia de un atomo altamente
electronegativo en la molécula, cominmente un
grupo ceto en el C20 (de aquila terminacion “ona”};
si se rompe o cambia, lambién se reducen los
efectos no gendmicos del estercide. En resumen,
la estructura del NE define su actividad; el efecto a
nivel de la membrana se debe a una configuracion
pregnanoasociada ata hidroxilacién-reduccion 3o-
S5a vy el ceto del C20.%2
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Figura 1. Quimica de los principales neuroesteroides {NE). Los NE son
formados enla glia; a panir del colesterol se oblienen ta tamilia de los
pregnanos {C 21), de los cuales los mas dinamicos en su actividad
no gendmica son: los 3a-hidroxilados-5a-reducidos, asi come los
derivados sulfatados de elles, La tamilia de los androstanos (C 18}
también son formados en el SNC, la DHEA y su sulfato son los
representativos de esta familia. Los estranos (C18), como el p
estradiol, representan por excelencia al grupo de eslergides
neuroactivas {actividad en el SNC, pero lormados fuera de &)

71




Los derivados sulfatados (aquellos que sustitu-
yen al grupo OH del C3 por un grupo 50,7, tienen
un aefecto antagonista at receptor GABA, y al de
glicina, pero son agonistas del receptor NMDA.

Algunos isotipos [ también tienen efectos en
SNC, preferentemente anestésicos, y fuera del
SNC, de vasodilatacion, relajacion intestinal y
utering, ™ ®

2} El sitio de reconocimiento en el receptor no es el
mismo para todos los NE

Sobre este aspecto, el receptor mejor estudiado
almomento es el GABA,. Este receptor tiene distin-
tos sitios de reconocimiento para ligandos: barbitud-
ricos, benzodiazepinas, alcohol, picrotoxina, bicucu-
lina, etc. Los NE se unen en un sitio distinto a cual-
quiera de los antes mencionados. No obstante,
algunos NE facilitan el pegado de agonistas GABA-
érgicos como el flunitrazgpam y barbittiricos, y
disminuyen el pegado de antagonistas a este re-
ceptor como la picrotoxina o el t-butilbiciclofos-
forotionato (TBPSY (Figura 4).

Mediante estudios con marcado radioactivo, se
ha visto que los esteroides reconocen a la proteina
membranal (GABA, ), eliminando la posibilidad de
que el esteroide se intercale con los lipidos y
modifique asi la permeabilidad de la membrana.
Mediante la utilizacién de proteasas y fosfolipasas,
se dedujo gue el sitio de unién es netamente protei-
co ¥, en ocasiones, distinto para los mismos este-
roides agonistas; existen ademas, 2 sitios de unién
de acuerdo a la afinidad, uno de baja y otro de alta
afinidad'®. Los sitios de baja afinidad tienen comin-
mente alta densidad (mas abundantes), presentan
una Kd en el rango pM con una Bmax de 10 nM/mg
de proteina, entanto que para los de alta afinidad su
Kd es del rango pM aunque con diferentes densida-
des. Por ejemplo: el sulfalo de pregnenclona tiene
una Kdde 300a 500 nMy el sulfato de dehidroepian-
drosterona de 3uM.

La composicién de las subupidades protéicas
expresadas en el receptor definenla afinidad al NE.
Se sabe que el receptor GABA, tiene que incluir
subunidades @3, B1 y y2 para que la familia de
esteroides pregnanos tengan efeclo en él1.'22 Al
cambiar estas subunidades, se modifica la interac-
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cion receplor/fNE y en consecuencia, los efectos
farmacolégicos. Enla corteza cerebral de mamife-
ros coexisten diversos subtipos de receptores
GABA,, y se han localizado regiones con mayor
sensibilidad a los NE; la Alop y algunos de sus
derivados reconocen poderosamente a los recep-
tores GABA, de hipocampo, amigdala basclateral,
y aniveldela corteza cerebral, los situados especifi-
camente en la lamina V]2

Mediante la secuenciacion de los aminoacidos
de la subunidad a1, se conoce que el residuo de la
posicion 64 y el de la 100, corresponden a una
Fenilalanina {Phe); la interaccién con una Hislidina
{His) en la posicion 101, permite una conformacion
tridimensional de hoja plegada (3 para interaccionar
mediante puentes de H* con el esqueleto hidrofébico
delos NE; ademas, la Arginina (Arg) 66y la Tirosina
(Tir) 98, pueden interaccionar por cargas con el
grupo S0,- del sulfato de pregnenoclona y de la
dehidroepiandrosterona. El carboxilo det Aspartico
62 y la carga de {a Asparagina 66, por interaccién
ibnica, pueden fijar al grupo ceto del C20 del este-
roide, ademas de permitir la interaccidén con puen-
tes de H*. Otro modelo propuesto para explicar los
efectos agonistas o antagonisias de los NE, aduce
que los derivados sulfatades, por ser anfipaticos,
tienen un reconocimiento distinto en el receptor;
ademas de que la carga negativa del grupo SO,-,
probablemente se introduce en el sitio del canal de
Cl- del receptor GABA, bloquedndolo. Este modelo
es atractivo para explicar el efecto antagonico sobre
el receptor GABA, de los NE sulfatados.®

3) Los efeclos de los NE ocurren sobre los recep-
fores membranales y son reversibles

Diferentes estrategias experimentales como la
eliminacion det nuclec celular, el blogueo de la
sintesis de proteinas o la entrada del esteroide a la
célula, permiten inferir que los NE actan especi-
ficamente a nivel de la membrana ptasmatica.

Los efectos de los esteroides sobre los recepto-
res es de tipo alostérico, es decir, modulan ia
actividad del neurotransmisor a partir de un sitio
distinto al ocupado por suligando; asi,enelcasode
un neurotransmisor excitador {acido glutamico), el
NE permite un incremento de su actividad y el
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consecuente ingreso de Ca’+ al interior de la célu-
la.*%% Estos efectos tienen una fatencia y duracion
corta (segundos a minutos), los cuales dependen
también de la concentracion y tiempo de exposi-
cion del NE al receptor. Estudios electrafisiolégicos
han permitido identificar las corrientes microscopi-
cas de Cl y Ca?+, inducidas o bloqueadas por los
estercides, y ver como éstas se recuperan en fun-
cign de tiempo, lo cualtraduce que laapertura y cie-
rre del receptor/canal es dinamica y depende de
una interaccion reversible con el NE,

4) Elefecto del NE en SNC depende de la presencia
del neurotransmisor

Aunque existen discrepancias sobre si los este-
roides por si solos pueden inducir efectos, la mayo-
ria de los grupos de invesfigacion coinciden en la
necesidad de la presencia del ligando naturat para
que etreceptor, mediante la modificacion estructural
que sufre por launién del neurotransmisor, exponga
los sitios de unién al NE, y de tal forma el esteroide
se una a ély desencadane su efecto. Esto apuntaa
que los NE necesitan del mismo neurotransmisor
para potenciar o inhibir su actividad, 9244

Neuroesteroides

Un neuroesteroide (NE) es un esteroide sinteti-
zado en el SNC a partir de la glia y con efeclos en
el mismo lejido neural, en tanto que todos los
esteroides con actividad en SNC pero sintetizados
fuera de €|, son denominados estercides neuroac-
tivos (EN). No obstante aque laclasilicaron anterior
parece ser clara, actualmente &l grupo de Gee,
propone una nueva nomenclatura para estas clases
de molécutas, EPALONES; un EPALON es un es-
teroide de estructura pregnano derivado de la
epialopregnanolona (de ahi el nombre), &i cual
puede ser natural o sintético, y capaz de modificar
la actividad de un canal/recepior en la neurona;
como se analizarda mas adelante, la epialopreg-
nanolona, titene una granactividad GABAérgicay su
estructura es facilmente manipulable para desa-
rrollar isomeros con aclividad despolarizante o
hiperpolarizante de la membrana neuronal.
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Farmacocinética de los neuroestercides

El metabolismo de los neuroesteroides en el
SNC ha sido demostrado en la glia y semeja la
sintesis de los organos esleroidogénicos, pero con
algunas particularidades *2(Figura 2).

El primer paso de |a sintesis de NE, es obtener
pregnenolona (Pg) a partir del colesterol, pormedio
de una escision enzimatica levada a cabo por el
complejo citocromo P450scc mitocondrial (hemo-
proteina que hidroxila y corta uniones C-C); el
colesterol es hidroxilado en posiciones 22 y 20,
rompiendo a la molécula de 27 C en una de 21 C.
Este primer paso es comun a los tejidos este-
roideogénicos; por medio de estudios con ADN
complementario, se conoce que este complejo
P450scc es el mismo en el oligodendrocito que en
adrenales y génadas. Ademas, mediante la utiliza-
cion de la inmunohistoquimica, la enzima también
se descubrié en astrocitos tipo I* a nivel de corteza
cerebral, amigdala, hipocampo y mesencéfalo.*

La Pg puede ser sustrato de otro citocromo, el
P450c17, que hidroxila en el C17; mediante esta
reaccién se forman corticoestercides, aldosterona
y cortisol. No obstante, el cerebro aduito de la rata
no presenta ARNm para esta proteina?, porlo que
no puede convertir esteroides de 19 C, indicando
diferencias en la via de sintesis a este nivel con los
otros érganos generadores de estercides.

La siguiente reaccion de la via es independiente
del citocromo P450scc: la Py, por medio de la 3p
hidroxiesteroide reductasafisomerasa (3p HSD),
seconvierte en progesterona (P). La P es el sustrato
para fa sintesis de todas las hormonas esteroides,
sin embargo, su desting final depende de las
enzimas presentes en la célula.®®

Las evidencias experimentales apuntanaqueel
astrocito y el oligodendrocito también tienen una
estrategia diferente para sintetizar sus esteroides:
aparte de un esquema clasico, se infiere que tienen
enzimas alternas para utilizar a esteroides “exter-
nos” (deltorrente circutatorio), en pasos enzimaticos
finales ocasialtérmino de la sintesis de unesteroide
activo y ahorrarse pasos en la via. Por ejemplo, la
P, mediante la So-reductasa, forma ala 5e-dihidro-
progesterona, sustrato de una 3a hidroxilasa, cul-
minando en la formacion de un complgjo cuya
estructura es la mas dinamica de los NE: 1a 3aQOH-
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Figura 2. La sintesis de neuroesteroides en SNC as semejante a lade
otros drganos, los pases enzimaticos en flechas discontinuas estan
demostrados en el oligodendrocite y el astrocito.

Sapregnan-20-ona, tetrahidroprogesterona o Alop.
La inmunoreactividad para ambas o-reductasas
es grande en la corteza cerebral, hipdfisis, talamo,
mesencéfato y médula espinal.*®

La Pg es sustrato, en el oligodendrocito, de un
tercer citocromo, el P450scc7a, el cual cataliza la
formacion de derivados sulfatados, como el suifato
de pregnenolona{SP). Las hidroxilacionestipofen
el cerebro se llevan a cabo, pero en menor propot-
cién, ya que las enzimas responsables represen-
tan apenas el 5% del total de las enzimas de la via.
Unavia alterna mas dela Pg es una oxidoreduccién
por parte de la 20« hidroxiesteroide oxidoreductasa
(20 HOR}formando a la 20adihidroprogesterona,
la cual mediante la interaccion con la a-hidroxilasa
forma la 3a-50-20a-hexahidroprogesterona (HHP).
Este producto complejo se convierte en Alop, por la
enzima que inicié estavia alterna: la20c.HOR; esto
le otorga ala glia plurifuncionalidad enla sintesis de
NE (Figura 2}, El metabofismo de la deoxicorticos-
terona (DOC), derivado directo de la progesterona,
aun no ha sido demostrado en la glia.

Los derivados sulfatados SP y DHEAS son
elaborados en el SNC, pero hasta el momenlo, las
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sulfatasas no han sido identificadas; no obstante,
en animales castrados y adrenalectomizados, las
concentraciones de DHEAS son semejantes a fos
animales control, lo que sugiere una sintesis inde-
pendiente; ademas, se sabe que el colesterolen el
SNC puede estar sulfatade, aungue no se conoce
aun la importanda de este produclo.*

Finalmente, la sintesis de NE puede estar con-
tra-rrequlada por los mismos NE o EN, mediante la
viaclasica de actividadintracelular de los esteroides:
la gendmica®, Se ha demostrado que al menos los
estroégenos, disminuyen ia transcripcion y traduc-
cion de las a-reductasas, cambiando la velocidad
dela produccionde NE. Estorevelaun nuevo punio
de regulacion.

Es posible que la sintesis de NE en et SNC se
reguie también por 2 pequefios péptidos: el recep-
tor periférico de benzodiazepinas (PBRs,) y el
inhibidor de unién de diazepam o DBI (ambos por
sus siglas en inglés). E| PBRs facilita el ingreso de
colesterol a la glia, y del citosol a la mitocondria,
organelo formador de esteroides por excelencia. El
DBl es ligando enddgeno del PBR y ambos se
encuentran presentes en el SNC, gonadas, y
pdncreas. Mediante la actividad de laprotein-cinasa,
dependiente de AMPc, 1 DBl es activado y se une
a PBR; a su vez este complejo facilita el ingreso de
colesterct a la via de sintesis de hormonas este-
roides en la mitocondria. Estas proteinas peque-
fas, presentes dentro de Ja glia, incrementan sus
niveles de expresién durante procesos de isquemia
cerebral, epilepsia, sindromes de abstinencia a las
benzodiazepinas o al alcohol, por lo-que probablemen-
te el cerebro mantenga sus niveles de NE, a expensas
de la glia, que ademas de ser formadora también es
sensora de |a actividad metabdlica neural 2%

Neuromodulaciéh en distintas neurotransmi-
siones

Neurotransmision GABAérgica
Receptor GABA,

Los efectos sedantes, ansioliticos y anestésicos
dela inyeccitn intravenosa de colesterot fueronlas
primeras evidencias de la accion de un esteroide
en el cerebro (Cashin y Moravek, en 1927).% Des-

Gac Méd Méx Vol. 134 No. 1




pués, se reporld el efecto relacionado a laconducta
y anestésico de derivados progeslagenos, en 1941
por Selye ® Tuvieron que pasar mas de 30 anos
para saber que los NE lienen una asociacion no
covalente con el complejo molecular GABA,, atec-
tando su conformacion y en consecuencia su esta-
do funcional.

Elreceptor GABA, reconoce al neurolransmisor
inhibidor mas importante del SNC: el GABA. Es un
complejo de subunidades (o.B.y.0.p) que alinterac-
cionar con su ligando, activa un canal de CI, lo que
favorece el ingreso de este anidn al interior de |a
célulay generar un fenomeno de hiperpolarizacion
de la membrana, disminuyendo la excitabilidad de
la neurona. Existe otro receptor, el GABA,, el cual
se encuentra asociado a proteinas G y activa a
sequndos mensajeros®; pertenece al grupo de los
receptores metabotropicos. Sobre el receptor
GABA,_ nc se ha reportado actividad de los NE has-
ta el momento. Existe también un receptor CABA,,
identificado sclamente a nivel de la retina.®

Las benzodiazepinas (BZs), y los barbitdricos
ge unen con gran afinidad al receptor GABA, en
sitios distintos (Figura 3). Esta union incrementa la
union del GABA a su receptor, potenciando su
efecto®; farmacolégicamente estos efectos se cla-
sifican comao: ansioliticos, anticonvulsivos, sedan-
1es, hipndticos y anestésicos. Por el contrario, los
moduladores negativos de este receptor, como las
Bcarbolinasy el TBPS, inhiben el pegadodel GABA
asu receptor, y alinhibir la inhibicion tienen efectos
proconviulsivos y ansiogénicos (hiperexcitadores).®

Por lo anterior, los NE pueden subclasificarse
de acuerdo a sus efectos a nivel del receptor
GABA, en moduladores alosteéricos positivos (ago-
nistas) y alostéricos negativos (antagonistas).

Agonistas GABAérgicos: A este grupo pertene-
cen la Alop o tetrahidroprogesterona, que es el NE
agonista GABA, mas potente, la DHEA, y la
THDOC.## La Alop se ha detectado en homo-
genados de cerebro de rata a concentraciones de
25 a 32 ng/ g de peso de tejido cerebral, en corteza
cerebral de 2.42ng/g, yde THDOC de 0.15ng/g. En
corteza se sabe que las concentraciones se
incrementan en situaciones de estrés hasta en un
100%.* Sus efectos electrofisiolégicos han sido
evidenciados: mediante registros de parche celular
(incremento de la probabilidad de apertura de cana-
les asociados al receptor GABA, . y elincremento de
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la corriente microscopica de CI), registro de poten-
ciales de campo (grupos de neuronas de hipocampo
y corleza se inhiben ante la presencia de estos NE),
y a nivel EEG (cambios en el patrén de frecuencia y
potenciacion de ia aclividad del GABA).**

Farmacologicamente, los NE favorecen el pe-
gado del GABA y otros agonistas al receplor. Por
estudios de desplazamiento y marcaje radioacti-
vos se conoce la especificidad de unién, 1a afinidad
y vida media de cada uno de los NE relacionados al
receptor GABA,."*¥ Conductualmente, estos NE
favorecen ta aparicion del sindrome premenstrual,
inducen suefo, disminuyen la ansiedad, son anes-
tésicos y lienen efectos antiepilepticos.*®

Antagonistas GABAérgicos: este grupo es re-
presentado porlos pregnanos sulfatados: el SPy el
DHEAS. Los estudios microfisiologicos han permi-
tido observar que ambos NE bloguean totalmente y
en forma reversible las corrientes de CI; su unidn
al receptor desplaza inclusive a los NE agonistas y
a farmacos como benzodiazepinas y barbitlricos.
Esta actividad depende del pH, temperatura y con-
centracion de los NE™. Sinembargo, el SP tiene un
comportamiento bimodal: es un agonista GABA,,
como la Alop, a concentraciones pequefas, peroa
concentraciones fisiologicas (uM) es el mas poten-
te NE antagonista GABAérgico, ademas de que
funciona como un potente agonista glutamatérgico
de tipo NMDA;® no se conoce a ciencia cierta 1a
importancia de este fendmeno a nivel de la excita-
bilidad neuronal, pero establece un interesante
argumento de como el cerebro puede regular 2
neurotransmisiones antagonicas entre si con una
misma molécula. Los derivados sulfatados repre-
sentan un nivel mayor de complejidad en el esque-
ma de la actividad sindptica, por sus efectos anta-
gonistas GABAérgicos y a su vez de agonistas
glutamatérgicos.

Neurotransmision giutamatérgica

Receptor NMDA,

El giutdmico es un aminoacido que funciona
como neurotransmisor excitador en el SNC, con
receplores que pueden clasificarse porlos agonistas

quelosdistinguen con mayor afinidad. Los agonistas
permiten un incremento de la probabitidad de aper-

5




L

SINTESIS DE PROTEINAS

Figura 3. Efeclos gendmicos y no gendmicos de los NE. La actividad de los NE depande del reconocimiento de
proteinas en diferentes sitios. 1) RECEPTORES INTRACELULARES, mediante los cuales se permite la unién con
el ADN celular y modificar la transeripeion y traduccion de la célula; este mecanismo de accién tiene latencias y
duracioneslargas (horas, dias, meses, etc). 2) RECEPTORES DE NEUROTRANSMISORES ACOPLADGS ACANAL,
cuyos electos a corto plazo {segundos a minulos) se les denoming no gendmicos. Actualmente se conoce que
este mecanismo de los NE es el que modulafa actividad de diversas neurotransmisionas {GABA, , NMDA, nicotinico,
glicina). 3) CANALES SENSIBLES A VOLTAJE: el sfecto de los NE a este nivel modifica la permeabilidad de la
membranaaiones y encongecuencia permite cambios en supolencial. 4) INTERACCION CON PROTEINAS G: este
mecanismo es el menos estudiado hasta el momento; alguncs NE pueden modificar la respuesta de proteinas Gi
y cambiar la produccién de segundos mensajeros como al AMP¢,

tura de los canales idnicos. Se conocen 4 tipos
distintos: el de mayor afinidad para el N-metil D-
aspartato (NMDA), otro gue reconoce mejor al cido
a-amino 3-hidroxi 5 metil-4 isoxazole propidnico
{AMPA) , otro al acido quiscualico y uno mas, que
reconoce mejor el acido Kainico (KA).” Existe otro
tipo de receptores, asociados a proteinas G, clasifi-
cados como de tipo metabotrépico™ (Figura 3).

E! receptor NMDA es un receplor ampliamente
regulado, ya que tiene al menos 5 sitios distintos de
unién de ligandos; estos permiten que el receptor
modifique su conformacion y abra un canal de Ca®
por el cual se permite el ingreso de este catibnala
célula, despolarizandola. Estos silios son: el sitio
de unidn para el glutamico (Glu), otro de unidn para
un coagonista, la glicina {(Gly), un sitio regulador
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que promueve la activacion, ef cual reconoce alas
poliaminas (espermina y andlogos), y otros 2 mas
que unen iones: Zn* y Mg?* que funcionan como
inhibidores delflujo de Ca? hasta que un cambio de
vollaje (despolarizante), 1os desplaze de sus sitios
de unién.

Este receptor es reconocide con gran afinidad
por aminodcidos cortos dicarboxilicos, como
aspartato, NMDA, quinolinato y el glutdmico. Tiene
varias particularidades: su funcion depende de la
unién simultanea de 2 agonistas (Glu y Gly), pero
también puede ser activado por el voltaje de la
membrana, por lo que también es un receptor/
canal sensible a voitaje.”

Los primeros estudios sobre la actividad exci-
tadora de los NE emplearon inyecciones de Pg
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(100uM), induciendo la facilitacion de la actividad
del receptor NMDA y antagonismo discreto de los
receplores KAy AMPA. Seidentilicoque encélulas
dePurkinje, la Pinhibe entre un 40-50% la respues-
ta de tipo NMDA y de KA'® Los NE, SP y DHEAS
tienen efectos semejantes ala picrotoxina, un agente
epileptégeno muy potente. Se sabe que el receptor
a NMDA esta implicado en el dafio neuronal asocia-
do ala epilepsia o a la isquemia neuronal. Aparen-
temenle, el SP no potencia estos efectos toxicos
€n neuronas de hipocampo en cuitivo, no obstante
este NE incrementa la despolarizacién inducida
por el receptor. Ademas, se ha identificado que el
NE reconoce un sitio distinto al modulado por ia
poliaminas®” y también independiente del sitio de
union de Glu y Gly.2

Durante el esirés cronico se sabe que se
incrementan los niveles de algunos NE y EN; es
posible que gracias a los efectos dependientes del
NMDA, los NE sulfatados potencien et ingreso de
Ca? alacélula, promuevan la fosforilacién-desfos-
torilacion del citoesqueleto; in vitro, se ha demos-

trado que este fenémeno inhibe el crecimiento :

dendritico en neuronas en cultivo.'

La potencia del SP sobre las corrientes induci-
das por el NMDA en neuronas de médula espinal
muestran una CES0 de 60uM. Fisiolégicamente, e
SP se encuentra a bajas concentraciones en el
carebro: 12 a 19 uM,* lo cual sugiere que la neuro-
modulacion excitadora por SP es consecuenciade
una desinhibicion por via GABAérgica méds que por
unincremento de laneurotransmisién glutamatérgica.

Otras neurotransmisiones moduladas por NE

Receptor de glicina (Gly) y de acetilcolina tipo
nicotinico.

La Gly es también un neurctransmisor inhibidor
en el SNC, especialmente a nivel de médula espina:
semejante al GABA, permite una corriente de Cl
que hiperpolariza ala neurona. Elreceptor para Gly
es un complejo de 250 KDa, compuesto por 2
polipéptidos homolégos a({48 KDa} y otro de tipo
B({58 KDa}, ademds de un péptlido asociado a los 2
anteriores, elcualune alaminoacido. Ademas dela
Gly, otros agonistas sobre este receptor son ta -
alanina, L-alanina, taurina, L-serina y prolina” (Fi-
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gura4). Las moléculas que bloqueanla actividad de
esle receptorson: laeslricnina, la progesteronay el
esteroide sintetico RU 5235. En células de medula
espinalencultivo, elregistro de parche de membra-
na celular ha identificado una disminucién de la
corriente de CI- por parte de ia progesterona, sin
embargo, el NE Alop, permite un incremento de
esta corriente, semejante a la que produce en el
receptor GABA %

Elreceplorde acetilcolinade tipo nicotinicoen el
SNC es un complejo de varias subunidades: a1,2
y 3, B.y. v & este receptor es miambro de la super-
familia de receplores acoplados a canal. Al
interaccionar con 2 moléculas de acetilcolina, per-
mite una corriente entrante de Na* y de Ca®* ade-
mas de una saliente de K* (Figura 3}, lo que origina
una despolarizacion de la célula.™ Al expresar las
subunidades de este receptor en ovocitos de rana
(Xenopus) la conductancia de esle receptor es
inhibida por progesteronay Alop. Los NE interaccio-
nan con ia porcion extracelular del receptor, y la
interaccion no depende de la presencia de
acetilcolina, es voltaje independiente y no altera la
desensibilizacion del receptor. Los NE pregnanos
pueden interactuar en forma no competitiva con el
sitio de unién de la acetilcolina al receptor.

Se sabe que los progestagenos y los estrégenos
pueden interactuar con el sistema de opioides,
pues pueden regular la expresion del receptor en
hipélisis e hipotdlamo, y modificar de esta forma la
liberacion de gonadotrofinas; sin embargo, este
mecanismo utiliza la via clasica de transduccion de
los esteroides, pues liene latencias largas, y el
efecto depende del tiempc de exposicién de los
esleroides a la célula.*

interaccién con segundos mensajeros

Aunque existen evidencias de efectos de los NE
sobre proteinas G, aan no se han identificado los
mecanismos especificos de interaccién. La pro-
gesterona es capaz de inducir la maduracion de
ovocitos mediante mecanismos no genémicos, ya
que inhibe a la adenilato ciclasa activada previa-
mente por viade lafosfolipasa C.3En rebanadas de
cerebro, a concentraciones fisiologicas, la proges-
teronainhibe elincremento de AMPeestimulado por
epinefrina,®% El B-estradiol potencia ta hidrdlisis
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de fosfatidiiinositol por el receptor KA. Es conocido
que el cortisol inhibe la fiberacion de prolactina,
consecuenciade la inhibicion de la adenilato ciclasa
y del incremento de Ca?' en el interior de la célula.™
A nivel de hipocampo, en células de CA1, la Alop
parece interferirconla actividad de una proteina Gi,
sensible a la ADP-ribosilacion favorecida por la
actividad de la toxina pertussis.™ Finaimenie, los
NE parecen interaccionar con canales Ca2+ y K+
sensibles a voltaje mediante la fosforilacion de los
mismos, por via de proteinas G.

Importancia clinica

Las 2 neurctransmisiones rapidas mas impor-
tantes ene! SNC, la GABAérgicaylaglutamatérgica,
son moduladas por los NE; esta regulacion puede
eslar relacionada con variaciones de la conducta,
con el estrés, funciones cognitivas, la epilepsia y
ofras entidades patoldgicas que a continuacién se
detallan.

Variaciones en la conducta y NE

Los niveles plasmaticos y cerebrales de algu-
nos esterdides adrenales y NE tienen un ciclo diur-
no.Enelcerebroderata, laPSylaDHEAS seincre-
mentan en las primeras horas de la noche y dismi-
nuyen en las primeras horas del dia.*

Los estados de ansiedad, depresion y situacio-
nes de estrés tienen en comun la hiperactividad del
eje hipotalamo-hipofisis-adrenales, o cual se refa-
ciona con el incremento sérico de esteroides, y en
forma alterna con elincremento de esteroidogénesis
glial. LaPSyDHEAS se incrementandurante estos
estados emocionates.

Porotra parte, se ha sugerido un papeldel GABA
en las emociones y en la etiologia de alguncs
desdrdenes efectivos. La depresién y la ansiedad
estan relacionadas con la actividad GABAérgica de
acuerdo con los siguientes datos: a) los niveles de
GABA enliguido cerebroespinal (LCE) se encuen-
tran disminuidos en pacientes con diagndstico de
depresion; b) GABA-agonistas disminuyen la ansie-
dad; c}lainyeccion de bicuculina (GABA-antagonis-
ta) disminuye la conducta depresiva; d} los antide-
presivos triciclicos inhiben la recaplura de GABA y
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estimulan su liberacion; e) l0s efectos GABA_ ago-
nislas incrementan la actividad noradrenérgica, 404"
Es conocido que la conducta de agresidn de-
pende de la concentracion de androgenos. La ac-
tividad de los NE a nive! del receptor GABA, queda
de manifiesto también en esta conducta; per ejem-
plo, lainyeccion i.v. de GABA-agonisias disminuye
la conducta agresiva; la THDOC disminuye, en
ratones, la agresividad por estrés. ™
Ontogenéticamente, existen cambios en la pro-
duccion de los NE a diferentes edades: laP y el SP
disminuyen cerca de un 60% en sus niveles en el
SNC alos 70 ainos, comparande con los niveles de
la cuarta década de la vida;* algo semejante suce-
de con la DHEA, la cual gradualmente reduce sus
niveles plasmaticos y en el SNC conforme avanza
la edad, considerandose por algunos como un
“elixir de la juventud;™®? pues en ancianos, la DHEA,
mejora procesos mneésicos, lisicos e inmunes; sin
embargo, estos datos requieren ser confirmados.

Conducta sexual y reproductiva

Las avidencias de efectos de los NE sobre la
actividad sexual son extensas: a) en roedores, la
receptividad sexual cambia por. los NE; en esta
especie, la P, THDOC yla Alop promueven la apari-
cién de lordosis o actitud para el apareamiento; b)
elintercambio heterosexual en algunos mamiferos
depende de las feromonas o sustancias odoriferas
para atraer a la pareja durante el ciclo estral de la
hembra; los NE agonistas al GABA, seincrementan
en esta fase en el bulbe olfatorio.™ Si su sintesis se
bloquea, no se da el apareamiento por falta de
eslimulacién a este nivel;* c) en el humano, el
GABA favorece la conducta matemal o afectiva en
las primeras horas del pospario, y ésta se potencia
con la Alop y la THDOC.™

Excitabilidad cerebral en el embarazo y NE

Durante el embarazo, y especialmente en su
ultimo trimestre, las concentraciones sistémicas y
en cerebro de Alop se incrementan casi 3 veces
sobre sus concentraciones basales, lo cual podria
relacionarse con estados depresivos de la mujer
embarazada casi al término de la gestacion.* Este
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cuadro semejante a ia etapa premenstrual ha sido
considerado como un sindrome de abstinenciaa la
Alop y/ola P, cuyos niveles se mantienen elevados
por varios dias, para después caer bruscamente.
No conocemos aun la localizacidn y caracterislicas
del receptor GABA, asociados a estos cambios; los
NE agonistas al receptor GABA, son rapidos y poten-
tes inductores del sueno (hipndticos);® estos efectos
pueden relacionarse a la somnolencia excesiva que
algunas pacientes reportan durante el embarazo.

Funciones cognitivas y NE

Seha sugeridoun papelimportante delos NEen
lamemoriay el aprendizaje. Porejemplo, anivel del
hipocampo, los NE GABA-antagonistas favorecen
la aparicidn de un modelo de plasticidad denomina-
do potenciacién (facilitacion sinaptica) a largo pla-
20 (LTP, por sus siglas en inglés); este modelo
utifiza la neurofransmision glutamatérgica via re-
ceptor NMDA, el fenémeno se observa después de
laaplicacién de una serie de trenes de estimulos de
alta frecuencia encorteza cerebral o enhipocampo:
tiempo después se registra una respuesta de ma-
yor amplitud ante estimules menores que el tren
original, que puede durar varios dias. E! PS facilita
lainduccién de LTP en tanto que la 5a-dihidrocorti-
costerona (agonista GABAérgico) la impide.® Es
posible que los NE-antagonistas GABAérgicos, que
son potenciadores del NMDA, puedan ser “faci-
litadores” de la memoria {promnésicos); en roedo-
res*, la DHEA y su derivado sulfatado DHEAS han
mostrado ser los mejores candidatos.

Epilepsia y NE

La epilepsia &s untranstornoneurolégico produ-
cido por la descarga sincrénica y de gran magnitud
de grupos neuronales de la corteza cerebral o
estructuras supcorticales; sus manifestaciones
puede ir desde una sensacion anormal hasta la
convulsion tonico-clonica con pérdida de la con-
ciencia, El origen de la epilepsia puede relacionar-
se con la pérdida de la inhibicién del SNC o por
incremento en su excitabilidad. Las neurotrans-
misiones por aminoécidos implicados en la epilep-

. r
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sia son principalmente la glulamatérgica y la
GABAgrgica, ambas moduladas por log NE 8

Las evidencias de la actividad delos NE sobrela
epilepsia son: a) el cambio en la aparicion de algu-
nos tipos de epilepsia duranie el ciclo menstrual:
algunas crisis son mas frecuentes durante la pri-
mera fase del ciclo (estrogénica). A partir de la fase
latea o fase progestacional del ciclo, parece haber
una proteccion contra la hiperexcitabifidad en los
procesos epilépticos; un ejemplo de lo anterior es
la denominada epilepsia catamenial:”? este tipo de
crisis se presenta en forma ciclica asociada al
incremento de estrdgenos y se reduce durante el
periodo premenstrual; b) en el embarazo, ef cual
cursa con incremento de progesterona y sus NE
derivados, se reduce la aparicion de descargas y
crisis epilépticas;* ¢) algunas crisis parciales in-
tantiles son dependientes de la edad, por ejemplo,
los cambios hormonales en la etapa puberal permi-
ten disminucién de tas crisis.*7 '

La Alop es un NE cuya capacidad antiepiléptica
ha sido ampliamente estudiada.'''? puede inhibir
Ias crisis epilépticas en modelos in vivo o in vitro
(inducciéncon pentilentetrazol y kindling); enforma
semejante a las benzodiazepinas o barbitiricos.
Por el contrario, el PS es un potente proepiléptico
por sus propiedades antagbnicas GABAérgicas.
Ademas, la Alop potencia ta actividad del GABA en
un modelo de epilepsia parcial, consecuencia del
retiro de la infusién intracortical del GABA en corte-
za cerebral de mamiferos, conocido como Sindro-
me de Abstinencia al GABA(SAG).*®

Ofiras entidades patolégicas/farmacoldgicas

‘relacionadas con los NE

La sobreproduccion de estercides adrenales
caracteristica de! sindrome de Cushingtiene reper-
cusiones en el SNC: labifidad emocional, hiper-
somnia y agitacion, lo que recuerda un estado
depresivo, en tanto que en el sindrome de Adison,
los disturbios psiquidtricos que se observan son
irritabilidad, apatfa, fatiga, ansiedad, somnolencia,
defectos en la memoria, eic.254043

Por otra parte, alguncs neurcfarmacos pueden
alterarla sintesis de novodelos NE: la fenitoina, los
barbitiricos, las benzodiazepinas, y la carbama-
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zepinaincrementanta expresion de la Su-esteroide-
reductasa (Figura 2), la cual es reponsable de
formar Alop a partir de P; este efecto también es
posible por cateina y metamtetamina. En contras-
te, una dieta deficiente en riboflavina reduce en el
astrocito a la misma 5a-reductasa. De tal forma
quetarmacosy la dieta intervienen enla sintesis de
NE en SNC, fo cual influye en el control de la
excitabilidad de las neuronas.*

NE af receptor y medibles por desplazamiento ¢
uniones de otros ligandos (Figura 4).

3. La neurotransmision GABAérgica es neuro-
modulada per esleroides de esiructura pregnano
doblemente reducidos, siendo el mas potente la
Alop, y antagonizada por PS y DHEAS. La neuro-
transmision excitadora glutamatérgica es modula-
da en forma positiva por los derivados sulfatados
S y DHEAS.

Sitio cotprtitivo:
Aromictan: & : -
Antzgonistas: Bicuculina, SR 95531

RECEFTOR DE ACETILCOLINA
DE TIPO NICOTINICO

RECEPTOR DE OFIOIDES

RECEPTOR GLUTAMATERGICO TIPC NMDA
itio competitivos

Figura 4. Los receptores de neurotransmisoras acoplados a canal pueden sar reconocidos por los NE. El receplor
GABA, as hasta ahora el mejor estudiado, con diversos sitios de de union a firmacos; este receplor es modulado
en forma semejante por benzodiazepinas y aloP. La P es un modulador potents del receptor nicotinico, en tanto
que los derivados sulfatades, SPy DHEAS, son agonistas del receptor detipoNMDA. £ receplor deglicina potencia
su actividad por aloP. Las proteinas C y los receptores a opicides son modulados poria familia de NE, pregnanos
principalmenta. En Iz figura se muestran las corrientas ibnicas moduladas por los NE; para GABA, y glicina
corrientes de Ct, para el recaptor nicotinico y NMDA: Na+, K+ y Ca®+, asi como los diversos ligandes que pusdan

interaccionar en sitios especificos en cada uno con ellos.

En resumen:

1. E! cerebro produce de novo Sus propios
neurcesteroides-NE, los cuales pueden modular
alostéricamente a varios receptores acoplados a
canal {GABA,, NMDA, nicotinico, glicina) (Figura 3).

2. El efeclo a nivel de! complejo proteico de
membrana es reversible, de latencias y duraciones
cortas, observable por los cambios en las conduc-
tancias, corrientes ibnicas, uniones especificas del
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4. Esta modulacién alostérica sobre el receplor
y/o la interaccién con proteinas G y sus mecanis-
mos de transduccion son conocidos como efectos
no gendmicos de los esteroides. Clinicamente, la
neuromodulacién por NE se expresa como conduc-
tas adaptativas al estrés, durante el ciclo menstrual
o en el embarazo, ademas de influir en alteraciones
psiquidtricas como la depresién y la ansiedad, y
neurologicas, como la epilepsia (Cuadro 1).
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Cuadro I. Efectos no gendmicos de los neul’oestemldesw
y esteroides neurcactivos.

Efectos rapidos {< 20 min) que excluye al ADN.
No necesita el esteroide ingresar
a la ¢élula para desencadenar los etectos.
Efectos no son bloqueados por inhibidores de
proteinas.

Alopregnanolona
AloP
Mayaor actividad GABAérgica de tada la familia de NF
Potencia actividad GABA, comola inducida por Bz y barbituricos
Regionalizacion de efectos (farmacolégicamente méas actividad
sobre el receptor GABA, que expresa las subunidades:
a3,}1.y2)
* frecuencia de apertura de! receptoricanal GABA,
" conductancia de C
J unitn de muscimol, Bz, barbitiricos (GABA,)
J AMPe inducido por adrenalina
Induccion de lordasis en roedores
Incremente de actividad en bulbo olfatorio por teromonas
Hipnatico, anticonvulsivo, ansiolitico, anestésico.
NE responsable del sindrome premenstrual (abstinencia a
Alop)
THDOG
“ Unién de flunitrazepam
ansiolitico, sedants.
) Actividad electrofisialogica en reedores y gatos.
Progestorona (P)
Induccion de lordosis en roedares
Incremento de actividad en bulbo oifatorio por feromonas
Hipondtico, anticonvulsiva, ansiolitico, anestésico.
~ induccidn acrosomal en espermatozoides
* la corrienta de Ca®+ en espemmatozolde
) contraccién yeyuno e iteon
Sulfato de Pregnenclona (SP)
- 6 Jconductancia de CI (agonistafantagonista GABA,)
Agonista glutamatérgico: ” laconiente deCa'+ en neurcnas
~ procesos mnésicos
Estrégenos
~ respuesta a giitamico en hipocampo
" exocitosis d¢ neurctransmisores
" la corfiente de K*
” liberacidn de prolactina
Andrégenos
~ Frecuencia de disparo en neuronas de hipotalamo
" 6 ) excitabilidad de hipocampo
= & }cordentas neuronales de Ca*
Giucocorticoides
) descarga espontanea en hipocampo

t - 6 ) comientes neuronales do Ca™

* incremento
Jdisminucién

Conclusiones

La demostraciénde la sintesis de esteroides por
el sistema nervioso central y de su actividad sobre
receplores ionotropicos se integra dentro de la
concepcion modema de la unidad neuro-psico-
inmuno-endocrina. El lugar que cada unoc de estos
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niveles ocupadentrode lafisiolegia yla palologia se
empieza a vislumbrar, y con ello las posibilidades
de desarrollar nuevos farmacos conacciones anes-
lésicas, ansiotiticas y antiepilépticas.
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1. ¥V Sindromes de Abstinencia relacionados con la neurotransmision

GABAérgica

A lo largo de la historia humana, las sociedades han consumido sustancias que
alteran el estado de dnimo y ¢l pensamicnto: el alcohol, la nicolina, la marihuana, entre
muchas otras drogas, son ejemplos de este grupo de sustancias. En algunos casos. c!
adelanto en el conocimiento farmacolégico lleva al disciio de nuevas drogas que
propician trastornos en el funcionamiento del SNC, como es ¢l caso de los
psicotropicos. Diversos agentes utilizados con un fin terapéutico pueden alterar la
conducta del paciente y generar dependencia fisica ¢ intelectual.

Algunos de los cambios (en metabolismo y 6rgano blanco) que se generan en el
organismo por ¢l consumo de una sustancia en forma repetida se conocen como
“tolerancia”. La tolerancia puede definirse como la reduccién en los efectos de una
droga después de su administracion repetida (Midel, 1981). Normalmente, conforme se
aumenta la dosis de un firmaco, aumenta también su efecto; sin embargo, se requiere de
dosis cada vez mayores para obtener el efecto logrado en la primera exposicion
(desviacion a la derecha de la curva dosis-efecto). El diazepam, por ejemplo, produce
sedaci6n a dosis de § a 10 mg al administrarse por primera vez. Sin embargo, quien lo
toma en forma repetida puede hacerse tolerantc a dosis de hasta varios de cientos de
gramo (Tcuber, 1999).

Actualmente se distinguen diferentes tipos de tolerancia, que pueden
subclasificarse en tres: tolerancia f{armacocinética, tolerancia farmacodindmica v
tolerancia aprendida. Estd dltima incluye una forma de tolerancia conductual que
también se llama tolerancia condicionada (Cox et zl., 1983; Feldman et al., [996).

El término de tolerancia farmacocinética o de eliminacion, se refiere a los
cambios de distribucién o metabolismo del firmaco después de la administracién
repetida, de modo que hay concentraciones plasmaticas reducidas en la sangre y, de
manera subsecuente, en los sitios de accién de dicho farmaco. El mecanismo mas
frecuente es el aumento en la tasa metabdlica. Un ejemplo de este proceso es el de los
barbitiricos, ya que estimulan la produccion de enzimas microsomales en el hepatocito.
con el consecuente retiro y catabolismo rapido de los barbitaricos de la circulacion

(McLellan etal., 1992).

20 -



La tolerancia famacodinamica, [uncional, o de tipo celular, es la expresion de
un cambic en ¢l nimero de receptores (up/down regatation) asociado o no a cambios
en 1a afinidad del receptor por la droga (Tosflerilacion-defoslorilacion). También puede
deberse a un desacoplamiento de las cadenas de seiialamiento asociado al receptor
{foslorilacion, desfosforilacidn, cambios cn el gendma, desensibilizacion) (Feldman ct
al., 1996),

La tolerancia aguda sc refiere a aquella que se genera rapidamente tras el empleo
de un farmaco en una sola ocasion. El ejemplo tipico de cste tipo de tolerancia s el
producido por la administracién de cocaina. Si se administra repetidamente, los efectos
de dosis subsecuentes disminuyen en cuestion de horas y a lo largo de la misma sesién
(Lader etal., 1987).

La tolerancia cruzada ocurre cuando el uso repetido de una sustancia confiere
tolerancia no s6lo a la sustancia que se estd empleando, sino también a otras de fa
misma categoria estructural o mecanistica, efecto que se observa entre las
benzodiazepinas y los barbitdricos (Robinson et al., 1981).

En contraste con la tolerancia, la sensibilizacion es un incremento cn la respuesta
originado por [a administracion de la dosis repetida del farmaco. Este fenémeno se
observa como una desviacién hatia la izquierda de la curva dosis-respuesta (O “brien,
1996).

La dependencia es un término clinico que se refiere a un estado de adaptacién
(tolerancia) producido por el reajuste de fos mecanismos homeostaticos anic la
administracién repetida de una sustancia. La droga puede afectar miltiples sistemas que
antes estaban en equilibrio. La persona en estado de dependencia fisica o adaptada,
requiere de una administracién sostenida del firmaco para desempediar sus actividades
normates. Si, en forma repentina, esta sustancia deja de administrarse, se presenta un
desequilibrio brusco, y los sistemas afectados deberén somelerse de nuevo a un proceso
de reajuste hasta alcanzar un nuevo equilibrio sin la sustancia.

La prueba clinica de la dependencia fisica es la aparicion det “sindrome de
abstinencia” o sindrome de supresién cuando la droga ha dejado de administrarse. Las
variables farmacocinéticas tienen imporiancia considerable en la amplitud y en la
duracion del sindrome de supresién. Cada categoria de sustancia conlleva sintomas
caracteristicos, que suclen ser contrarios a los efectos del firmaco (O'brien, 1996).

Tolerancia, dependencia fisica y sindrome de abstinencia, son fendmenos

biologicos, son consecuencias naturales del consumo de farmacos o sustancias, que



pueden producirse en animales de experimentacion. Estos modelos pueden ser un
correlato del evento que se registra en ¢l humano. A continuacion se mencionan las
principales abstinencias relacienadas con cf sistema GABAérgico v el enfoque actual
que se les da en el campo de las neuraciencias,

Las benzodiazepinas cstan cnire los fArmacos con mayor [recucncia de
prescripcion en el mundo. Se utilizan especialmente para el tratamiento de la ansiedad y
el insomnio. La administracién de benzodiazepinas por algunas semanas produce poca
tolerancia, y la interrupcién suele no causar muchos problemas. Sin embargo, despuds
de varios meses, aparece una tolerancia importante y se presenta sindrome de
abstinencia si las dosis son disminuidas o se interrumpen. Es dificil distinguir entre los
sintomas de la abstinencia y la reaparicion de la ansiedad que molivo la prescripeion de
las benzodiazepinas. Es comin el incremento paulatino de la dosis por la disminucion
del efecto durante tratamientos prolongados con benzodiazepinas. Los signos y
sintomas mas comunes de la abstinencia a las benzodiazepinas son la ansiedad y la
apitacion. Se incrementa la sensibilidad a la luz y al ruido, aparecen parestesias y
sacudidas mioclénicas, se presentan trastornos del suefio y pueden presentarse mareos.
inquietud e irritabilidad, asi como una seric de signos neurologicos bastante
caracteristicos entre los que se incluyen: temblor, disartria, nistagmo y ataxia
cerebelosa. Después de dosis altas de benzodiazepinas, ¢l sindrome de abstinencia
aparece con convulsiones y delirio (Doble y Martin, 1996).

En el caso de las benzodiazepinas, la génesis de 1a dependencia fisica no es tan
clara como con los barbitiricos u otros ansioliticos como el meprobamate. Los efectos
de los barbituricos son similares a los observados con el etanol. Dosis {inicas de 200 a
400 mg de amobarbital producen en pocas horas disminucion de la atencion, disforia.
distorsién en la sensacion del tiempo, disminucidn en la actividad intelectual, nistagmo
y diplopia. Altas dosis generan depresi6n respiratonia e hipoxia (O brien, 1996).

La privacién de barbitiricos después de dosis repetidas, induce cambios
electroencefalograficos tales como un incremento en la actividad basal
predominantemente en la regién frontal del cerebro (O’brien, 1996).

La abstinencia alcohdlica se desencadena por un descenso absoluto o relativo de
los valores de alcohol en sangre. Habitualmente, aparece un temblor generalizado
rapido, mas perceptible en la lengua y las manos, que empeora con la actividad motora
o situaciones estresantes. Los sintomas alcanzan la plenitud a las 48 horas del dhime

consumo. El inicio puede ser brusco o gradual. Desde el punte de vista clinico, presenta
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unos prodromos caraeterizados por wmblor, alucinaciones visuales y ansiedad. Ll
periodo de estado constituye ¢l Hamado defirium tremens, caracterizado por un descenso
del nivel de conciencia, actividad psicomotriz alterada, alucinaciones visaales y
agilacion psicomotriz. En ¢l plano neurolégico se muestra disartria, con temblores de
grandes oscilaciones y sintomas de ataxia cerebelosa. Pueden prescntarse CTISIS
convulsivas acompafada de confusion, desorientacion, concicncia {luctuante 'y
obnubilacion. El cuadro alcanza su cenit a los 2-3 dias de su inicie y pucde mantencrse
durante varios dias. El riesgo de muerte es relativo, pero en casos tratados, la lasa de
mortalidad es inferior al 1 % (Brailowsky y Garcia, 1999).

El DSM-111-R plantea criterios comunes para el diagndstico de la abstinencia de
sedanles-hipnéticos y ansioliticos. Son los siguientes: /. Interrupcion o reduccion del
uso abundante o moderado durante un periodo prolongado (varias semanas o mas) de un
sedante, hipnético o ansiolitico seguida como minimo, de tres de los siguientes
sintomas: niuseas o vémitos, malestar general y/o debilidad, hiperactividad auténoma
{p. €. taquicardia, didforesis, ansiedad o imitabilidad), hipotensién orlostatica, temblor
de manos, lengua y pérpados, insomnio y crisis epilépticas. 2. Dichos sintomas no
deben estar causados por ninguan otro trastorne fisico o mental (Doble y Martin, 1996).

Un dencminador comun de la abstinencia a drogas que involucran a la
neurotransmisién GABAérgica es la hiperexcitabilidad del SNC. Pero, ;cuales son los
posibles mecanismos respensables de la aparicién de estos eventos clinicos.?

El receptor GABA, podria ser el origen de los cambios en los fendmenos de
abstinencia, asi como de algunos trastomos conductuales y de algunos tipos de
epilepsia. La expresién del ARNm de las subunidades del receptor cambian, debido a la
excitabilidad neuronal, ya que después de crisis epilépticas disminuye la expresion de
algunas subunidades como al, a3, a.5, 4 y vl en las regiones donde se encuentra el
foco epiléptico. Esto cambia la sensibilidad del receptor al GABA y a otros agonistas
(Doble y Martin, 1996; Clark et al., 1994; Smith et al., 1998).

Existen trabajos que sefialan cambios en la subunidad a4 en algunas epilepsias y
en abslinencia de benzodiazepinas y neuroesteroides. Por ejemplo: los niveles de
ARNm de esta subunidad aumentan 4h después de la primer crisis epiléptica inducida
por kindling en la amigdala (Clark et al., 1994). Crisis inducidas por acido kainico,
también presentan ¢l fenomeno de “up-regufation” en la subunidad a4 (Tzunashima et

al., 1997). Electrochoques repetidos generan también un incremento en la expresion del



ARNm de esta subunidad (Clark, 1998). Ademas, duranie la abstinencia a la
alopregnanolona y a la progesierona, aparccc un incremente cn la expresion de la
isoforma 4. La “terapia antisentido™ contra ¢l ARNm de csta subunidad previene de la
abstinencia a los neuroestercides (Smith ¢t al., 1998). La abstinencia de diazepam, tiene
en comitp, ¢l incremento en la expresion de las subunidades al y Bl cn la corteza
cerebral (Doble y Martin, 1996), cn tanio que un (ratamiento cranico con etanol, induce
una disminucién en la expresion de las subunidades wl y a6 asi como unincremento de
la ¥3 (Buck et al., 1991). Durante la abstinencia alcohoélica se ha determinado tambigén,
que la expresién de las subunidades o2 y a5 disminuyen en ncuronas de la corteza
cerebral, ademas de presentarse cambios en la fosforilacion del receptor {Mhatre y
Ticku, 1992). Diversos estudios indican que tratamientos largos con benzodiazepinas
disminﬁyen significativamente la expresion de las isoformas al y ¥2. Cuando los
tratamientos son prolongados (mayores de 1 mes), se reduce la expresion de la
subunidad o5, y aumenta la de las isoformas a3 y a6 {(Doble y Martin, 1996). En la
abstinencia de diazepam se ha demostrado una disminucién en la densidad de las
subunidades a1 y un incremento en la expresion de a5, y2L, ¥2S, 2 y B3 en neuronas
de la corteza cerebral, especificamente en la regién frontoparietal (Impagnatiello et al.,
1996; Pesold et al., 1997). Un tratamiento prolongado con muscimol, en cultives de
neuronas, reduce la expresion del ARNm de la subunidad al (Hirouchi st al., 1992); el
tratamiento simultineo con bicuculina, bloguea este fenomeno. Las p-carbolinas.
antagonistas del receptor GABA,, inducen un incremento en la expresion de la
subunidad & del receptor GABA, en cultivos de neuronas (Doble y Martin, 1996).

Un aspecto interesante que sustenta en parte la hipdtesis de este trabajo es el
siguiente: Hay una gran diversidad de drogas que reconocen al receptor GABAA el
tratamiento prolongado con sus agonistas genera cambios en la expresion de las
subunidades del mismo. También puede disminuir 0 aumentar el niimero de receptores.
lo que puede traducirse en una modificacion de Ia sensibilidad farmacolégica. ¥
determina cambios en la excitabilidad del 1ejido. Dado que el agonista por excelencia
del receptor GABA, es el mismo GABA, es logico proponer que €stos cambios debe
producirlos el GABA.

£l balance de las evidencias disponibles acerca de los cambios en las

subupidadcs del receptor GABA, después de tratamientos proiongados con agonistas.
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provocaron una explicacion molecular del desarrollo de tolerancia y abstinencia de las
drogas GABAérgicas. El GABA mismo deberia producit atgunos de estos cambios.

Existen ajustes fanmacologicos rapidos ante la exposicion prolongada de un
agonista al receptor GABA4; la desensibilizacion es la primera consecuencia, Ante una
concentracién elevada de un agonista, ¢l receptor disminuye su aclividad; a largo plazo,
este fendmeno también depende de un cambio en la composicidn de las subunidades del
receptor (Cash et al., 1997). La desensibilizacion depende del estado de fosforilacion
del receptor. Asi, un incremento en los niveles de AMP¢ o en la actividad de la PKA
disminuyen la actividad del receptor favoreciendo la desensibilizacion, es decir, la
fosforilacion cambia los estados de apertura, la duracidn de apertura del canal y/o la
afinidad al pegado del ligando al receptor GABA, (Brown et al., 1998 Frosch et al.,
1992; Laidenheimer y Chapetl, 1997).

. VI El Sindrome de Abstinencia al GABA (SAG)

En el curso de una investigacién sobre la relacion entre ¢l GABA y la epilepsia
(Silva-Barrat et al.,, 1988) en la década de los ochentas, se demostrd un fenémeno de
hiperexcitabilidad cortical posterior al tratamiento con GABA en el mandril fotosensible
(Brailowsky et al., 1987, 1988; Menini et al., 1991).

En estos primates, la estimulacién luminosa intermitente induce la aparicidn de
descargas epilépticas al nivel de la corteza cerebral, acompafiadas de mioclonias
generalizadas. La infusidn crénica, localizada, de GABA mediante céanulas
intracorticales, tiene un potente efecto anticonvulsivo, que perdura a lo largo del
periodo de infusién (7 dias).

En todos los mandriles, fotosensibles o no, a los que se administré el GABA, se
constato la aparicion de focos de actividad paroxistica en el sitio de infusién al dia
siguiente de haber cesado el tratamiento. Independientemente del drea infundida, se
observé la presencia de poliespigas y de actividad en forma de espiga-onda, que en el
caso de la corteza motora se correlaciond con la aparicién de mioclonias de la pata
posterior contralateral al hemisferio infundido. En algunos animales se presentaron, asi
mismo, sacudidas de “perro mojado™ (Brailowsky et al., 1987; 1991).

Postertormente se confirmo ia presencia de este fendomeno de hiperexcitabilidad en

rajas epilépticas (kindling amigdalino; Fukuda et al., 1987), y no epilépticas



{Brailowsky et al., 1987, 1989). El fendmeno se caracterizd  conduciual y
clectroencefalograficamente (Brailowsky et al., 1988),

Tanlo en monos como en ratas, la interrupcion abrupta de la infusidn intracortical
cronica de GABA fuc  seguida de la aparicion de un foco epiléptico cn la zona
infundida, caracterizado por descargas en forma de espiga. Al comrer ¢l ticmpo, las
manifestaciones electroencefalogrificas se circunscribicron mas a la zona de la canula
de infusién, y en las etapas finales del fendmeno, las descargas desaparecieron
gradualmente para solo reaparecer en la fase de suefio de ondas lénlas. A este
fenémeno de hiperexcitabilidad se le llamé *Sindrome de Abstinencia al GABA” (SAG:
LeGal La Salle et al., 1988; Silva-Barrat et al., 1992), ya que, ademas de las crisis
convulsivas, los animales presentaban otras manifestaciones clinicas tales como:
mioclonus de ta pata inferior contralateral al hemisferio infundido, movimiento
incesante de las vibrisas, irritabilidad, y aumento de la conducta exploratoria, En las
primeras horas de la evolucidn del SAG, el animal cursa con aletargamiento
(Brailowsky et al., 1992). Existe dependencia fisica, ya que la re-infusion de GABA
hace que desaparezcan las manifestaciones EEG (Brailowsky, 1994). Finalmente,
también hay sefiales de tolerancia cruzada a benzodiazepinas (diazepam) y a
barbitiricos (pentobarbital), ya que la administracion de estas drogas GABAérgicas no
modifica la frecuencia de disparo de la descarga epiléptica {Brailowsky, 1992).

Se le ha descrito tres distintos patrones en ¢l electroencefalograma (EEG)
durant el SAG (Brailowsky et al., 1990):
PATRON I: se presenta actividad cspiga-onda dnica unilateral, de 200 a 700 uV de
amplitud y a una frecuencia dc 0.5 a 3 ciclos por segundo (cps).
PATRON II: aparecen complejos espiga-onda seguido de poliespigas de alta frecuencia.
PATRON III: se observan espigas de propagacion contralateral (bisincronia),
generalmente con mayor amplitud en el lado de la infusién, de varios segundos de
duracion (ver figura 5).

Comuinmente el SAG se inicia con el patrén I, que predomina a partir del
segundo dia y hasta el final del sindrome. Los patrones 11 y HI se observan en las
primeras 4 a 6 horas y son poco frecuentes después de 12 horas de evolucion. La
aparicion de las
descargas paroxisticas tiene una latencia promedio de 90" minutos (Brailowsky et al..

1990).
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Con la técnica de la 2-deoxiglucosa (2-DG) radioactiva se ha observade cambios
metabélicos producidos por el SAG cortical (Menini €t al., 1991), mediante esta técnica
es posible estudiar el metabelismo glucidico cercbral ya que la 2-DG se acumula en cl
sitio de utilizacion. Las dreas cerebrales mas activas acumularian mas 2-DG, la cual
puede visualizarse mediante autorradiografia.  De esta manera, se observé un aumento
significativo en el consumo local de glucosa (3 a 5 veces con relacién al control), no
s5lo en el drea cortical involucrada en la generacion de la actividad paroxistica, sino
también en la zona talamica ipsilateral de proyeccion de dicha rea cortical (nicleos
posterior oralis, ventro-postero-lateral, central lateral, ventro-lateral y reticular), en
animales sacrificados 60 minutos después de haberse iniciado el SAG. Estas regiones
hipermetabélicas corresponden con las dreas de gliosis que se cuantifican en animales
sacrificados 10 dias después de haberse interrumpido la actividad paroxistica
{Brailowsky, 1991).

También se han estudiado los efectos de las infusiones cronicas intracorticales del
GABA sobre la actividad de la enzima de sintesis del mismo, la GAD. Los resultados
demostraron una reduccién de aproximadamente 40% en la actividad de la GAD, 1anto
en presencia como en ausencia del cofactor PLP, a nivel del sitio de infusion del
aminoécido (Salazar et al, 1994).

En rebanadas de corteza cerebral, obtenidas de ratas que presentaban convulsiones in
vivo (mioclonias unilaterales} o cambios eléctricos (espigas en el sitio de infusion), se
flevaron a cabo experimentos in vitre, con los quc se registr a nivel intracelular a las
neuronas situadas en la vecindad del sitio de infusidn.

La estimulacion eléctrica de la sustancia blanca situada en el mismo plano columnar

del sitio de registro indujo en lodas las células analizadas, despolarizaciones
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patoxisticas acompaiiadas de trenes de potenciales de accion de alta frecuencia. Estas
actividades son las Namadas despolarizaciones paroxisticas de gran amplild o PDS
(del inglés: paroxysmal depolarization shift) y se han considerade como una
caracleristica de las células cpilépticas. Se encontrd una poblacion de neuronas que
presentaba, ademas de los PDS inducidos sinapticamente, trenes de polcnciales de
accion de alta frecuencia provocados por la inyeccion intracetular de corriente.  Estas
neuronas, con capacidad intrinseca de gencrar PDS se diferencian de las ncuronas en las
que los PDS solo pedian ser inducidos por estimulacion sindptica en:  a) presentar
poltenciales dependientes de voltaje (PPSE), que aumentaban por hiperpolarizacién y
disminuian por despolarizacion; b} presentar PDS dependienies de calcio: 1a sustilucion
del caleio con cobalto produjo la desaparicion de los trenes de potenciales de accion de
alta frecuencia inducidos por corriente para dar paso a potenciales unicos, y ¢
tolerancia a los efectos hiperpelarizantes del GABA aplicado al bafio en el que se
mantenia a las rebanadas. Esta tolerancia se manifesté con una DEso (concentracion
efectiva 50) de isoguvacina 50-100 veces mayor para estas células que para las neuronas
con PDS sindpticos (Silva-Barral et al., [989; 1992; 2000).

Experimentos enfocados a determinar el papel de los dos principales subtipos de
receptor al GABA, demostraron que €l SAG es un fendémenc dependiente del receptor
GABAA. Las pruebas que apoyan esta afirmacién son farmacologicas: por una parte. la
demostracion de que es posible inducir un foco epiléptico al interrampir infusiones
localizadas de isoguvacina, un agonista especifico GABAA y por la otra. la
comprobacién de que los agonistas especificos del receptor GABAR (baclofen) inducen
dicho foco cuando se aplican, pero no cuando se suprimen. Ademds, los antagonistas
GABAB. como el faclofen, no ticnen efecto sobre los focos epilépticos producidos por
la privacién de GABA (Brailowsky et al,, 1990, 1991).

La respuesta de eslas descargas epileptiformes a los diferentes farmacos
anticonvulsivos, administrados por via sistémica, varia de acuerdo al tiempo de
evolucion de la actividad paroxistica, ya que ¢l foco epiléptico es extraordinariamenie
resistente a los anticonvulsivos usados clinicamente (fenitoina, barbitiricos.
etosuccimida, valproato, carbarnazepina, etc.), € incluso al farmaco de eleccion en casos
de status cpiléptico. el diazepam, lo que sugicre la existencia de tolerancia cruzada,
Dosis hasta de 15 mg/kg. 1.P. de esta benzodiazepina no afectan la frecuencia de Ia

descarga del foco epiléptico, a pesar de que el animal ¢sié¢ profundamente sedado. El
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pentobarbital, a dosis ancstésicas (35 mg/kg.), no modilica signilicativamente Lo
frecuencia del foco de descarga cortical. Lo anterior es prueba de que ¢l SAG es un
madelo de epilepsia intratable, en los primeros estadios de su evolucion (Brailowsky,
1991

A partir del segundo dia del SAG su respucsta cambia, empicza a observacse un
efecto anticonvulsivo por la administracion de farmacos antagonistas del recepior al
NMDA como la ketamina, el amino-fosfonoheptanoato (APH) y el MK-801, o por
benzodiazepinas como el clonazepam (Brailowsky et al., 1988, 1990; 1991).

En este contexto, es necesario mencionar que la actividad paroxistica focal
caracteristica del SAG puede inhibirse por la infusion local del GABA, aiin en las fases
iniciales det sindrome.

Con el fin de demostrar la especificidad del fendmeno de hiperexcitabilidad causado
por el GABA, se probé el efecto de la taurina, ast como de la glicina, con resultados

negativos (Brailowsky, 1991).

Figura §

Hiperexcitahilidad por privacion de GABA in vitro
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En rebanadas sagiteles de hipocampo ia hiperexcitabilidad por privacién de GABA, se identifica: A) por el
incremento en la amplitud de la espiga poblacional, ssi como 13 sparicitn de vartos componentes evocados por
una eetimulacion en las fibras colatersies de Shaffer: ademas B) se manifiesta la pérdida de s inhibicién
recurrente, caracteristica de esta estructura en el protocolo de pulsos pereados.

Para reproducir in vitre €l fendmeno de hiperexcitabilidad neurenal inducido por la
privacién brusca del tratamiento cronico con GABA, se hicieron estudios cn rebanadas

de hipocampo de rata {Garcia-Ugalde ¢t al, 1992). Esta cs una preparacion
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{recuentemente empleada en el estudio experimental de la epilepsia, por la facilidad con
la que se pueden reconocer sus elementos anatomicos (neuronas piramidales de las dreas
CALl y CA3 y sus vias de llegada y salida). Por otra parte, dada la gran incidencia de
cpilepsin del 16bulo temporal (psicomotora), su estudio es de importancia clinica y
cxpenmental.

En rebanadas de hipocampo incubadas con GABA (10 mM) por 60 o [20 minutos y
luego privadas bruscamente del neurotranmisor, se constato la _aparicién  de
hiperexcitabilidad neuronal caracterizada por un aumento extraordinario de la respucsta
de campo de las neuronas piramidales del drea CAl a Ia estimulacion aferente
(colaterales de Schaffer), asi como por la abolicidn de la inhibicion recurrente mediada
por ¢l GABA y evaluada mediante ¢l paradigma de la cstimulacion parcada (figura 6).

Estos experimentos demostraron la posibilidad de inducir un fendmeno de
hiperexcitabilidad in vitro como moedelo de! SAG in vivo. Las preparaciones in vitre
pueden facilitar considerablemente el analisis neuroquimico y neurofarmacoldgico de la
hiperexcitabilidad inducida por la privacion de GABA.

En resumen, desde el punto de vista clinico, el SAG reproduce varios cuadros
observados en el humano:

1) un cuadro de estado epiléptico focal (actividad paroxistica continua localizada en
una zona especifica).

2) un sindrome de epilepsia parcial continua (sindrome de Kojewnikow),
caracterizado por descargas focales asociadas a mioclonus y a descargas epileptiformes
lateralizadas pertodicas.

1) desde el punto de vista fisiopatolgico, el SAG se relaciona con todos los
sindromes que se caracterizan por alteraciones de la transmision inhibidora y se asemeja
a otros modelos de epileptogénesis inducida por antagonistas del GABA como la
bicuculina o la picrotoxina. Ambos modelos se acompafian de hiperexcitabilidad
neuronal, de hipermetabolismo glucidico y de cambios neuropatolégicos compatibles
con la excitotoxicidad.

4) desde el punto de vista neurofarmacolégico, el SAG constituye un fendnieno
dependiente de los receptores GABAA, que se acompaiia de disminucion en la actividad
de sintesis de la GAD y de tolerancia a agonistas especificos de este receptor {la
isoguvacina). Por otra parte, el perfil farmacoldgico del SAG varia con el ticmpo de
cvolucién: extremadamente resistente en las primeras 24 horas y. en ¢lapas posteriores

sensible a las benzodiazepinas.
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5y el SAG podria relacionarse con sindromes de carencia o abstinencia semejantes a
los que se¢ observan al suspender bruscamente la administracion prolongada de
sustancias como los barbitiricos, las benzodiazepinas o ¢l aleohol, sustancias que se
caracterizan por lacilitar la transmision GABAgrgica,

6} el animal con SAG presenta dependencia al GABA y tene aleraciones
conductuales come hipersomnia, imitabilidad y aumento de la actividad exploratoria.
ademas de movimientos mioclonicos de la pala trasera contralateral al hemisferio

infundido asi como, ocasionalmente, sacudidas de “perro mojado”™.
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11 OBJETIVOS

El objetivo central de esta tesis [ue caraclerizar en una preparacion de corteza

cerebral i virro la hiperexcitabilidad inducida por fa privacion aguda de GABA.

Estudiar durante la hiperexcitabilidad inducida por la supresién brusca de GABA la
sensibilidad del receptor GABA, a distintos agonistas seleclivos para este receptor.

como son el diazepam, el flunitrazepam y la alopregnanolona.

Comparar la hiperexcitabilidad inducida per privacion de agonistas alosléricos

(flunitrazepam) con aguella producida por el agonista endégeno (GABA).

Observar los cambios funcionales en la neurotransmision GABAérgica por la
hiperexcitabilidad inducida por la privacién aguda de GABA. Es importante hacer
notar que la preparacién in vitro permite estudiar el curso temporal de eslos
cambios: antes y después de que sc genere la hiperexcitabilidad. Mientras que. los
estudios in vivo sélo permiten estudiar los cambios funcionales después de la

apricidn de la hiperexcitabilidad.

Estudiar el efecto de la inhibicién en la sintesis de proteinas en la induccion del

SAG, utilizando para este efecto la anisomicina.
Evaluar la susceptibilidad de induccion de la LTP por efecto de la abstinencia al

GABA, debido a que éste puede ser un bioensayo equivalente al bloqueo selectivo

de la neurotransmision GABAérgica

LA



IV HIPOTESIS

Una de Ias caracteristicas mas importantes de 1a hiperexcitabilidad inducida por
la privacion aguda de GABA es que muestra una resistencia farmacoldgica a los
antiepilépticos en los primeros estadios de evolucion. {Down regulation). Sin embargo,
la re-administracion de GABA es capaz de disminuir o blogucar completamente la

hiperexcitabilidad.

En la busqueda de una explicacidn logica de los mecanismos de inicio de la
hiperexcitabilidad inducida por la privacion de GABA, se plantea la siguiente hipotesis:
ies posible que e} receptor GABA, modifique su eslruclura por accion de la
administracién y posterior privacion de GABA? Muchos modelos de epilepsia
sindromes de abstinencia tienen en comin denominador la modificacion en las
subunidades que conforman al recepter GABAA. Asi, la abstinencia al mismo GABA,
puede ser el sustrato de muchos tipos de epilepsia cuyo origen comiin es una

maodificacion del receptor GABAA,.

La hipdtesis general de la presente Tesis postula que ¢l sustrato comin de todas

las abstinencias de drogas GABAérgicas es ¢l mismo.
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V MATERIAL Y METODOS
EXPERIMENTOS IN VIVO
CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con  peso de 250 a 300 g, a las
cuales se les mantuvo en forma individual en cajas de acrilico, con libre acceso al
alimento y en condiciones de temperatura controfada y ciclos luz/oscuridad 12/12 h.

A la rata anestesiada con una mezcla de halotano 2% y carbogéno (95% O3, 5%
CO»). se le implantaron en ambas cortezas somatomotoras (2 mm posterior de bregma,
2 mm lateral a la linea media y a 1.4 mm de profundidad), dos cinulas de infusion de
0.5 mm de didmetro externo y 10 mm de largo. Ademas, se colocaron electrodos
epidurales, 2 mm posteriores a ambas canulas de infusion.

La actividad electroencefalografica basal (EEG) de ambas regiones
somatomotoras se obtuvo mediante derivaciones bipolares amplificadas y registradas
en un poligrafo Grass {(Mod. 79) (filtros 0.3-300 Hz). Las instilaciones intracorticales de
GABA o neuroesteroides se llevaron a cabo utilizando una bomba de microinfusién
(Harvard Apparatus) a una velocidad de 3pl/h. Todas las soluciones instiladas fueron
marcadas con “azul verdadero™ para delimitar el area de infusién en la corteza cercbral.
Se realizaron infusiones unilaterales de GABA solo o asociado con neuroesteroides
durante 120 minutos. Se midieron los cambios en el EEG después de las instilaciones
(latencia a la primera espiga epileptiforme y duracién del foco epiléplico).

Diez dias después de concluir las manifestaciones EEG caracteristicas dei SAG,
se sacrificé a los animales con pentobarbital sédico (200 mg/Kg.). Se llevaron a cabo
perfusiones intracadiacas con solucion PLP: paratormaldehido, lisina-metaperhiodato:
(metaperhiodato de sodio 1.2g; lisina 6.8g; paraformaldehido 20g; Buffer fosfato 0.2
M). El cerebro se mantuvo en diferentes gradientes de solucion fosfatos/sacarosa para
finalmente ser seccionado en el microtomo y prepararlo para diferentes tinciones
histoldgicas.

HISTOLOGIA

A los cortes de cerebro (50 micras) se les realizd tincion de Nissl e
inmunohistoquimica para proteina fibrilar 4cido glial (GFAP). Los cortes preparados en
laminillas se analizaron por medio de un procesador de imagenes computarizado

{Image, Macintosh) a través de microscopia foténica (Nikon).
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ANALISIS ESTADISTICO
Se ulilizaron pars estos resultados dos pruebas estadisticas no paramétricas: cl

analisis de varianza de Kruskal-Wallis.

EXPERIMENTOS IN FITRO
PREPARACION DE REBANADAS DE CEREBRO:

Para cslos experimentos se utilizaren ratas macho cepa Wistar (120 g); las
cuales fueron decapitadas bajo anestesia con éter. Se les extrujo el cerebro y  se
secciond en un vibratomo (pelco 101) en cortes sagitales de 400 pm de grosor a
temperatura de 4 °C. Las rebanadas se mantuvieron en solucidn salina con bicarbonato
(en mM); NaCl 125, KCl 3.0, MgCl2 1.0, CaCly 2.0, NaHCO3 25, glucosa 11;
saturado con burbujeo continuo con carbdgeno ajustado a un pH=7.4 y a una
osmolaridad de 300 mOsmol/l.

Los protocolos farmacolégicos y los registros de las espigas poblacionales (EPs)
se Yievaron a cabo en una camara de perfusién continua (5 ml), a temperatura de 31°C;
con una velocidad de superfusion de 1 & 2 ml/min. E{ registro de las EPs se obtuvo en
capas superficiales corticates (I/11) por medio de micropipetas de vidrio llenas con
solucion 0.9% de NaCl (3-10 M) (amplificador Grass serie p5 estandar AC). Las EPs
fueron observadas en un osciloscopio y digitalizadas simultineamente para su
almacenamiento {Axoclamp Instruments). Los estimulos para provocar las EPs se
realizaron con un electrodo bipolar concéntrico en capas profundas de la corteza
cerebral (V/VI) mediante pulsos cuadrados tnicos (40-70 ps a 0.2Hz) (estimulador
Grass S-88), asi como con pulsos pareados con diferentes intervalos de tiempo entre
los estimuios: 20, 40, 80, 150 y 300 ms. La intensidad de estimulacién para todos los
experimentos fue la necesaria para obtener una espiga poblacional de amplitud del 40%
de la amplitud maxima. Estos protocolos no indujeron depresion o espigas miltiples ni
tampoco potenciaron la respuesta en las condiciones testigo.

Los experimentos para inducir hiperexcitabilidad por privacién de GABA in
vitro se rcalizaron de la siguiente manera: se incubaron las rebanadas con GABA (5
mM) durante 120 minutos. Después se eliminé bruscamente el GABA de la perfusion y
sc registtd durante 4 horas. Se registraron las EPs cada 15 minutos, asi como la

respuesta a los pulsos pareados, antes, duranlesy después de la incubacién con el
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GABA. Durante el incremento de la excitabilidad inducida por privacion de GABA se
llevaron a cabo diferentes aplicaciones de frmacos o se clectuaron los experimentos

neuroquimicos.

EXPERIMENTOS NEUROQUIMICOS
LIBERACION DE GABA-3H

En rebanadas corticales procesadas de manera idéntica a las de los experimentos

de neurofisiologia, se cuantifico la liberacién de GABA-3H (actividad especifica 50
Ci/mmol) ante un estimulo depolarizante (KCl, 50 mM), en tres distintas condiciones;
control, al término de la incubacién con GABA por 2 horas y 150 minutos después del

término de la incubacién con el aminoacido,

El tejido se incubé con GABA-H (0.1 mM) durante 10 minutos a 37 ©C.
Después, las rebanadas fueron transferidas a 4 micro-camaras de perfusion (0.5
m¥/min) paralelas con capacidad de 0.25 ml cada una. Se colectaron fracciones cada
minuto durante la perfusién. Después de 5 minutos de liberacién espontinea, el medio
de perfusidn fue sustituido por Ringer-Krebs con alta concentracion de KCI [50 mM].
Cada fraccion de superfusién obtenida en periodos de un minuto y el tejido

(solubilizado) se ajust6 a 5 mi con tritosol y se procesé para su lectura en un contador

de centelleo Beckman (Mod. LS 1701). La liberacién de GABA-3H, se expresé en
porcentajes de radioactividad total liberada por minuto (radioactividad total = total
liberado + remanente en ¢l tejido). Los valores de radioactividad. en cpm, fueron del
orden de los 100 000; convertido para su analisis en porcentajes. Estudios previos,
demostraron que, en estas condiciones experimentales, entre el 8¢ a 95% de Ia

radioactividad liberada corresponde al neurotransmisor estudiado.

ANALISIS ESTADISTICO
En los registros electrofisiolégicos, los promedios (+ errores estandar) del
incremento de las EPs con respecto al control (en porcentaje) y la liberacion de GABA-

H se validaron utilizando la prucba estadistica de U de Mann-Whitney.

Sustancias utilizadas:
GABA (sigma. St Lois, MO)
Alopregnanolona, (aloP, sigma, 5t Lois, MO)



Progesterona (P, sigma, 51 Lois, M)

Moleculsol (Sa-cyclo-dextrine, sigma, St Lois, MO}

Diazepam (D2, sigma, St Lois, MO)

Bicucutina (Bic, sigma, St Lois, MQO)

CdCI2 (sigma, St Lois, MO}

MKS0I (RBI, Natick, MA)

Flunitrazepam (Flun, sigma, St Lois, MO)

*H-GABA (sigma, St Lois, MO)

*H-Muscimo! (sigma, St Lois, MO)

Exceptuando la alopregnanolona {(que tiene que diluirse en moleculsel) y el
flunitrazepam peviamente disuetlto en 0.1 N de HCI, todas las drogas utilizadas fueron

disueltas desde una solucién “stock™ en el Ringer.
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VI RESULTADOS

Los resultados se presentan en (res secciones.

1. Seccién: “Allopregnanolone potentiates a GABA-Withdrawal syndrome in the rat
cerebral cortex”. Neurosci. Lett. 1995; 195: 73-76. Esie primer trabajo muestra que la
alopregnanolona es capaz de potenciar el efecto de la supresién aguda de GABA para
producir hiperexcitabilidad, evaluado mediante registros EEG. Se demuestra que este
neuroesteroide disminuye la latencia para producir ¢l SAG e incrementa la duracion del
foco epiléptico. Esto sugiere que la hiperexcitabilidad o el sindrome de abstinencia
producido por agonistas alostéricos o el agonista endogeno puede tener un sustrato

comun,

2°, Seccitn: “Neocortical hyperexcitability afier GABA withdrawal in vitro™ Epilepsy
Res. 2000; 39: 13-26. En este ariculo se _dcmueslra y caracteriza
electrofisiologicamente la hiperexcitabilidad inducida por privacion aguda de GABA

in vitro. Se muestran evidencias de:

1. La hiperexcitabilidad neuronal inducida por la privacién aguda de GABA puede

producirse in vitro, en la neocorteza.

2. La hiperexcitabilidad neuronal también puede inducirse por privacion aguda de

flunitrazepam. Ambos fendémenos (1, 2) fueron muy semejantes.

3. La progesterona facilita la hiperexcitabilidad cortical provocada por la privacion

de GABA.

4. En condictones de hiperexcitabilidad inducida por la privacién de GABA el efecto

inhibitorio de la alopregnanolona se incrementa.
5. Se demuestran cambios neuroguimicos en condiciones de hiperexcitabilidad por

privacion de GABA y duranc la incubacion con el neurotransmisor: ¢n este orden.

se presentan evidencias de una disminucién en la liberacion de GABA-H ,
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provocada por el K después de la privacion aguda de GABA y una disminucion
I g . k] - Hn -
de la union especifica de muscimol-"H durante la incubacion con GABA. el cual

se recupera durante el periodo de hiperexcitabilidad inducido por la privacion.

¥. Seccidn “Long Lasting etfects of GABA inlusion into the cerebral conex of the rat”™
Neural plasticity, 2000 7;(1-2):1-8. Se presentan resullados in vive ¢ in vitro, los cuales
demuestra que un inhibidor de la sintesis de proteinas como la anisomicina cs capaz de
bloquear la generacién del SAG, ademds de que durante la hiperexcitabilidad inducida
por la suprecion de GABA in vitro se incrementa la sensibilidad para la induccién de la

potenciacidn a largo plazo (LTP).
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Abstract

We have studied the neuromodu latory effect of the neurosteroid 3a-hydroxy-5a-pregnan-20-one (allepregnanolone-3a-5aP-) in the
GABA-withdrawal syndrome (GWS). This is a model of partial epilepsy consisting of an enduring paroxysmal activity recorded at the
site of GABA infusion that depends, for its induction, on GABA receptor activation, Rats were chronicaily implanted for frentat and
occipital EEG recording with infusion cannulac fixed on the somatomotor cortical region. When the neurosteroid was infused after or
concurrently with GABA, a potentiation of the GWS (i.c. shorter latency and prolonged duration) was observed. No modifications in

EEG activity were detected when allopregnanolone was administe:

red alone or prior to GABA administration. These results indicate a

neuromodulatory effect of allopregnanolone, d dent an the pr
P P P!

e of GABA at the receptor site.

Keywords: Epilepsy; EEG; Plasticity; GABA receptor; Allosteric modulation

Epileptic activity can be elicited by the manioulation
of either excitatory or inhibitory nevrotransmitter concen-
tration. As a rule, any procedure interfering with GABA
neurotransmission provokes seizures.

Several forms of epilepsy involve cyclic variations; for
example, in epileptic women, seizure occurrence de-
creases during the second half of the estrous cycle, during
puberty, in the last trimester of pregnancy, and in the im-
mediate postpartum period [6]. The neuroactive forms of
the sex steroid progesterone, the pregnanolones, appear to
be involved in these effects [11].

The GABA-withdrawal syndrome {GWS) is an ex-
perimental model of partial epilepsy induced by the ces-
sation of exogenous infusions of GABA in the cerebral
cortex, the amygdala or the hippocampus {2,4,8). The
GWSis casily identifiable in EEG recordings by the pres-
ence of high-amplitude spikes and spike-and-wave con-
tinuous ctivity [3]. These paroxysmal patterns gradually
decrease in amplitude and frequency uniil they disappear

* Corresponding author, Tel.: +52 5 622 5761; Fax: +52 5 622 5607;
E-mail: sbrailow@ifesunl ifisiol .unam.mx.

hours or days after, depending on the GABA infusion

_ time (2]

Although we cannot rule out the participation of many
other molecules in the GWS our data indicate that, at least
for its induction, GABA is the main neurotransmitter in-
volved. We have induced GWS with other GABA, recep-
tor agonists such as isoguvacine (5] and THIP, while ba-
clofen, the prototype GABAg agonist do¢s not induce
withdrawal signs. Moreover, in Previous experiments we
have found that discontinuation of intracortical chronic
infusions of other substances with inhibitory properties
(i.e. glycine or taurine) did not induce paroxysmal dis-
charges [3].

In the mammal brain, glial cells appear responsible for
the de novo synthesis of steroids [10]. These ‘neuro-
steroids” have anesthetic, sedative-hypnotic, anticonvul-
sant and anxiolytic actions [10]. Oligodendrocytes and
astrocytes can synthesize in particular one of the most
potent steroids allopregnanolone (3a-hydroxy-5a-preg-
nan-20-one) [10]. Allopregnanclone (3a-5aP) has been
proposed (o exert a positive modulation of GABAergic
neurotransmission by increasing the frequency of chloride
channel openings and enhancing GABA binding [8,10].

0304-3940/05509.50 © 1995 Eisevier Scicnce Ircland Lid. Al rights reserved
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To determine the role of neurosteroids in the GWS al-
lopregnanolone was infused into the cerebrat cortex of the
rat either alone, together with GABA, prior 3, or [ollow-
ing GABA administration. The behavio] and electro-
physiological effects of the intracortical infusions were
studicd.

The experiments were performed on male, Wistar rats
(250-300 p). individually caged, with free access o food
and water, on a 12/12 h cycle (lights on 0800 h).

Drugs were purchased from Sigma (St. Louis, MO)
and RBI (Natick, MA). The solvents were saline for
GABA, and moleculso!® for altopregnanolone. Al solu-
tions contained direct blue (1 mg/5 ml), a dye that marks
the injection site and indicates the extent of drug diffu-
sion. The dose of allopregnanolone was determined on
pilot experiments and based on studies of GABA receptor
binding in the presence of nevrosteroids [9,10].

Cortical electrodes were implanted in halothane ancs-
thetized rats above the frontal and occipital cortices, using
a frontal sinus site as reference. Infusion cannulae
(0.5 mm diameter, 10 mm length) were stereotaxically
placed on the somatomotor cortical region (AP = -2 mm
from bregma; 2 mm lateral w the midline, and 1.5 mm
depth, from the bone), as described in previous studies
[2}. All injections were- performed unilaterally, with a
programmable pump (Harvard) at a rate of 3 ulh for a
minimum of 120 min.

Recordings began 1 week afler surgery when an initial
conuol EEG (0.1-300 Hz) was performed. Rats showing
abnormalities in the EEG (e.g. focal spiking or slowing)
were discarded from the study. For the remaining ani-
mals, the EEG was analyzed before, during GABA infu-
sion, and up to 15 days after induction of GWS.

At the end of the experiment, rats were deeply anes-
thetized with pentobarbital and perfused intracardially for
future histologicai evaluation. Brain sections were stained
with Cresyl Violet or prepared for glial fibrillary acidic
protein (GFAP} immunocytochemistry.

The statistical analysis employed non-parametric cal-
culations {(Mann-Whitney U- and Kruskal-Wallis tests).
The significance Icvels were established at the P <0.05
level.

Groups of animals were divided according to the con-
tent of the infused solution as follows. Infusions Jasted for
120 min unless otherwise specified. There was no discon-
tinuity between successive infusions. (1) Vehicle: saline
{n =4) or moleculsol (n=6); (2) aliopregnanolone (3a-
5aP) alone !0™M (n=6) (3) GABA alonc 05M
(n = 5); (4) GABA and allopregnanclone together 1078 M
(n=12) (5) GABA followed by allopregnanclone for
180 min {ri = 7); (6) allopregnanolone followed by GABA
(n=11)

Intracortical infusion of vehicle or allopregnanclone
alone showed no behavioral or EEG effects, either during
or after infusion. The EEG characteristics of the GWS
induced by infusion of GABA alone, or in combination
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GABA WITHDRAWAL SYNDROM:

LATENCY imin)

DURATION tdays)

GABRA CABAALLGLE GARAJALLO-F ALLO-PIGABA

Fig. 1. Bars indicate the lateacy (min) and duration (days) of GW'S
induced in rats treated with GABA and with GABA and allopreg-
nanolone (ALLO-P). Note the decrease in latency and the lengthening
of the duration of the syndrome in those groups in which the steroid
was delivered with GABA (GABA + Allo-P) or following GABA
{GABA/ALLO-P). *P < 0.05, Mann-Whitney U-test.

with allopregnanclone, were qualitatively similar to those
previously reported [3]: high-amplitude spikes (200-
700 4 V), with increasing frequency during the first hours,
spontaneously fading afier several days (Fig. 1).

The simultaneous infusion of GABA and allopreg-
nanolone, or the infusion of GABA prior allopreg-
nanolene administeation, significantly prolonged the du-
ration of GWS. Moreover, the latency for initiation of the
characteristic epileptogenic activity of GWS was shorter
compared to the latency observed following the infuston
of GABA alone (Fig. 2). No potentistion was observed
when allopregnanolone was infused prior to GABA ad-
ministration (Fig. 2). On average, latencies decreased by
30% and GWS duration increased by 40%.

Histological analyses revealed gliotic changcs around
the infusion site, with neurono-giial depopulation in the
vicinity of the location of the cannula. As previously re-
ported [2,3] in rats presenting GWS, thalamic GFAP im-
munoreactivity was observed.

The experiments presented here indicate that, in the
presence of GABA, allopregnanolone administration po-
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wnliates the epileptogenic effecs of GABA withdrawal.
Thus, either when allopregnanolone was simultaneously
infused with GABA. or following GABA infusion, an
enhancement of (he otherwise ‘classic’ GWS was re-
corded as a decrease in the latenst at which paroxysmal
activity first appeared and as a prolongation of the dura-
tion of the abnormal epileptic discharge.

The neurnsteroid agonist, given alone, had ro detect-
able behavioral or EEG conseguences. However, the
possibility of a withdrawal syndrome to steroids cannot
be completely ruled out. There are reports of a progester-
one withdrawal syndrome in rats [7] and it is possible that
the premenstrual syndrome might be a form of neuro-
steroid/GABA withdrawal,

The neuronal hyperexcitability characteristic of the
GWS may be related to a rapid and reversible GABA,
receplor desensitization with decreased chloride conduc-
tance, as observed in vitro in the presence of GABA (16].
Accordingly, it has been shown that neurons located in
the vicinity of the GABA infusion site become tolerant o
the effects of isoguvacine, a pure GABA,, agonist [15]. It
is possible that 3a-5aP could facilitate processes leading
to the desensitization of GABA,, receptors.

The interaction between GABA and neurosteroids has
been well demonstrated. The average time the GABA
receptor channel remains open is increased in the pres-
ence of pregnanolone (3a-58-pregnan-20-one) and a
positive allosteric modulation of GABA binding has been
revealed with biochemical studies [9). Consistent with our
results, in vitro studies have shown that the sequence of
exposure 10 neurosteroids is the determinant for the neu-
rosteroid-dependent increase in GABA-induced chloride
conductance [17]. Neurosteroids appear to modify GABA
binding by allowing the ionic channel 1o open faster and
remain opened for a longer time. This effect could be
related to the 3a-SaP-induced decrease in GWS latency
reported here. It could be proposed that the GABA, re-
ceptor desensitization observed following prolonged in-
fusion of GABA is potentiated in the presence of 3a-5aP
{groups 4 and 6).

The enhanced duration of GWS observed in the pres-
ence of allopregnanclone (over 8 days) might be related
to genomic events translated as changes in receptor pro-
tein stability (half-lifc) and/or assembly (changes in
subunit composition), modifications in neuronal and glial
transporters, or interactions with G-proteins [10,12].

The neuronal hyperexcitability characteristic of the
GWS might also be modulated by the indirect influence
of other neurotransmitters. For example, it has been
shown that the non-competitive NMDA glutamate recep-
tor antagonist phencyclidine [1-(1-phenylcyclohexyt)pip-
eridine] injected 30-60 min before the discontinuation of
GABA infusion, prevented the development of GWS
{14]. However, in our hands, the simultaneous infusion of
GABA and allopregnanolone in the presence of a more
selective antagonist of the NMDA receptor subtype, di-
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benzocycloheptencimine (MKB0L, 0.5 and 5 mpfkg, i.p)
produced 2 GWS with o latency and duration not signili-
cantly different 10 the GWS produced by the simultancous
infusion of GABA and allopregnanolone atone (unpub-
lished observations). 'The possibility that other neuro-
transmitters besides plutamate might indirectty participate
in the induction and/or maintenance of GWS cannot be
eliminated, nor can the possibility that NMDA glutamate
receptors might participate in the induction of the GWS
following infusion of GABA alone. The magnitude of the
potentiating effects of the newrosteroid might have been
encugh 10 overcome any indirect influence of incrcased
NMDA receptor stimulation. Therefore, although the in-
fluence of glutamate on GWS remains a possibility, our
results indicate a predominant GABAergic influence on
the induction of GWS.

GABA receptor desensitization, interaction of neuro-
steroids with other neurotransmitters, and/or a modifica-
tion of GABA synthesis such as the observed decrease in
glutamate decarboxylase activity following chronic
GABA infusion [13] ma; contribute to the apparent effect
of 3a-5aP in decreasing GABAergic activity.

1n conclusion, we identified a positive modulatory ef-
fect of a ncurosteroid, aliopregnanolone, in a GABA-
dependent model of partial epilepsy. Steroids might
participate in other withdrawal syndromes telated to
GABA .(barbiturates, benzodiazepines, cthanol) or to cy-
clic excitability changes observed in epileptic and preg-
nant women.

We thank R.W. Olsen for critical reading of the manu-
seript. Supported in part by grants from DGAPA-UNAM
and from CONACYT, Mexico.
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Abstract

The sharp interruption of the intracortical instillation of exogenous y-aminobutyric acid (GABA), generates an
epileptic focus in mammals. Seizures elicited by GABA withdrawa! last several days or weeks, The present work
reports that GABA withdrawal-induced hyperexcitability can be produced in vitro: a sudden withdrawal of GABA
(5 mM; 120 min) or benzodiazepine (60 uM fAunitrazepam) from the superfusion, induced a gradual increase in the
amplitude of the evoked population spike (PS) recorded on neocortical slices. PS enhancement reached 150% above
the control vaiue 2.5 h after GABA withdrawal. GABA withdrawal-induced hyperexcitability was [acilitated by
progesterone. PS enhancement induced by GABA withdrawal was associated with an impairment of GABA
transmission occurring before epileptiform discharges were fully established, Paired pulse inhibition and evoked
[PH]-GABA release appear decreased; suggesting that cortical hyperexcitability as a result of GABA withdrawal
involves pre-synaptic changes. Specific muscimo! binding decreased during GABA superfusion but recovered alter
GABA withdrawal. However, the sensitivity of the post-synaptic response to 3a-OH-5a-pregnan-20-one or allopreg-
nanolone (alloP) was enhanced alter GABA withdrawal, suggesting a functional change in the GABA , receptors. The
changes described may be the cellular correlates of the withdrawal syndromes appearing after interruption of the
administration of GABA , receptor agonists. © 2000 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Kevwords: GABA: GABA,, recepror; Epilepsy. Neurosteroids: Withdrawal; Hyperexcitability

barbiturates, and alcohol, produces tolerance and
dependence. Their suppression produces with-
drawal syndromes characterized by changes in
sensation and perception as well as hallucinations
and seizures (Ryan and Boise, 1984: Frances et
al., 1987, 1988; Doble and Martin, 1996).

1. Introduction

The prolonged use of drugs that increase
GABAergic activity, such as benzodiazepines,

* Corresponding author. Fel.: + 52.5-6225670; fax: + 52-5-

6225607,
E-mail address: jbargas@ifisiol.unam.mx (J. Bargas)
! Deceased May 28, 1998,

Moreover, the sharp interruption of a continu-
ous cortical infusion of Gamma-gminobutyric
acid (GABA) itself, is able 10 produce an epileptic

520-1211/00/8 - see front matter & 2000 Elsevier Science BV, All rights reserved,
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focus in the infusion site. Partial epileptic crisis
can be produced in the somatusensory cortex ol
buboons and rats after GABA withdrawal in vivo
(Br.'liluwsky et ul., 1987, 1988, 199 Le Gad Ly
Salle et al,, 1988), The seizures induced in his
way last several weeks alter GABA withdrawal,
In contrast to other epiieptic models, these crises
develop pharmacological resistance o antiepilep-
tic agents, such as diazepam, valproate, pheny-
totn, and progubide, during the first hours of
cvolution (Brailowsky et al., 1987, 1988). There is
evidence that the continuous presence of un cle-
vated GABA concentration may produce down-
reguiation of the GABA, receplor in ncurons
(Tchrani and Barnes, 1988; Calkin and Barncs,
1994). However, the scizures produced by GABA
withdrawal can only be stopped by intracortical
reinfusion of GABA (Brailowsky et al., 1988),
suggesting that some GABA, receptors remain
functional or reappear after being down regu-
lated. However, their operation might remain al-
tered to explain hyperexcitability (Brailowsky et
al,, 1987). An altered GABA,, receptor function is
secondary to several epileptic models {Le Gal La

Salle et al., 1988; Hu and Ticku, 1994a,b; Km- .

jevic’, 1997; Olsen and Avoli, 1997; Speark et al.,
1998). In addition, a tolerance to GABA (Silva-
Barrat et al., 1989), a reduction in glutamic acid
decarboxylase (GAD, the GABA synthesizing en-
zyme) activity (Salazar et al., 1994), and increased
numbers of bursting neurons (Silva-Barrat et al.,
1992) accompany the excitability changes induced
by GABA withdrawal. There are also neurochem-
ical and histological alterations such as increases
in 2-deoxy-glucosc uptake and production of glial
fibrilar acidic protein (GFAP) {Brailowsky ct al..
1987, 1988). However, since all these changes have
been described after producing GABA withdrawal
in vivo, they necessarily occur after the seizures
are fully established. Thus, it is necessary to dis-
criminate between the changes induced by GABA
withdrawal, and those produced by seizures thetn-
selves (e.g. Hu and Ticku, 1994ab; Olsen and
Avohi, 1997; Speark et al., 1998). Therefore, it is
necessary to describe, in vitro, the first changes
produced by GABA withdrawa! because, first,
these changes occur before, but ultimately lead to
seizures. Second, they may underlie the changes in

GABA tmnsmission prodoced by the withdrawal
of several other types o GABA, receptor apo-
nists {Frances ¢t al., 1YR7, 1988, Bradlowsky and
Montiet, 1991; Culixio et al., 1995; Doble and
Martin, 1990; Pesold et al., 1997). Finally, if these
changes were idemtified, they could be controfled
before they lead o the epileptic cnsis,

For these reasons, this work attempls (o pro-
duce an in vitro correlate of the GABA with-
drawal  phenomenon. The effect of GABA
withdrawal huas been studied in the hippocampat
slice. [n this preparation, the sudden interruption
of GABA  superfusion generated population
spikes (PS) potentiation, loss of GABAergic in-
hibitory activity, and polyspikes in the CAl re-
gion {(Garcia-Ugalde et al, 1992). As a logical
continuation, the present experiments demon-
strate that the hyperexcitubility induced by
GABA withdrawal in vitro can also be generated
in the ncocortex. Thus, the present report de-
scribes the time course of the GABA withdrawal-
induced hyperexcitability in the cortical slice. In
addition, pre- and post-synaptic changes associ-
ated with the initiation of GABA withdrawal-in-
duced hyperexcitability are described. The time
course of PS enhancement induced by GABA and
flunitrazepam withdrawal were compared. It is
shown that the withdrawal of both agonists is
very similar. Since such enhancement of excitabil-
ity precedes a fully established epileptiform dis-
charge, its associated changes are probably the
initial conditions leading to the scizures which
accompany several withdrawal syndromes.

2. Methods
2.1, Recordings

The present experiments were performed on rat
neocortical slices maintained in vitro, Briefly, Wis-
tar rats (120-150 g) were deeply anaesthetized
and decapitated. The brain was rapidly removed
and placed in cold saline which contained (in
mM): 125 NaCl, 3 KCl, 2 CaCl,, | MgCl,, 25
NaHCO,, 10 p-glucose (saturated with 95% O,
and 5% CO,; 300 mOsm/L., pH 7.4). Saggital
slices (350 pum thick} of the somatosensoty cortex
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were obtained in a vibratome and incubated in
saling for 30 min at 25°C before recording. The
slices were transferred o a submerged recording
chamber and superfused with saline of the same
composition (32-34°C: 1-2 ml/min}.

PS were recorded from the superficial cortical
layers (1/11) with glass micropipeties Alled with a
0.9% NaCl solution and amplified with an stan-
dard AC amplifier (P5-Grass, Guiney, MA). The
PS was displayed on an oscilloscope and digitized
for storage and later analysis. A concentric bipo-
lar electrode was used to stimulate the deep layers
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tude, was kept constant during the whole cxperi-
ment (before. during GABA superfusion, and
after GABA withdrawal). When GABA was not
supetfused. these stimulus conditions did not in-
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tions, PS amplitude docs not change significantly
during a 4 h period (sce Fig. ). Both the presence
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Fig. I. Hyperexcitability induced by GABA withdrawal, Time course of several representative experiments was averaged. Stimulus
strength was not changed during the experiments. In this and similar graphs, symbols represent the averzge % change in PS
amplitude, Bars represent SEM. Horizontal bars at bottom indicate the time of GABA exposure in two scts of experiments: 60 and
120 min. Stices not exposed to GABA (filled diamonds; n =7) preserved the amplitude of the recorded PS for scveral hours {>6

hY. Stices exposed to 5 mM GABA for 60 or 120 min showed a
superfusion. A small transient PS enhancement, as compared io control slices {(empty triangles; # =7,

decreasc in the amplitude of the recorded PS during GABA
was detected after GABA

withdrawal in slices superfused for 60 min. When GABA was withdrawn after 120 min of GABA superfusion {filled circles: # = 12)
the PS exhibited a gradual increase until a new stable value was reached 150 min after GABA withdrawal (GW). Representative

\races recorded from one slice are shown on top; letters indicate the approximated times at which records were taken, ¢of

rresponding

to those in the time course plot, Box plot at top left summarizes the distribution from 12 experiments with GABA withdrawal-in-
duced hyperexcitability (% change in PS amplitude 150 min after GABA withdrawal).
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of Cd* ' (100 M) and absence of Ca® ' blocked
the response; assessing the synaptic origie of the
PS. Paired pulses at different time intervals, 20

300 ms, were used 1o test for veeurrent inhibition.
The ratio ol the second over the lirsi response

(S8} was used 1o determine the degree of

inhibition,

2.2 GABA withdrawal

After recording a stable PS amplitude for a
control period of 30-60 min, brain slices were
superfused (or ingubated) for 60-120 min with
saline containing 5 mM GABA (see Fig. 1), Su-
perfusion with GABA severcly reduced, but not
abolished, PS amplitude. Thereafter, GABA was
washed off from the bathing saline. Traces shown
in the time course plots are representative of those
sampled at 15 min perieds.

2.3. GABA releuse

Brain slices processed as in Section 2.1 were
used to measure evoked GABA release. Briefly,
cortical slices were incubated in bathing saline
containing ['H}-GABA (0.1 mM) for i0 min at
37°C. The slices were then washed several times
with fresh saline, transferred to parallel 0.25 ml
chambers and superfused at 0.5 mlfmin. The re-
lease of ['H]-GABA (spec. act. 50 Ci/mmol) in-
duced by a depolarizing stimulus (50 mM KCI)
was quantified. Fractions were collected every
minute. The parallel arrangement of the chambers
allowed to simuttaneously study the slices in the
control conditions and after GABA withdrawal.
Radioactivity in each fraction and in the solubi-
lized tissue was measured in a liquid scintillation
counter (Beckman) after the addition of 5 ml
tritosol (Fricke, 1975). [*H)-GABA release was
expressed as percentage of total radicactivity in-
corporated by the tissue, released per min. Previ-
ous studies have shown that under these
experimental conditions 80-95% of the released
radioactivity is Ca’* dependent and identical to
GABA (Lopez-Colomé et al,, 1978; Arias et al,
1990).

2.4. Mombrane preparation

Brain slices were homogenized i Vris-HCL
buffer 0.05 M, pl 7.4 and placed on ice for 15
min in order to allow complete osmotic disrup-
ton. The homogenate was centrifuged for 20 min
at 45000 x g at 4°C. The resulting membrane
pellet was washed three times with the same
bulTer, and kept at — 70°C until used for assays.
All membranes were used between 48 h and |
week after freezing. Previous (o the assay, mem-
brancs were resuspended in the same buller, incu-
bated at 37°C for 30 min, and pelleted.

2.5, Binding assay

*H-Muscimol binding was performed as previ-
ously described (Lopez-Colomé et al., 1990). The
membrane pellet was resuspended in Tris-HCl
0.05 M pH 7.4 to a protein concentration of 100
ug per assay in a final volume of 175 pl. Ten
nanomoles of [*H)-muscimo! was used, and incu-
bation was carried out at 4°C for 60 min. Non-
specific binding was defined in the presence of 5
uM unlabeled muscimol or 1 mM GABA. All
experiments were performed in triplicate. Reac-
tion was stopped by centrifugation in a Beckman
airfuge at 90000 rpm for | min; pellets were
superficially rinsed twice with cold buffer and
digested in 2% SDS overnight. Radioactivity was
measured in a liquid scintillation counter, after
the addition of 5 ml tritosol {Fricke, 1975), cor-
rections were made for guenching and counting
cfficiency. Protein was determined by the method
of Lowry et al. (1951).

2.6. Drugs

GABA, [*H}-muscimol, muscimol, diazepam,
3a-OH-5a-pregnan-20-one or allopregnanolone
{alloP), moleculsol, Cd**Cl,, and bicuculline
were purchased from Sigma (St Louis, MO). Al-
loP was diluted in moleculsol (10 mM a-cyclo-
dextrine) which was also present in the bathing
media  during the whole electrophysiological
experiment.
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2.7 Statistical analvsis

Sample statistics ure given as means 4: standard
errors of PS enhancement, with respect Lo the
control (). Comparisons ol IS amplitudes and
[FH)}-GABA rctease were done with a non para-
metric test: Mann-Whitney's U/-test. Box plots
were used to show the whole distribution of PS
enhancement alter withdrawal (Tukey, 1977).
Bricfly, the box plot represents the distribution as
a box with the median as a central line and the
hinges as the edges of the box (the hinges divide
the upper and lower halves of the distribution in
half). The inncr fences (shown as lines originating
from the edges of the box) run to the limits of the
distribution excluding outliers (defined as points
that are more than 1.5 times the interquartile
range beyond the inner fence); outliers are shown
as circles.

3. Results
3.1. Effect of GABA withdrawal on cortical PS

Fig. 1 illustrates the time course of several
representative experiments in which GABA with-
drawal-induced hyperexcitability was produced.
Suppression of GABA from the superfusion in-
duced a gradual increase in the amplitude of the
cortical PS (GW in Fig. 1, filled circles; n=1i2;
GABA exposure time is indicated by longer hori-
zontal bar at bottom). Multiple spikes may ap-
pear during PS5 enhancement {see sample records
at Fig. 1 top; letters indicate the approximated
sampling time on the time course plot). Such
enhancement of excitability follows the inhibition
produced by a 120 min exposure to GABA. One
hundred and fifty minutes after GABA with-
drawal, PS amplitude was significantly larger in
those slices exposed to 5 mM GABA for 120 min,
than in control slices (Fig. 1; filled diamonds;
n=7), or those slices exposed to GABA for a
briefer period (60 min; empty triangles; n="7;
GABA exposure time is indicated by shorter hori-
zontal bar at bottom). Mean percentage increase
in PS amplitude was {mean +SEM.} 157 % 16%
(n=12; box plot in Fig. 1 top left; P <0.000];

Mann-Whitney's U test). This set of experiments
demonstrates  that neocortical  hyperescitability
can be induced in vitro by GABA withdrawal in
conditions of full receplor recovery from desensi-
tization (Cash ct al., 1997), Hyperexcitability was
not observed following a 60 min exposwre 1o 5
mM GABA (Fig. 1; empty triangles). Although 60
min of GABA exposure is cnough time to atlain
receplor  desensitization (Frosch et al. 1992).
These data suggest that in order to produce a
significant increase in excitability upon GABA
withdrawal, high concentrations of GABA should
be maintained for a prolonged period of lime.

3.2. Benzudiazepine withdrawal also induces
hyperexcitability in vitro

Time course plot in Fig. 2 shows that exposure
to the benzodiazepine flunitrazepam (60 pM
FLUN; horizontal bar at bottom indicates expo-
sure time) induced an enhancement of PS ampli-
tude upon drug withdrawal (FW in Fig. 2; filled
circles; n=7). PS amplitude decreases during
flunitrazepam exposure. The hyperexcitability in-
duced by flunitrazepam withdrawal is comparable
to the effect seen after GABA withdrawal. An
increase in PS amplitude of 110 4 7% above the
control value (Fig. 2; filled triangles) was observed
after 150 min of flunitrazepam wilthdrawal (P <
0.002; Mann Whitney's U test; n="7). These ex-
periments  demonstrate  that, upon  their
withdrawal in vitro, allosteric agonists of the
GABA, receptor induce hyperexcitability similar
to that induced by GABA withdrawal. However,
note that pharmacological concentrations may be
enough for some agonists to produce withdrawal-
induced hyperexcitability.

3.3. Steroids facilitate withdrawal-induced
hyperexcitability

At the concentrations tested, not all allosteric
GABA, receptor agonists increased excitability
upon their suppression. Neither 100 uM midazo-
lam for 120 min (not shown)} nor 100 pM proges-
terone for 120 min, induced a significant PS
enhancement upon withdrawal (Fig. 3. empty
squares). 1t is noteworthy, however, that superfu-
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Fig. 2. Hyperexcitability induced by funitrazepam withdrawal. Time course of scveral representative experiments with the
benzodiazepine flunitrazepam (60 pM) was averaged. Horizontat bar at botlom indicates time of flunitrazepam exposure (FLUN).
Slices not exposed to funitrazepam (fifled triangles; n=7) presemved the amplitude of the recorded PS for several hours (> 6 k).
Slices exposed to Aunitrazepam (FW: filled circles; a =7) exhibited a gradual depression of PS amplitude during drug superfusion
but drug withdrawal induced a PS enhancement, Traces from a representalive experiment are depicted on top. Box plot summarizes

distribution of PS cnhancement from seven experiments.

sion with progesterone produced a marked reduc-
tion in PS amplitude (100 pM PROG: longer
horizontal bar at bottom indicates exposure time).
Since, as shown in Fig. 1, a 60 min exposure to 5
mM GABA is not enough to produce withdrawal-
induced PS enhancement, we wanted to see if
progesterone  facilitates GABA  withdrawal-in-
duced hyperexcitability. Fig. 3 illustrates that a 60
min GABA exposure time becomes able to induce
withdrawal-induced  hyperexcitability ~ when
GABA is co-administered with 100 pM proges-
terone {(GW-P in Fig. 3; filled triangles; exposure
time is indicated by the shorter horizontal bar at
botiom). Mean PS enhancement after 150 min of
GABA plus progesterone withdrawal was: 149 +
8.6% (P < 0.002; Mann-Whitney's U test; n=7).
Therefore, the enhancement of GABA binding

and function induced by progesterone, and de-
scribed by several investigators (Lopez-Colomé et
al., 1990; Landren, 199§; Nguyen et al., 1995;
Hauser et al., 1996; Lambert et al., 1996; Baulieu,
1997; Zbu and Vicini, 1997), scems equivalent to
an increase in GABA exposure time.

3.4, Impairment of inhibitory transmission during
withdrawal-induced hyperexcitability

Impairment of recurrent inhibition is a com-
mon correlate of seizures. Since withdrawal-in-
duced hyperexcitability is not yet a fully
éstablished epileptiform discharge (Traub and Jef-
ferys, 1994), we wanted to sec if an impairment of
recurrent inhibition can be detected after GABA
withdrawal. Recurrent inhibition was assessed
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with @ paired pulse protocol. Contral records
from a slice not exposed 1o GABA (Fig. 4A) show
that the second PS is reduced, as compured to the
first, at various time intervals. The inhibition of
the second P§ is larger with bricfer interstinulus
intervals (Fig, 4C; filled circles). This inhibition is
as a resull of GABAergic interneurons, is blocked
by bicuculline and has been well characterized
{e.g. Creager et al., 1980; Davies ct al, §990;
Steffensen and Henrikesen, 1991). One hundred
and fifty minutes after GABA withdrawal, a
paired pulse protocol no longer produces inhibi-
tion of the second rtesponse (Fig. 4B: #=12).
Paired pulse facilitation replaces inhibition at
bricf interstimulus intervals (Fig. 4C; filled
squares); as it happens after GABA, blockade
(e.g. Higgins and Stone, 1993). It is then con-
cluded that, as in the hippocampus (Garcia-

200

Ugalde et al.. 1992), GABA withdrawal induces
an ecarty failere of GABA trunsmission in the
neocortex. These in vitro experiments suggest that
this transmission failure may precede the estab-
tishiment of the epileptic focus in vivo., Future
experiments will indicate the time course for the
development of this transmission failure and the
participation of GABA, receplor desensitizalion
or down regulation.

In order to cstablish a biochemical correlate of
this transmission failure, evoked ['H-GABA re-
lease was measured in slices showing withdrawal-
induced hyperexcitability. Fig. 5 shows that
{’H]-GABA release evoked by high K+ (50 mM)
depolarization was significantly decreased afler
GABA withdrawal, as compared to controls.
Evoked [*H}GABA release was decreased by
68+ 18% (n=7, P<0.001; Mann-Whitney's U
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Fig. 3. Progesterone facilitates GABA withdrawal-induced hypercacitability. One hundred and (wenty minutes superfusion with 100
WM progesierone depresses PS amplitude (cmply squares), but hyperexcitability s not induced upen progestcrone withdrawal,
However, 100 uM progesterone co-administered with 5 mM GABA, induce withdrawal hyperexcitability {(GW-P: filled triangles)
even if superfusion time is 60 min. Records on top are from a representative experiment. Box plot summanizes PS enhancement from
seven experiments as compared with the controt (filled circles).
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Fig, 4, Impairment of recurrent inhibition afler GABA with-
drawal. Recurrent inhibition was assessed with a paired pulse
protocol. A, In control eonditions, the second PS is reduced as
compared to the first as time interval between the two stimuli
is shortened. B. Afler GABA withdrawal, the second PS is no
longer inhibited an brief interstimulus intervals and facilitation
is obtained. C. Graph shows mean amplitude ratio between
the second and first response ($2/51) at different time intervals
between stimuli, Control slice: filled circles. Slices alter GABA
wilhdrawal; filled squares.

test) in slices exposed to 5 mM GABA for 120
min. Results suggest the participation of presy-
naptic techanisms in the observed failure in
GABA transmission. These data are in agree-
ment with a previous report showing a decrease
in GAD activity during GABA withdrawal
(Salazar et al., 1994),

Finally, GABA transmission may also fail be-
cause of modifications in the heteromeric com-
position of GABA, receptor caused by changes
in gene expression induced by repeated seizures
(Le Gal La Salle et al., 1988; Hu and Ticku,
1994a,b; Krnjevic’, 1997, Olsen and Avoli, 1997:

Speark et al, 1998). However, receptor changes
may precede. and not be o consequence of the
full induction of epileptiform discharges in the
case of GABA withdrawal. To obtain evidence
of a possible chunge of receptor composition in-
duced by GABA withdrawal, speficic binding on
GABA, receptors was assessed 1 cortical slices
with muscimol. Totxl specific muscimol binding
is reduced in membrancs obtained [rom slices
cxposed 1o 5 mM GABA, as compared to the
control (Fig. 6). These resulls support previous
evidence of down regulation of the GABA, re-
ceptor after prolonged GABA exposure (Tehrani
and Barnes, 1988; Calkin and Barnes, 1994).
However, at a time when GABA withdrawal-in-
duced hyperexcitability is attained (150 min afier
GABA  withdrawal), total specific muscimol
binding has been recovered (Fig. 6) and is not
significantly different to the control value.
Therefore, number of GABA, receptors does
not explain GABA withdrawal-induced hyperex-
citability. Nevertheless, since GABA, receptors
first dectine and then recover (Fig. 6}, it may be
possible that the receptors measured after
GABA withdrawal are not the same as those
present before GABA exposure; even il their
numbers are similar.

Modifications in the heteromeric structure of
GABA, receptors may induce changes in the
sensitivity of the GABA, receptors to allosteric
ligands such as the neurosteroids (Puia et al.,
1992; Lambert et al., 1996). Accordingly, inhibi-
tion of PS amplitude induced by alloP was
tested before and after GABA withdrawal. Fig,
7 shows that 100 pM alloP reversibly induced a
greater PS inhibition in those slices subject to
GABA withdrawal (96 + 3%) than in those sub-
ject to the control conditions (58 4 14%) (P <
0.05; Mann-Whitney's U test; n=35). The
increased effect of alloP after GABA withdrawal
reflects changes in the GABA, receptor, which
precede the full induction of epileptiform dis-
charges.

Nonetheless, the structural changes arc subitle,
since the effects of diazepam and GABA on the
enhanced PS did not differ from the controls
(Fig. 7).
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4. Discussion

d 1. Withdrawal-induced h_l'p('rr_\‘r'r'rtlhi."i{l‘ i ooitro

The present resulls deseribe an experimental
paradigm to produce GABA withdrawal-induced
hyperexcitability in the cortical tissue in vitro. It is
also shown that the hyperexcitability induced by
GABA withdrawal is similar to that induced by
the benzodiazepine flunitrazepam. Hence, the ex-
periments described in this work open the possi-
bility of studying, in vitro, some physiological
features of the withdrawal phenomenon induced
by several ligands of the GABA, receptor. Clini-
cally, withdrawal syndromes may involve the in-
duction of seizurcs. Therefore, the study of the
development of the synaptic changes induced by
GABA withdrawa! could be relevant to the under-
standing and possible control of recurrent seizures
during withdrawal syndromes.

The present experiments show that an enhanced
PS8 response can be obtained for the same stimu-
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lus in cortical slices when GABA, receplor ago-
nists are withdruwn., A stuble amplitude for the
'S, 150 over control amplitude, is achieved 150
min after GABA withdrawal; the enhanced re-
sponse is maintained daring the rest of the exper-
iment in control  satine.  This  duration s
particularly long and compares with cortical LT
{c.e. Wang ct al, 1997, Monimoto et al.. 1998).
Therclore, this enlanced excitability may be the
initial step leading to focal seizures observed after
GABA withdrawal in vive, where seizures may
last 7-10 days after withdrawal (Brailowsky e
al, 1987, 1988). This constitutes an epilepsy
model on its own right. Nevertheless, several min-
utes of GABA superfusion at high concentrations
are needed to generate withdrawal-induced hyper-
excitabitity in vitro. The GABA concentration
used {5 mM) can only be reached for brief periods
of time in the reduced volume of the synaptic cleft
(e.g.. Meldrum, 1995; Krnjevic', 1997). Quickly
after release, active uptake and metabolism reduce
extracellular GABA concentration in physiologi-

CONTROL
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TIME (min)

Fig. 5. Evoked GABA release is decreased afler GABA withdrawal. The release of PH}F-GABA was evoked with a high X~ saline
in ncocortical slices similar to those used for electrophysiology. Cortical slices were depolarized with saline containing 50 mM K*.
Slices in the contrel condition; empty circles. Slices after GABA withdrawal: filled circles. Symbols arc mean and bars arc SEM of
five experiments.
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Fig. 6. Specific binding to GABA receptors during GABA
cxposure and GABA withdrawal. Specific *H-muscimo! bind-
ing to membranes obtained from neocortical slices. Mem-
brancs were obtained before (conirel), during {GABA}) and
after 150 min exposure to 5 mM GABA (GABA Withdrawal).
Results arc expressed as the mean +SEM of three to five
cxperiments performed in triplicate. Specific binding decreases
during GABA superfusion and increases again during GABA
withdrawal (150 min). Saturating doses of muscimol (10 uM)
were used in the three samples.

cal conditions (e.g. Olsen and Avoli, 1997}). For
this reason GABA withdrawal-induced hyperex-
citability is not observed in normal GABA trans-
mission. However, drugs designed to enhance
GABAergic transmission are widely used in clin-
ics, e.g. benzodiazepines and barbiturates. Thera-
peutically administered, GABA , receptor agonists
reach receptors together with endogenous GABA.
Chronic administration of these agonists might
induce withdrawal syndromes upon drug supres-
sion (Ryan and Boise, 1984; Frances et al, 1987,
198%; Doble and Martin, 1996). Accordingly, the
present in vitro experiments show that excitability
rebound can be produced following withdrawal of
micromolar concentrations of flunitrazepam and
also that progesterone facilitates GABA with-
drawal-induced hyperexcitability even if GABA
exposure time is briefer. In other words, the ac-
tion of allosteric GABA, receptor agonists ap-
pears to mimic long exposures to high GABA
concentrations. Therefore, GABA withdrawal-in-
duced hyperexictability as described here underlies
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a4 generad mechanism dependant on the comiplex
function of the GABA,, receptor molecule. 11 this
wits the cise, the present experimets are 4 contri-
bution tewards the design of experimental in vitro
paradigms to study withdrawal-induced hyperex-
citability by any ligand.

Withdrawal phenomena have been deseribed in
vive lor various benzodiazepines (Frances et al.,
1987, 1988; Hu and Ticku, 1994b; Nguyen ¢t al.,
1995; Wheling, 1997) and GABA,, receptor ago-
nists {Brailowsky and Monticl, 1991; Landren,
1991; Yu and Ticku, 1995a.b). 1t is known that
crossed tolerance for the GABA, receptor is
shared by many benzodiazepines (Doble and
Martin, 1996). Furthermore, withdrawal-induced
hyperexcitability is commonly associated with tol-
crance (Hu and Ticku, 1994b; Cash et al., 1997;
Pesold, et al., 1997). The present findings thus
open the possibility to more detailed molecular
and pharmacological analyses to study the precise
generation and maintenance mechanisms respon-
sible for the withdrawal phenomena, such as:
phosphorylation {Krishek, et al., 1994), modifica-
tion in sub-unit composition with functional un-
coupling and changes in mRNA expression
(Tehrani and Barnes, 1988; Hu and Ticku,
1994a,b; Pesold et al., 1997), and down regulation
of the GABA, receptor (Ryan and Boise, 1984;
Calkin and Barnes, 1994). This knowledge may
lead to the manipulation of the withdrawal phe-
nomena and the design of new molecules.

4.2. Changes associated with withdrawal induced
hyperexcitability

If GABA withdrawal-induced hyperexcitability
leads to focal seizures in vivo, the search for some
signs of GABA transmission failure associated
with PS enhancement is a logical pursuit. This
work shows that, in fact, alterations in GABA
transmission are found during and after with-
drawal. However, changes associated with GABA
withdrawal are not simple or unique. A decrease
in paired pulse inhibition and evoked [*"H]-GABA
release suggest an impairment of transmission, In
addition, a decrease in specific binding lollowed
by a recovery in the number of sites, after with-
drawal, suggest that the receptors may have
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changed during the course of the experiment. In
support of this last assumpiion, an increased sen-
silivily of the population spike (o allof suggests
subtle alicrations of the GABA, receptor compo-
sition. Surprisingly, the actions of GABA and
diazepam on the enhanced PS did not differ from
those present in the control condition. Therefore,
hyperexcitability is not a result of a complete loss
of function of the GABA, receplors as in bicu-
culline block. Consequently, a more detailed
pharmacological analysis is needed in order to
identify changes in affinity, and molecular compo-
sition, which might be masked by the concentra-
tions used in the present work. However, il is
worth noticing that all changes screened above
were found before the appearance of fully devel-
oped epileptiform discharges (Traub and Jeflerys,
1994) and thus, they cannot be attributed to
seizures themselves. On the contrary, they can be
seen as leading to seizure development. After
withdrawal-induced seizures are fully developed,
they become resistant to several antiepileptic
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drugs (Brailowsky et al., 1957, 1988}, Thus, with-
drawal phenomeni may involve complex mecha-
nisms that deserve Turther analysis,

4.3, Functional implication of the facilitation
produced by the neurosteroids

The neurosteroids (NS) allosterically modulate
the GABA, receptor (Nguyen et aul, 1995
Baulicu 1997; Spindler, 1997; Wheling. 1997) by
acting at a site different from that recognized by
GABA. NS arc known to potentiate the GABA-
induced Ci— currents by increasing the binding of
GABA and other agonists 10 the receptor {Kubli-
Garfias, 1984; Lopez-Colomé et al., 1990; Lan-
dren, 1991). NS exert anti-epileptic, anxiolytic,
anesthetic, and hypnotic effects (Baulieu, 1997,
Wheling, 1997) possibly by activating per se the
GABA, receptor andfor modifying its modula-
tion by G proteins (Schwariz et al,, 1989,
Ffrench-Mullen et al., 1994; Finn et al., 1995; Yu
and Ticku, 1995a,b). NS have a high anticonvul-

C—1 CONTROL
G== GABA Withdrawal

100 pM alloP

350 uM DIAZEPAM

5 mM GABA

Fig. 7. Increased sensilivity Lo allopregnanolone after GABA withdrawal. Bars show percent inhibition of PS amplitude recorded on
both control slices (emply bars) and in slices subject to GABA withdrawal (grey bars). GABA, receptor ligands tested were: alloP
(100 M), diazepam (350 pM) and GABA (5 mM). The response Lo alloP was significantly different to that of the control. Error

bars represent SEM.
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sant activity (IFrye, 1993, Many physiologicl
conditions, such us delivery and pregoancy, are
characierized by sudden changes in steroid con-
centrations. Fhus, the premenstrual syndrome is
characierized by a chronic and gradual increase in
intracerebral NS concentrations followed by their
subsequent and sudden drop (Herkes et al., 1993;
Baulieu, 1997; Spindler, [997) that may lead o
catamenial epilepsy (Buuer et al,, 1998; Newmark
and Penry, [980; Herzog. 1991). Since it is shown
here that NS facilitate GABA withdrawal-induced
hyperexcitabifity after a sustained exposure ex-
hibiting its usual inhibitory activity due to its
positive modulation of the GABA, receptor
(Landren, 1991}, a question arises about catame-
nial epilepsy being related to a ‘withdrawal hyper-
excitability’ induced by progesierone, i.e.
hyperexcitability related to a sharp withdrawal
after sustained exposure (Moran and Smith,
1998). In fact, alloP administered in vivo has been
shown to potentiate GABA withdrawal-induced
seizures (Calixto et al., 1995). In relation to this,
the present work also shows that NS inhibitory
effects are increased after GABA withdrawal and
changes in affinity for steroid binding have been
reported under similar paradigms (Hauser et al,,
1996; Lambert ct al., 1996; Reddy and Kulkarni,
1997). This finding suggests that some NS derived
molecules could be particularly helpful on the
treatment of catamenial epilepsy and withdrawal
syndromes.

5. Conclusions

Long lasting hyperexcitability in rat cerebrat
cortex slices can be induced by the exposure and
subsequent withdrawal of GABA and fluni-
trazepam. The lime course of this withdrawal-in-
duced hyperexcitability is described. Steroids
facilitate withdrawal induced hyperexcitability.
The phenomencn involves pre- and post-synaptic
alterations in GABA neurotransmission in the
cerebral cortex. The experiments described may
be important to design in vitro experimental
paradigms to study physiological changes during
withdrawal phenomena and syndromes.
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SUMMARY

In electrophysiological terms, experimental
models of durable information storage in the
brain include long-term potentiation (LTP),
long-term depression, and kindling. Protein
synthesis correlates with these enduring
processes. We propose a fourth example of
long-lasting information storage in the brain,
which we call the GABA-withdrawal syndrome
(GWS). In rats, withdrawal of a chronic
intracortical infusion of GABA, a ubiquitous
inhibitory neurotransmitter, induced epilepto-
genesis at the infusion site. This overt GWS lasted
for days. Anisomnycin, a protein synthesis
inhibitor, prevented the appearance of GWS
in vive. Hippocampal and neocortical slices
showed a similar post-GABA hyperexcitability
in vitro and an enhanced susceptibility to LTP
induction. One to four months after the epileptic
behavior disappeared, systemic administration
of a subconvuisant dose of pentylenetetrazol
produced the reappearance of paroxysmal
activity. The long-lasting effects of tonic
GABA, receptor stimulation may be involved
in long-term information storage processes at
the cortical level, whereas the cessation of
GABA, receptor stimulation may be involved
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in chronic pathological conditions, such as
epitepsy. Furthermore, we propose that GWS
may represent a common key factor in the
addiction to GABAergic agents (for examplc,
barbiturates, benzodiazepines, and ethanol).
GWS represents a novel form of neurono-glial
plasticity. The mechanisms of this phenomenon
remain to be understood.

KEYWORDS

Focal epilepsy, GABA-withdrawal syndrome,
GWS, memory, motor cortex, GFAP, plasticity

INTRODUCTION

Over the past few years, we have been
involved in studies addressing GABA-mediated
inhibition in several different models of epilepsy.
In photo-sensitive baboons and in kindled rats,
we have demonstrated that intracortically applied
GABA has powerful anticonvulsant effects
(Fukuda, 1987, Brailowsky, 1989). In all cases,
we observed that cessation of GABA infusion
was associated with the appearance of
epileptogenic activity at the site of the GABA
infusion (Brailowsky, 1987). Phenomenologically,
we named this event the “GABA-withdrawal
syndrome (GWS)".

Although originally described in the baboon,

- GWS was also induced in the rat somatomotor cortex

(Brailowsky, 1988), hippocampus, and amygdala {Le
Gal la Salle, 1988). We also showed, using a 100
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pe/nlh dose, an inverse relation between GABA
infusion time (from 6 h 10 2 wk) and the latency and
duration of epileptogenic activity (Brailowsky, 1988).
With this procedure, a 3-h infusion of GABA was not
effective in inducing GWS. We later found that
hippocampal slices, perfused with GABA for 120
min, show an enhanced response to elecirical
stimulation and decreased paired-pulse during the
washing period, GABA-mediated inhibition (Garcia-
Ugalde, 1992).

Searching for neurotransmitier receplor speci-
ficity and for the minimum time of continuous
GABA infusion that is required {or inducing GWS,
we produced a tong-lasting GWS after a relatively
short intracortical infusion of cither GABA or
GABA, agonist. The absence of an eflect using
antagonists of the excitatory neurotransinitler
glutamate  further suggests that the GWS
phenomenon is mainly dependent, at least in the
first stages, on changes in inhibitory mechanisms.

TABLE 1
Oceurrence of epileptogenic EEG activity' consecutive to intracortical microinfusion of various agents.
Drug Dose Infusion time | % GWS Latency Duration
(min)2 (n) {min) (days)
GABA 50 mM 120 769(13) [ 352434 22404
100 mM 120 100 (11} 39.9+6.5 33405
500 mM 120 100 (9) | 95.4%102 7.0£0.4
" 60 84.6(13) 115.0+7.1 3.27+0.9
" 30 58.3(12) | 99.7+11.8 7.0£2.0
" i5 0(8) — —
Aniso -> 75 mM >+| 60 ->120 0(4) -— —
GABA+Aniso. 05M
Aniso + GABA 75 mM+ 120 0(4) - -
0.5 M
Isoguvacine 61 mM 120 100(7) | 12784399 | 1142406
N 15+ 100 (2) 158.5+ 6.5+
. 2% 100 (1) | 232.5¢13.3 5.020.6
THIP 10 mM 120* 100 (8) 98.6+7.7 1.5+0.5
I mM 120* 0(%) —_ —
100 uM 120 0(2) — —
16 mM VAL 0(4) — —
1 mM 2+ 04 — —
100 pM 2 0(2) — —
GABA -> APH 05M-> 120, 180 (5) 100£22.7 6.0£1.8
444 mM
GABA -> CNQX 05M->{ 120,180 (8) 98.8+11.3 2.8:0.9
100 pM
Glycine 0.5M 7 days 0 (4) - —
120 0 (4) — —

! percent of subjects

21l infusions, except the acute (0.4 pl. in 2 min} infusion, were performed at a rate of 3 pL/h. Lau.'ncy (.in min) ant
duration (in days) of GWS are indicated (meanzs.e.m.). Aniso = anisomycin; The antibiclic was given en_hcr ttefon
and/or with GABA. * = doses that induced EEG slowing during drug infusion. Other abbreviations are given in the

text,



LONG-LASTING EFVECTS OF GARA IN RAT CEREBRAL CORPEX t

EXPERIMENTAL METHODS

Experiments were performed in male Wistar

(200 250p)  prepared  for  chronic
recording and intracortical inlusion (Brailowsky,
1988). Onc week after surgery, saline or
pharmacological agents (listed in Table 1) were
unilateratly applied into the cortex for various
periods of time, In separate groups ol animals,
immediately afler GABA or saline disconnection,
the respective NMDA and AMPA/quisqualate
receptor antagonists, 444 mM APH (aminophos-
phonoheptanoate) and 100pM CNQX {6-cyano-
7-nitrovinoxaline-2,3-dione), were administered
locally at 1 ui/h for 180 min, All drug and saline
solutions contained 0.2 mg/mL of direct blue to

rats to

mark the infusion site and the ditfusion arca. Uhe
rats were sacrificed cither L3 d afier the clectrical
signs of GWS had disappeared or 30 (0 120 d
alter overt GWS had disappeared, but with (he
administration of "7 or its vehicle (saline)
before the sacrilice (see below). The brains were
processed  for Nissl staining and for glial
fibrillary acidic protein (GFAP) immunohisto-
chemistry (Hsu, 1981).

RESULTS
In all animals in which GABA was successfully

infused, except those of the 15-min infusion group,
GWS was observed (Table 1). The GABA 4 agonists

GWS (ISOGUVACINE for 2 min)

MCx

i s ]
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Fig. I An example of a GWS-like syndrome induced by acute, intracortically administered isoguvacine, a specific
GABA agonist, into the left somatomotor cortex. The latency for the appearance of the first epileptic spike
was 213 min after injection. Insert: Micrograph of a coronal section of the rat brain processed for gtial-
fibrillary acidic protcin (GFAP) immunoreactivity. Note the astrocytic reaction in the GABA-infused side.
both at the cortical site and in ipsilateral thalamic structures (arows),
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used, isopuvacine and THIP, induced GWS with
clectrographic features similar 1o those induced by
GABA (Table 1), 1t is noteworthy that acute micro-
injections of isoguvacine (2 min) were effective in
inducing paroxysmal activity for 5 d or more (see
Table | and Fig. }).

Histolopical analysis showed an arca of ghiosis at
the cortical infusion site and in the thalamic
projection site, in particular on the upper portion of
the ventrolateral (VL) and posterior groups, and in
the reticular nucleus (Fig. 1). GWS induction was
not prevented by either APH or CNQX, which
when given alone, had no effect.

[ntracortical  administration of  glycine
produced neither a behavioral nor an EEG

abnormality in the 200-min {ollow-up period
after drug infusion. Sixty to 120 days after the
clectrical signs of GWS disappeared, rats were
injected systemically with a subconvulsant dose
(20 1o 25 mg/kg ip.) of PTZ, a widely used
epileptogenic agent {Dedeyn, 1992), or with the
PTZ vehicle (saline). In 12 of 14 raws, PTZ
induced the reappearance of localized, high-
voltage paroxysmal activity at the GABA-infused
site, similar to the previous GWS and lasting
from 60 to 90 min (Fig. 2).

In search of a possible relation between the in
vitro analog of GWS and in vitro long-term
potentiation (LTP) (Bliss, 1993), we treated cortical
slices with GABA, applying the same methods as

GWS (GABA 2 h}

MCxL

s fonesan et ot
vvontidspoenimnasmlisieh
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Fig. 2: An example of the electrographic changes typical of a GWS induced after 120 min of continuous
intracortical GABA infusion. GABA was applied into the left somatomotor cortex (MCx). The effects of
i.p. injection of pentylenetetrazo! (20 mg/kg) 4 months after the disappearance of electrographic signs of
GWS epileptogenesis are also shown. Note the reactivation at the cortical focus, with characteristics similar
to those observed originally.
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those used with hippocampal slices. We found that
() contical slices alse show hyperexcitability alter
GABA incubation (Fig. 3). and {b) electrical
stimulation that failed 1o produce L'I'P (40 Hz, 200

ms x 10, at 6.2 11z) in control slices (n=3) clicited
a Turther enhancement of the already facilitaned
response in GWS slices (n=4) and most notably,
the appearance of additional components,
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¥ig. 3. In vitro induction of cortical GWS and the effects of electrical stimulation. Longitudinal brain slices (400
um), obtained from anesthetized young adult (150 g) Wistar rats, were incubated for 60 min in Ringer-Krebs
solution and then for 120 min in 3 mM GABA, followed by a wash. The graph plots the slope of the rising
phase of the various components (indicated by symbols) of the population evoked response (e.p.s.p.).
recorded from the superficial layers (I-11) of the cortex in response o test stimuli applied to the deep (V-V1)
cortical layers. Each point represents the average of 10 responses. The first response is shown in empty
circles, the second component, indicated by arrows, is illustrated with filled squares, and in triangles, a late
component that appeared after GWS induction and electrical stimulation (40 Hz for 200 ms x 10, a1 0.2 Hz).
(A) control response; (B) response after GWS induction and electrical stimulation. Note that GABA
incubation produced an inhibition of the ¢.p.s.p. response, followed by a facilitation of about 350%.
Elecirical stimulation, applied at the arrow, produced a further enhancement of the response of about 100%
and the appearance of an additional component (filled triangle) in the response. Calibration; 5 mV, 10 ms.



DISCUSSION

Both the gualitative and quantitative featuses
al'the GWS Tound in this study are comparable to
those previously observed (Brailowsky, 1988) in
rals, in which a 6-h GABA infusion time was
ULM. 1t is thus possible that by increasing the
infusion rate, we oblained a larger GABA
diffusion and, therefore, a larger population of
affected cells; alternatively, a saturation of GABA
transport or turnover processes, or both may have
occurred.

Among the GABA , agonists, the quantitative
differences in GWS may be related to their phar-
macokinetic profiles: isoguvacine remains longer
in the extracellular space because it is not taken
up, whereas THIP is known for its short duration
of action (Krogsgaard-Larsen, 1994). This
distinction may explain why an acute micro-

_injection of isopuvacine was as effective as a 30
min GABA infusion.

The specificity of the effects of GABA is
supported by

a) the lack of abnormalities observed after
the cessation of glycine infusion;

b) the effects of specific GABA, agonists
(this study), and

¢} the potentiation of GWS produced by
the neurosteroid allopregnanolone, an
allosteric modulater of the GABA,
receptor (Calixto, 1995).

The participation of GABAg receptors in the
induction of GWS can be excluded because
baclofen does not produce withdrawal signs (on
the contrary, the drug itself induces paroxysmal
activity). In addition, the specific GABAp
antagonists, phaclofen and CGP 35348, do not
modify GWS features (Brailowsky, 1995). In
addition, GWS was not prevented by the
glutamate receptor antagonists APH or CNQX.

In the current study, we also confirmed the
histologicat changes previously reported by
Brailowsky (1988), both at the infusion site and
in ipsilateral thalamic areas, adding immuno-
histochemical evidence (GFAP staining) of

IONWONTILE E oAt

astroeytie patieipation in this reaction. The
thatanuie changes are simidlar W those reported
with cortical epileprogenic Toci that were induced
with convalsant agents, such as bicuculline or
peaicifling and shown 1 be excitotoxic in nature
becawse  they can be prevented by NMDA
antagonists (Clifford, 1989). We propose that
this event, gliosis, is bul one manilestation of
many important changes that are oceurring in
gliat function. An explanation ol these events
will be critical 10 understanding the mechanisms
invalved in GWS.

Chronic GABA exposure may induce the
creation of some form of “epileptic™ GABAL
receplor or an enhanced vulnerability 1o seizures,
or both. For example, in Angelman syndrome, a
clinical condition in which epileptic scizures are
frequent, a deletion of genes encoding the
GABA, receptor subunits, aipha-5, beta-3, and
gamma-3, in chromosome 15q!1-13, has been
reported {(Mclean, 1995).

The GABA, receptor is a member of the
superfamily of ionotropic receptors comprising
several subunits, whose combination determines
the particular pharmacology reported for diverse
brain regions (Olsen, 1990; Macdonald, 1994).
This property of allosteric modulation is relevant
to widely used and clinically important drugs,
such as the benzodiazepines, barbiturates, neuro-
steroids, and ethanol. After chronic administra-
tion, all these drugs, except the neurosteroids,
can induce physical dependence and withdrawal
sighs. A common neurochemical mechanism
involving GABA function has been suggested for
such abstinence symptoms (Cowen, 1982). The
premenstrual syndrome has been proposed to be
a possible withdrawal syndrome to progesterane,
a positive modulator of the GABA, receptor
(Gallo, 1993). A progesterone metabelite, allo-
pregnanolone, significantly potentiates GWS
(Calixto, 1995). Despite the clinical differences
in these withdrawal syndromes, an understanding
of the pathophysiology of GWS inay enable us 10
decipher the mechanisms responsible for sedative,
anxyiolitic, and  hypnotic drug addiction, a
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sighificant cpidemiological problem in many
countries. in fact, GWS may represent a conimon
key factor in all such addictions.

A fascinating result of this study was the long-
lasting (months) consequence of a retatively short
exposure to GABA or to GABA, agonists {but not
to glycine), protracted effects that could be
unimasked by the systemic administration of PTZ
{but not saline), even 4 months after the apparent
disappearance of epileptogenic activity. If we
consider such enduring epileptogenic activity as a
synaplic expression that is analogous to memory
(an “epileptogenic™ experience), then a roie for
GABA in memory processes (conceived as
cellular information storage) can be postulated.

A further suggestion for a rclation between
GWS and information storage derives from our
results with anisomycin, an inhibitor of protein
synthesis. A wide variety of experimental
models, from snails to humans, have demon-
strated that when administered from 1 h before
and up to 7 h after a training or sensitization
procedure, antibiotics like anisomycin induce
amnesia to the task (Barzilai, 1989; QOleary,
1995). Anisomycin blocks GWS induction and,
interestingly, also interferes with drug dependence
(Williams, 1994).

The GWS is a remarkable example of
synaptic plasticity; its basic mechanism, neuronal
and glial, may be analyzed from the rich
perspectives offered by studies in epilepsy, drug
dependence, and information storage.
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VI DISCUSION

En este altimo apartado de la Tesis se describirin las semcjanzas del SAG in
vivo y de la hiperexcitabilidad inducida por la privacion de GABA in vitro, adenis de
resumir los posibles cambios que sc suscitan en la neurotransmision GABAérgica
durante ¢l fendémeno, finalmente argumentar las implicaciones fisiologicas de este

trabajo.

Comentarios generales a las publicaciones

El primer articulo del capitulo de resultados: “Allupregnunolone potentiates a
GABA-withdrawal syndrome in the rat cerebral cortex”, fue una de las primeras
evidencias de la actividad de un neurocsteroide sobre un modelo de epilepsia. En ¢ste
trabajo se identificé que una hiperexcitabilidad inducida por privacién aguda de GABA
se genera més rapido en presencia del neuroesteroide. Se disminuyo la latencia de
aparicion del foco epiléptico, aunade a un incremento en la duracién de la
hiperexcitabilidad. El efecto neuromodulador del neuroesteroide depende de la
administracién del neuwrciransmisor, ya que sin GABA po se observan descargas
epilépticas. Esta facilitacién sugiere que la hiperexcitabilidad producida por agonistas
alostéricos puede facilitar el incremento de la excitabilidad cortical producida por el
agenista enddgeno. Por lo que ambos tipos de hiperexcitabilidad podrian compartir un
sustrato comin.

En el anticulo “Neocortical hyperexcitabitity after GABA withdrawal in vitro ™,
se demuestra que se puede producir hiperexcitabilidad cortical por privacion de GABA
in vitro y se caracteriza la preparacidn como un correlato de la hiperexcitabilidad
producida in vivo. Las rebanadas de tejido cortical s¢ incubaron en GABA (5 mM)a
diferentes tiempos. La interrupeion brusca de la superfusion con GABA o flunitrazepam
y/o la asociacion del GABA con un neurcesteroide, indujo la hiperexcitabilidad
neuronal. Esta cursé con un incremento gradual en fa amplitud de la espiga poblacional
y la pérdida de 1a inhibicidn recurrente, Ademas, sc corrobord en estas rebanadas una
disminucién del pegado especifico de muscimol radioactive durante la infusién con
GABA, v una disminucion cn la liberacion dc GABA en las rebanadas hiperexcitables.
Es posible que se modifique la expresion de algunos tipos de subunidades de! receptor

GABA, por fa exposicién del ncurotransmisor, evento semejanic a lo cuanlificado por

A6 -



henzodiazepinas y neuroesteroides, con cllo, la sensibilidad Garmacologica del receplor
cambia, lo cual cxplica también, el incremento del clfecte inhibitorio de la
alopregnanolona.  Estos datos sugicren componentes presindplicos (sinlesis y captura)
y postsinaplicos (receplor GABAA) en la pénesis y  mantenimiento de la
hiperexcitabilidad inducida por privacion aguda de GABA.

Ademas de proporcionar una herramienta farmacologica para estudiar in vitre la
hiperexcitabilidad producida por la privacion aguda de GABA, se corrobord que los
agonistas alostéricos como las benzodiazepinas o los neuroesteroides también son
capaces de inducir o facilitar la hiperexcitabilidad por privacién; subrayando, de nuevo,
que el susirate celular de estos fendmenos puede ser el mismo.

En el tercer articulo “Long-lasting effects of GABA infusion into the cerebral
cortex of the rat” se muestra que la privacion aguda de GABA in vitre, incrementa la
susceptibilidad de! tejido para inducir la potenciacion de largo plazo (LTP). Se brindan
evidencias de que la inhibicién en la sintesis de proteinas por la anisomicina previene la
aparicion de SAG. Se corrobord que el receptor GABAR no participa en la induccién del
fendémeno de hiperexcitabilidad, y se descarta la participacion de la neurotransmision
glutamatérgica en la induccidn de la abstinencia por privacién de GABA. Sin embargo,
esta neurotransmsion excitadora puede estd involucrada en e! mantenimiento de la

hiperexcitabilidad.

Dos modelos de hiperexcitabilidad inducida
por privacion aguda de GABA

El trabajo experimental de esta Tesis mostré que el SAG, un modelo de
hiperactividad cortical {epilepsia parcial, in vivo) puede tener un correlato in vitro de
hiperexcitabilidad neuronal. Debido a que el concepto sindrome, como conjunto de
signos y sintomas (término netamente clinico), sélo puede aplicarse al animal integro, €l
fenémeno in vitro se denomina “hiperexcitabilidad neuronal producida por la privacién
aguda de GABA™. Un sindrome de abstinencia, muestra tolerancia y dependencia fisica
ademas de dependencia psicoldgica. Aspectos que han sido demostrados in vive para
muchos agonistas del receptor GABAa. Pero in vitro, sélo puede obienerse la
hiperexcitabilidad del tejido al privar a éste de la supertusion con GABA o
flunitrazecpam.

Asi, previamente al SAG se le ha descrito tolerancia al GABA (Silva-Barrat ct

al., 2000) y tolerancia cruzada a la isoguvacina (Silva-Barrat ct al, 1989). La
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dependencia fisica es manifiesta desde que solo el GABA reduce las manifeslaciones
del SAG (Brailowsky et al, 1992, 1994). Ademas, hay semejanzas obvias con la
induccion de hiperexcitabilidad debido a la privacion de benzodiazepinas, barbitaricos y
alcohol. Por lo que. no es incorrecto denominar a este modelo de epilepsia parcial ¢n ¢l
animal integro como “sindrome™. Por lo contrario, esta denominacion ticne un valor
heuristico pues sefiala las similitudes que el fenémeno presenta con cualquiera de los
agonistas alostéricos del receptor GABA,. ;Acaso, todas las drogas que selectivamente
reconocen al receptor GABA, y que ademés inducen abstinencia, son capaces de
producir hiperexcitabilidad cuando se interrumpe su administraci6n?

El fenémeno de Ja hiperexcitabilidad inducida por privacién aguda de GABA es
una consecuencia del retiro del neurotransmisor de la superfusién. El modelo in vivo

guarda diferencias y semejanzas con la preparacion in vitro (cuadro 1}.

SEMEJANZAS DE LAS MANIFESTACIONES
ELECTROFISIOLOGICAS DE LA HIPEREXCITABILIDAD
INDUCIDA POR LA PRIVACION AGUDA DE GABA (cuadro 1)

IN VIVO IN VITRO
Lateneia de aparicion del Incremente  gradual en la
foco epiléptico a los 90 amplitud  de  la  cespiga
minutos posterior a la poblacional hasta alcanzar
interrupeidn de la infusion de su maximo valor a los 150
GABA. minulos después de
climinar al GABA de la
superfusion.
Disminucion de la actividad Reduccion de un 90% en la
EEG basal durantc la amplitud del potencial de
instilacion intracortical de campo provocade durante la
GABA. superfusion del
neurotransmisaor. -
El foco epiléptico no se El retiro abrupto de la
induce si la instilacion del perfusion de GABA cuya
GABA dura menos de 120 duracion fue menor de £20
minutos. min., Be generd incremento
de la cxcitabilidad cortical.
La latencia del SAG La progesterona favorece fa
disminuyc si el GABA se aparicion de  las “descargas
instila asociado con epileptiformes™ con
alopregnanolona. tiempes  de  incubacidn
menores de 120 min.

En el animal integro, la hiperexcitabilidad cortical liene una latencia de

aparicion de la primer espiga promedio de 90 minutes y una duracién del foco

4% -



epiléptico de 7 dias. Estos dos parimetros son inversamente proporcionales al tiempo de
instilacion de GABA. Las instilaciones de dos horas y a velocidad de inyeccion
realizadas en esta tesis son semejantes a los tiempos de latencia y duracion previanmente
reportados ( Brailowsky et al., 1989; 1990; 1991). fn vitro, y semejante a lo publicado en
el hipacampo (Garcia-Ugalde et al., 1992), ¢! incremento de la cspiga poblacional cs
gradual y Uega a su méxima amplitud a los 150 minutos posierier a la interrupeion de la
superfusién con GABA. Se deduce que se va generando un reclutamiento en el disparo
de poblaciones neuronales corticales y con esto se va alcanzando la maxima amplitud
en el potencial de campo.

En el SAG in vive se presentan tres patrones EEG de descarga epiléptica (ver
Intreduccién). /n vitro, ia hiperexcitabilidad ncuronal cursa con crecimiento de la
espiga poblacional para producir “descargas epileptiformes”™ en sus etapas mas
avanzadas. La comelacién entre ambos modelos es obvia y las diferencias pueden
explicarse por que in vive solo se detecta la hiperexcitabilidad cuando ya estd muy
avanzada, aparte de que la integracién talamo-cortical cambia la naturaleza de la
respuesta.

En las primeras horas de evolucion del SAG, se presenta una resistencia
farmacoldgica a drogas GABAérgicas exceptuando al GABA. No obstante, en la
preparacion in vitro, durante la hiperexcitabilidad inducida por la privacion aguda de
GABA, persiste la susceptibilidad al diazepam y al GABA; y se manifiesta un
incremento en el efecto inhibitorio del neuroesteroide alopregnanolona.

In vive, la infusién de GABA durante 60 minutos induce disminucion en la
actividad EEG e in vitro se reduce la amplitud del potencial de campo. La interrupcién
de la superfusién a los 60 minutos no genera hiperexcitabilidad neuronal in vitre. Sin
embargo, la asociacién GABA-progesterona es capaz de inducir un incremento
significativo en la amplitud de la espiga poblacional después de los 60 minutos. /n vive,
la alopregnanolona redujo la latencia y aumenté la duracidn de las crisis paroxisticas.

In vivo e in vitro los neuroesteroides producen un efecto facilitador de la
induccién de la hiperexcitabilidad por privacion de GABA. Este muestra que los
neuroesteroides, agonistas alostéricos del receptor, incrementan el efecto del GABA.
Sugiriendo con esto que la curva dosis efecto del GABA se recorre hacia la izquierda;
¢s decir, la dosis efectiva del GABA disminuye por la presencia del neurocsteroide. Lo
mismo puede decirse del flunitrazepam, con el afiadido de que en este caso basto la

concentracion endégena de GABA, presente en la rebanada para  producir
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hiperexcitabilidad. En otras palabras, ¢! agonista alosiérico hace que el receptor “vea’
mas GABA del que hay. Esto explica por gue se nceesitan conceniraciones milimolares
del agonista enddgeno (GABA) para producir ¢l lenomeno.

En csta Tesis s¢ presentan datos que permiten hipotetizar sobre la induccion de
cambios en el receptor GABA, por la supresion del aminodcido o de flunitrazepam.
Estos cambios se suscitan antes de la aparicién de las “descargas epilpetiformes™. Con
esto, se sugiere que las modificaciones en el nimero de receptores o en la composicion
del mismo Hevan a la hiperexcitabilidad neuronal, y no s el evento epileptiforme ¢l que
provoca los cambios en el receptor. Este fendmeno de incremento en la excitabilidad
cortical por la supresion del GABA, podria ser el sustrato de todas las abstinencias
generadas por diversas drogas  que incrementan la actividad GABAérgica
(benzodiazepinas, barbitiricos, alcchol, etc). Por lo que, esta preparaciébn es un
bivensayo para el estudio farmacolégico de las abstinencias que involucran a la
neurotransmision (GABAérgica. Futuros estudios han de determinar los eventos
moleculares que se llevan a cabo por la supresion brusca de drogas que reconocen al

receptor GABA.,

Aspectos moleculares posiblemente invelucrados en
la fenomenologia de la abstinencia al GABA

Con las evidencias publicadas en la literatura y los resultados de Tesis se puede
hipotetizar que el incremento de la excitabilidad neuronal por la interrupcion de la
superfusion de GABA depende principalmente de un mecanismo  general:
modificaciones en el receptor GABA,. Los datos que se aportan en esta Tesis para esta
afirmacién son diversos. En los experimentos in vive los agonistas alostéricos del
receptor GABA 4 facilitan el SAG. /n vifro queda de manifiesto que: a) hay una pérdida
de la inhibicién recurrente en el protocolo de estimulacion pareada. b) hay disminucion
transitoria en ¢l pegado especifico de muscimol. ¢) hay un incremento en la sensibilidad
al neuroesteroide. alopregnanolona en la preparacion hiperexcitable. Se hace énfasis en
que estos cambios pueden detectarse antes de que haya descarga epileptiforme, y se
deduce que los cambios en el receptor GABAA ¥ la consecuente modificacion ¢n su

sensibilidad van empeorando a lo largo del tiempo. posterior al retiro de la superfusion

con GABA.
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;Cudles podrian ser los posibles  mecanismos - muleculares, sinapticos  y
newronales involucrados en la generacion de la hiperexcitabilidad inducida por la
privacion aguda de GABA cuantificada en rebanadas de corteza cercbral?

Se conoce que en Jas abstinencias a benzodiazepinas y al alcohol, un comin
denominador es la desensibilizacion del receptor que depende de los niveles de
fosforilacion. Es posible hipotctizar que durante da hiperexcilabilidad gencrada por la
supresion de GABA, los niveles de fosforilacion del receptor GABAA cambien y el
receptor tenga una menor actividad (Aveli y Olsen, 1997, Frosch etal,, 1992 Krnjevic’,
1991).

Posibles cambios meleculares imvolucrados én
la hipey cxcitabilistad Induickle pos la

privacion aguda de GABA'
1. Disminucidnenla - ]

sintesis da GABA ]

{
. P
2. Dismirkscidn éni la l’k\ -2
liberacién y c2 e il
recaptura de GABA L8 e 2

En la hiperexcitabilidad inducida par la privacion de GABA el “switch™ intcial
puede ser la disminucion en ol controb GABA¢rgico debido a cambios en ¢l receplor,
Pucden presentarse cambios en [a fosforilacion; cambios en ¢l nbmero de receptores
o en Ya expresion de isoformas de fas subunidades,



CAMBIOS EN LA NEUROTRANSMISION GABAERGICA
POR ABSTINENCIA DE DIVERSAS DROGAS SELECTIVAS
DEL RECEPFTOR GABA, (cuadro 2)

I. Disminugion en la sintesis de
GABA

Salazar, et al. 1990,

2. Disminucion cn la recaptura y
liberucion de GABA

Guastella of al., 199 Arias et al.,
1990,

3. Internalizacion del receptor
GABA, (down regulation).

Calkin y Barnes, 1994; Doble y
Murtin, 19906 Ryan y Buoisc, 1984,

Kenjevie™', 1997,

Browing. 1990; Burcau y Laschet,
1995; Cash ct al., [997; Frosch ct
al., 1992 Hu y Ticku, 1994
Krishek et al., 1994; Impagnaticllo
et al, 1996; Krishck ot af.,1994;
Lambert  y  Harrison, 1990,
Leidenheimer et al., 1992, 1997;
Zhai ct al., 1998.

Buck, 199}; Clark, 1998: Olsen y
Avali, 1996 Hu vy Ticku, 1994
Pesold ct al., 1997, Smith ot al.,
1998;  Speark e al 1998
Tzunashima et al., 1997,

4. Modificaciones ¢n la
fosforilacion del receptor y
desensibilizacion

5. Cambio cn ¢l ensamble de
subunidades del receptor GABA,

También existen evidencias acerca de la disminucién en el namero de receptores
funcionales a nivel de la membrana (down regulation) por incubaciones con GABA o
sus agonistas, lo cual explica la tolerancia a estas drogas. Esie evento puede deberse a
una internalizacién de los receptores (Calkin y Bames, 1994).

En los tltimos 10 afios se han documentado cambios en la expresion de las
subunidades del receptor GABAa con desacoples del receptor-canal debido a
incubacicnes con agonistas alostéricos del receptor. Los cambios en las subunidades
que ensamblan al receptor pueden generar medificaciones en su sensibilidad y en su
modulacion {Buck et al., 1991; Doble y Martin, 1996; Impagnatiello et al., 1996; Smith
et al., 1998). Diversos tipos de epilepsia pueden inducir estos cambios (Clark et al.,
1994; 1998; Tzunashima et ai., 1997).

Se ha discutido en la Introduccién de esta Tesis diversos cambios cuantiticados
en los ARNm de las diversas subunidades del receptor en el inicio y durante las
abstinencias a drogas GABAérgicas asi como en algunos modelos de epilepsia (Avoli v
Olsen, 19997; Buck et al., 1991; Clark et al., 1994;1998; Hiouchi ct al., 1992; Pesold e
al., 1997).



A nivel presindplico se conocia que la actividad de la GAD se encuentra
disminuida durante el SAG (Salazar et al, 1994). /n vitro, deteniminamos una
disminucion en la liberacion del GABA por despolarizacion con K'. Estos evenlos
podrian favorecer el mantenimiento de 1a hiperexcitabilidad,

Registros a nivel intracelular de rebanadas de cercbro de animales con SAG han
mostrado que células adyacentes al foco cpiléplico muestran un incremento en las
conductancias a Ca’,  haciendo que eslas neuronas se  comporicn
electrofisiolégicamente como “rafagucadoras™ (neuronas que generan despolatizaciones
prolongadas con trenes de potenciales de accién). El ingreso de Ca'" es semcjante al
cuantificado en otros modelos de epilepsia como el “kindling” (Brailowsky, 1991,
Silva-Bamat et al., 1989; 1992).

El incremento en la excitabilidad posterior a la incubacién con GABA también

puede ocurrir con superfusiones cortas en cultivos neuronales (Golan et al., 2000).

Implicaciones funcionales

Diversos modelos experimentales que cursan con cambios en la excitabilidad
neuronal comparten algunas semejanzas con este fenomeno de hiperexcitabilidad
inducida por la privacién aguda de GABA (Olsen y Avoli, 1996).

Es posible que durante la evolucién de las algunos tipos de epilepsia y/o
sindromes de abstinencia, los cambios en el receptor GABA 4 mantengan los episodios
de las crisis epilépticas. Presentandose con csto, receptores con diferente sensibilidad y
en consecuencia, generdndose una disminucion en la sensibilidad farmacologica al
tratamiento (resistencia a firmacos).

Los neurcesteroides pregnanos que incrementan la actividad del receptor
GABA, tienen un potente efecto anticonvulsivo (Joels, 1997). Fisiologicamente
(durante la segunda fase del ciclo menstrual y" el embarazo) estos neuroesteroides
cambian su concentracién. Lo anterior, clinicamente se identifica come hipersemnia y
adindmia, que en algunos casos puede cvolucionar al incrementé de trastornos
psicoldgicos tales como la depresion (Majewska, 1992). Es interesante que la privacion
también “fisiolégica™ de esios neuroesteroides (fase menstrual del ciclo y/o en el
postparto inmediato) gencra cambios conductuales como ansiedad, irritabilidad vy
labilidad emocional conocidos comoe “sindromes de abstinencia a progestigenos™. El
sindrome premenstrual tiene este sustrato bioldgico, ya que para que s¢ presente debe

haber un incremento gradual en las concentraciones séricas y cercbrales de progesterona
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y alopregnanolona, para seguirse de una caida abrupta cn las concentraciones de eslos
newroesteroides (Bauilicu, 1997). Ademas, cicrtos tipos de crisis epilépticas pucden
presentarse durante el sindrome premensirual (“epilepsia catamenial™), las cuales
ademas presentan otra caracleristica: durante la fase de mayor concentracion de
progesterona y alopregnanolona, las crisis epilépticas no aparccen. Es decir, la
reduccién en la concentracion de la progesterona y su metabolito actlivo, la
alopregnanolona, favorece la aparicion de los eventos epilépticos. Debido a que ambos
neuroesteroides facilitan la hiperexcitabilidad inducida por privacion aguda de GABA
in vivo € in vitro, los datos de esta Tesis sugieren que la epilepsia catamenial en su
inicio, puede tener como sustrato a la hiperexcitabilidad inducida por supresién de

GABA.
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VI CONCLUSIONES

Sc presenta un modeto in virre de hiperexcitabilidad cortical inducida por privacidn

de GABA o ¢l agonista alostérico del receptor GABA,, flunitrazepam.

Las semejanzas entre las respuestas provocadas por el agonista endogeno GABA y
la benzodiazepina, el agenista alosiérico, sugieren que ¢! sustrato molecular de

ambas respuestas es ¢l mismo.

Tanto in vive como in vitro los neurcesteroides facilitan la induccién de la
hiperexcitabilidad por privacién de GABA, 1o que vuelve a recalcar que todos los
fendmenos de hiperexcitabilidad inducidos por drogas alostéricas o el agonista

enddgeno, se deben a cambios en blanco comin, i.c. ¢l reccptor GABA,.

La preparacién caracterizada en este trabajo permite identificar y seguir el curso
temporal de la aparicion de la hiperexcitabilidad inducida por privacion de GABA.
Esto facilitard estudios farmacoldgicos futuros acerca de la pénesis de este

fenémeno.

Durante la superfusién con GABA disminuye transitoriamente el nimero de
receplores para después recuperarse durantc la privacién del aminoicido. Sin
embargo, los teceplores GABAa durante la privacién aguda de GABA han
cambiado su sensibilidad a los neuroesteroides, lo que sugiere modificaciones en la

estructura del receptor.

Numerosos modelos experimentales de epilepsia sefialan que como resultado de las
crisis convulsivas se desarrollan cambios de largo plazo en la estructura del receptor
GABA,. Estos llevan a deficiencias severas de la neurotransmision inhibidora. En €l
presente estudio se observan deficiencias en la neurotransmision GABAérgica antes
de que las descargas epileptiformes se expresen en tada su magnitud. Por lo tanto,
las deficiencias de la neurotransmision, aqui descritas, producen a la descarga
epileptiforme y no son el resultado de la misma. Por cjemplo, la disminucion de la

inhibicién recurrente y la disminucidn en la liberacion de GABA-H provocada por



alto K", Ambas deficiencias se incrementan a lo largo de los 150 minutos
posteriores a la superfusion con GABA hasta desarrollar hiperexcitabilidad ¥

descargas cpileptiformes.

El presente trabajo aporta una preparacion in vitre que cs un correlato del SAG

descrito in vivo.
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