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RESUMEN 

La interrupción súbita de la administración intracortical de ácido y-aminobutirico 
(GABA), el neurotransmisor inhibitorio preponderante en el SNC, resulta, en una 
hiperexcitabilidad neuronal y cambios conductuales. A este fenómeno se le denomina 
síndrome de abstinencia al GABA. La hiperexcitabilidad neuronal es totalmente 
reproducible in vitro, en rebanadas de cerebro. En el presente estudio se realizó un 
análisis cuantitativo de la hiperexcitabilidad neuronal inducida por la abstinencia al 
GABA y adicionalmente, se discute la posible relación entre este fenómeno y los 
mecanismos celulares de la epilepsia y de la abstinencia a drogas. · 

Los objetivos de la presente tesis son: a) Caracterizar electrofisiologicamente la 
hiperexcitabilidad hipocampal inducida por la abstinencia al GABA tanto in vivo como in 
vitro. b) Evaluar farmacológica y electrofisiologicamente la actividad GABAérgica 
durante la hiperexcitabilidad en esta región y c) analizar cuantitativamente los 
mecanismos postsinápticós que le subyacen al fenómeno. 

Para la elaboración de este estudio se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar. Se 
utilizaron las técnicas de electroencefalografia, registro extracelular poblacional, 
inmunocitoquimica y de radiomarcado por pegado especifico (binding). 

Los resultados obtenidos en la presente tesis muestran que la abstinencia al GABA 
produce actividad epileptógena tanto in vivo corno in vitro. En la preparación de 
rebanadas de hipocampo con hiperexcitabilidad inducida por abstinencia al GABA, el 
análisis de curvas de entrada/salida (lnput/Output) demuestra que la excitabilidad 
incrementa en mas del 100°/o con respecto a los controles y que radica 
preponderantemente en la postsinapsis. Durante la hiperexcitabilidad se observa un 
bloqueo de la inhibición recurrente en la región CA1 del hipocampo y la disminución en 
el umbral de inducción de la potenciación a largo plazo (L TP). Curvas dosis respuesta 
con el agonista del receptor GABAA, muscimol, y el antagonista, bicuculina, 
demuestran una disminución en la eficacia de ambos ligandos, confirmando que la 
inhibición GABAérgica se encuentra alterada y sugiriendo una disminución en el 
número de receptores. El análisis de Schild demuestra que la afinidad del receptor 
GABAA no se modifica durante la hiperexcitabilidad. Experimentos con la técnica de 
saturación de la unión (binding) con el agonista GABAA, muscimol, confirman un 
decremento en el pegado del [3 H]-muscirnol después de la abstinencia al GABA, 
mostrando una alta correlación con el desarrollo temporal de la hiperexcitabilidad. 

Tanto los análisis electrofisiológicos como los farmacológicos concuerdan en que la 
hiperexcitabilidad por abstinencia al GASA es causada principalmente por la 
disminución en la densidad del receptor GABAA. 
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FALLA D[ Of ~'°";I;Jil 3 



SUMMARY 

The sudden interruption of the intracortical instillation of exogenous y-aminobutyric acid 

(GABA) generates an epileptic focUs. in mammals. Seizures elicited by GABA 

withdrawal (GW) presents paroxysmal áctivity and behavioral changes that last fer 
-o.···.¡ 

weeks. Withdrawal-induced ,hyperexCitability is also produced in vitro;. in hippocampal 

slices. This. thesis r;;pcirts'.~á '~G~·~ti~a'tiJk analysis of GW-induced . hype·r~xCitability 
produced in the hip~cica.'ripu:S::;;f r;i;'t~: 
GW prodúces p()IY'splk~~: i;Pl.k_~ ~~d wave followed by hypersynch~c;~_ic diScharges in 

vivo_ andpa~oxysrna1't1e1d:pbtE!nÚaÍs'i~vitro;'in _hippocampal slices:}_;V\f produce_d a_left-· 

ward dis~1aC:erii~~f;6Ü~~)~p~t/C>~:i;Wt.it(l/O).function _in' hip~ocar-r;~~1:;i1<:~~;,'~ug'9esting 
that the .. postsynaptic···_.' cor,;poni3'ryt:''i~ ''predomiriant·· to> e~pl~IIÍ- 'tt1e>hyí)~rE!xcitability. 

:~~~:;:~tisi~~~~i~~~/g~~t¡:tt~t~if áti:r·i:t1,t~r~~;~1iW~ºt~·r:tf ;5p·~e~ti::~~:~~~ 
was decreasec:L K cléicrease in. the inf:iibiiory efficacy of the <3p,s,O:p: receptar agonist, 

musé::imol,. a~d in'ttíe'effect of tl~H3 G.A.sÁA ~Í;ié~~tor ~ntag~nist;. bicucuÍllne,_ confirmed 

that inhibitic;;nwa~ impaired. Binding satÚrationexperiments demonstrated adecrease 

in [3H]-muscimol binding after GABA.withdrawal sliowing a clase correlation with the 

development of·hyperexcitability._·All .these modifications coursed without ·changes in 

receptor affinity (K0 ) far muscimol · or bicuculline as demonstrated by .. both binding 

studies and Schild analysis. lt is co_ncluded that, in the CA1 regían of the h_ippocampus, 

it is the number of functional. GABAA receptors, and not the affinity of the receptor, what 

is decreased during GW-induced hyperexcitability. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 
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Concentración efectiva requerida para el 50% del efecto máximo. 
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GASA trans;3IT1inas~ 

Proteína acídica glial fibrilar 

Constante de afinidad 

Constante de disociación 

Potenciación·a Largo Plazo 

Espiga poblacional 

Acido.RibonúclE;ÍiC::o ITlensajero 

SírJdrom~d·~~bJtinencia al GASA 
"'>',<>-, 

Sistema Nervioso· 

Sistema NeiViciso Central 
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ESTRUCTURA Y ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 

La presente tesis esta organizada en 6 secciones: intro_duccióri. justificaci_ón, 

objetivos, resultados, discusión general y conclusiones. 

Se presenta inicialmente una introducción, en donde . se• refieren algunos 

antecedentes históricos y bases fisiológicas que permiten contextuélli:.:ar:e_I prs)!Jlema 

central de la tesis dentro del marco de la neurofisicilogia y la iniins'misión;sinéptica .. se 

realiza una descripciÓn de' la neurotransmisió;, inhibitoria, cent~ánd'ose·:~~1 el 1pél~el del 

ácido y-aminobutírico (GASA) como prÍncipal neurotransmisor inhibito~io:i;n•'e1;~istema 
nervioso central, se describe, s'u síntesis y mecanismos de acciÓ.n,: ~eA-~tá'f~C!d a los 

receptores GASAérgicos, su estructura y modulación. Se profundiza-~;,.: ía?~~-~c;lpción 
del síndrome de abstinencia al GASA (SAG) como un fenómeno plástico cie:-frici~emento 
en la excitabilidad neuronal y como problema medular del presente estudio.·· -- --

En la justificación se de_scribe la relación de la neurotransmisión GABAérgica en la 

generación de trastornos neurológicos como la epilepsia y los síndromes de 

abstinencia a algunas drogas, así como la relevancia de su estudio. Se sitúa a la 

abstinencia al GASA como un modelo de hiperexcitabilidad para el estudio de 

mecanismos celulares- Involucrados en las alteraciones antes señaladas. 

En la sección de objetivos se plantean tos problemas centrales del presente estudio, 

En la sección de resultados, que incluye la metodología empleada, se presentan los 

productos de las diferentes fases experimentales de la presente tesis. Se incluyen 3 

publicaciones. En la primera se presenta evidencia del fenómeno, su caracterización 

como un fenómeno de hiperexcitabilidad neuronal y su relación con la epilepsia; En la 

segunda. se caracterizan cuantitativamente los mecanismos neurofarmacológÍcos 

involucrados y se relaciona al fenómeno con la abstinencia a drogas. iEn·; 1'8'' t€:lrcera 

publicación. se ahonda en la hiperexcitabilidad del fenómeno y su r~t'Clció';,~-¿()n' la 
:.:> .·· _·_,' ·-· 

plasticidad neuronal. 

En la discusión general se integran los resultados - de l~s ~if~reA~es1· fases 

experimentales, se discuten los resultados dentro de un marco más amplio y se 

proponen algunas perspectivas. 

En las conclusiones se enuncian los aportes específicos del presente estudio. 

TESIS C:JN 
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INTRODUCCIÓN 

El sistema nervioso (SN) está constituido por entidades individuales que fueron 

reconocidas a finales del siglc:::i XIX. ccfrno .·células nen.liosas (Ramón y Cajal, 1894). A 

estas células se' les ' considera la unidad estructural y. funcional ·del SN y son 

denominadas neuronas:. É1 nombre· de··~'eG'~()na <tuei ci~dCl ci;la célu1"1 ne.-viosa ·por 

':nª11::::e:~::~f ~sr~1df ±~·~:i~'.~f J~;¡g:1;•¡:~·:rª~z·:~<%t1:·~tiEC~.:!1i~J;~~~~1;~s·#~cribió 
Las neuro~a~· ~C,~ c;:tiiiuí~~ i ~~pecializCldas . r~spons~bl~~· del.' f~~¡;¡(:i·~;~i~ntCJ y 

facultades del pr6pio',sr..J;fÜl1a"cie;;:11~'prbpiedClcíes más impé:írtanteís cieJ~tCli <:;éíli1as, y 

que es la esencia; derfur'ici6ila1Tliento del SN, es su capacidad de ~~fiClli~~·ción o 

transferenCia de '¡.:fi()~~~:¿¡¿~::•'l:ita característica permite qUé 1;;¡·~·· ·'neuro'riCls se 

relacionen funci~n~1irié~t~:?reg;l:Jiendo, procesando y transmitiendo. s€i~ci1.;,;~,·~gtre sí o 
' - -·, .,, ,, ··- ··<· ,· ' -

con otros tipos c~1u1ares::Efr'sitiCl en dor'ide se 11eva a cabo esta cornúh'i.;élciÓnr1eurtina1 

se conoce por el ~6~i:,~~ <:i~ sinapsis, del griego synapto, que signm6Cl.:~roc~e'. 
0

unión, 

conexión (Feldm~n ~1.,'~1~{1~~7): ' <>. . . --. ·- - ·: __ u::' ·~ ·. --~--· ' -.. , -t-.:' 
El. término sinap;;;¡5;f'¡J¡;;:CIC::uñado por el fisiólogo inglés Charles .Sherrington en 1897 

(Sherrington, '190~) ~ ;&'reifiere a la unidad anatómica neur~nCll ~·~ci~f'l~~ se transmite, 

modula Y· recit:íe'. la•lnforO,ación. Las sinapsis pueden seir;cie{naturaieza eléctrica o 

química: enes'taS;Tú1ti:.nas 1ia.camúnicación entre ambas cé1u1a~ e:s.té'mééliada i>or una 

sustancia o m~lé~~I~ 8~~(,minada neurotransmisor. < 

Un neúrotransniisor e~ una sustancia que en la mayor~;" de;; las veces se derivada 

del grupo d,eclos'arríinoácidos o de su metabolismo' interíriediario, es sintetizado por 

reacciones:en~iiná"ticas en la neurona, acumulado en la misma, liberado por la terminal 

o botón sinéptiC::o y conlleva un papel fisiológico distintivo (Voet y Voet, 1995; Feldman 

et al., 1997; Deutch y Roth, 1999). El SN de los n1aniíferos utiliza varias decenas de 

sustancias como neurotransmisores. Algunas de estas sustancias son aminoácidos, 

como el glutamato o el ácido aspártico cuyo efecto es excitatorio, mientras que el 

aminoácido inhibitorio de mayor importancia en el sistema nervioso central (SNC) es el 

ácido y-amino butírico (GASA) (Deutch y Roth, 1999; Kandel et aL, 1991), 
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Acido y-amino butirico (GABA) 

El ácido. y-aminobutírico(GABA) es el neurotra.nsmisor inhibitorio. preponderante en 

el SNC de los vertebrados: Cle;p~endiencfode'la región es~peCifica de] cerebro: se estima 

que el GABA ~sfá pl"é~ent~· enaproxí;,,adamente 20:.50% dEl las sinaps,is de la corteza 

cerebral (Bloo.m/l~er~~~/1971): . , . , . ·. , . 
,-.-._., 

El GASA.fue '.identificado :en los inicios ;de los años 50s ·conio un componente del 

s Ne (Roberts'; 1 971>:;y e:~.· íc)s~·~~of"sos see•.• ·.···n·e···· se·.· t,•ª .•. '.s~Nl~Ccio.·(C·.qu'urte. ·1·se.· y¡ .G.WAa, B1·tAk .. 1.·.nt'is.~.f, •.. ·1·~.9X6ún5•-.· ~.····· .Kf, urnnJ·ceivó·1nc 
principal corl:ío ileuroiraf;5mis6r inhibitbrio . 

y Schwartz/196_6·);:,' f7, '}~: . . ;;".' '.); \'.. 
··~;_~· ·-·~:.:::.o:_··.:;: .,;:~ ~-º-' ...... 

El GABA .. es (un ami;.;¿;ácido 'q'l.1e, es.. . las'(te.rminales nerviosas 

~::E~I{~~~~~~:.~~=i~t~r~i~~r~·?:f ~:~:::.~~,:;~~~=~,i::;.:~:~:~~ 
actúa sobr~ el g íu'tamat() ~eíTlovierícto: el g rüpo gama~carboxilo como Co2 para producir 

al GAB,l\~ L.i;i p~~s~ricia el~ la ~nzírr;aGAD es consideradapara la identificación positiva 

de neliro11¡;¡~-·GAB~Él~gi~~s.; Óe~p~E§is d~liberarse, el GASA ,es recapturado por células 

gliales y rrÍitocorÍdrias de I~ ~~l.lrona; donde es met~bolizado principalmente por 

transaminación. La GABA:tr~~samlnasa {~ABA~T) es'la enzima que cataliza la 

transaminación, transfirie~do·,e;I ·· ~n.ipo alTlj¡,()'.~d~I· GABA al alfa-cetoglutarato. Los 

productos de la reacción son glutamato ~¡ s~rTliald~hído succínico, este último es a su 

vez oxidado a ácido succinico ó sl.l~ciri'at6f''e~ e1'éició del ácido cítrico en la células 

gliales. El fosfato de piridoxal. un d~riv;;.:cibci~ I~ pl;id~xina (vitamina 8 6 ). es un cofa~tor 

para GAD y GABA-T. Sin embél~ga.'' \'~ .descarboxilación, a diferencia de la 

transaminación, es esencialmente irr~~er~i~l~,cTapia, 1971; Ganong. 1990; Feld~an et 

al., 1997). En consecuencia; el coílt~nid.;'cle GABA en .el cerebro está reducido cuando 

hay deficiencia de piridoxina/,,;'~~t¡;¡ · deficiencia se asocia con signos de 
. . 

hiperexcitabilidad nerviosa y convulsic:>nes, aunq~e el trátamiento con piridoxina no es 

útil en la mayor parte de los casos clínicos de epilepsia (Salazar y Tapia, 2001 ). 
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Acido -y-a1ninobutfrico 

(GABA) 

o o o 
11 11 11 

HO-C-CH 2CH2-C-C-OH 
o-Cetoglutarato 

Gluta111ato 

o o 
11 11 

HO-C-CH 2 CH2-CH 
Se1nialdehido sucíninico 

Fig. 1: Metabolismo del GASA (modificado de Siegel et al., 1995). 

El GASA una vez sintetizado y liberado por la terminal sináptica es capaz de unirse 

y activar a tres diferentes tipos de receptores, denominados GABAA GABA8 y GABAc; 

cada uno con diferentes caracteristicas con base en sus perfiles farmacológicos y 

fisiológicos (ver Tabla. 1 ). 

Receptor GABAA Receptor GABA8 ReceptéF~~~§:t\&tiS:;;;: 
Categoria Receptor asociado a Receptor asociado a Receptor asociado a 

canal iónico proteina G canal iónico 

Subunidades ª1-6• f31-3• Y1-3- o. E. ;-. GBR1. GBR2 Pi-3 

Agonistas Muscimol, THIP. Baclofen. CGP-
isoguvacina 97541 

Antagonistas Bicuculina. Faclofen, CGP- TPMPA, Picrotoxina 
Picrotoxina 35348 

Desensibilización Sí ? No 

Moduladores Benzodiacepinas Zinc .· 

Barbitúricos 

Acción (+} gCI· {-) gK+, (-) gCa2+, (+) gCI' 
(-) AMPc 

Tabla 1. Caractenst1cas de los Receptores de GABA (Basado en: Mody et al., 1994; 
Qian y Dowling, 1995; Hevers y Lüddens, 1998; Mehta y Ticku, 1999). 
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Receptor GABAA 

El primero de estos receptores, el GABAA, es un receptor ionotrópico o asociado a 

un canal iónico activado por ligando (e.i. Ligand-gated ion chánnels): Los- receptores 
. - . -.. . :. - .. ' . -' ' - .. · . - -~ . _: ._ -· . ' . - - ·- . 

ionotrópicos combinan. u11 sitiC> cÍe,unlÓn ¡;i'Íig¡;in'c:l() ~on ~n calÍal ióni;;o, o-iC>riÓforo; en su 

estructura. En el ca~() d~I rEi(;Eilpt~r ~~13_,A.,;,,-~steii:ci_naJ €JS~un;c;1C>~óforC>o c"¡;inal de ·c1,oro 

(Harris y Allan,. 19S5;~;Hev~~¡i,~~-,:Lü~d~~~:-~,.; S9~; ;•r-..:,~ht~ :y .;-ick~. 1 ~9~)-_ •El efecto 

~:~~:~:~y~r:¡J;±8~~--ji~;;~~tii~i~f~irfxDt~~~fl~~d:-~1::~s¿?ro~·:D,~~:sep::~ª:: 
que el ÓABA .f~e r~c9nd:'.:ici~_:·,~:~¡'};1{f~(;~~{di,T~s Íiberado \, r~ca~tSiclciC> por - las 

neuronas y· célulás····~lic)le~7~i~§.~~~~-~!ei'S.-:::C:'.,tf~yésde transporta~p~es/d;'::S,lta afinidad 

dependientes de sociio;(Am~r~~-Y-~.Kliiía'r::1993; F,,;ldman et aL; 1997)/La~,-neúrC>nas y 

cé1u1as gliales reciclan 'a1 neúrafransrT1isor para su uso posterior (Zirrimermanni 1979). 

Los receptores GABAA • sC>ri t~mbién el blanco de muchos compuestos, entre ellos 

fármacos psicoactivos y de acción terapéutica como las benzodiacepinas, los 

anestésicos generales, drogas sedantes, así como neuroesteroides y alcohol (Doble y 

Martin, 1996; Hevers y Lüddens, 1998; Mehta y Ticku. 1999). 

Barbitúricos - --

Loreclezol 

GABA 
· Esteroides 

GASA 

BZ 
zn 2 + 

Figura 2: Receptor GABAA (basado en Hevers y Lüddens, 1998) 

TESIS CON 
F.t.J.LA DE OPJGEN 

10 



El receptor GABAA presenta un ensamble heteropentamérico derivado de la 

combinación dé 5 subunidades proteicas (Hevers y Lüddens, 1998; Mehta y Tícku, 

1 999). Cada e- su.bünidad -.- cruza •---tra_nsversalmente - la .. •membrana ---¡:>ostsínáptica 

generalmente de-._ una manera. simé.tríca y éo.mprencie· llri.-1argació';nínío.'r\J.:.terminai 

extracelular •. _~_ui:i~~o d6minio;,'.tran~;,,ernl:lrana1Éls hldn:lfobico~ (Tl'v1~~T-t\li-4) Y. u-~peqÍ.Jeño 
dominio c~te~míri~1 ~~tr~~e1ll1~r. En E!1 ~erebro de ma,,:;ífE!ros 'l:;.;:hari' 2;1<:l~;;{C16 ~¡,¡da~ 

, - ,~··' "-

clases de _sul:lún_í(j;;i_,c:l~s_, ~sí Como variantes o isofcirmas para cada subUnídad,' las 

cuales han síc:Ío 'clasificadas de acuerdo al grado de identidad en la sE!cuencía de 

aminoacídos como: a.1-a6, J31-J33, y1-y3, 8. c. ;r y r>1-p3 (MacDonald y Ólsen, 1994; 

Hevers y Lüddens, 1998; Mehta y Tícku, 1999). 

A 

B 

GABA & BZ 
Sitio de union 

COOH 

Sitio de 
:fo sfot"ila.ci1:1n 

Figura 3: Receptor GABAA- (A) Representación esquematica de la estructura primaria de una subunidad 
(8). Agrupamiento de las diferentes clases de subunidades de acuerdo a la identidad en la secuencia de 
sus aminoacidos. (C) Ensamble heteropentamérico del receptor (modificado de Hevers y Lüddens, 1998). 
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Se sugiere que varias de las subunidades p1-p3 ensamblan al receptor GABAc• o 

bien a un receptor GABAA especializado dado que estos receptores son insensibles a 

bicuculina o baclofen (Mehta yTicku.~1999). · . .. 

La combinación.'.dei 5 d~ ~st~~·slií:i'l.Jrííciacies p~rmite ün n~ri:,er6 gralide; de posibles 

receptores, •• aÚnqúe•~.ñé::í; todós .•. ·f:uncionalé's:o• presentes ·'e~ : ~1 ,SN/i La) diversidad de 

combinaciori~~'fcbh ac~ciól), fisiológica:~explica _qt'.Je. el efecto~de Ün'~f,(ir;i)~rí:>' .. aJt'o de 

~~ºr~:~. ~-~~~·~t~Zf ~fcfff~~lir~1~~~~yf~·1·: -~~c~'ét.~r·· difi~r~} •. ~-~~~-~:ti~8;·~·e~~e·1.·(E.~na Y 

::~:::,:~~t; if f~t~~~rt~I~it~t~i~~~~t~Í~1f i1;~~li~J~E~l:~:~::::: 
sitio específico al cual se Unen las moléculas _de_'GABA,' se.pre'sume:que el dominio N­

terminal extrace1u1ar es e1 Ciue putativamente i'nc1l.l~e ~T~iíi'6\!'e ~rii6rl al ligando y a 1a 

interacción del receptor con las benzodiacepinas ···•(H'Ei'~~r~y•'Loddens, 1998). La 

interacción entre el neurotransmisor y el receptor resulta 'eri cambios conformacionales 

del arreglo protéico que, como consecuencia, abren ei por~ central. La apertura de 

este poro permite una corriente entrante de iones de cloro (Harris y Allan, 1985; Hevers 

y Lüddens, 1998; Mehta y Ticku, 1 999) y conduce a una rápida hiperpolarización de la 

célula postsináptica, ya que el valor del pote.ncial de equilibrio del ·cloro es 

generalmente más negativo que el valor del potencial de membrana en reposo. Lo cual 

explica el efecto inhibitorio del GASA_ a' través de este receptor. 

. ':, ., · ... -,• .. , 
Receptor GABAA e hiperexcitabilidad ·neuronal " '· ·, \'?{:::·>>/:;-~: ;;-,-.··-,-,, . .:·_'.: --·-- "' 

La alteración o interrlip~_ió'n' ci~/1~' acti~ación d~I receptor GABAA tiene como 

consecuencia la di~~inLciÓrt \,;g la rteúr6transmisÍón inhibitoria (desinhibición). La 

desinhibición GABAér~ica,ha sid~ arTJpliá~er,ite~~fe~ida como uno de los mecanismos 

sinápticos de los cuales depende, por lo· menos en parte, la hiperexcitabilidad neuronal 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 12 



(Kostopoulos y Psarropoulou, 1992; Feldman et al., 1997; Bernard et al., 1998; lkeda­

Douglas et al., 1998). La .documentación sobre hiperexcitabilidad neuronal se basa 

principalniente __ en -~l _
0

f1_úrl1_e_r_o _E!)(;ªgE!!:_él_d()_ c!E! p()te_nctale_s ele .élcción durante las_ 

descargas epileptiformes registradas durante. las crisis convulsivas (Kostopoulos y 

Psarropoulou, ·1 ee2; Brailowsky.-' 1999)~ La· rela;;ión .~e esta ~ctivldad con el receptor 

GABAA proviene_-~Él ~Íf~_feBte~ lin~as de •• eviden~ia. 

A) El efectc:> arii:i6cinvÚlsi~a·ciei los ~9E!-nte~ (;p_sÁérgicos 

Grarj· pa-~~::d~·-~ik~-~,'~~¡,~-~-~-@·~T'.i~;bi~~/1~(p-~··rtrc;¡·p~hic;·-~--de1 .. r~~~ptor: GABAA en la epilepsia 

proviene del 'éiecitc;·ij~i1ú~6~~7u'i~i.J~' qÚ_e}presentan ··- lci!i;, agentes ~lJe_ directa ·º 
indirectamente' au'me~t~;¡, 1a i·~~i·b]~f~i~ rneetiaé:iéÍ por este' i-ece'ptor .. Los rríec'anismas a 

través de los cual~;¿;~¿f¿~•g: ~st65,a9ent~~ ~~A: r~d~ci'~nd¡; .•eí cát;,¡i:ic:>n;;n,~ d~~ _GABÁ 

(vigabatrin). facilÍtan-clb . la · liBéración ide GASA cie '1a~ termi-nales : pre~iiíápticas 
(gabapentin). ª ·· tiii~~~ de é-1~1 i;,~¡r;;6ú;ri ~e 1a·· r~6~pt~i-~ · c1·~-#A~~r,'.~ti~g~bin~>. º 
incrementando eL ·•·in_fl~j~-~ .'.4:~'.c'i.~~es • pe ciar¡; . •directamente {l:!ílt ~¡:_,rE!;;eptor 
(benzodiacepinas y lcis t>arbitúric;os) (Granger. et al., 1995; 'Feldrnar=i et aL, 199?; lkeda­

Douglas et al., 199S; .~11.Ji¡"~n; 2001 ): Todos estos ~g~nte's i~;;;e;n1éntan •¡~ ~ctividad 
GABAérgica y ejercen.l.Jn efecto anÚepiléptico. --

B) El bloqueo del receptor GABAérgico 

En sentido opuesto,· la -administración;-en concentraciones lo suficientemente altas, 

de compuestos con lá -capacld.~cl'de bloqueare al receptor GABAA, produce descargas 

epileptiformes. Tanto la•a~¡,-,i~;~tr~ción tópica en el SNC o sistémica de antagonistas 

del receptor GABAA• c·am,o la penicilina,: la -bicuculina O la picrotoxina, producen 

hiperexcitabilidad ·persistente, depolarizaciones paroxísticas y actividad epileptiforme 

(Schwartzkroin y Prince, 1977; Wong y Traub, .1983; Connors y Gutnick, 1984; Karnup 

y Stelzer, 2001; Mackenzie et al., 2002). Asimismo, se ha referido la pérdida de la 

neurotransmisión inhibitoria durante crisis epilépticas como la producida por el 
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"kindling'', o la producida en animales por diversos modelos, ya sea químicos o 

genéticos, de actividad epiletógena (Gibbs et al., 1997; Fueta et al., 1998; lkeda­

Douglas et al., 1998). l\J()_obstant~. ¡;¡1 iric.re111ento en la acti~i.dad _GP,.B_Aérgica también 

se ha reportado durante_ crisis epilépticas como el "kindling" (Gutiérrez y Heinemann, 

2001 ), probablem7nte. como un mecanismo emergente en repuesta a la 

sobreexcitación. 

C) La abstinencia a fármaé::os agonistas GABAérgicos 

La hiperexcitabilidad ·neuronal·. y las crisis epilépticas también se producen cuando 

se retira de manera '3brupta· la.ad~inistración prolongada de drogas que incrementan 
' . .. " ~ ' ' . . 

la inhibición mediada po~'~( reC:~ptÓr GABAA. Tal es el caso de las benzodiacepinas, 

los barbitúricos y el alcohé;;1'(Tlc;kÜ et al., 1983; Sandoval y Palermo~. 1986; Carien et al., 

1990; Olsen y Avoli, 1997)~ -Estai drogas causan tolerancia, dependencia y síndromes 

de abstinencia. El sí.~clrorTI~ de abstinencia que resulta de la suspensión súbita en el 

consumo de estos c6mpÜestos se caracteriza por irritabilidad, ansiedad, temblor, 

cambios sensoperceptuales, alucinaciones y una gran variedad de crisis o patrones 

convulsivos, usualmente generalizados (Owen y Tyrer, 1983; Marciani et al., 1985; 

Davies et al., 1987; Lader, 1994). El análisis, in vitro, _.de rebanadas de cerebro 

obtenidas de animales sujetos a la exposición crónica de benzodiacepinas, barbitúricos 

o alcohol muestra que también bajo estas condiciones el tejido aislado presenta 

descargas epileptiformes y habitualmente tiene una alteración_ en la inhibición sináptica 

(Carien et al., 1990; Saunders y Ho, 1990; Zeng et al., 1995). 

La manipulación del sistema GABAérgi~o puede influenciar. la excitabilidad ;:e~ebral 

y propiciar crisis epilépticas tanto en animales como en human¿!;'_: Nb k6ú::> 16~ ~gentes 
GABAérgicos o GABAmiméticos son capaces de modifica~ lá ex~itél~ilidad cerebral; el 

retiro súbito de la administración del propio ligando endógeno,_ el GABA, resulta en un 

incremento de la excitabilidad neuronal. 
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Síndrome de abstinencia al GASA (SAG). 

La interrupción súbita de la infusión intracortical de GASA conduce a un incremento 

en la excitabilidad neuronal en monos (Papio papio) y ratas: Este'fehómen6 llamado 

"Síndrome de Abstinencia al GASA" (SAG). se caracteriza · por una· actividad 

epileptógena de larga duración en el área que rode<:Í ~I ~Ítio de infusión; se.acompa'ña 

de mioclonias en el .. área -c.orporal correspom:lie;nte, ca
0

mbios·•·cond~ctualésyCpuede 
durar de.hora~ a -~í~~>~~peri~i~~d~ de la do~is y del tiempo de inf~si~n (~rai.low~-k~ ~~ 
al., 1987; 19S~; 19~0; "1999). Registros electroencefalográficos del fenómE!no ri!i'.ít;l~tran 

·:· .··:'!·:-'..<·»--·: . . . . - ·.·.-. ', ,' :.<-. - ' 
la presencia de foc()s con descargas paroxísticas (poliespigas y acti~idad eri form~ de 

espiga~ond.;;) ~~<E!1 ~re~ 'circunscrita a la infusión (Srailowsky et al.. 1989; 199'o)'~;se ha 
-_ . : .- - ~·-.'. . -. - '. - _-·. , -_ - , " ·, . -. '•;-- '. ··-. -- , 

constatado' la ;presenéia de focos paroxísticos después de la infusión crÓnica:cie•GASA 

en 1a corteza ce~eGr~l(Brailowsky et a1.. 1988) y el sistema límbico~ parti~~1;;;in;E!nie en 

am~gnd::r:l:i:o::~=:~L;n Gv::r~a :al~: e~s~~~::
8

o
8

~n rebanadas de neo'~~~~~i (Silva-. 

Sarrat et al., 1991; 1992) y en rebanadas de hipocampo de rata (Gar'cía-'-Uga°Í~~·et al., 

1992). El registro intracelular, en rebanadas neocorticales con s'AG/;~;¡:,:;J¿5da' la 

presencia de un gran porcentaje de neuronas con desc~rg'a~ ·• p~~~-~ísticas 
despolarizantes (rafagas o "burst'') intrínsecas después de la inyecc¡ón~~M!r~d.~l~l~r de 

corriente depolarizante o la estimulación sináptica. El registró.• é:fe:.~·¡:>at~.=i¡;ial~s 
poblacionales. en rebanadas de hipocampo con SAG, presenta . .Jh·.·Í~c'~¡;;:m'ento 
sustancial en el número y amplitud de las espigas poblacionaies' ca~. r~~·~·~;;~~: :o'i sus 

valores control (Garcia-Ugalde et al.. 1992; Calixto et al., 2000);c e ~ c7 ,· \_:~ 

Entre los mecanismos celulares asociados con la hipe'rexCit~i:lílÍd~él:cf~ ¡~~ ri~i:ircinas 
durante el SAG. se ha señalado cierta forma de toler~nci~. L~ ·aclminlst;~ción 

. - ~ . ' 

sistemática en dosis altas de drogas anticonvulsivas que aumentan la .transmisión 

GASAérgica, tales como las benzodiacepinas. los .barbitúricos y el valproato, no 
' ., ··.-

tuvieron efecto sobre las descargas paroxísticas -focales ~n ratas con SAG (Silva-Sarrat 

et al., 1989) y sólo la administración de dosis altas de GASA puede inhibir esta 

actividad (Srailowsky et al.. 1989). Asimismo, registros intracelulares en rebanadas de 
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neocorteza con SAG, muestran niveles bajos en la conductancia neuronal tras la 

aplicación del agonista especifico GABAA, isoguvacina (Silva-Barrat et al., .198.9; 1991 ). 

Salazar et al.• (1994.),- han·reportadb·un decremento ·del 27"48%-'en la ·actividad de la -

enzima glut~máto deic~;6C>xilas~ (GAÍ:>) dÍ.Jran'te el SAG: así ~orno Meinirii et ~1.(1991) 
un incremento'dei .metabolismo energético en el sitio de' inf~~i6n y en los núcleos 

talámicos depr~y~~-~i~&- . :. ~ ;:.:; 

Durante la tliperex~itabilidad neuronal posterior a la inte~r¿~~ic~u;,'frciei'.::GABA - se 

presenta un decremento en el tono GABAérgico que conduce'a las ,.;é1;:]1ci'~'~~--¿ri ~'st~do 
de excitabilidad anormal y a la aparición de la actividad epileptó!;l~na (SB0él-sarrat et 

al., 1989; 1991; Garcia-Ugalde et al., 1992; Calixto et al., 2ÓOO)~ 'sin e;,.:¡bargo,. estos 

resultados no especifican si la alteración en la neurotransmisión GAB~érgica ·re~ponde 
a cambios mayoritariamente presinápticos, postsinápticos o ambo~. Tarripoco se. ha 

analizado suficientemente las características y los mecanismos _ sinápticos de, este 

fenómeno en el hipocampo. Considerando que - el hipocampo es una estructura 

cerebral altamente epileptogénica y en ocasiones asociada a crisis refractarias.· 

La mayoría de los trabajos prev,i_ós ,.se llevaron a cab_o Ind(J_é:i~nc:lo la 

hiperexcitabilidad en el animal intégro~~>~stGdia;,do sus caracter'istica~ in ,vi;;¿, o bien; 

en muestras de tejido postmortem (ex 0i~b)·.·,' . >:·<::.->--,'·:.:-_··, 

Con el presente _trabajo,cietesi~;~~!re~'1!;;:: u~/analisisneurnfar1Tlacológico 0de-estas 
interrogantes. principa1ménte en'.1a·b~~p.,;'i-acíó,; ci~_>r~ba~a'd"1s d~tiipoca~p;. Lb que 

permite una mejor manipulación 'dé las° variables farmacológicas 'y' un análisis del 

fenómeno a través de su-curso temporal.-
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JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Una de las premisas fundamentales sobre el funcionamiento del SN es que existe 

un balance entre la excitación y la inhibición neuronal. Anormal¡'dades como el 

incremento en la excitación de las células principales, el decremento en los circuitos de 

inhibición (i.e. desinhibición) o ambas, se consideran como la base de la enfermedad 

neurológica más antigua que conoce el hombre y la de mayor incidencia: la epilepsia. 

De acuerdo _·cOn -1a Organización Mundial de la Salud (OMS), la epilepsia se.·' define 

como una afeddóil ,ÚÓnica, d_e etiología diversa, caracterizada por_ la repeti6i'óri de 

crisis resultantes','de: laié:lescarga excesiva de neuronas cerebrales (hiperexCitabilidad 

cerebral); ind~~~'~J¡;;;·g~~~~gt~~c:I~ -los síntomas clínicos o paraclíniC:Cis ~~~~t.~~i~emte 
:-',,;~.· 

asociados. . · · - _ :·· : ... :: \;.-- ,, .. 

Más del 5% de la población. mundial ha padecido al mer:ios ú;~ ;c[isi~\epiléptíC:~ en 

su vida, aunque, el diagnóstico de epilepsia se reserva _s,ól() c:u~nd_o:_se;Har(~adecido 

crisis repetidas. En estas condiciones (crisis repetidas () ,C:C>ii ?éce,sid~~de .tratamiento) 

1a prevalencia mundial de 1a epilepsia reportada par 1a «::>M~>":~r{199t t'u~rcJ~:7:~~~ e:~da 
1000 habitantes (0.72%). Esto es, si la poblacióri_mun~i·a't¿;ctúá1_·e~~de-~éiS mil millones 

. . -- - - ---- ' --· -·- . - - - ' - .. - - . '': -~, ·- -~--- . - - ' ,.,.,. _,. ---,,-, . ,,. -- . . . 
de habitantes, entonces 43,200,000 de estas personas paé:!e2en .ep

0

ilepsia}c:ie' á1gún 
' + •••• - •• '-·,. -·-. : '".. '\> __ .'.;·· ;,:,'• ,, - .- :·;. ·, ,;; .· 

tipo. La prevalencia es mayor en paises en'vias de desarrollo/c8mÓ'.México:-en'lós 
- . .. - - -- --- - - -- - -- - .. ·-· -· ,- -- --·· .--- ~--.-, .• -···-· .:-. ~<-' -·-· ,_ - .. ,, ·'·- .. ·-

cuales la tasa de crecimiento, _anual de_ pers.~nas cill.e'padecen';e~t.á g~f~~f~c:lad es:d(3 

:~~ªp~~~ª~~º 1 ~~b~t:~t::b~~~~~·-1e;9~17t~~;~el:i jf~:i~rjéff¡I7~~r±:~·f~telf E±.º; 
• • • e <.« ~'.<.,;\:.:• ·'!' 

aproximadamente __ el}% de )~. pobÍcició;;;-, - indi:lsC, er¡; paísei; desarro'iiaélaíé2orllotlos 
EstadosUnidos(McNar¡;m1~·.1~94)~·-· '·'•,.. :.;·.·~ •. -• --.--.i~: ... •~·· •:: .. : ••,·· 

Adicionalmente~ ~xisten •crisis' epileptÓgen~~ C:~~~ -r~~Ót~-~~··1~1·N~~t~~i~~i~ con 

fármacos, el_ abu~()-_c:Íe; dro~a~:; o ·ble~- pai:1~ intet~8~~i6ra ;~(E!di;itaá~'·c:j~ ~~ios:• Este 

último es el caso.de las drogas c~n efeci:c;s ~E!d~nte'~~ob~El Ell SNb. Lo~ ~ed~rítes~que 
son principalrnerlie ag¡,nista~ del ril~ep't;:,~: C3,ri.éA'ti;~~i6~: sori las drogas más 

frecuentemente prescritas, consumidas 'I sC>~ t~rnb,iéÍlt,is de ~;;;;~¡,; ~-bu~o (OMS 199B; 

Carien et al., 1990). Drogas tales como los barbit~ricos; iai b~nzodiacepinas y el 
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alcohol producen tolerancia funcional, dependencia y adicción. La supresión 

precipitada y/o súbita .de la administración de estas sustancias resulta en slndromes de 

abstinen.cia qlJE!}Dcll)y~n u_na grari \/a.riedcic:! cl~patrp11¡:,~ele~tr9enc:;efcilográfic_os_ o crisis 

convulsivas, usualmente generalizadas; . (Owen y Tyrer, 1983; Marcia ni et ali, _1985; 

Davies et al., 1987; Lader, 1994; Doble.y MartÍn;.1996). 
,·, ·. ·... . 

La actividad epileptógena no ha sido lo ~Gficlentemente analizada y en:cuanto a los 

mecanismos básicos de la epilepsia t:ii:iniana ha sido extremadamente}dificiljdilucidar 

sus principios ya que existen de,,.:,áslados tipos de crisis clínicas y ~l~~iét~Ícá~. a las 

cuales les subyacen etiologías ampiiélmente diversificadas y pobre~e~fe·_~n_teÍididas. 
Los registros electrofisiológicos unitarios, in-situ, en el cerebro hum;an·~,;}.k.~L11t'al1 p~co 

::~~~=:s~ ~:~. ~==is:::eil::a::l~~:~::n~a~eses::s ecp~l~~:::~e;c:±~i~~Jr~j=~:e:: 
modelos in vitro, se presentan como excelentes condiciones para'rE)ciii#~r.la.adividad 
neuronal, controlar las condiciones ambientales del tejidci;. y .. ·~val~~'r/el.efecto de 

fármacos con potencialidad terapéutica (Traub y Jefferrys(:1'9'~4t t~ pr~pélraciéÍn de 

rebanadas de hipocampo ha mostrado ser una. técniC:él; in\lél1J,able para··. investigar 

mecanismos de tolerancia a fármacos sedantE)s·(X.íe}Tie~z .. 1s92)·~ ... 

Las descargas paroxísticas y espontáne¡as en · ,kr tE)jj~;( ~E)·/ébr:I · durante la 

abstinencia al GASA se consideran un mod¡,;lo de epilE)pfogéi1é~is (B~él11ci;.!:,~ky ~t al., 

1987; 1988; 1989) y pueden representar un C::or~elato dé la éldti\/idad ~~f6xisticél y la 
... ~ . -. '- : -·. - - : : . ~ .' .(.. .. . -

hiperexcitabilidad que se observa en los síndromes de atístin~~C::ia~~;·a ''sedantes· o 

agonistas GASAA, como las benzodiacepinas (Srailowsky_ etal::Ú~.~~;fc:;~H~~6et al., 

2000). De hecho, se han reportado caso;, humanos con: si~d~(,r-i,~ de 'a,bstinencia 

similar al GASA después de la suspensión de la administración oral de y-hidroxibutirato 
' ·, . :. ~-·.:- '-<·- . . . 

(GHB, también llamado éxtasis líquido), un, depreso~,delSN,C y agonista GASAA (e.g., 

Craig et al., 2000). El estudio de la hiperexcitabilidad por abstinencia al GASA permite 

el análisis experimental desde el inicio de 1élhipe~~xcitabilidad, distinguiendo entre los 

cambios propios del desarrollo de la hiperexcitabilidad de los cambios resultantes de la 

actividad eléctrica anormal, lo cual abre grandes perspectivas para entender las 

\ 
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condicionantes fisiológicas de estados de hiperexcitabilidad, como la epilepsia o la 

abstinencia a fármacos agonistas del receptor GASAA. En ese sentido la tesis general 

del presente estudio .se~cenfra ;en _el análisis neurofarmacólogico _ d_e Ja_ participación_ 

postsináptica en la ~é:neraciÓn-de la hiperexcitabilidad provocada por.·ta privación de 
. -· '. - . ' '•, ··'·• ::·' .:: . 

GASA en el hipocampo._ Específicamente, se realizó una evaluación cuantitativa "de la 

hiperexcitabilidad y de los cambios en las propiedades y densidad•-de los" receptores 

GASAA, que le su1::>yacen al fenómeno. 

OBJETIVO GENERAL: 

El análisis cuantitativo de la actividad GASAérgica durante la hiperexcitabilidad por 

abstinencia al GASA. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 
. •. . :e':·."·.::-"· 

1) Caracterizar el~cfrofisioló~ica•m,ente la··. hiperexC:itabilidad J1ipocampal, tanto in vivo 

como in vitro;•iridJbida p'ci~"t"a élb~ún·encia al ácido y~itmincíbutirico (GASA) . 

2) Evaluar ta.~cfi~id~~ ~~XsÁl~gi~a :2Jr~~tri~~ipe~~xcitabiH~_¡;id-~or,.abstinenciá _al 

GASA, a través de>la•inhibiciÓn_ por.puÍsos/pa"reados;•.la;evaluaCión del efecto de 
- -- ;:: ·- ·-~- .. .,-·~ ~ - --.: "'·' - - .:'.-=-·i_-:~-::d<:;_~_o-

agon istas y a:ntagq[l:is~é]S GASAP. sobre ta"activida(j ep~Ítept(,gi§11ipa y; a_trávés de_ la 

inducción de la LTP-. .- ;;.: ,;:- " :·~--~ • ._ .. 

3) Evaluar tas ' ¡:,~Jp¡~"cil;í'dei;i+~;'tarrii-aC"6ió9ic"a5-c --(efi~~Ciá~ ·potenc~aftdr~stante -•. de 

disociación,• a'finiclad> Cie1;;r~6~~:tg~:~A~AP. _q.:ie sui:iyác;;¡;,:·a ta· hip_~í-e~6i~a6métad por 

abstinencia al GASA~ LÓ ánt~rid"r:con ta ayuda del análisis deéu"rvas_dosisrespuesta 

y del análisi.~'·d~-·.~s:~hjid{:; .. : ··<.-..·· ,,·- -¡ 

4) Determinar, a partirdE;1 ~f-~ao sobrei la r~~bi:i~~~~~l~ct~ofisioÍ~gica y del marcado en 

el pegado (binding) de · l.igand.os, - específicos del receptor GABAA, si la 
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hiperexcitabilidad por abstinencia al GABA es causada por cambios en la densidad 

del receptor GABAA. 

RESULTADOS 

Los resultados. de la presente tesis, así como la metodología y procedimientos 

empleados s·e. describen ,eón. d_etalle en fos 3 trabajos siguientes. Los resultados 

también son des~ritos e integ~ados durant;; el desarrollo de la discusión. De manera 

previa .se ofrece a continuación ~na síntE!sis de los re~Ültados .en los a~íci:i-1os, los 

experimentos r~a1izados y sG r~1~6ióncon 10~ ()t,jetivas Ji~ritE!~d~~ en1a · i:>;esent~ •tesis: . ' . '_;.' ... ' . - --· .. ' '·:-. .. 

El objetivo 1, la caracteri~a·;;iÓn hipoc~mpal cii=._1a hi~~re~citi3billd;;{d po/~t)s'1:inencia 
la GABA, se aborda en :xen :t~abaJ() número 1 _._;6an'J1c:ii·;,}~~p~H.j,enf~s de 

electroencefalografía, inmu~ihistoq~iriliC~··y con los' registr~~·.y.an<Ílisis"cie'la respuesta 

extracelular de campo. Ér1 el tr~b~j6 ~Úmero 2, con .el r~gistí-C>;i~~íc~;s~~:t~Íll~oral del 

fenómeno y con las ciu'nlas . de excitabilidad (lnpuUOuput);J é·~~as ·; Ú1ti~~~ para 

determinar si el fenómeno radi'ca en la pre o en la. postsinapsis>> ; . ; ':~ 
.. 

. -_. ·, ~ 

El objetivo 2 y 3, la evaluació_n ele la actividad GABAérgicá ~~Cd;·1Cli7¡:>~6pÍedades 
farmacológicas del_ receptor GABAA,_se lleva a cabo e; -~Ítr~bkj6\~ún)er~.j;con el 

experimento de inducción de la L TP y la curva dos,is/r~s;P1.J~.~t~3p§n .i::J :'!iitagonista 

bicuculina. En el trabajo número 2, con .la Curva_ dosisJíé;'spúes,ta/corí . el agonista .. , 
especifico muscimol, con el experimento de inhi.bició_n :por pulsos.pareados, y con el 

análisis de Schild. En el trabajo núrriero,3, co~'el °E.~pe{irriento d~ i~'ciGc¿'ic:);,''ci~ Ja LTP 
... - - '-· ,._ - ,' . -- ._ - ". "' - --"- - ' - ·-. --- -' -

en corteza y con la evaluación de diversos a9er1ies farrr-taC:(¡1óg'Í~aéy\iL ef¡;'(;i6·;:;;abre la 

actividad epileptógena. .. . . '. '.~;. "'. • . < x·.- ~~: {~/ .. . 
El objetivo 4, determinar si la hip~r'excit~bilid~d ';or'ab~tiri~~;;;ia ~I Gi~~ es c~usada 

·'. ' ~ •, ,;. . 

por cambios en la densidad cl~I rE'!cÉ;iptor G,i:\BAÁ/sé resuel\Íe en el trabajo número 2 

con el análisis de los parám~t~os ~a~rnac<J1Óg¡dos en las cu~as dosis/respuesta, el 

análisis de Schild y en el mismo trabajo con el análisis de la unión especifica (binding). 
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Los trabajos se presentan a continuación bajo los siguientes títulos y en el orden 

respectivo: 

Trabajo 1: HyperexcitabilÍty induced by GASA withdrawal facilitates hippocampal 

Long-térm potentiéitiorÍ, 

Trabaj~ ·. 2: Hi·p~oc~Íl1~al:hyperexCit~bHty. induceia by GABA withdrawal is due to 

down-regulation of.GABAÁ receptors. 

Trabajo 3: l:t:>rii6~~·~tiig Eff;,;~t~ of GASA lnfusion into. the Cerebral. Cortex of the 

Rat. .• ji. : c>rf. . •·· 
-.·-.. ·. 

El primero de elÍos·~s-un riian;_;scritot~rrriÍnacl6 y llst6par~ enviarse a publicación, el 

segundo s~ en6u~;,tr~· publicado ~.n §pilep~y Rt3se~rch C2001) 47: 257-271 y el tercer 

artículo ha sido publiÍ::ado.E:mNeural Pl;;;stídty (2CJOO) 7(1-2): 1-8. 
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DISCUSIÓN. 

Sin duda la alteración en la .relación entre inhibición y excitación neuronal es uno de 

los fenómenos neurónales. de~ mayor interés ºcientífico ... en gran::me.dida .por la alta 

frecuencia eón la. qúe ocurre. y 'por eldmpacto que representa. en'. la salud del ser 

humano. En la presente tesis' ie ·a·nalizó, a • tr~vés de técnicas\ electrcifisiológicas, 

neurofarmacológicas y de inml.lno~itc:lquímica, la. hipefexcitabilidadillel.ironal que resulta 

de la interrupción súbita de la admirilsfraCión de.GABAen e1\1fpoc-ampo de.ratas. 
, - .,_,_.' - ·"'-·-·;-,·e.--..; __ :,- • ·: .. o~;,-.· __ ..;."._.·-:_._, _, .c .. o·., ·-'- - --

En el trabajo número 1, se re~r~dJj6 I~ ~~tivid~~ ~~ilépti~~ c'om6 consecuencia de la 

abstinencia a GABA en el hipo~an'.ip6;cie:fatas, esta actividad se había reportado .. , ~ -· · .. -. . 
principalmente en corteza sens()riomótona (Montiel et al., 200Cl; BraÍlowsky et al., 1987; 

1988; 1990; Fukuda et al., 198~~,i__~;G~(La: Salle et al., 1988; Silva-Barrat et al., 1989, 

1991, 2000). Electroencefalo~ráfi~·a~~nte se describe durante la abstinencia al GABA 

la presencia de poliespigas, ::·espigas-onda y espigas seguidas de actividad 

hipersincrónica en el área circuns~rita a la infusión. El análisis electrofisiológico, a 
.· .·· .·. 

través del registro extracelular de la actividad de campo, muestra que la actividad 

paroxistica persiste en condiciones ex vivo, en rebanadas de hipocampo provenientes 

de estas ratas. dado que la estimulación única con pulsos de voltaje produjo espigas 

poblacionales múltiples en estas rebanadas. Adicionalmente, como se muestra en los 

trabajos 1 y 3, el tejido procesado para inmunomarcado de la proteína acidica glial 

fibrilar (GFAP) muestra una gliosis astrocítica intensa en el trayecto de la cánula y una 

moderada como reacción asociada a la hiperexcitabilidad. Este incremento de la 

actividad astrocítica ha sido reportada en la abstinencia al GABA (Le Gal la Salle et al.. 

1988) así como en otros modelos de epilepsia focal (Franke y Kittner. 2001 ). 

En la presente tesis, logramos producir la hiperexcitabilidad por abstinencia al GABA 

totalmente in vitro, como se muestra en los trabajos 1 y 2. En este caso las rebanadas 

de hipocampo de rata fueron incubadas en presencia de GABA durante un periodo de 

120 min. y como consecuencia del retiro súbito de este neurotransmisor se observó 

una potenciación de la espiga poblacional que sobrepasó la respuesta control y se 

produjeron descargas epileptiformes. Los cambios en estas condiciones fueron 

22 



significativos y coinciden en sus valores con estudios previos (Garcia-Ugalde et al., 

1992; Calixto et al., 2000). La concentración de GASA (5 mM) usada para inducir la 

abstinencia y .la hiperexcitabilidad se aproxima a la concentración de GASA que se 

present'i3 de ITl.;;,'.;era t¡an-sitoria en· el espacio sináptico (Cherubini y Conti, 2001 ). 

La hiperexcÍtabnidad de la respuesta b'ajo esta condición se cuantificó a través de la 

función de "ÉntradaÍSalida" sinéptiéa o curvas 1/0 (lnput/Output) (Kostopoulos y 

Psarropoulou;:1992). :La función 110. ·es una medida de la descarga postsináptica como 

función dé Ja ~~tividad sináptica. Enel caso de las rebanadas con -abstinencia al GASA 

se determinó en el trabajo número 2 que la excitabilidad se incrementa en más del 

1 00º/o con respecto a los controles y que esta hiperexcitabilidad radica esencialmente 

en la postsinapsis. 

Posteriormente se analizó la hipótesis de una disminución en la inhibición 

GASAérgica que converge· ·sabre las células piramidales de la reg1on CA1 del 

hipocampo como un mecanisn1o ~ináptico subyacente a la hiperexcitabilidad (Sernard 

et al, 1998; Jkeda-Douglas et al, 1998). En el trabajo número 2 se confirmó, a través del 

análisis de pulsos pareados, que durante la hiperexcitabilidad se presenta una 

disminución significativa en la inhibición recurrente, i.e., la inhibición perisomática de 

las células piramidales. La disminución de la inhibición recurrente aparece reportada en 

una gran variedad de modelos de hiperexcitabilidad neuronal (Davies et al .. 1990; 

Sloviter, 1991; Xie y Tietz, 1991; García-Ugalde et- al.-,•_ 1992; Olsen y Avoli, 1997: 

lkeda-DougJas et al., 1998; Calixto et al., 2000); La inhibición dendrítica también se 

presenta alterada durante la hiperexdtabilidad ::par:: 'aostinencia al GASA, esto se 

demuestra en el trabajo número '1 eri "ci?'ríd~ 'tiri'~ 'es;tf~~l~ciÓ~ aferente débil, que en 

condiciones control sólo pr~duc~ UrlCl: pot~nciación : a 'co'rto plazo, durante la 

tiiperexcitabilidad por al:Jsti~encia al ;GAsA:-fJ~ c~paz .. ci~ ii~~~i::ir una potenciación a 

largo plazo (L TP). Esta facilit~C:iÓn en 1.3 ind~~Ci6~ a~: I~ LTP .se corroboró tanto en 

condiciones in vitro como ·ex. __ vivo~ _ .. ,Esta Olti;,,ay,·~~ . rebanadas de hipocampo 

provenientes de ratas con-~bsÍinencia al GASA. A~i~ismo se corroboró en rebanadas 

de corteza sensoriomotora, como se muestra en el trabajo número 3. La evidencia 
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experimental proveniente de varios estudios señala que cambios en la excitabilidad de 

los circuitos neuronales, resultado de la hiperexcitabilidad y de ias crisis epilépticas, 

inducen un incremento __ ~ct": _larga duraciéin en la eficacia sináptica del hipocampo 

(Schneider~~n: 997) y f.;cllitan la inducción de la potenciación sináptica persistente 

en varias estructur~s' ce;~e;brales (K~pur. y H~~berly, } 998)'. iri'c1u;endo el hipocampo 

(Becker et al., 1997 .. lshizUka _y. HayáE;hi, 199ar ,Habitualmente esta relación entre 

hiperexcitabilidad y •e;fi~acia -sináptica se asocia 2a --~~a r~~~~ción en la transmisión 

sináptica GABAérgica (Schciltz, 1997r X) ; ·t ·- --~·- ... > 
Estos resultados súgirieron que las modificacion~s en la postsinapsis que conducen 

'::' ' .. -. '.;.:·.:~ :-
ª la hiperexcitabilidad _ pueden ser ejercidas a través del receptor GABAA. El 

decremento en la inhibición mediada· por el receptor GABAA fue confirmado en los 

trabajos número 1 y 2 con la realización de curvas dosis-respuesta con el agonista 

especifico para este receptor, el muscimol y con el antagonista competitivo bicuculina. 

En ambos casos se evaluó la eficacia y potencia de los fármacos sobre la amplitud de 

la espiga poblacional. El análisis de dobles reciprocas, Lineweaver-Burk. mostró una 

reducción significativa en la respuesta máxima (eficacia) del receptor sin cambios 

significativos en la potencia (EC50) para ambos compuestos. Estos resultados señalan 

un cambio en el número de receptores sin una modificación significativa en su afinidad. 

No obstante, se realizó un análisis de Schild para asegurar la ausencia de cambios en 

la afinidad del receptor. Como se muestra en el trabajo número 2, se llevaron a cabo 

curvas dosis-respuesta con el agonista muscimol y se evaluó el desplazamiento 

progresivo de estas curvas ante diferentes dosis del antagonista competitivo 

bicuculina. Como resultado de este análisis no hubo diferencias significativas en la 

constante de disociación del antagonista durante la abstinencia al GASA. Los valores 

obtenidos en el análisis de Schild corresponden estrechamente a los valores 

reportados por otros grupos para el mismo antagonista (Krishek et al., 1996; 

Simmonds, 1982); usando la misma técnica·_ de registro en la misma región del 

hipocampo (Kemp et al., 1986). De tal forma qúe el análisis de Schild, el análisis de las 

curvas dosis-repuesta y el análisis de Lineweaver-Burk, indicaron que cualquier 
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modificación que el receptor GASAA presente después de la abstinencia al GASA, no 

incluye un cambio en su afinidad ni para el agonista ni para el antagonista. 

Una ... reducciónen.eLnúrnerod~ r~c;eptores G,A.SAA ha sidorep.ortada como resultado 

de la administr~ci6n crónica~del ~i~rnº C3ASAode. ~genistas· G.J\sAérgiéos (Miller. et. al, 

::~;;m~~:l~~!lZ~~~~~Etl~g~10~~7~~cflii~c,:~··1l~f:~s~~~~¿~··~·~~f~á!?d~~:~~:c:;:. 
GASAA ciurar¡t'~·"í;,;:~b.~t·i~e~¿¡;;;i¡;¡pt3.A:E:D~.~ise debe a una reducci6~~-~~-';l.~úmero de lo 

:t.t',c<';' '.·:·.~ .·_:.:'· -·-!'· . . ;.:.:;·~,.{':.··:-· .... ~· .,,__ . -~··. ·.,"· ,,,:,;_._._:.:··:.·. 

receptores GABAA en . Ía ITleíTibíaná postináptica, se . realizarori\experinientos de 

radiomarcado p~r pegado es~ec'ific~ (binding) del agonista [3 H]-mü~clmol. En el trabajo 

número 2 se muestran los rE!sultados de estos estudi~~.;.jci~· cuales señalan una 

reducción en el· número del receptor (eficacia) sin. cambi~~· .. 'E!;, la afinidad o EC50 

(potencia). Adicionalmente, la medición del curso temporal .déLfenómeno con la misma 

técnica, muestra que el decremento en el número de récE!ptOres se correlaciona con la 

evolución temporal .de la hiperexcitabilidad. ·:. <-~---:. 
-. .'/'_..' 

Tanto los análisis. electrofisiológicos como los. ·f~rrT1·~~ológicos coinciden en que la 

hiperexcitabilidad por abstinencia al GASA .. 'es·; ca~·sada principalmente por una 

disminución en la densidad del receptorGAS.Aj\c. 

- '· - _,.-··--· .. :-= ·- "•. -
. . . ~ 

-. e:- ~: -_' ~ -- ~ ,,, - -

Hiperexcitabilidad; desirihibición'y abstinencia ai GABA 

La reducción en el umbral de disparo en las neuronas (Lossin et al., 2002) y el 

número exagerado de potenciales de acción durante las descargas epileptiformes 

registradas durante las crisis convulsivas (Kostopoulos y Psarropoulou, 1992) 

caracterizan a la hiperexcitabilidad neuronal como la propiedad inherente más 

representativa del tejido epileptógeno. Sin embargo, la hiperexcitabilidad neuronal 

surge de mecanismos celulares y sinápticos en gran parte desconocidos (Srailowsky, 

1999). Como se mencionó anteriormente, la desinhibición neuronal es uno de los 
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mecanismos sinápticos que más se han asociado al incremento en la excitabilidad 

neuronal. 

La activ_idad __ celectroen_cefalográfica ___ epileptiforme y_ la._ actividad paroxística 

extracelular durante _la hipere~citc,;bilÍdad por abstinencia ._al GASA, podría ser el 

resultado de re~~ue~~a~ .osC:il~-torias y sin.crónicas.de. las. neuronas bajo el estado de 

desinhibició~ que,proc:J~2e 1~'.it:í~1:ir-lencia 'a1 GA~Á. Se ha reportado que el incremento 

en la amplitüd ;d~!'la:~Els~iga poblaC::ional y'la~ -espigas poblacionales múltiples 

epileptiformes s_e asocían'cdn la pérdida de la in~ibiciÓn GASAérgica (lkeda-Douglas et 

al, 1998; Sloviteir, 1991), C> bien-a travé~ del blClqLJé6 del receptor GABAA con penicilina, 

lo cual conduce a la apariC:ión __ es¡:¡ontánea' de trenes de descarga (rafagas o burst) 

sincrónicos y potenciales de campo_ oscilatorios persistentes en la red neuronal 

hipocampal (Schneiderman, 1997). De hecho los registros intracelulares de neuronas 

corticales durante la abstinencia_ al GASA (Silva-Barrat et al., 1 989; 1991; 2000) 

muestran despolarizaciones paroxísticas en prácticamente cada neurona que rodea al 

área perfundida con GASA. La mayoría de estas neuronas presentan trenes de 

descarga (bursts) intrínsecos, además de un decremento correlacionado en la 

conductancia del receptor GABAA bajo la exposición al GASA o del agonista 

isoguvacina (Champagnat et aL: 1990; Silva-Sarrat et al., 1989; 1991; 1992; 2000). De 

tal forma que las neuronas contreries _de descarga pueden explicar los potenciales de 

campo oscilatorios y el ·· EEG par_oxistico (Olsen y· Avoli, 1997) durante la 

hiperexcitabilidad por abstinencia al GASA .. -

La desinhibición asociada _al cfe6/~m¡;rit'ti -en . l~~c;respuesta del receptor GABAA 

durante la abstinencia al GABA:~ú~N~e-dernue~tra e.,-: esta tesis, coincide con 

resultados reportados en dife~ent~'5;'.é6'r'iciicio~es epileptógenas, especialmente en 

modelos farmacológicos, genéticos.·Cl,; etédricci~ ·de epilepsia en el hipocampo. Por 

ejemplo, en el modelo de epil~¡::Ísi~:;i~dudci~ ~ar pilocarpina, Gibbs et al. (1997) 

reportaron cambios en la eficacic:i ;-l:>C>t~~cia .d~I GASA ~ndógeno sobre la respuesta 

del receptor GABAA, lkeda-Dougla~ 'et al. (199S) refieren la falla de la inhibición 

GASAérgica posterior a la aplicación de ácido kaíníco en el hipocampo, Fueta et al. 
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(1998) señalan el decremento .. intrínseco de la inhibición mediada por el receptor 

GASAA en la región CA 1 de ratones (E1) genéticamente epilépticos .. así como Rossler 

et al. (2000) la_reifiE!~':0c __ durar-i_te_ el_dei~_arr9ll~_ del_"~i_l19!i_r;g'': ,l\_Sirl!is_rrio~hc¡y modelos in 

vitro, e.g:· la prep<u·Glción de reb~nadas de rdpo~arripo~ en donde la desinhibición 

conduce al tejido él• trenes de desca~gas sincrónicos .(vvong y Tra~b. 1983) y actividad 

epileptógern:i(K~r;~~ ystelzer, 2001 ). \~'<:J ;~: . 
La ciésinhlbiciÓn por la alteración en la :fransilíisJ§~'é3.A:EIA-~rgica ·e; en los ir¡flujos de 

cloro mediados por G.ABAtambién parec~,s~·runa ... corÍsta.r;ite·.despúÉ.!~ de exposiciones 

prolongadas a sedantes del SN. El trélta~iént;, 6rónic6' é6f1·'t,eílio~iacepinas produce 

un decremento en la eficacia (Hu y Ticku; 1 s~4)yúíla rE!c::(ucciór1 e~ la potencia (Xie y 

Tietz, 1992) del ;eceptor GABAA ant~ agc:>riistas selectivos para este receptor. El 

mismo tratamiento crónico con GASA o benzodicepinas conduce a un bloqueo de la 

inhibición recurrente mediada por el receptor GABA,o; (Xie.y Tietz, 1991; García-Ugalde 

et al., 1992; Zeng et al.. 1994; Calixto et al., 2000) y a una. reducción del 60% en la 

amplitud de los potenciales postsinápticos inhibitorios tempranos mediados por el 

receptor GABAA (Zeng et al., 1995). Esto resulta en una pérdida de las corrientes 

inhibitorias postsinápticas miniatura (Poisbeau et al., 1997), así como al decremento en 

el número de receptores GABAA (Mehta y Ticku, .1992; Ba_rnes. 1996). En resumen, los 

tratamientos crónicos con benzodiacepinas conducen aí <desarrollo de tolerancia, 

incluyendo una subsensibilidad intrínseca al GABA,· ~;;í ~;mo . la reducción en. la 

actividad de los circuitos GABAérgicos y a la IT1odLJlaciÓn •.de las propiedades 

intrinsecas de la neurona (Wilson, 1996). ··• •. <..'.e ···•;•;:e __ , 
>-~~- --·' ~<~' .. :_ / 

Estos datos sugieren que la hiperexcitabilidad por' absún'énciél ~I G'.li..sA puE!de ser 

relacionada con estados convulsivos obseÍ\tados:·ciespués de la· interrupción de la 

medicación crónica con anticonvulsivantes GÁBAérgicos, tales como los barbitúricos, 

fenitoína o benzodiacepinas (Owen ·y Tyrer;:_19~:3: Marcia ni et al., 1985; Davies et al.. 

1987; Lader, 1994; Doble y Martin, .1996). Lá c6mparélción de la hiperexcitabilidad por 

abstinencia al GASA con la abstinencia a 'agentes GABAérgicos. especialmente las 

benzodiacepinas, merece algunas consideraciones. 

TESIS CC;~-J 
FALLA DE ORIGEN 

27 



Comparación de los estados de hiperexcitabilidad por abstinencia a 

benzodiacepinas y por abstinencia al GABA. 

La comparación directa entre estados de hiperexcitabilidad por abstinencia a 

benzodiacepinas y la hiperexcitabilidad derivada de la suspensión de GABA, aunque 

razonable desde su .:convergencia en el mismo receptor, no resulta sencilla. Las 

dificultades pueden :co,::;¿idi3~arse: desde la aproximación experimental con la que 
· .. , 

habitualmente se·estÚdial1 lcís:,fenómenos de tolerancia y abstinencia a agonistas del 

receptor GABAA .. En·e:stC;;.s'es'f~ciiC>s riormalmente se observa la conducta, el EEG y 

posteriormente los cambios' in vitro (ex vivo), ya sean electrofisiológicos, bioquimicos o 
' ._. .-.. ,'· .. : ~ 

farmacológicos, los cuaies',scm,. an'alizados en diferentes momentos después de la 
,'".- , .. __ . 

administración crónica. de:eistos compuestos o durante su abstinencia (Silva-Barrat et 

al., 1989; 2000; Brailowsky"et al., 1990; Carien et al.. 1990; Kang y Miller, 1991; Zeng 

et al., 1994; 1995; Barnes, 1996; Wilson, 1996; Toki et al., 1996; Tietz et al.. 1999). No 

obstante, las variaciones .en los procedimientos hace dificil las comparaciones (Loscher 

et al., 1996; Fahey et al., 1999), las diferencias regionales en los cambios del receptor 

(Wilson, 1996) y los. diferentes tiempos de observación después de la suspensión del 

tratamiento producen resultados a veces contrastantes (Silva:.Barrat et al., 1989; 2000; 

Brailowsky et al., 1990; Carien et al., 1990; Kang y Miller, 1991; Zeng et al., 1994; 

1995; Barnes, 1996; Wilson, 1996; Toki et al., 1996; .Tietz et al., 1999). 

Por otro lado estudiar los mecanismos a partir de los cuales se genera la 

hiperexcitabilidad desde su inicio presenta algunos problemas. La administración 

prolongada de los agonistas GABAA ci eL r~tiro súbito de estas drogas, puede conducir 

a cambios electrofisiológicos, incluy~-~d·g,· ~risis' epileptiformes. antes de realizar las 

preparaciones y los registros mismo~ Ú:::>¡,;\/ies et al.. 1987; Brailowsky et al., 1988; Silva 

-Barrat et al., 1989; Gibbs et al., 1997;;'. Poisbeau .et al., 1997). Este es el caso para las 

crisis epilépticas inducidas por. C::ualqui.er.:medio; por ejemplo las crisis inducidas por 

pilocarpina, ácido kaínico o 4-a;,,iriÓpiridina, todas conducen a cambios profundos en la 

neurotransmisión para el GASA, el glutamato y para el N-metil-D-aspartato (NMDA) 

(Carien et al., 1990; Traub y Jefferys, 1994; Gibbs et al., 1997; Sperk et al .. 1 998). El 
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registro electrofisiológico de neuronas una vez que se ha presentado una crisis 

muestra diferentes cambios debidos a la crisis misma, tales como el nivel de 

despolarización de las células, la aparición de potenciales d~ m_es_eta y descargas en 

trenes o ráfagas·, junto con los cambios en el influjo de calcio que acompañan a estos 

eventos (Carien et .al., 1990; Traub y Jefferys, 1994; Silva-Sarrat et al., 2000). En 

cuanto al receptor GASAA• se ha reportado su desensibili_zación, la regulación hacia 
. --~~- . 

arriba (up-regulation) del número de receptores, así como de las múltiples subunidades 

que conforma_n-su estructura heteromérica y la disminúción en el pegado de diferentes 

agonistas GASAA (Galpern et al., 1991: Kang y Miller, 1991; Hu y Ticku . 1994; Mhatre 

y Ticku, 1994; Sarnes, 1996; Toki et al., 1996; Hóli et al .. 1997; Tietz et al.. 1999; 

Lyons et al.; 2000). El momento en el que se suceden todos estos cambios, así como 

su especificidad, no se conoce. Por su parte la total inducción in vitro de la 

hiperexcitabilidad por abstinencia al GASA, como. se presenta en esta tesis, tiene la 

ventaja de que las rebanadas de cerebro pueden ser registradas a cualquier tiempo 

entre el retiro del agonista y la estabilización.del nuevo estado de hiperexcitabilidad. lo 

cual permite separar entre dos condiciones· diferentes, es decir, los cambios atribuibles 

a la abstinencia o tolerancia propiamente, de los cambios producto de la actividad 

epileptógena y las crisis convulsivas consecuentes. Aunque la tolerancia seguida de 

abstinencia conduce a la hiperexcitabilidad (Sarnes, 1996), su separación es necesaria 

para comprender cómo es que.ésta ocurre. 

A pesar de las consideraciones anteriores, es notable la cantidad de resultados 

coincidentes entre la hiperexcitabilidad .por abstin~n-6ía··~ 1i:is benzodiacepinas y por 

abstinencia al GASA en el hipocampo. Después d~ 1;;i:'¡;¡d~i~istración crónica de GASA 

o de agonistas para el receptor GASAA, se ;~;,;;JE:!nt~a tolerancia, dependencia e 
!,' <·'º' ,· .. ' 

hiperexcitabilidad inducida por la abstinencia (~~;;;iÍ61Áfsky, 1988; Sarnes, 1996; Silva-
-. . ·. ,"'"'. '""' ·'·. 

Sarrat et al., 1989; 2000). El mismo fenóme111()-Se :observa claramente después de Ja 

administración crónica de benzodiacepí~as'· (o~.:ti'E:!~ -et al., 1988; Miller et al., 1988; 

Carien et al., 1990; Sarnes, 1996; To-ki eraÍ;; 1996). En ambos casos, existe un 

decremento en la sensibilidad del receptor GASAA ante sus agonistas (Miller et al.. 
r 
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1988; Silva-Sarrat et al., 1989; Xie y Tietz, 1992; Wilson, 1996; Cash et al., 1997). La 

hiperexcitabilidad inducida por la abstinencia ha sido total y agudamente inducida in 

vitro en la preparación de rebanadas de hipocampo, tanto para las benzodiacepinas 

como pacrá~·e;r~G';l(sA'YD;~ie~~ ~t. ;;,.¡:, 1987; Ga~cia-Úg~ld~ •. 1992), lo cual no se lw 

realizado para Otros agor1Istas alostéricos. Por lo menos en la corteza. el curso 

temporal e~ mu~ ;;;'i~i1á'¡- ~a'ra la abstinencia al GASA y a las benzodiacepinas (Calixto 

et al., 2000) .. La tr~íl~-~i~iÓn;GASAérgica, la inhibi~ión y lo~ influjos de cloro mediados 

por GASA, co,:,.,a';"~~<s~ñalÓ aílteriormente, se encu;entran. alterados posterior a Ja 

exposición tanto ·de GABA' como de las benzoc:fiacepinas (Xie y Tietz. 1991; Zeng et al.. 

1994; 1995; Wilson, 1996;-Sarnes, 1996; PoisbeaUetal., 1997; García-Ugalde et al.. 

1992; Mehta y Ticku, ~1992;· Hu .y Ticku, .1994; Calixto et al., 2000). Finalmente. como 

se demuestra en I~ p~~~ef~t~"te~i~)-~1 cleé:re~ent~ en el número de receptores GASAA 

también se · obse~~[ d~s~&~s el~'' i'~(ex~osición crónica de GASA como de 
'<'<· •~'. 

benzodiacepinas. '. <C , .·· · · , '. , 
Los síndromes de abstinencia as.ociados .e.cm· agonistas alostéricos del receptor 

GASAA son cllnicamente Úataélos·, coíl _otr~s agonistas alostéricos o directos (e.g. el 

síndrome de abstinencia al aicoh,ol ·.se trata con-· bénzodicep_in~s o GASA). Una 

consideración pertinente ante este p·rocedimiento es el riesgo de desarrollar una 

abstinencia de segundo orden y por tanto a la pregunta ¿cuál de las abstinencias 

llegará a convertirse en la menor o Ja peor? 

Disminución en el número de receptores GABAA 

Después de los diferentes análisis electrofisiológicos y farmacológicos del presente 

estudio se concluye que la hiperexcitabilidad por abstinencia al GASA es causada 

principalmente por una disminución en la densidad del receptor GASAA. La reducción 

en el número de receptores GASAA en Ja membrana sináptica ha sido reportada por 

otros autores como resultado de la administración crónica de agonistas GASAérgicos 

(Miller et al, 1988; Roca et al., 1990; Calkin y Sarnes, 1994) con la consecuente 
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alteración de la neurotransmisión GASAérgica pero sin cambios en la K 0 o EC50 

(potencia) en la farmacodinamia del receptor GABAA (Hu y Ticku, 1994) tal como 

ocurre . en e.I p~r.e_S~l'}tE!-~!'>tl.:ú:!ic;>~·= L_ci c!J!i}!'!íl}JPJ?.11 .9 _r:~gljl~c::ié>.'2=1l~~i~c.Cl.l:>:;'i9. cl~L~i;¡c~ptor 
GASAA por el mismo•· .•. GAS~.t~mbién;h~;sido··repórt.,;.da pero}sóloE!~ cultivos de 

neuronas corticales•(~~loté~'ux,fet(ai.Oc~1987;,.M~~t~ ·. ~'Ti~ku, 199;; Mhatre y Tick u, 

1994; ca1kín y Í3~,r~;-~;~1"9·9~·;:i3~~;:{E!s''.·~~t~}. · · ~ '· ·· 
. '. . ::. >-·:·<~-,.,:;.<::.:,;.;·~_:,< '- : _- - ·: _; -

la :1h~~:~:::::~:J:L1út~~i~f :~~t1t~~tt~~t~fnc::no:e~~:e;:i::il::~~=~~==:7d:: 
con ácido kairiicCl(Frieiclm~J'~i'~I.\ ~ ~94)~~~'E!1rn6cléfo de epilepsia del lóbulo temporal 

(Rice, et al., 1 S9S),'.y d~·r~g¡~:·~1;,:'.~i.~J1i~~<<í<,'.i~¿ji~.et al., 1995). El decremento en el 
·, · ... " ___ ,\- 1'.t· ~;- ~-<: ;_~'.:;;·::·.:,!:- '»~-:;'.~ '.~:;e:::·_:' -, '. ._., -.- -·_: .. 

número de receptores'fGASA,;;;•.fúncionales· y ,el ·•estado de desinhibición GASAérgica 
' - .-._ ,.:~;···<-.:~:-~;_.~'..';_-.:.;--.;.··:~~; ''\\·-:··;-; ,·;·::· -.,, . 

hipocampal prodücfo .de,:la inhibición selectiva en la biosíntesis de la subunidad y2 del 

receptor. GAS~¡;_,, a·,~~~~~s 'd~' cllígbnucleóticos antisentido, conduce al desarrollo de 

estatus epiléptic'us'1í111i:>fé6 ya cambios neurodegenerativos severos en el hipocampo 

después dé1';fré!tc:l¡:;,=ieht~' prolongado con el antisentido (Karle, 2002). Asimismo. el 

análisis irimunohist~qúímico de las subunidades que conforman al receptor en tejido 

provenient.e dei·riiadelo de ratón con malformación cortical inducida e hiperexcitabilidad 

intrínseca, muesÚa una disminución en diversas regiones cerebrales de las 

subunidadeso.1, 2, 3_y 5 y de la subunidad y2. (Redecker et al., 2000). Aunque en 
- . . 

algunc:is otras· estudios la evidencia sobre la disminución en el número de receptores 

no presenta resultados uniformes o bien estos son contradictorios (Duncan, 1999; 

Zilles et aL, 1999). 

La medición de. las sUburJidGlclEl~ q~e comúnmente conforman al receptor GASAA 

nativo del SNC t1c:I sid~ ~~pl~iab~:'.~'espués del tratamiento crónico. con GASA o 

agonistas GASAérgicÓs. d~ ~a!r~p~rt~do la regulación hacia abajo y el. recambio del 

RNAm de las s~bll~id.ad~~: ci'l;-p2s; y y1 después de la incubación con GASA por un 

período de 48 hrs. en.cultivos de neuronas (Lyons et al., 2000). El tratamiento crónico 

con benzodi.ac~~inas:' c~mo el. flurazepam, disminuye el RNAm para las subunidades 
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a.1 y J32 y 3 (Tietz et al., 1999) o con lorazepam durante 14 días disminuye la 

concentración del RNAm de las subunidades a.1 y y2 en aproximadamente un 50% 

(Kang y Miller, 1991). En el m.ism'o periodo de tiempo, el tratamiento con diazepam 

<va1iu~. 1 sm9tkg) ciecrem~í'lta·e-1~;;¡\;~yci~"t~¡;¡~C"ripción de1 gen para 1a subunidad gama2 

(Holt et al., 1997). Lo cuaÍ apunta•nosÓlo a·la degradación del RNAm sino también a la 

disminución en la tasa ·ci~:·:tr'~~~~ipC::ión de las subunidades como mecanismos 

asociados. La subunidad .'~4.'~t~r:{t,iéin parece jugar un papel importante en la 

abstinencia a neuroesteroide;s'}'.d • .ii'cl~ique su supresión previene las características de 

la abstinencia a esteroides\:~~c:ló'~enos (Smith et al., 1998). En estos casos 

habitualmente la alteración'~~ .lós' niveles de RNAm ocurre de manera previa a la . . . . . ' 

disminución del número de receptores ·Y los cambios significativos aparecen después 

de varios días. En el caso ;d~ la hiperexcitabilidad por abstinencia al GASA, la 

disminución en el número de. r~ceptores ocurre ~n "p~riodos mucho más cortos como 

se demuestra en el trabajo 2. ia· c~al apu,nta a qúe previo a una disminución en la 

sintesis del receptor existe un mecanisrr¡o de. deg.rad¡;lciÓn más rápido asociado con la 

desensibilización y la hiperexcitabilidad. 
>.' -, 

La disminución o regulación hacia abajo .del receptor GASAA después de 

tratamientos con GASA o· agónistas' GÁSÁérgicos ha sido asociada con endocitosis. 

Se ha reportado el secuestm~-d~·~;~~~~t6res GABAA en vesículas cubiertas de clatrina 

después de la exposición prolongada.'de GASA o benzodiacepinas (Calkin y Sarnes. 

1994; Tehrani y Sarnes, 1997;· Ba~Í1~s·: 2000). No obstante, los mecanismos celulares 

de secuestro del receptor~<3Ji.I3A.~::~¡:, .vesículas cubiertas de clatrina no queda claro. 

pero la estabilidad del rec~pt~r en la superficie de la célula parece depender de la 

actividad de proteína~-cinc:l\~~·s: '<::orno la PKC y de la composición de las subunidades 

(Connolly et al., 1999; K~i~~e~ .·et al., 1994). La endocitosis del receptor GASAA 

pareciera ser el meca.nismo. més probable para explicar la desensibilización durante la 

abstinencia al GASA. Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan 

entonces con estudios previos (Lyons et al., 2000). Sin embargo, la exploración sobre 

diferentes tiempos de exposición al agonista es necesaria para comprender en qué 
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momento se desarrollan los cambios. Así también, es recomendable estudiar los 

mecanismos de señalización intracelulár que preceden al fenómeno. 

_ En conclusión, __ encóritramos __ "~que _ los __ 
0
diferentes _ mecanismos asociados a la 

abstinencia al .GA~A así 'co::no ~us c.i.racte~.istica~'>eiéctrofisiológicas y farmacológicas 

presentan interesante:s ~n~iogias·-c~ii-1a. ~pi_lepsia ·_ y la abstinencia a fármacos 

sedantes. Paraamb~s ca;;Ci~.--l~;pré~'Unta ~e ~ósÚene; ¿son los mismos mecanismos 

celulares los que le subyáé:_en·a-todCls''é'stos'estados de hiperexcitabilidad?. Si bien la 

epilepsia presenta una gran ;~arie_dad; d~; clasificaciones cada una con su respectiva 

sintomatología, así como una etiología ampliamente diversificada, seria dificil que un 

solo modelo experimental incluyera todas sus dimensiones. La abstinencia al GASA 

presenta una ventaja sobre afros modelos farmacológicos y es q-ue la hiperexcitabilidad 

se genera a partir del propio agonista endógeno, el GASA, circunstancia que provee al 

fenómeno de implicaciones fisiológicas relevantes. En cuanto a la abstinencia al GASA 

como un modelo de abstinencia a fármacos sedantes_ como las benzodicepinas. los 

barbitúricos o el alcohol, también presenta notables virtudes, entre otras su rápida 

inducción y su reproductibilidad in vitro. Independientemente de la validación de 

fenómenos de hiperexcitabilidad como modelos experimentales, el adecuado 

funcionamiento del SNC requiere del balance entre excitación e inhibición en cada uno 

de sus circuitos. Bajo condiciones normales_, los circuitos neuronales pueden desplegar 

un amplio rango de respuestas y cambios, en la actividad dependiente de uso 

{plasticidad). Sin embargo, la alteración en el balance de los niveles de excitación­

inhibición en el SNC resulta habitualmente en disfunciones de los circuitos neuronales 

involucrados, por lo que dichas alteraciones merecen del interés cientifico. 

TESIS CCN 
FALLA DE ORIGEN 

33 



CONCLUSIONES. 

La hiperexcitabilidad por abstinencia al GASA presenta: 

A) EEG paroxístico (poliespÍga~: es'pigCl~.:.~11d~ y e~pigas seguidas de actividad 

hipersincrónica) el'1 ~I ~r~a circ~;,sC::rita,a la infusión. 

B) Gliosis astÍocitica mÓderada ,co...;.;c{reacción asociada a la hiperexcitabilidad. 

C) Un incrementó en;'l;~,amp:iit~·d d~'1a_,~;pl~~ poblaciónal,y la' aparicion de espigas 

poti1aci();,~1es'rííuitÍp~es ~piie'ptfrorriies''(;/-,~itlóy ~x·.v~vo). ·.· .. ' 
O) Un incr~l11~nt()~J~·.r,:,~_~t~e1Soo% en ;~·e~~it'~:~ilida(j neuronal, 

esel1ciai...;.;entE!'E!',:{j8 ~C:,5{~i;,áp~i;;.;, '<'{ ~· : . y ' 

·E) una··qis%ñ;~c\~:6~'¡t0ifi'c::'~tl\f~'·•'~-~-1a,l~~¡bi¿i~~~~1~¿rr~rit~·· 
F) una i'aC,í,1i_t~.~io~i3ri Iail1ciu~ciórici'e ia).?rp) ·,,· . 

la. cual radica 

G) Una ~educ°dÓIÍ s'ignificativa en la resp,Jest~ friáxima(eficacia) del receptor 

GABAA ~i;,'dafnbios significativos en 1k'p6tE!nbia (EC50) ante .Ja presencia de 

agentes GABAérgicos. 

H) No se presentan cambios significati\fC>s ~~ ;~--~fi~i~~d ;clel receptor (K0 ) para 

agentes.GABAérgicos. 

I) Una disminución en el número del receiptóresi'GABA~ .·. 

J) Una correlación estrecha entre el decremento en el número de receptores y la 

evolución temporal de la hiperexcitabilidad. 
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ABSTRACT 

In sorne mammals, epileptic seizures have been induced in the cerebral 

cortex, hippocampus allci other limbic structures after the sudden suppression of 

chronically infused '· y.:aminobutyric ·: acid (GASA); This hyperexcitability state 

induced by the' end~genou~ neLJrotra6smit~er 'resembles the withdrawal seizure-
,. ~ ' ~· • f"':''-' O •";• ~ ' O -V'",~••< ~· ' 

responses' tb> 2.tb~r C3AsAi': :)e/~i~to{ :;~o~ists süch as benzodiacepines, 
" ;; ._·. < ~>; ·,::.-; 

barbituratE!i ~'6.~;:*.!?6~~¡:: <·. : \··· 
HypE!X~~SÚ~~il(~~;ií1~~~7~ '1:>Y.,c:;~~~X'it~drawa1 .. a1~0· persists in ex-vivolin-vitro 

conditions:/¡::¡¡~¡:;¿,:g~:/rip~1-i1i6e~;;;6btaiAec{'trcirTi rats with seizures induced by 
. . ,._ . ,.··~-.>_ ~ •.. ~:.·,: ,.. . . .,::~:;.''.\~~' . '. .,, ~~¿·: 

GABA-vi.tithdra0él1'5t1ow~'ci'fie1d'j:)(:;teírlúá1 o~~illations and paroxysmal activity in the 

CA1 region:' the threshold of 

hippocampal Long-term PÓteniíation · (l'.TP) decreased to a point in which a brief 

frequency stimulation that norm:l·l:y 'failed to produce long lasting .changes in the 

synaptic strength, was now able to induce L TP. Facilitation of the. L TP induction 

was associated with a decreased GABAA-mediated inhibitory activity, because the 

effect of the GABAA receptor antagonist. bicuculline, was occluded during 

hyperexcitability and the dese-response curve far bicuculline showed a 50°/o 

efficacy reduction with a shift in the EC,,0 from 4.5 to 1.1 mM relative to controls. 

Nevertheless, the K 0 of the antagonist did not change significantly. 

Our results support the idea that changes in hippocarnpal plasticity under 

altered inhibitory neurotransmission states. like those induced by withdrawal 

syndromes to anxiolytic, sedative ar anticonvulsant drugs may be engaged during 

seizures. 
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Key words: L TP. GASA withdrawal, Plasticity, Seizure, Hippocampus. GABAA 

receptor. 

INTRODUCTION · 

The correct functioning of.the central nervous system (CNS) requires the 

balance between excitation and inhibition in each of its circuits; Under normal 

conditions, neuronal circuits may display an ample range of responsiveness and 

activity-dependent (plastic) changes. However. impairments in the excitation-

inhibition balance due to lesi6ns in the CNS often result in misfunction of the 

circuits involved. lf synaptic .inhibition is impaired, the consequence is an increase 

in the excitability of neuronal cells (i.e. hyperexcitability). In the CNS the majar 

inhibitory neurotransmitter is the y-aminobutyric acid (GABA) whose inhibitory 

effect is mainly mediated by .the GABAA receptor. The topical or systemic 

administration of compounds that block the GABAA receptor. such as penicillin. 

bicuculline or picrotoxin, produces hyperexcitability, paroxysmal depolarization 

shifts and epileptiform activity (Schwartzkroin and Prince. 1977; Wong and Traub, 

1983; Connors and Gutnick, 1984; Schneiderman. 1997; Czlonkowska et al., 

2000; Karnup and Stelzer, 2001 ). 

Neural hyperexcitability and seizure activity can also be produced when 

drugs that increase GABAA-mediated inhibition, like benzodiazepines. barbiturates 

and alcohol, are suddenly withdrawn (Ticku et al., 1983; San~odfil BRa Palsrrno, f l TESIS CON 
FALLA DE OF~-~~:N l 
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1986; Carien et al., 1990; Olsen and Avoli, 1997). These GABA" agonists are 

commonly prescribed as anxiolytic, sedative ar anticonvulsant drugs and are 

among themosLused and,abused drugs. Their prolonged administration can result 

in tolerance; ancl 'phys,ical cÍepérídl:nce .. vvtíen these compounds are abruptly 

suspended'•• ~ithcÍr~~ai syndr;;rl"l~s :··~re 'produced. which are characterized by 

irritability, a~~iety; 't~~l11ors/changé;; in pérception. as well as hallucinations and 
.. , ,:e.:-·,·+,· ," J ; • ' ·:- ·-: '·:,:; ·, 

Martin; 1996)> Brniíl:,s1ié;es:'ol:>taineci /rolll aÍlimals subjected to chronic exposure to 
- • ·+_,- ~-·· .,-~'-;_:.,_--,._ ~-:: ~-:··,-·,··."; );:'.': .·; -~~ói,;::',_;_::~~;:-:.' ti'''..:• 

benzodiazepines''·(BZb>':6i;i~l:>itt.Í~¡;¡te~"c)rsteroids display ·11yperexcitability and have 
.-:r-'~ ... -... ·-·-·-··---··--.,,_. :-~~--:-.:- --~ . __ .,_ -_-,_. ·- .·:· , __ 

impaired ~yí11'ipti;'.; Í11hibÍü;)fi (Ó¡,_;\iiei~~:et al.';: 1987; 1988; Silva-Barrat et al., 1989; 

Zeng et al., 199S; C~rl~Íl et·~ff. ~·~~~·; Sci'uhd~~~ and Ha, 1990; Smith et al.. 1998). 
~-,_, <<(--~>' : i~::-::J::·': 

._,_ .. : 
·.__ '.·. ·-

GABA withdrawál(G~; 'iú~~IÍ. ál~o'.indLlces hyperexcitability and .epileptic 

seizures. Sudden ¡nt~;~upt'ic;d;of.ch~oni~'¡ntracortical 'infusion of GABA produces 

electroencephalogr~p~i~ ((EEG) L~i~~-~$ .. ~.p~l~spike~ ', and spikes-and-wave 

discharges in bab~on~,a~cl·c;~t~'(Br~il6'wsky et al.. 1987; 1988; 1990; Le Gal La 

Salle et al.. 19S8;' si1Ja--:sa'rrát'.et al.. 1989, 2000); this paroxysrnal activity may be 

associated with .•m.yoclonic activity, wet-dog shakes. salivation. and changes in 

motor and ··~x~f~·~~i6ry behavior. A similar case of human GABA-withdrawal 

syndromé; 11'.a;;('t;E!~n reported after discontinuation of orally adrninistered gamma-
,·,:,,· -., .--,;-. ·-.:-: . 

hydroxybutyrate (Craig et al., 2000). Furthermore, hyperexcitability by GABA 

withdrawal is induced completely in the in vitro slice preparations after sudden 

interruption of superfused GABA in both hippocampal and cortical slices (Garcia-
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Ugalde et al., 1992; Calixto et al., 2000). These spontaneous and paroxysmal 

discharges have been considered as an experimental model of local 

epileptogenesis (Brailowsky et al., 1988) .and resemble the withdrawal responses 

to other GABAA receptor agonists, like benzodiazepines, barbiturates and alcohol 

(Casasola et al., 2001 ;.Calixto e.tal., 2000; Brailowsky and García, 1999; Carien et 

al., 1990), but presently induced by the endogenous neurotransmitter itself. 

Modification of :the·-.strength , of synaptic connections is critica! to many 

aspects of nerv~us s~~t~rn ~h;:Si~logy. Long-term potentiation (L TP) is a plastic 

phenomenon original!~ desc~i~~~'.by .Bliss and Lomo (1973) and defined as a long­

lasting increase of the. synaptic efficacy following brief afferent tetanic stimulation 

(Gustafsson and Wigstrom, 1988). L TP has become the dominant model of 

activity-dependent synaptic plasticity in the mammalian brain and has been related 

with learning and memory (Bliss and Collingridge, 1993; Malenka, 1991, 1995; 

Lynch et al., 1990). L TP depends mainly on glutamatergic transmission and 

calcium influx (Malenka, 1995; Bliss and Collingridge, 1993; Collingridge et al.. 

1983) .but GABAA-mediated inhibitory can play an importan! role in this 

phenomenon (l;;hizuka and · Ha~ashi, .1998; Schneiderman. 1997; Schultz. 1997; 

Wigstrom and Gustafsson, 1986, 1985). 

Evidence suggests that change·s in network ·excitability resulting from 

hyperexcitability and epileptic seizures induce a hippocampal long lasting increase 

in synaptic efficacy (Schneiderman, 1997) ar have an enabling action on the 

TESIS CON 
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induction of persistent synaptic potentiation in piriform cortex (Kapúr and Haberly, 

1998), and in hip~C>c;~m¡:>l.JS afte¡r ki_nc:Jlir:ig (~ec:;~er:_ et_al;~ 19_97). _lnversely, LTP 

induction can be follovved by~pileptifórm aétivity(ishizuka·and Hayashi; 1998) and 

by a reduction ·in the GABAergic · recurre~t · and/or feedforVJard inhibitory synaptic 

transmission that · may, .. contribute to seizure; hyperexcitability (for a review see 

Schultz, 1997) .. 

Hippocampus is an interesting brain rE!gión to analyze how mismatches in the 

inhibitio.n/excitation-balance affects neúronal circuitry function, since is a classical 

plasticity-induC:table ~rain region ánd also the. generator of intractable epileptic 

seizures; both C:hata6fer(stics c~e~istbut not enough is known of the interaction 

between th~m. :r~· <'lnaly~~ thi~~ il"ltera:Cticm, we first explored if hyperexcitability 

induced by GABA w'it~cira'wai'~fie/ctis-LTP indLÍC:tion in rat hippocampal brain slices . 
. -,- ··': . •·:. ;- "-·: ' . 

In addition we explorec!· th~ ·:· pcissible role of a decrease in GABAergic 

neurotransmission in this phenomeílon. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Animal preparation and EEG recordings 

Male wistar rats (U.N.A.M. breeding unit) weighing 200-250 g were prepared 

as already described (Brailowsky, 1988) and all efforts_were made to minimize the 

number of animals used and their suffering. Under general anesthesia (Halotane 
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5.0º/o and gas mixture of 95% 02 I 5°/o C02). rats were implanted with epidural 

screws fer chronic ~EG reco~~irigs .. Additi?nally each rat was implanted bilaterally 

with stainless-steel cannula (0.6 mm o.de) in the .CA1 hippocampus region (AP: -

3.6, L: +/- 2.5, \}: ~);0-lrl; trc:i'r;, b~eglTI°a and bone surface; see ref. Paxirios and 
.·-:~;,~~i.:..-:' ~: ~· ~:.·· -

Watson; 19SS); éar'l~uia~ were;also used to record the intrahip~ocampal EEG, 
:, ·:.·:-' •• ;-"~· . .=..:: "···: , .• ,, :·:;': "-~~(~'' 

allowing drug i;,fl.Ísíar'l';'.~lrl¿j elE'lct~iC:ai 'reC:arcling. • Reference elE'lctrcide' was located 
.· .. ··•'-·"'·-·- ...... ·-··-·:;.·:.,;,-.-:¡·' .'.': .. " ,. ··-- ,. -··· · .. 

over the fron'i'Cl1 :sirill5,{o;,e;;0eek atter surgery, in separate 'groU~s, of animals 
... :~. ,-::_< ,- ,.·, . -~ ·. " ,. . ' i:'• 

(n=14), saline ar GASA (5o ~(g'/~11; cÍelivery rate 3 ~d/2h) was unilate~aily applied into 
/:'~--;-·_,,, ~~;~< 't --'-~.:·· 

the hipp()'é;.;;rr1pu;':f'6~ <ii•p'e;~i68 .(;f: 1 :20 r'.nin ·~sing a progrl3rnmabl~• pÚmp (Harvard). 
• ;'_-,':,' •of-,-0. : ',•;~· ~ • • • • - ,- ,-_ - ' '•- ' ' ' 

EEG was r~corde'é(•:(f:'s gr'a~s pre-arriplifier) befare, düring .~nd after GASA ar 

saline.infUsíor'l'inth~ control group. 

immunocytochemistry. 

Sorne of the rats with GABA ar . saline infusion · (n=6) were used fer 

histological analysis. After saline infusion ar GASA withdrawal, rats were perfused 

intracardially with cold buffered saline followed by PLP. (phosphate~lisine-

parafermaldehyde) fixative fer glial · fibrillary acidic ·protein (GFAP) 

immunohistochemistry. 

Coronal sections (40 ~1m) were sequentially incubated .in ·the following 

solutions: 1) primary antibody against GFAP (Dako, Denmark), diluted 1 :2000 in 

PSS 0.1 M, containing 0.3°/o Triton X-100 and 2% norm¡;¡I goat serum far 72 h at 

4ºC; 2) biotinylated secondary antibody, diluted 1 :200 in the same buffer as in 1, 
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for 2 h; 3) avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) (vector. lnc.), prepared 

according to manufacturer's instructions in .PBS-GT (vector, lnc.); 4) 0.05°/o 3,3'­

diaminobenzidine :intrizma_(Sigma), pH7.2;,with 0.03% hydrogen peroxide far 5-
. . . 

1 o min. Three 1 CÍ.:mfn rinses vJere performed between steps. Ali incubations were 
~.< '-'-- .<~_-.· '_.: _'. . --~-· -. __ -:;:_;-. - ·' · __ :·-· - __ ._· . 

performed aLroóm temperature l.úíless otherwise noted. GFAP-reactive areas 
··,. •. . . - . ~ :'' ' - . . . ~ 

were mapped based ;111he; atlas of Paxfnos and Watson (1986). 

S/ice preparation and extracel/ular recording. 

Rats were anesthetized with ether. and decapitated. The brain was rapidly 

remove.d and each hemisphere sectione~ .with a ~ibratorne in sagital slices of 400 

~1m. Slices containing dorsal>h¡'pp~caipus were p.laced in. cold .. Ringer-Krebs 

solution of the following _con:ipositibn. (in ;,.,M): 125 NaCI.~ 3 KCI,) .o. MgCl2, 2 

CaCI2 , 25 NaHC03,: 1 glu~o~~~ 'pl-l wa's adjusted tél 7.4 .;¡ft.eirI~¡;if'~ratron'v.iith 95% 

02 and 5°/o cC)2; ~oó mÓsM/C The slices were left. to stabilizé 45 rnin' in u-ie .same 

solution beifo~.;; any tl.Jrther procedure. Al.1 the. experimerits vJe/e peirto~~e;d with the 
' -·-> ~-~.:~: 

slices. totaHy subrruúged in the recording char:nber yVithi.~ ~ing.er-~~ebsperfusion 

rate of 2-3 ml/min. (34-ºC): Extracellular field recordings'oiS°ynio-iptic ahd population 

spikes (PS) were obtained with glass •rnieroelectÍ00es~(3~!.?·MOffÍlle'c:Í withNaCI 
-~/; ~ . -:, ; 

(0.9%) and placed in CA 1 stratum pyramiclale,. Bipolar cof1él:ntric electrodeswere 

u sed for orthodromic sti~·~j~tio~ of thE! •• s~-~ffér con~'i~ral~:CÍ~missural fibres. 

Stirnulus were square wave buls~s (4~-6~ ~is) ~:n~ered a?b.<J~ H~· }~r continuous 
• :- - o -.·.-. 

recording. This stimulation frequency did not produce potentiation, depression or 
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multiple spikes in control slices. Excitability curves of the PS were obtained with 

. stimulus - values ranging from thresho~d to. rn.'3i<_imal respon~se and niea_sures were 

made from the first deflection of th_e field 'excitatory''postsynaptic potential (fEPSP) 

to the peak negativity ot the ~pike: r=c.;_the ~ern~inder C.t tlle experiment the stirilu1i 

were adjusted to_ produce::a r:esp~nse_ .. 5Ó-60_%c.of; maximum. Recordings were 

amplified with anACamplifier (Grass ¡::>s;·mters =_0.1 _Hz-3:0 KHz), displayed in a 
.. -. 

digital oscilloscope. and -~~-or~df~~-1l:itl3~. aílaly~_is ...• 
-- .-.. · ,._ '·-\'· "··.: ··-:·,.'.· _ . .,._ -· .- .. -· 

!•._-~/~,- ,·:·'.~~:',·•'' '-•••L 

->:·,;;:,:.__ ·~·-<'.'' (~ 

.. _,-~ ::.'i~.f:.»-~--"/ ,. __ ·<,"; 

Hyperexcitability irú:JucEiC! b/ i3A,aA Jli~iid~~..Ná1 aiid L TP parameters. 
::~;;;r < •.-:;:~,:,·:':; é-' __j• ••,~ ·.~~. '\'::.,-. ;'. '.~.';~C:·.;:~,;~; :·~~< 

/n~vÚro-hype°i'eX:citélbillty:bY·-.GABA .withdrawal was induced in hippocampal 

slices. from<a ~o~pl,et.ei_i{_new ~~~u-~~~f. rats as previously reported (Garcia-Ugalde 

et a1 .• 1992: ca1íifo:i3'(él1:\ 2ooci>\Aiter a stabmzation period ot 45 min siices were 
''.i•' : ,;-._<. .. ::?,·: - . :~( 

incubatec:l .. With''d-1\sf;'.:(5 , ~rv1T di~~olved in Ringer-Krebs far- 120 i min Clt/room 
-< .. -

temperature (21 _óc)'. GAB)i.'was then · washed off abruptly .: Control ,s1íbes -• were 

incubate~ f~r~-t~~I}s:~~~i~'Üm.i· in the Ringer-Krebs sóluúe!;i .- ~iit1áúth GASA; 

Continuou~ rec;;r~i~-g~"0e~~:~~ken _and PS monitore?,d. _st.ahinttiaK~~~~;pHtude 
normally télke~:;~la~e~,~~r'i _;12ci~~so -•. min. of . GASA 0>~~~g~l.it.i'~t~thi~'~riío'Fnérit· both 

'-"~\c.'_;,'.;:-/> '.~~-:,::):-l-';-0 ;:·' ; __ ... ,·._ -·-···---~- -·· :-.::~--·~ ,-~- - ;':~~.'.-:-~_.;:.--:__: ~--

GASA•. withdrawal 'an'ci •'co';;trol/slÍcés. wi//re • stimufated'• wÍtiJ. :;.,¡- -·,· b'def\frequency 

stimulation •• (BFS) th~t.cC>l1sist~·o¿8 ~ulse~ a;~OH;(200ms~~) ::~ry 5 sec., 2 

timesat low orthodr~~ic stimSla~io~ stre~gth. ~his.BFS norm.ally does not induce a 

L TP or if it does _ it is .; very weak one. 
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Pharmacologica/ analysis. 

New_control and .GABA-withdrawal hyperexcitability slices were obtained and 

after stabilization Ú the PS amplitu·d~. dcise"'respC>nse rélationships (Fig. 6) were 

constructed .. for_,'the ac~Í;~-_;8/ t~~ ¿(),TI~~DtiZ_~ · ~J.\BAA .·receptor antagonist, 

bicucuiline_an~ tfíE!_~ps'Jélr+iiJíít1.iéie. ~stim"l1í¡j~i~t~e;,9tl1 was adjusted to produce a 
-------· -·.-.. ~.-.-,·-.:·'"~·--·-·-,-,·y:-···----·~,·o· ---,,-, ---;- ·.---:,: -----·-- ·---·:,¡· ,---- - -

res pon~~ of)1b6Si SO 't~ 60°/o 6t' th~ ma~iri-J~1.'.i~sponse (approximately 1. 5 - 2 fold 

the thréshCJI~ 'ia1u~; .~nd 26. fl"lín. of°b~~~ 1il1~'Was recorded. then either control and 

GABA~\Niii1cij"1wá(ÍiypérexC::it.3bility :sliée~ '\Nere exposed to the different 

bicuculline: '~h~ dr~~ was perfú~~~ in ttie bathing medium far 

Hyperexcitabi(it~ byG~BA withdr~vJ"11 ~as produced as described above. 

doses of 

10 min. 

Concentration-response plots were fitted with the Hill equation (Fig. 6), such 

that PS amplitude response; O~. at a~~ bicuculline concentration. [bicuc], is given 

by: 

. - --- ---·-,.- __ ,- . 

DR Emax/(1.+(EC5 r/[bicuc]))n ...................................... (1) 

where Emax cor~espo~ds , to •. the rn¡;txirnal PS amplitud e in the presence of 

bicuculline as a percent~ge'.·<:l(c6ntrol, fbi;uc] is. the bicuculline .. concentration 
i· • ··_· .. _''.-~ ·J·:·.·~·"'·.;-.::_--· ~--:-_:. ·:,:>'-':_;~>'· _--,>·· ··. -.... · 

plotted in logarithmic.-scale, •EC5ci is. the effective concentrátion of .l:iicuculline that 

increases the PS am~lit~~~\6;~0°/o ~·f it~maxlmal ~mplitudeFand n is the Hill 
-·; 

coefficient. To see the .. shift of the functi;;,n a long· the •.. concentration axis, the 

maximurn effect (Emax) obtained from the fitted function .data was normalized to 
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(Fig. 6S). Student's t-tests were used to predict the level of statistical significance 

(p value < 0.05) ascappropriate. To as~ess}h.~- signifjc::;aric:einttie¡bic;uculline dose­

response shifts were determined from the fits of the Hill eqÜation to .the individual 

data sets. 

Drugs. 

GASA and. bicuculline were purchased frC>m Sigma (St. Louis, MO). They 

were applied from freshlyprepared stock solutions to the. s~perfusion saline. 

RESULTS 

Hippocampa/EEG paroxysmal .;ctivity áfter GABA-wÍthdrawal (G\N). 
- - ' . .·.· . - . . 

One week after surgery, and before any oth
0

i3r [11'3nipulation, basal EEG was 

recorded ·far confirmatión-~r"~li~i~al _E~?[m¡,,a1ity.<Fig.·1A) .•. Subsequently GASA 

(50 ~19/~tl. 3 ~tl/120min)was u.~il~.~~r.~Jly applied to'.th,ehippocampus. Approximately 

90 min after cessation C>f GAB,A;i;,fusi6n paroxysmal discliarges appear bilaterally 

(Fig. 1 S) in 100%-6(the·•ra\~~ .{~:,,~'4).i~i· ~rÉ!viously reported (Srailowsky et al., 
' ~ _.; .·;·,.···-~--·.·-:-_-~í·:<.:··;.«.:i:;·.:.>:·'l, .. ::-·""·· .·,,, ... ··,· '· .. 

1987. 1988, 1990; .. L.e GéiíLasCl1i~et ~i.(1988; Silva-Barrat etál:; 1992):As shown 
\ ,.,. .,,, : .e,.. ~ 

in Fig. 1C, seizLirE!~·¡~9uced !::>{Gvv ~ere characterized by polyspikes and spike-

and-wave dischéirg~s.'. id11C>wi3c:L by. hype~synchronic acti~ity:;Abnormal activity 
-\··: .. _ -· . - ' ·-: ._ .·-·-

lasted far several days (Fig; 1 O). Electroencephalic activity. was' associated with 

myoclonic activity, wet~dog shakes, salivation and behavior changes. 
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INSERT FIG. 1 HERE 

Reactive gliosis aft.er GW. 

lmrrümocytOchérriical analysis was used to corifirm t11e correc;t electrode 

location an~·· hi'~d6~~·~p~·I cellular. response to the hyperexcitability induced by 

GABA withd~~vv~1: í~/Qro~p~ ofrats>trcírn GABA ar fm!11 salirie. infusion (n=6), 
. ' ~· -' .- ._·,-: .·~ -~ -

antibodies againsi: ttie.gliai fibrill~rY:iaciclié~protein (GFAP.Lwere .used to determine 
~o·:. ·e'¡•,_'."-~ T' ·<-" 

"»··:· 

against astrogli~l•p~c)teín ¡~·t:~E! ~rE!á'S'Ü!-~6uhdi~gthE! c~nnula trajectory across t11e 
" .-. ·'~' ,. ;. '-

co rtex and at the Elnd ofthe<C:a'nnLJj~ tr~ct, C:orrElsponding to the CA 1 hippocampal 
~ \:' } :s,.· 

region (Fig. 2AyB)~ Módér~te'ln'éiE!ase in thé reactive tissue was notorious in the 
,_·:_;-~:: '-<:¿·<~,_ ... ·-.-

area infused in ·the GÁBA'Úeated rats (Fig. 28; arrows) when campa red with the 

saline infused gr~B~ (~·¡~}:2.ij. •····. 

INSERT FIG'. :ÍHERE 

Ce/fular el~ctrop~i~iolo~ic.'at corre/ates of GW seizures 
, .. ;. '·,-·: ... -;,,. - . 

To evalu~te ;i~·h~perexcitability b~ GW persists in an ex-vivo fashion, slices 

were obtained from thE!.hfppocampus'.ofrats thathad been previously .infused with 

GASA. Extracellular field recordings in.the CA1 region of slices taken from animals 

that presented EEG paroxysmal activity, exhibited epileptiform field potential 
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responses to a single orthodromic stimulus (Fig. 3A). The field potentials recorded 

from the periphery of the GA8A infused area had at least 3 or 4 population spikes 
~ - oco 

(PS) at intermediate or .at high stimulus .intensities (Fig. 38). Control slices from 

saline infused group on'J~{ hád on~• PS, even at high intensities of afferent 

stimulation (n°':"a. p "".'/().óoj "'~::~t~dent)'.· "fhese results confirm that epileptiform 
2~· - ·-

activity after the'GAÍ3A\iÍ!ithdr~wá1 ¡5·: mai;,ti;iínéd both in~vivo as in.,-vitro conditions, 

in the hippoca~p~~a~ 'in ~th~; s;ructures (C~~mpagnat e¡ aL, 1990;· Silva~Barrat 
et al. 1991, 1992; Garcia-Ugalde et al., 1992). 

INSERT FIG. 3 HERE 

L TP was significantly faci/itated by GW. 

To test for a convergence point between classical hippocámpus plasticity and 

epileptiform activity, we analyzed .L TP. induction in GW .sHces. ljyperexcitability by 

GA8A-withdrawal was~ reproduéed in hippobampal::slices'by 'sl.JperfÚsing' and 
1·'""• 

withdrawing GA8A (Garcia-Ugaide'~t al, 1992;,:<:;é°llÍxto;.et al.! 2600). Responses 

befare and after ~A~A:~IAÍithdra~al were comparecl (~°=f)>U~d~r normal coriditions 
·-~ - - . 

slices were .stirnulated with brief frequency stimulation· (8FS; ·seé methods), which 

only produced short lasting changes in the PS amplitude (Fig. 4A). Subsequently 

slices were exposed to GA8A; the inhibitory effect of the neurotrarisrnitter was 

rapidly observed (Fig. 48). After GA8A cessation hyperexcitability was 

progressively produced (Fig. 4C), under this condition the same BFS induced 

r-
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Long-term potentiation (Fig. 4D). In other words, the threshold for L TP induction 

was reduced under hyperexcitability. 
. - - - -- - - --

INSERT FIG. 4 HERE 

To verify that.the time since slices were obtained or the time in which slices 

were stimulated did not influence. LTP. induction; BF.S was applied to control si ices 

that had never been exposed to GASA but, at exactly ,the same time that it was 

applied in the GABA-exposed a~d withdra~~I ·~li~e~. BFS applied to control slice.s 

only produced short-lasting BFS produced an 
' . , : . /; .·::~ -

enhancement of 127% ± OA in the 'r'Tie.3n ()f tlÍÍ3 ~s'amplitudes (Fig. 5). Significant 

differences (t-Student, p < 0.05) 0eire ~()to~iÍ::>u~; i~ the reicordings 0hen both .· _:·> : .. ·. __ • - ,_',,-._· •_;~ •, , ·. .'• . ·,_ .e·. • .. ' . ' 

g roups were compared (n=8 tor6~ntr6'í'~~~ r,=:7 iC>/Gw)~ lt tv~s ~lso::Observed ·· that 

when the slices were stimulatecÍ~with Í;i freiq'JeQcy.suffidi'emt toJ~é:!J¿e 'str6ng L TP in 

normal conditions, the .. PS a~pi)iJ~~ j;, both,GJ¡ ~~d .·~¿fii,~l:c~ll~e: di~ n~t diff~r 
(data not shown), indicaÚng th~~ (~VV facilh~tes the LTP ·~ene¡~tion, but not its 

maximalamplitude. Ttiis ~~ysugg~~t that both phenomen~ share mechanisms ar 

synaptic resources .. · 

' ' ' 

INSERT. FIG: 5.HERE 

Decreased GABAA-mediated inhibitory action after GW. 
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To analyze the GABAA receptor activity, dese-response curves of the GABA,, 

receptor antagonist 'cbic_u_c;ulline w:_re_ performed~ in control and GW slices. FigLire 

6A shows that.bicuculline incréaseé:J J=>S amplitÜde in a dose-dependent manner in 

bot11 coritró1., a~d:' 230 ~1icés·. f-ioVll~ve~. maxima1 enhancement produced by 

bicuculline VI/~-~ ;é,~1.J~;;d· i-~-~-~~-.9~/o in ciw si ices, E.,:,ax in tl1e PS amplitude was: 
..,_·.~-'· ·'_-it:--:;:_ ,,~. '.<, ~~--~-.. -_,_,:.;_~ ¿_~·~. 

12.3 % .iíi corifrol:slicesi anci:2a.3 :± á.1 % in 'ciw slices (n=6. p < 0.05; 
.,.,\,,. 

56.7 ± 

Student·s t). FiÚirig é;f the'ientire/cio~i;~~response curves gave almost identical Hitl 
• . e ~- , .• ., - ~ . ,_ ';· " , • -• " .• . . ,, , r: :-_ - . "· ' . . - - . . . • ' 

coefficients'(~;;16Ó~trCi1:itic~~--~~~:1 ;; fór GW si ices): 
:·.:~·--=«- ~ - : ·-t~.;:- ~:_:,?~k ---.:~;::. .. ~>-:-_ ~:,_.:.·:,~:-., > ~------

Dosé_~respÓb~~ cürvei. ~~rf normaÍized .·_ to 

despite.-a._right~\.V_:3rd ~~i_ft obserVed in•.GW slices, 

their maximal effect (Fig. 68). 

the decrease in the bicuculline 

effect- w~~ n6t ~isoci;;tedi'vJiÍÍ'i : .;¡ significant alteration in the sensitivity to the 
'-,' '.~;>:. ~-:e;,-, .. -· 

GABAA aritélgonisLci·ii~ l::>i'cl.Jd.illine EC50 was 1. 1 ± 0.6 ~1M fer controls and .4:5 ± 

1. 1 ~1M lri GW;sÜhe~.-T~i{~~~~lt suggests that the difference in bicuculline effect 
. . ., -· "'' ~ ·. '-.• .. / . ,_·,. ·.. ·" ' .. -

was not d~'i=°'tcb: ~~~~g~cln ,receptor affinity. To further test t~is. inference, a 

Lineweaver-Burk-analysis (Fig'.0 6C)•of dese-response- curves·was -performed. This 

analysis coni.r0~d;¡hClt t~e ~hélnge in efficacy was not accompanied by a 
- ~"·-: • , i.:;' 

significant chanáe';in:thé· potency,of bicuculline; in control and_ GW slices, the EC50 

- - -
value was 0._8 ~LM. 

INSERT.FIG. 6 HERE 

DISCUSSION 
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Withdrawal of GASAergic drugs, such as barbiturates, benzodiazepines ar 

alcohol, leads to an increase in the hippocampal excitability and epileptiform 
. . 

activity (Olsen and Avóli,.1997; Carien et al., 1990; Sellers; .1988; Davies et al., 
.:. <.··':·/:·:.;: --:·.:. < ·'_-.-· _>_-.'. · .. ___ :. _' _., ;::.":·_.:: . _,- ..... _. - -. ,·. -

1987, 198S; Theodore et~a1:•. 1987). 1 TIÍis abnormal neuralactivity is frequently 

associated with a ;;~duction/of:t.he;GASA~mediated inhibitory action (Zeng-·et al., 
· ', -·~·-'~o''.:;:.~:~---~·>· ·.''::· .. ~;~·~·,:~::; ·.,;.<~ .'.<<;-l~ ~ ~-- "'-':'·-\~ -··;_,-:_~_ ~-,:_,, ,,.' 

reproduced hippc:icaÍripcll epileptic:s"eizures as a result of the withdrawal of GASA ,, - - ' ·- ' - ·z.,;, ·-· ... , .. ' . . -. 

(Montiel et~~·1~;-:;00~; B~ai160~k~:~t al:/:i 987}1988, 1990; Fukuda et at:; .1987; Le 
~ ·' ·' o:~,:,. • -,-.t~ ':. · .. ;,¡, ::--~<::~:_:,:,·,~>-

Gal L~ Sall~ ~{ ~í .. ~ 9sá; 1 'si1~-~-Barrat eLaL, 1989, 1991, 2000). Extracellular 
-·, '• .--:-.' .,.--- .. ·-_,:~>:·~-. -. \.\ ·. 

recordings ,showed;ti1at'hyp~rex'citabiÍíty2by;GW is very consistent in-vivo as in-
; __ ,,·, ' -; ',-.: .. : . ' .. -· ~--.-~;~ ·_.,--' 

vitro. Paroxysr:nai a~tivity 0a~· high_ly'presen.ied i.n the. hippocampal slices obtained 
--~->·; 

from seizure GVV:.:induced rats, in which n:iulÚple population spikes were elicited by 

a single sti~~lu~.;;dditi~A~ii~·.i¡~~¿e fr~r'n ;~is\rllith (3~ processed fer glial-fibrillary 
~:· - ., ".' ; -. :.- . 

acidic protein i~rri~n6J:él~6tivit~ ;,;~116~ed :;ástrócytic reactive gliosis in the 

hippocampalinfusec:l ~ite_~s rea'Ctio~ ~~sOciat(;!dwi~h. hyperexcitability. 

Epileptic ,EEG_ actf\/ity:a¡-;d the':.:;~rrel~~ed,extracellular paroxysmal activity 
"' . - . - -- -- . . '· '" . - . ·-~- -. - ---· - ---- . 

during GW may,result from the oscillator)f al,-é! synchronous responses of neurons 

under a decree1;sed ínhil:iitory' activity, lri_trClcellÚlar recordings from cortical slices 

with GW (Silita~Barrat et-al:; 1989. :1 !:)91;'2000) showed paroxysmal depolarization 

shifts in virtuClliy e;,,'~rY n~ú;6;,' s\ir~~undlilg~ the GABA infused site. Most of these 
.> . -~>--_ . -~·~º-" -

neurons. prE:sentÉlc:I intriri'si~ bu1

rsti;,g ~roperties and correlated decrease in the 

conductánce ofthe GASAA receptor under the exposure to GASA ar the agonist 

' 
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isoguvacine (Champagnat et al., 1990; Silva-Barrat et al., 1989, 1991, 1992, 

2000). -· Bur;;ting n.eurc;:i_ns_ m<3Y explain os_cill_~tory field potentials and paroxysmal 

EEG (Olsen arid · Avoli, 1997) during- GW . .The decrease in the int1ibitory activity 
., -·· ... 

during GW is ctEiariy obsen/ed ln the bicucutline dese-response relation described 

in this study;· in which_ efficacy:of bicucutline was reduced to the 50°/o after GW 

without significant changes in the K,,_.;;:fhese resutts are consistent with.the GABAA 
. . •-' .· ·; ·.:·-- ,., 

subsensitivity to the:GA~A it~elf:~~ t~-a:~iversity of other GABAA receptbr agonists, 
: . - ··_,~::·_, -:<~ :. -~<<.·~-"·:?~-~''::.\':~:~. -'::·'~<~~·... - .. :_<:-~:, ·-.~ ....__ .. : :/_:":";. -·: 

including benzodiazepines CMehta'and'.Ticku. -1992) during withdrawal =states and 
_";~".'._,< '•_".;J'.:, __ ;¿~~:-,._,; __ '-;,: ._._ :.·- .. :-.:.:; ···. ' ·,_· ,_ . - . ", - _.-__ .... _.· ;', ,,- <_"':. 

also with the __ ;~c:Íu6tibn=)j~ 'ti-:íe _GA¿A~mediated _recurrent inhibition. dÜ~ing. paired 

pulse test in siices_~-i~t-1 (3JJ ((;asasolá et a1::•2001; Calixto et al.; 2()00; García-

Ugalde et aL, ; !:J~'i}.\'> ' -. 
- ·- - . -

.-~:~::_., ·' ,-2~~:·· ·- .. ~. - .. ~::· ,, _·:_ ' .": .. __ : -

The cetlular decrease in the senSitivity tó. GABAergic .ag6nist after chronic 
. . -· . .· - - ' .· -

exposures: ~o GA~A also appear after benzod-iaze-pines;- barbiturates and alcohol 
. - . -.·- .. 

withdrawal: (Xie and Tietz, 1992; dash. ¡;¡'i,al.,. 1997; .Olsen and Avoli, 1997), 

suggesting that the GABAA receptor had g~~~u:ir~~gh affinity changes, number of 

receptors; subunit composltion o2~c6uplÍ;,g')betV\/een¿GABAA receptors and BZD 
--· 

recepto.rs. co·¡~~n an"d -·Avoli,. -~_997>:-.,_ R·ece·rit1Y.: V\Je, 'ha ve~- demonstrated that down 

regulation of . GABAA recepto/ is t~ITlpcirally and fUnctiónally involved 

hippocampal hyperexcitabili¡~ • Ín~JC::~.~ >.~~~; G_W < (C~s~~olai :.et al., 

Environmentally induced epilepsi~s rrl~·y: rE;lsÍ.Jlt fr~ri: ;;~b~j-~~~Tf~l~~ticlty" (Olsen et 

in the 

2001). 

al., 1997; Olsen and Avoli, 1997) in' which GABAA receptor may be persistently 

impaired under conditions such as discontinuation of BAergic drugs, 

TESIS CON 
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stress trauma or kindling. Aberrant plasticity may involve mechanisms such as a 

relatively more'abÚndant), a-change in ·a regulatory systerri (e;g. steroids, zinc, or 

phosphorylatior1, iric11Jc:J¡~9 tal~i~;,, regulateCl kinases . or. phosphata;es) or a 

change in the number·Óf;~~c~pt<:lrs (e.g: intracellÚlar traff'.icking of ,GABA.receptors; 
-< ,,·. ¡., ·' ~". _. e ·, •' 

for a review se.;; ~~~nes, ~DO~)~ 

Strong': and persistent' GABAergic inhibitory inputs ti:> the hippocampal 

principal cells -r~a/p{~vent change's ;i~ synaptic strengtll by bur_sts of afferent 
... :~<·: ',, 

activity during injur)Í, buÍ.wheri: desinhibition occurs .- (i:e. hyperexcitability. and 

burstin9 .neura~i i~- G\AJ); ·syl1aptié strerigth may -•·be. ~1terecl ~~ci ._.epile¡:itogenic 
> .. :«: /'--~~~~·:_··./·" '"¡~'. -· . ·.·':-;'· 

activity may eingage syn"!~tic· plasticity mechanisrl-is> lt must be. considered that the 
., ·.~. 

hippocamplJ's', ~-p.irt'i~6fn'·¡t5';V:,-¡cie r~;.;9e;;c;f plii~t.í~changes,' i~ a regían especially 

suscepu~1~ i~m~t~~~¡~·~,~\e~·i,~~-iicf~;~eizL:;~s. Jesia1 tempára.1 1obe epilepsy is 
. _ ... :_<· . .; ··~'.::· >;··~-~ ·e::<::?~~-: :·~_{;;:.: '. :·>_,._:·>.~--:,.}·.· ___ ;.-_' ' ' 

characterized .. by rec;_urrent • c9l11plex partial seizures arld hippocampal damage 

often ásso~iateci~frh.A~m6n•i'homscierosis (Kardo~. 1999;01sen al1d Avoli, 

1997) and is accompanied by_severe gliosis and sprouting in this a rea (Bal:>b. et al.. 

1989). 

- . - : ,;. . '·. , 

The whole celluJar and synaptic bases _of hippocampal· epileptic syndromes 

remain to be determined. However, robusLevider1c~ sugge~ts that long lasting 

changes in hippocampal synaptic efficacy. take place. during network 

hyperexcitability, resulting from seizure (Schneiderman, 1997; Chavez-Noriega et 

I FAill.8~~ ~WC'EN J 
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al., 1989; Kapur and Haberly, 1998; Becker et al., 1997). Studies using epileptic 

animal models reported significantly _ §_reater L TP under hyperexcitability 

(Wieraszko and Seyfried, 1993) or additivé effects betweén electrical and chemical 

kindling, indicating the eJi~t~A~~ Ú ¡,,~·~hcini~ms i'rí cCim~on (Bradford, 1995) . 
., .· .. · .. •:;•,/:,,:;·~· .. ·- ,_:··-~-- ·' ::.·:~~;:,.,:: 

Hyperexcitability may;t~k~'p_lace spontaneo17sly after.:plasticity;- LTP induction can 
-··~<:< -.. :_:::·-::~ .. ~·::.~~·-:,·_:-~::·,:{; '' '<_-'·-~~:.: . .,...,~.-:; -~ . ..;-·: . ·----~~::·: 

be followed by epileptiformúactivity (lshizÚka a'ríci 'Hayashi, 1998; Schultz. 1997) . 
.. _.::,,·,_ .J, - - ,- - ~ .• - ·_;':. ,: . • .- ¡• - :- ':i '• -· 

On the other hand;drug~--¡jsuallyj'eri:iployed Íri psychiatric therapeutics. with the 
,:,],~; .!.,<·,::·.·- "_;:: -i',; -~/-~' ·~'.-> 

property af erihari(.;eci'G~BAL.,'.i'eclia'ted i~hibiti¿n; can suppress LTP induction with 
:-1·: :_-,;-~-': -<.;..:=- :_ .. ';.:,h·: __ ;;o\·;.:,,_'.:._·, ·--~ :i ,.---

correspondl~g impaiíeci sp¡¡;t-iaC1~aí-~i~9 cKií6N~~~m~ et a1.. 1993). 
_'',_': ·;_'.·;:;, .. :;/:2·,_ .:· . ., 

·-.'~-~~",'~---.·· ----~· 

An essential - req~i~e~ent • f~r g°Sr1e~atil1g L TP is presynaptic activity during 

sufficient postsynaptic ~~~Jran~'. d0edot~íization (Wingstrom and Gustafsson, 

1986; Gustafsson and J,i~~tr~m', ~:~as? Bliss. and Cóllingridge, 1993; Malenka. 

1991, 1995). Several, st~did~ ~~d sh~i~- that Ll-P. induction .can be _facilitated by 
,._. '~ 

factors that increase posfayr;apticjd~pCÍl~rization;(Ketso et al. •. 1986; Wingstrom 

and Gustafsson, '19~6'i (:jJ~t~fs'sC>n :y VVl~si)6..;,-, -- .1 e90; McNaughton and Barnes, 
'-·_;_· 

1 990; Nicoll anél .rvlal~~~a.:.~ 99'5), ~~6r1~';t;;~m. th~ use of-GABAA antagonists like 
,. . . . ,,. ' ·. -·- ·""". -. , .. . ,. '· - ~ __ ., - ' .. , 

bicuculline', peniciliin anci picrotoxin (Wli;Ístrbrn a¡,d Gustafsson, 1985). In this study 
• - •' • • -. ••• • ' - - • •• ' - •• ..'._ ••• , 1 ~--. ' • 

the facilitat~c:l. L.~~ i~d~-~tio~'~k/b~ 1 relatecl ~ith the increase in the postsynaptic 

depolariza;i~n in rés~()rí';~ tC>th~ f"l·{in~tt~;BAergic activity during seizures. 

-·-

The marked reduction ofGABA,,;-irlhibitory action during GW could engage 

and take advantage of s~n~;pti~--plasticity resources in the hip12-9campal network, ar 
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at least of a kind of "aberrant plasticity". In this sense epileptogenic activity and 

neural plastic;:ity "111~Y _ in sorne circumstances share cellular and synaptic_ 

mechanisms _ .and _ thus -promete· a cooperation . effect between them. This 

cooperative - rel~-tio~: may contribute t.c::> hyp-er~xcitability getting stronger and 
-·-,'-'.-. 

rejecting classical th~rapeutics or pharmachological approaches in sorne kinds of 

epileptic seizures, 

This work was suppC:,rted in part by grants from DGAPA, U.N.A.M. (XXXXX) 

and CONACyT (XXXXX), México. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Representative intrahippocampal EEG recordings befare and after 

GABA-withdrawal (GW). A. Control EEG recordings taken from .the left. (L) and 

the right (R) hippocampus ·befare GASA irí~u~ib~) 1:3 .. Paroxysmal ac;ivity began 

spontaneously after 90 min of cessation ~; G,6.~~ Í~f~~i~~ in'the left.hippocampus. 
. -~---- -> ,<._,' ,-, :_- .: . '•; -- .-_,.: ,',', ¡ . , 

Note strong própagation to the right hipp¿,c;~~pus;'C.'Spike~and-waves followed 

by hypersynchronic discharges ;ire 'present · biláierally 120 min after GW. D. 

Seizures dueto GW persisted far severaldays. 
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Figure 2. Moderate reactive gliosis after hippocampal GW. Micrograpl-i of 

coronal sections.of rats' brains processed far immunocytochemical GFAP analysis 

after hippocamp~·, saline infusion (A) ar hippo°Carrip.,;I GW (B). Note the reactive 

tissue along t~e.canílula·tr~Ject6ry, inthEl ~nd of the cannula.tract corresponding to 

the hippocaíl1pal (;A1 iegi6~·and'~ ~bd~r~te m~jol". re~~tion in the side infused 
- ·--,:~, .• -='"·.~- .. - ·.;;.. -'•:· ··-·· .. ,,:.· .. ; ;-:·,:·:./:···;-. . ~---~ ·-,:; ... 

with GASA (arrdvvs ir:Í~s)·a~'.cornpa'rE!ci\.:VitlÍ•thkl'cbÍltroJ\;Jice (A). The same cannula 
·.·>;·?·, :· -~-· :-_,;·-:.:·~: ,; ;~ '; • 

served ·as e1eC:úcidei f°?r·i~tr.ih.ipi>c::iC:afí1pa(i=E<3 r*C:ordiíl9/.• . 
• > ·;·<-,;..· ,,., . :: .. ·::.,' 

\~-~~: :~~:}> ,_._.,, .. ="- '-~-.~>· ) .. -~ :;,_'.~~·- ·,;~:.:~,'. -~o-.,_. 

Figure·3: Epil~piiforrndischarge~·~¡.~ c:iJC,ked in á.Jic.¡;sfrom anima Is with GW. 
'·>-1. < .- __ ,. -~: ... · .- .. 

A. Extracelluia~ pbpúlation spikE!s (PS) inittíéi;cP.fr'pyramidal cell layer in normal 
,' '.-;- ~ -:-:·.- • r ·. ' 

slices (Jeft) · and in slices taken from GABÁ:'..~ithdra:War.animals {right) .. paroxysmal 

discharges in the periphery of the GABÁ!inf¿¡sioñ ~re~ •. ,~re: ~rese~v~cl e:,_;· vivo. 

Responses are evoked at different stimulus strength; s>:Tl-.e bax' plot ~wnmarizes 

statistical significance in the number of PS ~~bk~~~ft~r:~vv~ico~~~;~~wi~h the 

controls (n=8, p < 0,001, Student·s t test). Stimulu~ !5trEingtlÍ \IV"1s 3 Xth~eshold. 
-.-,:_:::_; :::--'C"":__ ::;e~ ----,-'--·-:.··.-·.--

: -_':.;~"~;:',;.::· .. :.:;.~} ·-' .. : ¿ - , .-: 

Figure 4. GABA-withdrawal facilitates Loíi~H':~~' J>~~e,r:ltiat;~n .. ,Circles 

represent PS amplitude evoked by a single stilTluÍÍ.Jsof,A, (¡1 nor,'.nal conditions brief 

frequency stimulation (BFS) produced sho"ri iciS;tiii~ fhad~Eis ¡~·; ps:a¡:;:,plitude. B. 

,- '",. ":'- -- ;• .. · ' -~::_,-\.- ·-

sudd en GASA washout, the tis~ue dei,élops hyp¡;;re~citability~ as seen by a 
. e ":·. ; • ·, ;. •, :-;·_",. __ - ·:::.<· ~.";·- <:.· . .:-.··· . :; 

progressive increase in PS amplitl.Jde. 0.1:20:..150 min''áfier GW, the amplitude and 
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PS number had stabilized. Now, the same BFS is capable of producing L TP (n=7, 

p < 0.05, Student·s t test). 

Figure. 5. Time course of:ps amplitu.de·áfter a train of stimuli. Time courses 

are co~pared'i~-~~rit_~()l~;<,VJ.t;,it~·.c~r~I~~. r,i~= 8) and GW (dark circles, n = 7) slices 

after they W'~re'súml:i1'a.tE!ci'with'a·d:1Üp1e'.()t_ l:>rief frequency trains (BFS = 200mS at 
;' .. ;,'.,:, ¡; ;•'' -"-':--:·;, 

40Hz two times'at 5·¡.'.J°z):.Ttiis'stimuli fails to ir:duce long-lasting changes (L TP) in 
:,,·_. .. ;:~:y .. ·-'!:' ... :::~'.;;;~,:;:: ::~:{'';~~--;-:: -_;~~·<':' 

control slices 1 buf:
1

~úccéssfÚl'i...;ducés''it wtíen the slices are in a hyperexcitability 
-· ·- -~----,-- ",-,_--<·1~::,': ,-.- -~-> -":r-~; "' ·· 1;~ ·;:~T-~-~, 3;>~,' - -- -=-.-·: - - - ·--

state by tf;~ 'GABA~J:5ithci;~(;J~1':· St.;tistic~I differences (p < 0.05) are marked with 
- . '. ' -· . ~--' "'-:-"' ;,,': ·:~: _·~: ·."\,"i•' ' .. ··:> ... «;•"j' - : ':. ,.,-:: ;.;,,; .. :.' 

asterisks. In botlÍ•córié:lití6;,~.·ttie'síic~s'h'ave exactly the same time since they were 
; -~O:- ~··'; - ', _;,°'·-' <·o .. -,; .- . • 

obtained. trC>m th'e'C::()~~eip~ildirig ~;,¡'¡~;;l)~~i...;s; 

,·:</- - .·-.. ~, ;· ~-;_·_ 
··''" .. ·"·-·· · .. ";,:· 

Figure 6. A decréase· in sensitivity to bicuculline was found in GABA-

vvithdrawal slice~. ¡- t~~ ... (3~~~: r~~eptor antagonist bicuculline enhances PS 

amplitude in a dose-d,e'pende_;,t:.way, Dese-response plots for bicuculline are 

shown for controls (whitE! circl~s) and.-for slices after GW (dark cir~le~). Note After 

GW, bicuculline has lost efficacy~ PS was iricreased by 28%. after GW and 57% in 
. - _, - -- . ~·:--- : - -;-- -__ -- ' - - ' 

the controls (n=6). B. Normalized close~response' plots show a rightward shift in 

EC 50 for bicuculline: 1 .1 ~1Min ~~e ~ontrol vs. 4.5 ~1M after GW. C. Lineweaver-
. ' - . 

Burk analysis shows that this shift does not representa change in receptor affinity . 
. .. 

Thus. bicuculline efficacy ma·y:. be' due to a decrease in the number of GABAA 

receptor (Casasola et al., 2001 ). 
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Hippocampal hyperexcitability induced by GABA 
withdrawal is due tO down-regulation or GABA,... receptors 

C. Casasola .... c. J. Bargas "·*. J.-A. Arias-l'vlontaño ". E. Calixto ". T. l'vlonticl ". 
E. Galarraga ". S. Bn1ilowsky 1 

•• /IHtilttlo ,, .. F1.üologiu e·,.,,,,,,,._ l:,\'.-1.\/. /'.(). /lu.\ i0-253 . . \/,•.Hn• ("11.1· l>F 0..15/0. _,,,.,-;,,, 
h />,•,110. ,¡,, ¡:-¡\j.,/ogiu. /lioli.üta y ,,·,.,,,..,, ll'lh"ltH. ('/.\' l 'h',,··r.·I J • \/1•\11" C "itr. ,\/1·,;," 

/)cf'IO, oh• /'.ücufl.\t"l"i.:íu. J·--.u. "" /'.•11·0/u.i:.ic1, l .\'.-1,\I • . \/<'\/• •• < '1n· • • \¡,.,.,,.,, 

Thc ~lh.kh:n inti.:rruptinn llf ~111 i1111-~h.:l1T"liC'al i11-.1illatil1n llf i..•,,1g.c1h1t1:-. ·¡-;1111i1lllhu1:-ri.: :11.:id (lj:\B,\) gi..·1l!..•r;111 .. ·' .111 
1.:pilcptk fc•C'u:-. in nian1mal-.. S'-·i/uri.::-. dii..·itcd b:- G:\B:'\ \\Íth1..ti·a\\a) tli\\'1 L.i-.t fl1r ''C'C'I... ..... \ :-.i1nil;i1 ,.,ithdr.1\\al-i11-
dw .. ·1..•d hypi..·ri:,1..·i1ahiht) ¡, .d .. l.., prPdu1..·i:d hy , .... ,.._.r;tl <.l:\.B:\, n.:1.·1..·ptnr ag.••11i ... 1 .... Thi... ,,,..,rk r..:p•líh a qua111i1.1t1\i,: 
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b1nd1ns ... tud1.._· .... 111..I s..,;hdd .111.11:--.._1-. 11 1 ...... ·,111'.:ltu.k·d tll.11. 111 th1..· e· '\l n:s1••ll •• r 1lh· li1pp ..... ·.1n1pu-.. H 1-. 111 ... • 11L 11 nh1.·1· .11 
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l. lntrudtu:tio11 

Th...: prnh.111~...:d u ... ..: tlf drugs that i1h.:n:asC' 
(_j..\B.·\...-rgic acuvit). sui.:h a:-. barbituratc~. bf..!nzndi-

• <.."~•1·rL"~f'••lldilll! .1llllll•1· f"o..·l.. • :;:.:'-C1:!:!-:\(>".'"C1. f;,1.': :":!-
:::.(•:=-:'t107. -

/:·-,,,,,,¡ addrc_,,. Jb;.ir¡;::.1:--:a lfbi.11.uno11n.n1" c.I. Barg.a~). 
1 Dci.:o..·a~cd '.'\la~ :!S. llJ9S. 

a/.epi111.•.., and ah.·,1h••I L·au:-.e:-. l"u11i..:til111;1I l<"'l)l.'ro1111...:..­
a11d ph). ... iLal d1..•p1..·nd1.·111.·1..•. Th1.· ;1hrup1 ... 11ppr1.• ... :-.il111 

lll° thc:sc drtl!:!' 111a:- 1.·;1u:-.1.· ;1 \\ithdr:l\\'al syndrn111i: 

chantL"IL."1"1/1...'d h~ 1rrit;1hility. ;111"\ii..·ty. trL.'llhl1-. 

changcs in ,..._.11,~1lh•ll :1111..I perL1...."pt1t111. ;1s wdl as 

hallui..:i11atit111 ... and "L'l/t11·1...·:-. f( ·ark•n ..:t al .. 19')(); 

Ladcr. l'JlJ-1: l)l1hk• and :\.·tartin. llJlJh). :'\tnn.:o"..-r. 
thc witl11..Jr;l\\.·;d t1f C.S.-\.B/\ itsdl" aflL."r ;a bricf. but 
sustaincd ad111i11istr;1tillll. r..-sults in cortical hyp..-r-

O'l.:!11-1:11 O:! S - ""e'-· fn,nt mallcr •· :001 Publbhcd by Elsi:vu.:r Si.:icnL".: U.V. 
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t:xcitabilitv (Brailo\\'skv t:t al.. 1987: Silva-Barral 
el al.. :!ÚOO). G\V-in:lut.:ed hypercxcitability i:-. 
charactcrized by polyspikcs. spikc-and-wa\·c dis­
chargi:s assnciatcd \Vith 111yodonic w • .:tivity nf thc 
corn:~ponding bndy ;.1n.:a:-.. s¡1Ji\"atio11. wi.:t-dog 
sh¡1kc~. and changes in mollH and c.,ploratnry 
hchavinr t Le CJal la Salk 1.:t al.. l lJX8: Braihn\"sky 
t.:l ;:d .• llJX7. )'-JXS. )lJlJO; Sil\"a-Barrat et :ti .. 19S9. 
:!()()()). 

Brain :-.liecs t..lbt;.aint:d fnlm animals ~ubjcct to a 
chn'lnic c:-..pn,..urt: tn <._J •• \B:\.. ht:nzodiab.::pini.:s 
( BZJ.)). barbitur;.tle:-. lll. :-.11.:rnid:-. are hypcrcxdtahle 
and l'll- havc- i111pair1..•d :-.ynaptil...'" inhibitinn (Sil\·a­
Barrat et al.. l l)89: Z1.:11g c.:t al.. l ')95: Carl1.:11 et al.. 
l 990: Saurn..lc-1·:-. ;.tnd 1-h.'. 1990: Smith ct al.. 199~ )_ 
FurthcrnllH"c. (J\V-i111..h1L..'"1.:d h)o perexi.:itahility. i.c. 
p1..l(Cllll•tllllll ur e\ llkl..."d pnpulation spikes ( PS) 
w..:co1npanic.:U by epih.:ptifunn disi.:hargcs. can be 
produced co111plt.:tely in thc in ,·itro slice prcpara­
tion aftcr sudden '"·ithdrav.:al of superfuscd 
<.J.-\. B:\. in both hipplll...'."<.1n1pal ;.md cortkal sliL:es 
(Garcia-LTg.ah.k et ;.d .. Jl)lJ2: C_~ali.'t"-"' t:l al.. 2000). 
Sin1ik1rl). thc 1nte1-rupti"-'ll nf bl..."nzndiazepint.:s su­
pcrfusion n1a~ prt..,du1..·c hypc1·c:-..1..·itability in \"itro 
( D¡t\"it.:s 1.:1 al.. 19~7 ). :\. 1..k1,.;reas1..• in thi.: st.:nsitivit) 
tll G.--\.B.-\.. i~ogu\011..:int.: and bc.:11/.1..ldiazepines (i.c. 
tolcranLc) appc¡1rs Uur·ing G\\. <Sil\·a-Barrat et al.. 
1989. 2<HHI: :\.tchta and Tid ... u. 19921 and alsn aftt.:r 
hcn;,.oodiazl..'.'pinc.: withd1·awal <BZD-\V) (Xie and ~r¡_ 
ctz. 1992: Ca~h et al.. 1997: Ol~cn and Av1.."lli. 
1997) .... uggi.::-.ting that tl11..· G.·\.B.·\_, rcLcfHnr had 
gDnc tlH1..lllf'..h drnngi.::-. 111 aflinit). 11u111bi.:r. subunit 
1.:0111po:-.itit..lll '-"'r ...:oupling betwi.:1.:11 G.·\. B.-\., n.:ct:p­
\t.lr~ and UZ}":> 1"1...'LCpllll"!-> (Ül:-.1.:11 and .-\.\"ll(i. 199/). 

The in vitrl" sli1..·1..· pn.:paratil.,11 :din"'""' tn ri.:Lnrd 
thi.: ti1111.: 1.."lllll"~1..· nf e'i.:1tahílit~ cnhant...:c111c-nt hcfun.: 
thl..." ad\l..."lll or full:- d1..0 '-'-'1llpcd cpilcptil"onn di:-.­
...:ha1·gc.:s <T1-;.1ub and Jcl"fcr~:-.. Jl)lJ4: C;.tli:\;to el <.d .• 
~0001. Thcrcfur1.:. thl..." p1·1.:-..1.:11t \\"lll·k used thc.: in 
\itn,l ~lii.:1..• prcp;.1r;.1tÍllll \l.l pr.:1-flll'Jll ;.1 1..¡uantitativr.: 
phannat.:ull'!,!.11..";.tl .tnotl) :-.1:-. uf thl..." ...:t.:llul;.tr 1..·,,rrc.:htte:-0. 
l'tf L-:i\\" 111 th1..· C:\. I n.:g.lllll or thc hip¡"lllCi.llllpU~. 

E,·idcnt.:c is prc:-.en\l.:d that 1najlll" t.:hang1.:s 1..ll...'."Llll" in 
nun1bt:r btn 1HH rt:i..:t:ptllf" aftinny. Pan nf tht:se 
re:-.ult:-. h¡1\"c b1.:1.:n pn::-..cnte<l in the ;.lbstract fonn 
CCa~aSllla et al.. 2000). 

2. i'\lctluul:-. 

::. / _ R.eco1·di11.i..:.s 

·rhc cxpcl"i1nc11t:-. \\en: pci-1·,,n11cd tlfl rat 
hippnca111pal :-.li1..·1..•-... 111a111tai111..·d 111 '-1t1·u_ '.\lalc \\'i:-.­
tar r¡tts ( )00 1.2(1 e!-) \\1.."r1..· anc-..thcti.l'cd \\ith cth1..·1· 
and dcL·;1pil;1tcd. ·1·h1..· hr;.1111 '";1.., 1·;1p1dl:- 1·'-'lllP\1..:d 
and plai..:cd into 1,.__·tlld -..altnc :-.t)luttt)ll l..',111ta111i11g (111 
111;\.l 1: 125 :-..;'.aCI: J KCI. 1.0 '.\lg.CI_< .:!.o l ·a(__"I_.: .:!:'­
Nal·IC()t. 1 1 glu1..·n:-.1...•. pi 1 7.4 •1lh:r :--aturation 
with 9S".'., {)_. and :'" .. l"(),_ ~'111 111C >s'.\1 L. \·1-
brato1ne-cut -...ag.ittal :-.li1..·1..·-... t..l!" 4110 p111 thi1..·k \\Cn.: 
lcft to stabili.l'c 4=" 11li11 in thl..'" -..;i1111..: 'l'lutillll. 
Rc...:t..,rding:-. \Ver'-· p1..·rft,nn1..."d 111 ;1 -..uh1nerg.cd 
rec1..'lrding d1an1h1..·1· and sl1p1..·rrused "ith th'-· -..a1111..." 
salinc (J--1 "( ·: .::! ."'\ 1111 1111111. B1pPl.11 L·u11L·..:11tn1..· 
clectrodcs tSl> p111 d1a1nch.:1·1 \\cr..: ll:-.1..'d h1 :-.ti111u­
latc the SchalTcrºs enllat..:ral cnn1111i:-.~untl lib1..·r:-.. 
Stin1uli wcrc ~1..1uan: \\¡l\·c pub1.:s 1-to (10 ps) dcli\"­
ered at 0.08 O. I 1-Jz. Sti111uL.1litll1 r1-cquc111..·y was 
choscn to a\"nid produ...:ing pl1lcntiatÍl'll l'I" dcprcs­
sion with tilnl.." (SL'C 1..·nntrol 111 Fig. 1 ). i-:,tr;.1cl.."1lular 
ticld rec1..wding.:-. llf synaptil..'" and pt,pul;itÍtlll :-.pik'-·s 
cPS> wcr1..· llhtaincd with glas' 1ni1..Tl1ck1..·trnt..k:-. (J 
-t :\l!.l:) tilh...·d '' ith :"'aCI (lJ•' .. ) and pl;.Kc.:d 111 th1.: 
C,.\. J stratun1 p~ ra111idak ( 1-"ig . .:!.·\.J. Rl..."1.."l1rding:-. 
wi:ri.: ¡1111plilic.:d w1th an .-\.L. ¡1111plilicr. di:-.playi:d in 
<.1 digital osl.."illo:-....:llJ'I'-" and Sllll"t..:d f1..lr latcr analysis. 

2 . .2. /lypere.Ycirc1hili1y indtt("t'd hy (i.-1 lJA 
u·irlulra11·c1/ 

Slkcs wt:rt: c1thi.:1- supc1·fusc.:d ur i1K·ubatc-d with 
Ci:-\.B,.\. (5 111:\.·1) di:-.:-.uh1..·d in :-.atine flll" 120 111i11 
tJ4 °c..·). G.·\.BA wa:-. thc.:11 wa:-..hcd off ahntptly 
1 Fig. 1 ). and PS 111011itnrcd !"ur .... c,·c1·al 1ninutc:-.. A:-. 
pre' iou-..J~ 1·L"pu1·tcd ( < i;11·1..·1a- l : g;:ildl..· 1..·t :ti.. i'J')~: 

Lºali:-..tu et ¡d .. .:!tllHI). :1 c.r:1dual pu11..·1111al1t111 uf thi.: 
recordcd PS "ª' oht71111ed aftl.."1· (j..\BA with­
draw;ll ( Fig. 1 '- that r'-·;.11..·h'--d ;1 111;."1111u111 an1pli­
tud1..· al abtllll 1 :!U 111i11. Pt1t1..."11t1:1tL·d PS wcr1...· 
al...'"t...:1..1111pa11i1..."d h:- L0 p1kpt1fon11 d1:-.1..·hargc.::-. t l_.ig.. 1 
inset) th~1l 111.."\l.."I" .1ppl...';.1rl..·d 111 1.."lllltnll -..liL"l...":-o. lllll 

1..".'J"hl:-.t.:d lll (i.·\B.-\ . .111d 1·1..·'-·u1d ... .-d 111 parallcl t Fig.. 
11. 1-"ol' llhl-..l ph.11 lll;tL•t..,¡\lgÍ1..·:d 1,.."'PL'l"ÍlnL·nt-.. (Si.:1..·­
tillll 2: .• -'\1. :-.ti111uh1:-- -..tr1.:11:;.th "ª~ •idju~ll..."d tu pru­
dul...'"c a n.:spoll:--1..." ti!' ab,,ut 50 (ltl',, of thl.." 111axi1n;d 
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rcspnnsc (approximatcly l .5·-2:-fold thc thrcshnlú 
valuc: sc1.: Fig. 2:D). E~dtability funl.:tinns ( Fig. 2> 
wcrc l."lbtaincd: sti111ulu~ strcngth was varicd to 
ohtain populatinll posbynaptil.: potcntials and 
population ~pik1.:s cPS> fro111 thrcshold to 111;.1.'\i111al 
n..:sp011SI.! (~atllrillillll) (SCC Fig. :':J.)). Thc slopc or 
thc licld ..:'dtatory rh"-h~ 11;.iptil.: Pl.'h.:ntial t fEPSP­
slopc: \/ ..;) \'- ;.1~ 1nc;.1sun.:d in thc 20 80",;, pt.1rti(lll 
nr its asc1..·1it..ting pha~..: ( Fig. 2.-"\) and pkltt..:d 
;1gai11!'-t sti111ulu~ :-.tn.:ngth 11t.1r111ali/..:d te._, thrcshnld. 
lt n.:prcsi.:nts a rdativc 111..:a:-.urc t.ifc\·t.ih:..:d sy11;1pti1..: 
;.11..:tivit~ (input) ( Fig. :':C). Thc pnstsynaptiL:- rc­
~Pl.llbC (t.lutput > b rcprc!'-c111i.:d hy thc su111111cd 
a1nplitudc of ali spikcs in thc C\'L"lk..:d dischargc 
(111\'). lt was alsn plottcd against stin1ulus str1.:ngth 
<Fig. 20). Su111111..:d PS an1plitudcs (Fig. 2B) wcrc 

250 
--9-- Control 
~ GABA wlthdrawal ., 

200 
~ 
-e 
~ 150 

"' .., 

'ª 100 
Ci. 
¡¡¡ 
U) 
c.. 50 

o 

prcfcrrcd to intcgr;11iun nr ~pikc 1..:ount hui ali 
thcsc 111cthnds g;.l\c ... in1ilar ri:suhs. Su1111111..·d PS 
a111plitudc wa:-. thcn ploucd ;.1gains1 fEPSP-slnpc 
lt.l g..:t th...: "input nutput runctinn" ( 1 () plot) 
( Knstnpoulo~ and Psarrnpnul1HI. PJ1J.2) ( ¡:¡g_ :':EJ. 
Thi~ is a mcasun.: 1.."lf thc pn~hynaptil.· di!'-charµc a~ 
a flllll.."liOll nr synaptil.- ;IL"li\'ity . ..'\11 t..•pilcptifonll 
disL"haq;..: (l:ig. 2B> wa~ lll..'"\l.."J' oh..,1...T"\1..."d in th1...· 
l.:Ontrnl L."onditil.111. 

:\lthnu,µh an itH .. Tca ... c in c,1...·i1;1hility L."t111Jd he 
nh\'i(,"IUS hy si1nplc in~pccti .. 111 in tr1..·atcd slil.·...:s (1...·r. 
Fig. 2:\. and B). thc hyp..:1·1..·'\l."itability w.as 
")lmntilicd to scc if thc cnhanl..'..:d di~charg..: b thc 
product of a risc in synaptil.." a....:ti\'it~ nr. 011 thc 
contrary~ ir th..: sa111..: synaptiL· a....:tivit~ (input) is 
ablc to produc...: ;n1 cnhanc..:d dischargc ( Kosto-

GABA(SmM) 

o 40 so 120 160 200 240 280 320 

Time (rnin) 

F1¡;. 1 Ci.-"\.BA \\1thdr;1\\,d-1t11.lu...:1.•t.! h:-p..:1·1.'"\...:ll.1b1Ji1:- l'npul.111011 ... p1i...1.·, CPSI \\1.•n .. • 1c1.:n1·d1...·d 111 lhl.· (.',"\,( r1...·¡!1<111 •lf 1h1.• h1ppo...:a1npL1!'>. 
PS n:1.·,-.n,l..:d 111 ..,;,1ntrnl ... 11...:...: ... Ctn.1ng.h:~1 h.u.I .1 ... 1.1hli.: .1111pl111i..li: f111· ..,..:,,,cr~1l h.1u1·!'> 111 - lh ... 1i1.:1,,•..,¡, Sl1...:c ... !->Upc1fu ... 1...·d \'l.lth !->01l1111...· 
1:11t11.11n1ni;. ~ 111'-1 l.i,"\.B.•"\. hir l~tl 11\111 t1.·1rd..: ... 1. \'l.f.!'l'C rcco1tkt.! 111 pan1llcl '" :!5 ,Ji...:c!'>). (i,"\IL"\ ... upcrÚ1'1lll1 ¡, 111.1rko..·d h~ 1h..: 
lh•rlL<Hllal har ~•ll\! 11\.it lh..: J>S \\, ....... u .. ngl:- 111h1h1tcd dun11g <.i .. "\U.·' :-.up..:1-flbll•ll. Alh."I l.. i.·"\B,.\ W<1 .. h11u1. l'S ollllphtudc r1...•1.'tl'l.C1·cd 
.111d 1h1...·n ri:.1..:h..:d ;in ~1mplttudi: 150·· .. I.1q;i:r th.111 thc ...:untrt•I .1111phtudi: in ahuut 1 ~11 l .Sii 111111. Fp11..:pt1for111 t11 ... ...:ha1 _;;...: ... app..:~1r 111 
tho..· r·•to..•nt1.1ti:d J>S 'tor 111-oCl). Epil..:p11f,1r111 t.!i ... cl1ar~c~ llC\CI" .tppcar 111 th..: ...:01ur .... 1 lo.."L.:t.11"'1.llng ... Choltl•lll in ... ct1. PS \\CIC \.'\llkcd h:­
... 111nul.1t11ll;! thi: So..·h.tlfi:r ...:oll~110..•ra\-. \\1th hq-..,•J.1r 1...·\...-•• :11·ut1..: ... St1n1uJu ...... 1rcn~tll \'l..t.., .1<.IJll!->!1.•d t•• 1h.1l 1·1."lllltri:d In .. .-li.:11 .1 1.;-.p.111-oi: 1.."ljU;1I 
t.1 h.df tli.: 111.n.1111.tl r..:-..p11n ... c S111nulu-. -.1ri:ngth \\.1 ... 1na111t.1111i:d durin~ th.: 'l.'I. h .. i...- C\.Pl.'l 11111.•111 
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Fi~ . .:!. Input <lulpllt ti l)) fu11....-1i.•n t.·'\1 l'S <:\••k.1..•d h:- .1 .. •n!!l._. -..1i1nuJ11 .. 111 .1 ._·.111t111l .. tK .... l>.1 .. IJ .. ·d 1111 ...... 1nd1 .. ·.11 .. • l11•tlt 1!1 .. • 111<.:1h,•.i 

td n1..:;1 .. u11,: thi: '!.•p.: ,,f 111 .. • li...·td ¡:,._·1t.11<n;. 1', ... ¡ ... ;.11.1pt11.. p,,1 .. ·1111.d tll l'SP- .. l••p ... · 111 111\ 111-.1 .111d lh.: 1111..·111 .. .t '" '"'-"''º''"' th .. • 
.11npl11ud .. • ... r lh .. • l'S. 1.111 .. ·.11 1 .. ·~1 .......... 11 \ ...... 11 .... ·.i \<> .t..·1 .. ·11111111..· tli .. · ... 1 .. p .. • .. 1 111,· !I 1· ... 1· 11\1 \!11..""I ( •.. \B '\ \~llhd1.t\ .... il ... 111 .. ·p1kplll<>tlll 

d1-.1,:h.11;!1..· .,;.111 ¡.,._ ........ i...,,.-d ti;. .1 .. 1n!!k ... 11111ulu .. rlu-. '' 11 .. •\1,•1 ..... • .. ·11 1n .... •11L1<>l -..11, .. · .... hl .. \ .111.! U1 1t 1 1 h1..· 111.1¡.!111111d .. · "' tli ... · 
1l~PSP-,.l,1p._• .1 .. ;i 1\111 .. :t1Pn ,,,- -.t111ndu .... 111..·11~111 L' d._•pi. .. :11..·d 1 "1 ¡,.,1 h ..... 1111 ,,¡ i.·1111'1" ... 11 ... 1...- .. 1 .111d l • '\ B \ ""11hd1 ,1\\ .d ! l i\\ 1 .. 11._ ... ., t 1111...-.t 
._·1n.:l..: .. ¡ 111 ,. SL j()1 1 h ... • -.u111111 ... ·d .1111pl11ud .. • pf ;di 1•..;, .111 ... ·r .1 .. 111¡.!k ... 11111td11-. 1 .. ,.¡..,, ¡•l·•1t,.·d ,,., .1 lu11 .. ·11••ll ••I -.1111111111 .. -.11 ... ·11.;:111 111 b••th 

....-nnd1l1t•ll .. 11·) 1 l) fun._·11011· ... 111 ... ·i.: th..: 1·a11!,!'-' ••I th .. · .. 111nulu-. -.11 .. ·11.;:th 1' 11!,· .... 1111 .. • l<'T t .11\d I> .. I'~ .1111pllll1d .. · t.•utpu11 \\,t., p\,,11 .. ·d 

.1 .... 1 fun ... ·ti••ll uf -.:-n;1p11._· "'-"ll\1t:- .1 .. rcp1 ... • .. c11tcd h:- th .. · fEl' ..... 1'.-.J .. p1..· 111~pu11 :"-.••t .. · lh.11 1111.: -.;1111..: -.:-11.1pt11..· ,1...:ll\11." p1<>du,.·..:-. .1 l.1ri;1..·1 
p••.-.t-.:-napti1..· 1·...--.¡i.in ..... • 111 1hc (i\\" -.lu.:..:-.. Lr1k·pt1l••nn d1-.ch,1r!:!'-'" .111..· p1••du .. 1..·d b:- 1111..· -..1111 ... · ... ;.11.1p11 .. : "'-·t1\1t:- 1111put1 th.i1 pr .. du ........ ..,, 

-.1111.!k• PS 111 i..:••nllol -.he .. ·-. 11·1 lf lh<.' 1 () fun....-t1nn .. a1·._· 1n11·111.1li/1..•d l" 1 11 .. thc fun....-th•ll 1..·•111..: .. p"ti..!111¡.!. tu «._i\\' -.h .. · ... ·-. 1-. -.luftcd '" thc 

kfl~ 'llJ:!J;.'-'''111!! that 1hi: i:.iu-.._• .. fnr h:-p..:r ... ·,._·11ahih1'.- ;11i: pP .. t-.:-nap11...:;dl;. 1 .... ·.1h:d. 
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A 

Control 

GABA 
withdrawal 

B 

.2 1.5 

1? 
~ 1.0 CI.. 

] .. c.. 0.5 

** 

s ~ ..... . 
[=::J Conb'ol 
r:Z'z..a GABA wtlhdr•W•I 

F1g "' ll\.'curn:nt inh1h1t1<1n 11.: .. tC"d '' 11h th..: p.1in .. ·d pul''-' 
panu.!ig1n. (.-'\)A p;.11r ,1f ... 111nuli ''·•' dd!\C"l\."d tu th..: S1.:h;.1ffcr·, 
coll;.11cr;.il .. ''ith ;.111 int..:r .. t11nulu~ 1nt1.:n.;.al 1ISI) l.""-!U•il to .:!O ni:'>. 
<..-ont1.1l r1.."'l"'•'n'1.•-. 1..0 \.hih1t .1 t~ p1 ... ·;1i r..:du..:th'll 111 th..: .. ccond 
rt.!' .. pon .. i:: 1nd1 .. :.1ll\\." .._,r <.i:'\B·'\<.'rg1c 1nhih111 .. •n In <._i\\' ... lici..·-.. 
thc- 'l.:'1..·••nd r..:"r••n-.c 4\\ilh ... 11nd.1r ... tunulu-. ... 1n.:ni;th1 '"·'' nut 
1nh1h11...-d hut C.1<.:1htat..·d. c<..·1 )1,,, pl••t ...... u1nn1ari.l'C' 111111.: 1.".\.p1.:n· 
n1.:n1-.. l'"hn:c hnn/ollt.d hn.:-. 111 thc h<>\. 1nd11,."011t.: qu.irtilL"' 
:::".:'ti 111K·d1.1111 .1nd ~:' "! th .. : -..1111pk· L-..11 ... ·111...-.. ••I th1,.· h,ir-. 
111d11..·.111.· qu.1rt1l<..· ... 1 .1nd •I•) ( >p .. :11 1:1n:li.·-. ••lll-.1di: tho..· bar-. ;11¡,.• 
<'U\!10..•r, 

puullh and P ... arr1.:1p,1ulnu. )lJlJ2J. Thu~. 111 nn.h:r 
tt1 quanllfy thc L"'L"Ít•1hility. 1 C> data wcrL· lith:d 
h~ i.I ..,jg_JlH)H.i fllllL"llOll 1.._1f thc flll"lll: 

i.llnp -_ 111•"·•1111p 1 J .. e t~ 1 !"EJ>SP:-.h1pL" . :-.yn.:'0))) 

(1) 

\\ hcrL" a1np i:-. thl..'.' ="'llllllnc...·d PS a111plitudc: 1naxa1np 
1 ... thi: 111a,itnal pl1:-.hy11aptk r...-:-.pnnsL"': fEPSPslop"-• 
L"tllTL":-.rH..llllls to thL"' :-.lopL"' of thL"' tii.:IU EPSP and 

synSO is the synuptiL- activity nL"ccssary to obtain u 
dischargc l.!qual to 50"-·;, of thc...· 1naxi1nal (Fig. :!E>. 

2.3. J>lt<1r111ac11/ogical tlllt1fysi.\ 

Conccntration - rc:-.pon:-.c pllllS ,,·1.:rc constructcd 
ror thc inhibitnry aL"tion or thc GABAA receptor 
¡1gonist. n1u:-.ci1nul. on thc PS a1nplitudc. Thcy 
wcrc fittt..:d by thc cquatinn: 

DH. = (i ima'-> e 1 • ((1111 IC .. .,1> inw' (:!) 

whr.:rc...• i is thc...• PS i.llllplitLH.k· in thc prc.::-.cni.:c of 
1nuscin1ol a:-. a pL"rL"..:ntagL" llf l..'.t111tnll. irna' 1..'.lll"l"L"· 
spnnds hl th"-· 111a.xi111al nn1:-.¡,;i1nnl inhihition. (111) b 
thc nu1sci1nl1l L"'lll"-'L"llll":ttinn (ph1th.:d in lng;.1rith· 
111il..'. s1.:alc): and 1c_·,1 , .... thc...· 1..·011L"c111r:i1io11 1lf 1nus· 
cirnol that n.:du...-...-~ thc PS an1plituc.h.: to 5(l'~-.. or its 
control ;1111plitud...- ( Fig. -tr\ >. To :-.e:...- thc shift t.lf 

th..: funl.:"tion along thc l..'.nncc...•ntratinn axis. thc 
n1axin1;1l blnd.;. tilnaxl \\a:-. tll1rtnaJi.,c:d to 1 anda 
sin1ph!r cq uatit"ln ''a:-. tiu...-d: 

Thcr...-aftcr. a Lincwca" cr Burk analy~i~ nf th..: 
l..'.011'.:cntr:itillll rc~pl111sc: phit ""'ªs pcrfl.irtnc:d: th...­
r...-dprnL"al l)f 111usl..'.inH1l con¡,;cntratinn w~1s plottcd 
against thc n.·c...·1pnl"-":tl t1r thc inhihitory cffc:L"t ( Fig. 
-ICl. 

Using 111u~d111ul inhibition a:-. in Fig. -t:\. a 
Sdlild analy~is was pc...•rl"c1nncd b). t"-·~1111g diffi:r...-111 
l..'.llllL'Cllll-atiu11:-. t.)f thL" (j .. \ B.·\, 1·c¡,;"-ºPll1r .a11tagu11is1 
biL"ul..'.ullinc <Fig. ~). Fa111ilic::-- nf l~R plot... \\L"rc: 
pcrfl.°'rn1cd for thc LºOlltrol and thc (j\\' :-.itu¡1tio11~. 
[)ata wcrc littcd \\. ith an antagoni:-.t 11ll1(.k) l_)r th...-
1;.-inn: 

lng 1.·I' (.·I (-1) 

whcn: .-1 i!'o thc L",111L·1..·ntratiu11 uf th"-· ago111~t t1nu~­
L'i111ol) that indw.:c~ :'O"" ur PS inl11h11i,111 ( I< · ... o) 

and .-1 · n.:pn::-.cnh ... 11nih1r IC ·..,., \ aluc~ nht:tincd in 
thc: prc~cnc...·c ,,¡- difk·1·"-·11t L·,111L"cntr~11111n ... ~1f hi1..:u­
l..'.Ulli111..•. (fil¡.., 1h"-· ... ·.111"-·1..·n11·a11ll11 llr 111 .... .a111;q.!\111i...t. 
a1H.I lo!,! A.ºu •~ lh"-· 111'1..·1·:-.1..· hl.t! uf th"-· d1:-.:-.o"-·iatiun 
L"nnstant lTallarida ct ;:d .. l'J7\J~ KL"11ah.11L l'JX2>. 

For thc dwri.ll..'.1"-'1·i/allon llf J 'l l J-111u:-....:11nol hind­
ing. to hippt)l..'.;1111pal n1c111br;111c~. :-.lic...·c:-. frlllll ral 
hippli...:a1npu:-. \\Crc lhu1h1gL·1ti/L'd in 111 111;\l T1·i~ 
11<."I huffl.!'r. pi 1 7.-t. ¡,;,,11ta111111g S 111:\l E(jºL•\. 
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l lo1nogcnatcs 'vcrc ccntrifug.cd at :!.O 000 x g fnr 
JO n1in and thc pdlcts thus fc:wn1cd 'vcrc washcd 
by thrcc cyclcs of rcsuspcnsion in 50 1ni\-I ·1·ris­
HCl buffer o.tnd ccntrifugation (20 000 x g for 30 
1nin). 

Far tin1c-coursc cxpcrin1cnts tht! analysis was 
c¡¡rricd out in 1 n"ll 50 111ivl Tris-HCI buffer 
containing 1 O ni'vl L ~H]-n1uscin1ol and - 0.:2 n1g 
1ncn1branc prutcin ( Luwry et al.. 1951 ). Equilibra­
lh .... n was for 60 n1in al 4 ºC ;111d "·:.\S tcnninatcd 
by tiltration throug.h \\'hatn1an GF,-B glass fihcr 
papcr. prcsoak..:d in 0.3'X1 polycthylcninlin..: for ::?. 
h. using a Brandcl (Gaithcrsburg. i\'lD. USA.) ccll 

A 

B 

e 

~ 
100 

80 

! 60 .... 
'º ¡¡¡ 

"' 20 
Q. 

o 
1.0 

.~ '2 
0.8 

lL::t 0.6 

:u 
"'g º·' 
n.- 0.2 

o.o 
-7 

Ctrol• 6.3 µM 
GW• 6.7 µM 

-O.e 

1 / {musclmol} X 106 CM - 1 ) 

Fig. ~. :\.lusd111ol inhihiti••ll .... h.::-.-. cflkn:nt 111 G\\' ... 11..:..:·• .. tAJ 
Thc: inh1hiti•Hl uf J>S hy 1tlU'><..'111i.•I i:-. C•Hlcc1111·;tll•lll-d..:pcndc11t 
lltH\,,:\..:I. l1l~n.1111~d 111h1b1t1u11 1 ... l..>\\Cr .1ft..:1 ()\\'. tBI St11111al-

1J;tlh"lll ••f ..:nnccn1r.1t1Pn n: ... p.111:-...: pJ.11,.. to 1.11 ,..hu\\' lh.11 I< . ." .... 
t..:mJ ... 1'.1 he ,..hil"tc..t hl th..: nght in (_I\\' ... Ji..:c,..; 11'H\c\"CL thi ... ,..h1ft 
i~ nut ... 1a1i,..tico11l!> ,..igniticant. 1C-1 Linc\\,,:;1\..:r Bud.- ;111~11~ ... 1 ... uf 
..:011..:..:n1ration rc ... pnn ... ..: plot... ~1h1..1\...: 

har\'csh:r. Thc lilt..:rs w1..•ri..: wa!'.hcd threc tilllC!'. ''-"Íth 
ii.:c-cnld huff1:r and thcn 11·ansfc1TL"d lll ,·ials i..:nn­
taining IO 1111 s1.:intill~ttinn solutinn and allc1wcd tn 
stand at l"Ol.llll t..:n1pcraturc fnr at ka..;t 2 h hL•fun: 
<.ktcnninati .. ln 11f thc 1ritiun1 L'lllllc.:111. :--...;l,11-!'.fll..0 1...·ilk 
binding ''"ª~ dctcnninl...'d ~1 ... that in..,1..·nsith1..· lll inhi­
bition by IOO J..L:"\-1 <l,.\BJ\. 

Saturation <111aly~j, W~ts car-ricd out in 1 111! 5t1 
111:"\.·1 ·rris l ICI butTcT conulinin!.! incrcasinc <.:un-
1.:i:ntrations ( 1 -1-0 11:"\.1) of {ll~l1-11111,1,..·i11H;¡ and 
- :!.O 111g nlc1nbranc prnt..:111 111 th1..· abscnCI...' <.lr 
pr..:scn1,..·..: nf llHJ p:'\1 CJ.-\.B.·\. :\ftcr <10 1nin at -1- ºC 
i111.:uba1i.,,11, \\ere tcnninatcd and abo\'c data \\·en.• 

lit by thc onc-,itc cquation: 

(~) 

whcn: JJ is thc bl.llltul T\l IJ-1nusd1nnL /J.., ..... is thl.! 
1naxin1al l \l l t-n111,ci11H1l bound. (111 f is th..: l 'l l l-
111usci111ol conc..:ntnllinn ;.1nd A"1, i!'. thc dissoi..:ia­
tinn constan\. Eqs. (:!). (3) o.1nd (5) are variations 
or thc sanlc cquatklll. 

~--'· Drugs 

G:\BA and hi1.:u1..·ulli11c v.:..:1·..: ac<.¡uircd frt.llll 

Sign1a tSt. Lou1s. :\.l<J) anc..l 111u!->d111nl ""ª' a1...·­
quir..:d frun1 R..:sc.:an:h Biot.:hc1nii.:al lntcrnati .. lnal 
< Natkk. ;\·l.-\). Thcy wcrc ;1ppli"-·d fro1n fn.:,hly 
prcpan.:d stoi.:k ~l'lutilllts to thc !->llp1..·rf11..,ill11 :-.alinc. 
L·'l l]-1nus1.:i1nlll r .. ll' hinding C!'.Say' was ;n:<.1uircd 
fron1 .t\.1ncr:-.ha1n Ph;.u·1na1.:üt Bintl...'1.:h ( :\'-·t.:c!->olah: 
1\·li.!xico C'ityL 

3. J. <i 11 · -i11d111 ·ed '1yJ'erexci1ahili1y 

Ci:\. BA wi1h1.hav.:al-i11d111.:cd h) pcrc:\.citahilit~ 
(Fig. 1) W:.t!-> dii.:iti.:-d ª' prcv1,lusly rcp,lrtcd <(iar­
da-Ugaldc et al.. l">lJ2: C."ali'.\.Ll.l c.:t ;.11.. 2000). In 
Ct.llllrast hl 1...·onln'll slkc!'> that dn lhll ..:xhibit PS 
potcnti;ith1n '". 1..•pikptif.,lnll disi.:han1c,. durÍIH.! 
S1.'vc1·;.il ho111·-. o!" i.:untinllllllS rl.'cun.ling (irianglt..::-. i~1 
¡:¡g_ 1 ~ ilb'-'I ;1l tht.: hlllll.Hll '' a 1·1..·p1·c'.'>1...·111:11ivc 
contrul rt:cnrding l. ~lic.:cs supcrfuscd or incuhatcd 
with 5 111:"\I Ci:\B/\. cxhibit a gradual PS putcntia­
tion aftc1· (i.·\B.-\. "ªs rctir..:d fronl thc bath llilkd 
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[Blcuculllne] (M) (Blcuc:ulllne] (M) 

Fig. 5. S~hild ;.1naly:-i!-> !->how:o- 1ha1 r...- .. ·i:ptor affinit~ ,., u11<..:h.1nµi.·.J .11ú.·1· (.i\\ t·\.I l-.•lh.:1..·1111.111 .. 11 r ....... p .. 1i-.1.: pi"'""'' 11n1-. ... ·1111<•l 1n tlH: 
pr1o.•:o-cni:...- of 1n1.T1."a'1ng h1 ... ·11 .. ·ull1n...- ... ·,11i.:..:1111·.11i1.111 ... : O.:". 111. ;'ti ,111d 11111 p\.I (!n••n k11 l•• n!!lil ._•111p1:- ..:111.:lt..·-.. d,l\\ll\\.1rd 111.1nµh..• .... 
Up\\'illd tri;.111¡;.k·-.. h1.-•,.1µ011 .... ;111d ... qu.11._· ... : 1 .. ·..,p.:..:l1<>1.:l~1 !B) S11nd.11 ._·.,111 .. ...-1111;111<>11 10.:'l'"ll'•: pl .. 1-. lt1t < i\\' ... 11 .. .._•, 1'11.._• ..,.1111i.: h1 •• :u .. ull11u: 

c<111 .. ·c111ro.tlHH1-. \\O.:n .. • 11-.i:d l·dh:d ... ~n11i • .r.., an.· arr.111!:!1..•d 111 lhc ... 11111.• ••1·d1:1 1 11 .. r h.11 ... 11 .. ·p11.·-. .. ·11t ... 1.1nd.11d o.·n .. r ... "' .11 io.';1-.l 1t•u1 
._.,pi;orin1..:nt~ and !-h..:..:-. \\llh thc .... ,1111..: C••1K·c11tr.1ta•11 ,11 1nu ... ..:111h•I .111d b11.·u1.·ul1111 .. • :\h ... ._•11..::c ni 1.·1·1.,1 h.11·-. 111d1 .. :;1\1.· .... -.111.lll .. ·1T••1 t<.."1 
I(.",,. \aluc-. ubt;111a.'d f1·u111 phll-. 111 ·\ \\t.:ro.· u .. cd t.• bu1ld .1 S,..·h1ld phH ft>t ,..·,•ntr"I .,Ji..:1,.'" t-.1.•1.· S,..•._·11 .. 11 ~ .111d 1: .. 1 1...i11 tl"ll :\ S .. ·hdd 

11.'1.tlL••ll "·ª' .d .. 1• hu1lt fr,>111 <.i\\" ... 11 .......... pl••I' 111 B \\"h..:n 11111 .. ·.11 11.·_!.!11.· ...... i.•11 ,,¡ S1.:l11ld plnt-. \'-·'' ..... 11 ... tr,1111._•d ¡., .,J.,p._• 1.0. p/1,: 11 
c:-t11n.1t1."• "-1.·11.• thc -..11111.• t.n 1~.>111 .... 1111plc ... "" - \\"111.•n tho.•) \\1."r1.: llPI .. .- .. 11-..11.11111.·d. 111.·11h1.•1 .. !,•p .. • \\,1 .... -.1;!111ti .. -.1111I~ d1ff.:1 .. ·111 th;111 1 O ;1nd 
pl·;t< \.1lu1.::... \\1.·11.• '"-'''.- -.1111d.11 !>.i-.h1.·d !in._·, .11•: •I""' ._·n11!id1.•n._·._• 1111 .. ·1\.d-. 

~in .. ·k~ in Fic.. 1: lll'1·j,,.,l11t<.il h41r indi~<.ttc~ tune..· 1lf 
G.·\B:\ ... up~rru~i\.'ll ;i1h.I 1n~d at thc tup i~ a 
n:prcsl..'nt<.1tin: 1·c~,1rdi11g.L Thl..' ... ._1111c ~ti1nulu~ 

~tri.=ngth "\V<.ts usc.J thruuglll'Ul thc i.:.,pi.:rin1cnt. but 
cpilcptif,,nn di~ ... ·hargc~ wcn: t.lnly oh:..crvcd in 
(j\\' sli..:c:.. 120 150 min aftcr GA.B.·\. w¡1:..h out 
CGarLia-L·gakk et al.. 1992). PS ;1111plitudc "'"ª~ 
virtuall::-. ...-:crl_l dunng GA B:\. supcrfusit.lll (Calixto 
et al.. 20tHI¡. 

Sini.:c thc amplitud..: and nu111bc1· uf ..:onlpllllcnt.s 
in thc ri.:spllllSC hcca111c stablc 1 50 1ni11 aftcr 
G:\B:\. "'" ithJra,v<.tl. \\C ~01nparcd thi.: cxdtability 
uf \..'01111·01 and C.!\\" ~lii..:i.::.. at this tin1c.:. Exc.:itahility 
\\as quantiticd \\. ith 1 O functions tscc Scction 2 
and Fig.. 2L PHncl :\. nf Fig.. 2 sho\\.·s lhat synaptic 

a ... ·ti\ll~ ''ª' l...' ... t1111;1r ... ·d ;1 ... th1..· ~1l1pl...' 11f th1..· licld 
pt.1sh~11aptk· pl1tc11t1;1l tfl.:PSP- ..... JopcL whr..·n.:as 
pt.hh~ naptk ar...·ti\"it~ (S~ nc.:hrn1llHI:.. liring or L.li~­

L.:"hargcJ \\.as 111casurcd with thc a1nplitudc or thc 
licld populatillll ~pikc tPSJ. Panel e· nf Fig.. 2 
~hu\\~ that ~i1nih1r ~tirnulu:-. :-.trc11gth rcsults in 
:-.i111ilar :-.ynaptk ;11...·t1\.it~ in bnth control (11 = 7) 

and Ci\\' ~lic.:c~ (11 = S ). In ~nntrast. Fig . .2B :111<.J [) 
~how th<.tt :..yn~hrt.lllou~ tiring (sununi.:d PS ampli­
tudc} is cnhan~cd in C.:i\V :-.lkc~ as cnrnparcd \Vith 
contrnl sli~i:s cFig. ~ .. \ and B) fnr thc sarnc sti1nL1-
1u~ strcngth. \\'hcn linng ¡, plnttcd a~ a rum .. ·tinn 
,,f 'Yllapti~ input ( K,1~tl'J'lllllll~ and Psarn1pou­
lou. 1992> (Fil!.. 2E). it ¡, cvidcnt th:.tt lllllrc svn­
L.:"hfllllous di,c.:IH1rgc is prnduc.:l.'d in (.j\\' sliL.:"cs .for 
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thc sanie synaptic activity with n1uxin1;.d c.xdtnbil­
ity 7.6 ± 0.5 n1V (11 = 7: 111cdian = 7.4) in controls 
vs. 14.7±2.1 111\.' (11=8: n1cdian=l6.5) in G\V 
s1kc:-. ( P < O.OJ: :'\.1ann \Vhitncy·:-. l :-test). By 
nonn<.dizing l. O functinns ( Fig. :::?.F) a Jcft-wan.f 
shift '\vas obscrvcd in thi: plot for G\\' slicc:-. 
suggcsting that lcss synaptic activity was neccs­
sary to gel a half n1axin1al rcsponsc: in :-.pitc or thc 
1<.trgcr arnplitudc or thc rcsponsc tFig. 2EL Synap­
tk activity rcquircd to c.:lit.:it half thc 111;.1xin1al 
di:-.d1argc hyn50 in Eq. t 1)) \va~: 0.5X ± O.t15 ( \' :-.: 
1ncdian = 0.55) in cnntrols YS. D.~4 ± O.O(l ( '\' s: 
n1cdian = 0.34) in G\\' slkcs (/' < <Ull: l\.1ann­
\Vhitncy"s L:-lL'St). 1-hu:-.. si1nihir synaptil..· aL·tiva­
tion clkits abnut lt10"~, nH1rc :-.ynchronnus liring in 
G\V slii .. :cs than in cnntrc1l :--.lil:L":-.. Sini.:c lr.:s:-. :-.ynap­
tic acth·ity i:-. nccr.:s:-.ar). to prnducr.: a largcr dis­
chargc. G\\' :-.licc:-. appca1· to be hypcn:xdtablr.: 
aftcr GABA withdra,n1I. Thc analysis also points 
out that hypcrcxcitability is 111:.dnly duc \l.) postsy­
n:.tptic. and not pn::-.ynaptic. 111odilications. 

3.2. fl11pairlll1.'lll <~( .\l"llclJJliC" /1"(111.\"IJli.\·.\iOll <l.\" el 

result r~( Gii" 

Tl) gain insig.ht intn which pt.'l:-.tsynaptic 1nodili­
cations 111ight be prc:-.cnt (Traub :.1111..I Jcfl""c:rys. 
199...i: Bt:rnard t:l aL. 1998: lkcda-[)oul!las c.:t al.. 
1998) '\\C lCStcd thr.: hypothl.!sis Clf a n::luctÍOl1 in 
GAB.--'\crgic trans1ni~:-.il."'lll. l lippoc:.i111p~d PS is rl..'g­
ulatcd hy ft:cd-hack intr.:r11cun-.11s wht.l:-.C aL:tion 
Cilll be 111Hlltf1.:•'11..'d h). thl..' lllhibition of tlll..' SeCPlld 
rr.:spt.111,1..• 1..'\ l)kl.!d b). a pai1· llf sti1nuli ( Bu~z:1ki. 
l 9S4: ;":cwb1..•1Ty and '."i1..·l,ll. J 9~4: :'\'.ir.: and Til..!lZ. 
llJlJI: Zl..'11!! r.:t ~ti .. JlJlJ-t: (lb1..·n ;,i111..1 :\\,l)i. 19'J"7). 
Pairr.:d ... 1i111ul1 ''1..'r1..· t.kln1..•rcd "ith a 211 111..., i111r.:1·­
~1imu1Li... intt.:n:d. Fi~. _;..\ ~lll1\\:-. th;.tt 111hibitit.-.n of 
th~ :-.cCllllll 1·1..·..,rh111~1..· 1:-. pr1..·:--.l..'11t in 1..:n11trul ... Jicl.!~ but 
ab:--1.!'nt in (i\\' :-.111.:1..· .... \\ hr.:rl.!' thl.!' ~l.!Cl'JIHI rr.::-.pnn:-.c i:-­
:11..·tu~dl). fai.:il11~1tl.!'1.L Th1..· ho, plnt at th1..· bl."'ltt1.,n1 
~ F1g. _;) ... u111111:1ri/1..·-. thc:-.1..• cffl.!L"h. Thi.: pairi.:d pu(..,\.'.' 
ratil-. bl.!'twi.:en th1..· ..,l.!1.."l'lll..i atH.I thl..' tirst response 
\\as 11111.:an = S.E.:\l.J O.ú4:::: 0.1 in cnntrols (11=9: 
n1cdian = 0.67) and 1 A.:.:: 0.1 1 in G\V slkcs (11-= 

S: 1nc.:dian =-= 1 . .:.: /' < O.t105. :\lann-\\"hitncy"s L'-
l!..!~l). 

Thl.!sc rc~ults suggl.!st that postsynaptic n10Uifi­
cations lcuding to hypt!n:xdtability 1nay bc t!X-

c.:rtcd ¡1t Cj/\ BA,., receptor,. Thl.!ri.:ror1..·. a 
pharn1t11..·ol1.\~!.k:al analysb of thc Ci.·'\B.·'\" rl.!ccptnr 
runi.;tinn was perflll"lllcd. 

3.3 .. '"ú·n,itiriry o/ /•_\. 111 11111.H·il1111/ 

Co11c1.:nlrali1..111 r1..•:-.pnnsc ploi... rn1· thc Ci:'\ H1\, 
1·cL:l.!r1tor agoni:...t. 1nusi.;inll>I. \\cr1..· pcrforn1cd to 
co111parc cont1·ul and Ci\\" ... lkes. Fig. -1:\ :-.lll)\\·~ 

that 111usdllllll inllihit:-.. in a cu111..·1:111ratil•ll-dcpl.!11-
dcnt n1anneL PS <1111plitud1.: in h,lth ..;4111trnl and 
G\V slicc~. 111.>\\l..'\Cr. 111a.,imal inhihitinn pn>­
ducc.:d hy 111usf.:i111PI wa~ r·cduci.:d in { i\\" sliL"LºS. 
:\laximal inhihitiPn w:t"i: 'JlJ .:.!::. O.:""' <11 ~- Cl: 1111..·­
dian = l)lJ'~,,) in 1...·u111rnl ~li1..·1..•:... and. S-1 :.. ~.2··. 111 -

(l: 111cdian _,____ s> ' .. J lll Ci\\' :-.lii....·1..·~- 1·1..·:-.p1..·(.:11vr.:I: 
(/' < ()_()()-t: :\l:tllll \\'hitlll..'_:.. ":-. { ·-11..· ... tJ. (.'llllL"l..ºlllri.1-
liOll n.:sp1.ll1SC ph•t:--. "-l.!fC.: tll•rn1ali;..-1...·d ll• 111a\.1111~1l 

inhibitinn set at l.U fEq. (J)J. a111,.t a right-'\\ard 
shift was obscr,·i.:d in Ci\\" sliL·1..· .... l 11.""'-='Cf. thi ... 
shift was tllll statisticallv :-.it!nilil..·:int: 1<.:~ .. . ~- -1.-l ~ 
0.64 p:\1 (11 = h: 1111..•dia1; = ~.lJ:' p'.\11 ¡-,,r 1..·0111n;J ... 
and IC.,,11 =6.4::·1.ll p\1 ('1-'--'-h: 1111..·dian=-7.11...i 
p:\1) in Ci\\' ~1i1 .. :1..· ... e/'> o.>. :'\.la1111 \\"hit1H.·y· ... t ·­
test. a11d /'-:> CJ. I<• Studc:nt· ... 1-ti..· ... 1 t. f'hi-. 1·estllt 
suggcsb that thc diffl.!rcnl..'I.: in 111lh1..·i11Hll 1nhihiti'-111 
'\\·a~ not dUl.! \ll a changc i11 rc1..·1..•pll1r afli111t~. Tl.1 
furthcr lr.:st thi:--. inli:rc111. .. -I..!. a Li111..·"..:a\1..·r Burh 
analysis (Fig. -t(') ni 1.."t)l\ccntratitlll 1·L•...,pt,ll:-o.l.! 
pli..Hs was pe1·f4l1-111l.!1..I. Thi.., ~lllitl). '"" 1..'llllfin111..·d tha1 
a 111ajn1· ch:111g1...· in 111:1.\.in1al i11h1hitú'11 \'-~l ... 111,.11 
accon1p;.111i1..•d h). :1 -.1gniliL-~111t ... :h.111~1..· 111 th1..· lt · . ., 
'\alur.:..., f,,.. 11n1~1..·1111ul. "1111..·h \'-i.."11..· l•.3 _· 11 . .:'. :tth.l 

fl.'7 7_ ll .. ~ p'.\1 r.11 l.."l•Jlll"lli ~1nd lllll ... .._"lllh•l-11·1..·at1..·d 
:-.liL"I..' .... r1..· ... pe1..·tl'1..•I:-. B,1111 th1..·-.i..· ... ·.111 ... 1..1111 ... .ir1.· ... i1111-
L.11· h• tht1 ... 1..• l"L"J'll1"11..·d p1·1..· .. ll•ll ... I;.. ( i...:. .. :111p ... ·1 ;d .. 
llJ~(l .. 

'."e'\l.!rthek· ....... a Sd11ld .. tn~d~ ... 1-. '-'tth tli1..· hi..·lp df 
hiL"ll1.."llllin1.•. ~I L"tllllp1..·titi\1.." anlal!Pllht ;1t <i.·\IL\ '\ 
r1..·L·1..·ptnr .... '\\;t'> p1..·rl"•1r1111..·d tl1 1..·11..,u1·1..· thi ... 1..."llll1..·l11-
sil•l1 ( Fig. :'.-\ ;.111d B1. Thth . ..,1..., 1..•r;d .. :11111..·1..·ntr;i­
tion rl.'~J"lllll..,1..' phi\:-. fp¡· llllhi..·tllllll '\\1..0 1·1..• J'l.."'I flli-llh.·d 
in thi.: prl..":-.1..•111..·e t11"dilT1..·r1...•nt 1..·,1111..·r.:11t1·.itit•11.-. ,,f hi1..·u-
1..·tilli111..· 1:=;. 10. :=;o and JIHI p\11. 1h;i1 1·1..· ... ult1..·d in 
progrc:--. .... i"\c- nght-\\anl di,pl;i....-e1111..·11t ... 11f th1..· ph11 .... 
in a l:OllCClllratitlll-dl..'p\.'.'lh.k•nt 111;11111..:r rlll" h,1th 
control and G\\' slkcs. Each t.:l>nccntn1til"ll was 
uscd in :.n lcast fnur ditTercnt sli..:..:~- ~otl\.:c:.1hly. 

45 
TESIS CCV 

FALLA DE ORlGEN 



e·. Ca.Hl.\O(a t•f al. h¡,;tt-11.\.l' R.t•.\"''"'""" .../7 f.2()(1/J :!57- :!71 

thl.!sc.: displaccnll.!llb wcn.: par;.lllc.:1 to lhl.! control 
concc.:ntration rc.:~p1..1ns1..• plnt. IC .. 0 ratit.)S in thc 
pn:scncc and thc.: abscncc or thc antagonist wcn: 
uscd to build Schild plots ( Eq. (4)). Fig. 5C and J:) 
illustratc thl.! intcrccpts of thcsc plots in thc con­
ccntr;.ltion axis. Thcy WCTl.! not significantly ditTcr­
cnt: suggcsting that n.:cc-ptor's dissociation 
constants fnr hicuculli11c did nut var\' art..:1· <-fA B/\ 
\o,.·ithdn1wal. pK11 valucs ( Eq. (4J) ,~·en.: (lug c1..u1-
ci:ntration ~ l.!sti111atc.:d l.!JTnr): :'.<1::::: o. I 1 and 
5.') .:!::. fL 1 in c1..1ntrul and C:i\\' ~Ji\..'cs. n.:~pccti\·cly 

t~S): corrl.!:->ponding lt.' t.li:-.snciatilln 1..."t.)nstant:-> nf 
2.2 and 2.0 ~l:\l. fn1· 1...·nntrob ¡111d Cj\V ~liccs. 

rl.!SPl.!Cli\dy. Th1..'SI.! 1111.!asurcnH:llb rully agrcl.! with 
thosi.: n:pt.,rt1..·d pre\ 1nu~I~ (Si1111111..H11..t.... l lJ~.::!; 
Ki:tnp C'l al.. (l)Sú: Kri .... hl.!k et al.. l99(l). :\lnr·c­
t.)\·cr. whi:n Shild plots \\e-re ..:t.111straincd t1..'"l h~1,·c.: a 
slt..)pc.: idcnti1...·al lt.l 1.0. bnth i.:1..lntrnl and Ci\\' slii.:..:~ 

yic:ldcd th1..· :-.an1..: pA.·u \ah11...~: 5.7. 
·rhcri:fon:. hoth Si.:hild and Linc,:\\t.:~n ..:r Burk 

analysc~ indicatcd th¡1t ¡111~ 1111..1dilkatil111:-. that 
G.·\BA, rc~·cpt1..1r:-. had su1Tc1·1..·d aftcr G.-\B.·\ with­
Ura\o,.·ai did 111..ll indudc a chance.: in acc1111~1 t.lf 
antagonist aftinitii:~. Thcrcft.HC:. ti1c i1np;.1inncnt or 
G.·\Bi\. tran~rnis~ion is 1nainlv attributcd to ~' 
rcductilln in thc nurnbi..:r or G ... \B.-\_, r\!c..:ptors in 
thl..' rh l~t:-.:-11¡1plh .. · 1nr.:111h1·a111...·. 

V Control 
e GASA Withdrawal 

25 

[3H}Muscimol (nM) 

Fq; h. [ 'l IJ-1nu.;..::11nol ... pc..::1lk h111Jini; hl C.'.-\ 1 1nc111hr;.111es. 
TJ11.,. n:prc.: .. ...-nt;.1tit.c: c'pc:rin1'-·n1 11lu .. tr;.ttc.,. that .. pc:i:ilic n1us· 
-.·111u•I h1nd111g '' l<l\\CT 1n rnc:tnhr.1n.._•,., ohtaim .. ·d fh">lll Ci\\' .,.li..:c:.,. 
B111.1' ""'"" fll•I';' =. 1 ~·) fm.•I 111g prut. for i.:nntruh, ;.11h.I !i56 :±: 17 
f111nl 111g PH•t. fl•r (j\\" ,f¡c:c' (n =~l. A:p = N.9 :!: 0.5 n:\t for 
1,.'l•lltl"l"h .1nd ~ 9:::: 0.h n:\.1 for Ci\\' ,.,hcc,.,. 

In ordcr to test this hypl>lhcsi:-.. thl! cquilihriun1 
hinding of thc Cit\B/\, n.:1..·cptur :ig11ni..,t. !1 1 fl-
1nuscin1ol. w<.1s charactcrizcd in 111c1nh1·a11t.:s fru111 
slic..:s subjcct lt.) thc sa1ni: 1nanipulatio11:-. dl..!sa.:ribcd 
;.1bove { Fig. 1 ). Fig. 6 shows that thc 1...knsity 
( JJ.., .... ) of [ 1 1 l)-n1usd1111..)I spcdfic binding sitl..'s was 
(111can ± S.E.l\.l.) 1097:::: 129 fnhll n1l! prc1t. fnr 
..._·,ullrnb and 55(1 !_ 17 1"111111 lll!-! p1·111 l<11· (j\\' 

slil..'c.., (JI--=-- J1. Thi .... rcprc ... cnh a .. is ·-- :'"' .. n..:dul.'litJll 
in lntal hinding. ..... u~~._· ... t1ng. th.it 1!11..: < i \ IL\, r1..·· 
~·i.:pt1..1r 1:-. dt.l\\11-n.:gul~1ti.:d :iflt.•r (. i.·\H.\ ''" 1thd1.t\\id. 
J)is:-.t.l1..·iat1llll 1.'l)lhla111 ... l1hta11i. .. ·d -..o,.1th 1.:qu1lihriu1n 
hinding 1..·xpcr11111.·111... ..,.·,,111ir111..,.·d th.it r·1...·-.·-.·pllll 
aflinity \\'a:-. nnt ....:hang.1.•d ...;i111.:1..· A' 1 i '~dui..::-. \\t..•r1...· 
f1n1..•an ~!: S.E.:\.1.1 ~.lJ •_ti.~ and X.lJ ~ 0.h 11:'\I 1·01· 

i.:onlrol and (_j\\' ..;li1...·c:-.. r~·~p...:t.:ti\1...•ly. Tha.::--1...· rc~utt-.. 

support thc JH_)linn that h:-p1.•rc,citahílity 1...·au~cd 

by Cj:\B.-\ withdra\o,.¡1) 1:-. 111ai11ly du...: 111 a dt.:....:rcasc 

A 

200 

O Conn-ol 
e blndlng 

240 

240 

Time (min) 

260 

280 

Fig. -:. Thc 11u1nllc.:r ni Ci·\B.-\, r...-..:crtor' fali... i.:-~ult1nu11u:.l) 
;.ifler G\\'. t AJ Sp ... ·c1fo.: 1 'l l ]·1nu .. 1,;1nu1I h1nding ''ª~ 111co.t'llrt.•d ;.1t 
ditTcrcnt t1111c .... 1ftcr (j\\' ~011: th.1t th...- 11u111h ... ·1 .,¡' 1·'-'i.:t.•p1n1·, 
..lc:..:;.1y~ p1·~-.grc:,.,,¡,c1~ t.\1lh 111111,.•. (UI -1-hc cnh;1ncc1111:nt of c"\.­
...:ililhilit~ 1.·01111,;id1.·:- \\llh z·cl."cptor dc..:¡1y. ;.1l1c1 li\V 
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in thc nu111bcr of Gi\. BA,, rci.:cptors. ~rhcrcforc. 
thc tin1c coursc of thc dccrcasc in receptor nun1-
bcr \VHS con1parcd to thc dcvi.!lopn1cnt nf hypcrcx­
citability. Fig. 7 sho\\'s that spccilic [;ll·l]-n1usdn1ol 
binding dccays progrcssivcly as PS an1plitlidc in­
crcascs. aftcr GABA \Vithdra,val. 

..a. Discussion 

..J. J. GA IJ"J 11·i//ulra1n1/ induce.,· clott·11-regult1fi1Jl1 f~/ 

GA !JA.., rcceptors 

Thc n:sults of thc prcst:nt i.:xpcrin1cnts show 
thut the lirst stcps or thc usc-dcpcndcnt d0\\'11-rcg­
ulution of G,-.'\.BA" rc:(.'."cptors ( Barncs. 1996) c:.ln 
bc triggcrc:d acutcly. in an in vitro. pn:viously 
uncxposi.:ú. slii.:c prcparation. Tht: suddi.:n intcr­
ruption of GABA :-.upcrfusic1n initiatcs an cn­
hancc111cnt of C.,l..'.'itability that SllI"passcs ¡,;ontrol 
responses and bci:n111c:-. stahlc afti.:r 120--150 1ni11 
(García-Ugaldc et al.. l 992: Cali~to 1.!l al.. 2000). 
This 1.:xi.:itahility cnham ... · ... ·1111.:111 1~ (.'."h¡u·•h..:h:rizcd b~ 
a potc11tiati1..'ll t'lf th1...· pPpulatinn ~pikl...' and thc 
appcara111...·c 1..1f l.!\ nh.1...•d c...•pilcptif1..1rn1 disd1argcs that 
¡,;<._1uld bt.: 1111....·asun.·d h~ mcan ... nf 1 () functillns 
( Kn~1op1..1uk1~ :.tnd p ... a1T,1p,1t1h'lll. 199~ ). 1 () ru111...·­
tio11:-. indicatl...'d a J1l'~1~::--11apti1...· h1...:-u:-. l"nr thl...' hypl...'1·­
c:-0..dtahility . .-\. dl...'lit.:11 111 <i.-\.B:\. l\1...'lln1t1·;111~111i:-.sii111 

wa:-. :-.h1...H\ 11 \\ llh th1...• p;11rl...'d pul-..i: paradig111 
([)aYi..::-. ct ;d .. 19911: Sll1\1tl...'L llJlJI: :"\.ic illH.I Tict/. 
l9lJl: Ciard.1-l"g;dd1...• 1...·t al.. lq'J2: <lbcn and .. \,,1li. 
l'JlJ7: lkt.:lL1-J),1u!...!lit' ...:t al.. l'JqS: Calt'\.tl1 1...•t ~il .. 
20lHI). A dcct·ca~~ 111 1111...· mh1hill11·::-- <u.:tlllll nf thl...' 
GA B.·\, n.:cc...•ptor ¡ign111:-.t. llllt-..1...·in1nl. \Va:-. cnnli­
nncd 1..111 th ... · ha:--1-.. ,,1· c11111...·..:1111·atÍl111 fl...'!>op,111~c 

i.tllal).:--i~. S1...·hild dllah ,¡..., and l...'l..JllÍlihriu111 bind111g 
:-.lh.1\\1...'d that .1 r1...·i.:c¡~ll1r rcductÍllll (l...'fli....·¡11....·)) 1..11....·­
ClllTl...'d \\it!H.1ut ch;111g1...·, in alY111ity 01· IC,..,., lpll­
t..:111....·) J. :\l,1rc,1\l...'f". thc...· ti1111...• cou1·-..I..' 1..11" fl...'i..:l...'p\1 .. ..,1·~ 
dc.:cri.:a:-.c "ª~ d,,:-.cl::-- 1...·1..11-rl...'iatl...'d with thl..' ti1111...' 
l..'.'1...1u1-~I...' nf thc cnhill1...:'l...'n1c111 in c...•,citahilit'\. 

.-\.ltt."'!:!-1...'lhl..'r. the~c 1·1...·~ulb 111ake a 1.:as~ for the 
d1...1\\"11-r1...·gula11,111 of C_i.·\B.-\., r..:1.:cph1r:-. as thi.: 
...:-aUS\.! of thc hypereXCÍt~1hility f,,lllH.f ;1s a fl.!Slllt nf 
~ud<ll...'n G...\B.·\. withdrawal. Pr1...lbably. a din1i11-
ished di: nn'"'-"' synthc:-.is cannot rcplcnish down­
r~gulatcd recc:ptors in thcsc l...'llllditions. 

~.2 .. ')epa,.ati11g 11·itlulra11·tlf fi·o111 s'"i=urc•s 

1-\. cotn111only ust.!d cxpc.:ri1111:11tal par;:ic..lig111 to 
invt.!stigatc tolcralh.'1...' and withdra\v:tl phi.:111..1111c11;:t 
as~odatcd \vith thc us1...• nf Gt\.B,."\., n.:1...·1...•p1t11· a!!n­
nists has hl...'Cll tJK· d1n111it.: ¡1d111i11i:-.t1·atin11 nr thl...' 
agonists. hy Sl...'\"1...'l'al pathw¡1y:-. frlllll 1..11·ally tn intra­
coni...:-ally. ¡111d thl...'r1...·~alh:r ,,b~cr'\·1...• bd1a\'101·al. 
EEG. and in \it1· ... , •1..':\ \'ivnJ dc1...·tr ... 1ph~~inl1.."'gi...:-al. 
biochc1nical or phannw..:nlng.ical ¡;,;hangcs at sc\·­
cral ti111cs aftl...'r th1...· "·ithdra"·~d (Sih·;a-Barr·at ct al. . 
JlJXlJ. 2000: Braill)\\sky ct al.. Jl)l)tJ: Carkn 1...'l al.. 
1990: Kang and '.\lilll...'r. l'J91: Zl...'11!! et al.. )lJlJ-L 
1995: Ba rnl...'s. l lJlJ(1: \\'ilsnn. l l)')h: Ti1I.. i et ;:11.. 

1996: Til...'tz 1...'l al.. Jl)t)lJ). Thcrc ;11·c l'-\ll pr11bll...'111-.. 
in co111paring. ant.1 :-.). nthcsizing thl...'sl...' rcsults. FirsL 
a la...:-k of paradign1 ~l¡111dardi:ta1j,-,11 lllakl...'S c...·n111-
p;1t"ÍSOJ1S diflkult l L\;,sd11...'1· 1...•t al.. J lJ'J(i: Fahcy ct 
al .• 1999). Regional dilfer1...•nt.:1.:~ nn CiABA, rcci.:p­
tor chang.I...'~ 1\\'jJ,1..-.,11. 199!1). and diff1...·rc111 ""'h~crY:t­

tion ti111c:-. aftl..'r ,._·ithJra\\·aJ. yield l..'.'untra,ting 
rl...'stllh (Kang and :\lillcr. l'JlJI: C>ls1...·n and ·\.\'n)i. 
J l)lJ7: Pni-..ht..•au ct al.. 1 ')l)-;': Hiilt 1...'l ¡i\ .. l tJ'J7: Til...'t/ 

l...'t al.. Jl)l)lJ). S1...·l.·n11d. prnlo11g1...•d ad111i11i-..1ratil1n ni" 
agnni~h. or th1...· \\ ithdra\\;d nr dn1g-.. hd"nr1...· 111ak­
ing th1...• in \'itrn pn:par;.1tiu11~. 111ay k·ad ll1 1..·k·c11·1..1-
phy~inll1gi1...·al d1a11~'-''· induding ... l.'.'1/.lJr1...·-.. e l)a\ ¡ ........ 
l."l al.. J 1)X/: lhail'"''"~ 1..'l al.. JlJS~: S1ha-Ban·.11 
1...'l ;:ti .. llJXI); liihh .... 1...·t ;11.. l'l•J"7: p.,.,¡,.._.;lll .._.¡ ;d .. 

)')')/). hi..:fnr1...· ;111::-- 1·1...·1...·,1rd111g 1 ... d,1111.. .. ·. "" ... ·t. ,111c1...· 
...c...•i/lll"I...' ... hi.l'l.' h ... ·l.."ll l..'i1 ... ·i1 ... ·d h~ .111~ llll.".11\ ... 11...·._;:.. 
piln1...·~u·pi11 ... ·. h..11n11...· ;1 ... ·1d. -l-a1111111'Jl) ndi111...·1. 1l11...·:­

lc;:1d ll' pn1fuu11d 1...·h;111µ ... ·~ 111 ( i.-\. IL\.. _;;lut.1111;11.._· 

and .\"-1111...'th~l-1>-.a~p;1rtall.' t '\11).-\.J tr.111 ... 1111-.. ... 11..111 
and r1...•1...·c...•pt1..1r-.. 1l.'¡11·Jc11 1...·t al.. )•)~JCI: Tr;.1uh ;111d 
.JctTc...·r). .... (l)lJ-l: ( i1hh ... 1...·t ;d .. l 1Jl)/: Spcrh. et ;d. 
llJ'JX). l lcnc ... ·. a11::-- ... 1udy ,111 lhl...' 1....·...:llula1· ha~1~ pf 
withdrawal-111du1...·....:d h~pl.·rc,1...·it~1hil1t:-. rd::o-ing llll 
prl...'paratll111~ th;11 h;1d u11dc...·1·gl,ll1..." p11..."'-llH1~ h~r-.....·1-

..::-0..citahilit~ lll" :-.ci/l11·l..' .... ha:-.. thc prllhk-111 ,,r -..l1rt111g 
out whiL-h ...:-hangl...''."o arc attrihutahk· {\1 h"'kra111...·1...· p¡· 

\Vithd1·;.I\"- ~al and '""'·hi...:-h ar.: attrihutahk tll ~e1/11rc ... 
thl...'111si:h1...·:-.. :\11 ;1d\<1ntag1...· llf th1...· pr1...·par;1t1llll dl..'­
s...:-ribi:d hc.:rc 1~ that h1·ai11 ~lit.:c~ 111;.1y hc rl...'1...·l1r1..kd al 
any ti1111...• hc...•t\\1...•1..·11 agnni~t withdrawal and th1..· 
:-.tahilizati1...111 1..1f thc ncw l...'x¡,;itahlc.: :-.tati: . .-\lthnuch 
tolcran....:c fnllnwt...'d by withdrawal li:ad' ll"' h) p~r­
cxcitability ( Barnc..::-.. 1996). thc ~l...'p¡1ratio11 of tlu: 
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diffcrcnt stcps is ncccss;.,ry to cluc.;iduti...: how this 
happcns. In contrast. once scizurcs havc occurrcd. 
dcpolarizing shifts. plati...:;.1u potcntials and burst­
ing are co111n1on. \\'ith an accornpanying cakiu1n 
inllux that ko.uJs to nun1crous conscqucnccs (C_~ar­
lcn et al.. 1990: Tro.1ub ;.t1Hl .lcfli:rys. 199-k Silva­
Bo.trrat l..!t al.. 2000). ~l"lt a 1na_jor changc is thc 
1nodilic;.1tio11 of G/\B.-"\.,, n:ccpllll" subunit co1nrH1-
sition <Spcrk et al.. l 99S ). Thus. dcscnsitization. 
up- and do .. vn-rcgulation nf CiABA.,- a1HI BZD­
rcccptor!'>. uncoupling of BZD and Ci.·\.B.·\,, rcccp­
tors. and up- and down-n.:gulatil"'lll of thc nn1ltiplc 
SUbllllits nf thc hctcl"nli!.!Olllt.."l"iC protcin that 
rnakc!-> up thc rc1..·cpll.1r. ha"c bcen fou11d aftcr 
dirtt:rcnt tl1lc.:ra1u.:c and \"ithdra""ªI paradignh 
(G;dpern et al.. l'JlJJ: Kang and :\.lilh.:i-. JlJlJI: Jiu 
;.111d Ticku. 199-k :\.lhatri.: and Tic-ku. llJ94: 
Bar11e!'>. 1996: Tukt et ¡ti.. 199<1: l ll1lt et al.. 1997: 
Tictz et al.. l'J9lJ: L~nll!-> ct al.. 2<Hl0) but thc 
titning an<l spe1.:itkit~ l.lf all th1..·!'>e c-h~tngi...::-. ha~ only 
bc!.!lll1 lll bc cllh.:ido.llcd. lk•1.:ause of thc abovc 
rc~7:-.c•ns. a l1l'll1-1..'.\.P{""''-'d. 111 "itn.1 slk·c pn.~paratit111. 
was tbcd fl"'ll- thc pr·c!'>ellt quantitati"c work. lt is 
shown tht.: tinh: C'lHlrse nf thl.! hypcn.:x1.:itahilit) 
cnhancc111ent and 1ni.:asurc111cnts wcre f..k1nc ""·hi.:11 
hypcrc,dtahility had .... 1ahili.1'"'-·d but heflll'e sponta­
ncou!'> cp1kp1ifur1n di:-.l.·haq!i.::-. had appcarcd 
(Traub and .kflC:r) :-.. l lJl)...¡ l. 1-·uturc :-.tudic!'> will 
1.:onccntrate 1..'111 !-opcc-ili1....· po111t:-. l.lf thc tin1c 1.:1..H1rse. 
Sli1.:c:-. ""i.!'l'l.' tn:atcd with ~ 111'.\l Ci.r\.B.-\. sincc thi:-. 
i:uncentration ~1ppn1,i1nah::-- the c;AB.~\. 1.:0111...:en­
ll"o.llh."'lll t1·¡u1s1..:11tJy rH'C!-oelll in thc synaptic ..:h:ft 
<Chl..!'rubini and Con ti . .:!lHll). 111..nvi.:vi...:r. a cc111cc11-
trati1..111- and l..!'\.rH.J!'>llre 11111c resp1...,n~c r·elationship 
has lll.ll bccn don..:. 

../ 3 . . ·I , on1¡1an,011 o/ lty¡1,•rt 0 .\t'flt1h/e ,\/O/e•.\ 

i11d11, ,.,¡ /.1 ¡,,,11=11dr11::.·¡1111t· c111d (i.·I 11.·I 11·irl1dn111·,t/ 

111 -..pih.: llf thi..· ;il"Hl"'"'-'· a c,111tt .. ·\.tual !->Yllth1.:sis ,,¡" 
p1·c" il1u:-.. nh1-..tl) 1..·ui111....·ide11t ri.:~ults obtainl..!'d with 
a "ariet) l ... r ti.:i.:hnique:-.. 1..·¡111 he atternptcd. The 
rc:-.uh:-- in .1 C\.tcnsi" ely -..tuUicd an:;.1. thc <.. 'r\. I 
ri.:gil."'lll of thc hippoi...:¡11npus ... ..-ill bc rnnstly prc­
tC.:1Tl..!'d for thb :--~ llthl.·:o-i!->. although n1e1Hillll of 
i...:l'rt1..:al tt:-o'.'tllL' i:-. nL"L"c:-.sar)o. Thus. a point tn point 
Clllllpan:--l'lll bi.:1"\ecn C.ir\.BA .... ·ithdnn\·al- (G\\'~ 

anU benzl1diaL'1.:pinc ""·ithdnn,·al- ( BZD-\\') in-

duccd hypcrcxcitablity folhn\·s: A.fiel' chronic 01d­

n1inistn.1tion or C:iA BA or CiA B.-\.., receptor 
ugonists. tokn1111..·1..·. dcpl..!'1H.lenL''-' and withdrawal­
induced hyperc~citahility ar1.: fuund l Brailowsk~ 
et al.. l'J88: Ban1c:-.. JlJlJh: Silva-Barnll et al.. 
1989 • .:!OlHl). Thc san1e phc1h'llllS.:lli.l a1·e 1°ou11d after 
chronil.:' BZI') (D;1viL·!-> et al.. J'JXX: :\lilkr i.:l aL. 
l 'JXS: Cadcn t.."l al.. l lJlJ{I: B;,1r11c:-.. l lJ•J(J: Tuki et 
al.. l'J9(l). In hlllh L":.t:-.1..•:-.. thcrL' Í!-o ;,1 dct.:rc;1:--cd 
~i.:n:-.itivity or thc ( i.-\. Bt\.' 1·c...:eptPJ" ((l\\'arc.b it:-. 
;.1gonists t:\.lilk·r i.:t al.. llJS~: Siha-BarTat et al.. 
1989: Xic and Tictz. 1992: \\'ilsnn. 199(1: C .. ;,~h ct 
al.. 1997: thi:-. workL :\·lnrL"l1"·cr. \\ithdn1wal-i11-
d11ci.:d hypc1·c\.i...:itahll1t~ ha.... hl.'l.'ll tnt;1ll) ;111d 
acutcly induccd 111 111-" itru .... lle-e prep;11·atiu11-.. fui· 
hoth <i:\BA a11d B/.I) ((Ja"·ie:-. l.'I ;d .. (lJX7: Cia1·­
cia-l',µalde l.'t al.. 1q•J:!1. l'ht!-o h;1 .... lllll hi.:1...•11 dl111c 
fo¡- \llhi.:r alll1:-.t1 .. :r1'"'-· •tgllllÍ:--t:-.. :\t k·a ... t 111 thi.: l.·Prt1..''· 
thl..!' tin1I..!' cnur:-.i.: ¡.., "l.:r) :--irnilar for C.i\\' and BZD­
\\' tCºali:\lll ct al. . .:!lHlt>I. (.i:\.B:\. t1·<111'111i!'>...,¡1..1n and 
inhihitillll. or Ci.·\B:\.-111du1..·cd '"'-·hlu1·ide llll.\.l.':o.. arl.· 
i1npaircd aftcr i.:\.pP!-ollrt..' tP hl1th Cl.·\B.-\. and BZI) 
(Xic and Tiet.t:. l lJl) 1: Zl.·11g i.:t al.. l '-J9...¡. )lJlJ~: 

\\'ils,111. l lJlJ(l: Banll!!->. ) l)lJ(1; Pni,beau L'l ;11.. ( lJlJ7: 
Ciarc-ia-Ugaldt..· et al.. JlJlJ.2: '.\ldlt;1 ;.111l.I rkku. 
ll)l)~: 1 lu and r1d ... u. (l)lJ.t: ( ·~i1i,tn l."l ;.ti .. ~111111: 

1h1..., .... 1udy1. l111p;i11111e11t ,JI «.i:\IL\. tr.111-..1111 .... -..11111 
h¡t!'> bci.:11 ;a:-.:--l''"'-·iatcd "" llh ;.i dcl.Tc;1-..t..·d 11u111h1..:r ol 
1·cc-cph."'l1-~ (cflkai...:~ 1 in thc :-.) napt1c- llll."lllhr;111l.· 
ro.1thl.!'r than "vith Aº1, ur l<.._·.,,,,. '"'-·hange-.. l pl1tl.'lll.·~ 1 fo1 
hoth BZI.> and <..i.·\.B:\. (llu ¡ind Tid .... u. llJlJ.t: thi:-. 
!-ollh.lyJ. In b,.,th L·a:-.t..·.., thci·t..• ha"i.: hi.:t..·n rt..·pl1rt:-. uf 
do"" n-regulation llf thc Ci1\.B.•\., 1·1..·1..·cptl11· upt111 
pr\'tfongl..!'d e:\.pU:-.lll'e ( :\.l.,:ht~I a11cJ l'IL0 h.l1. l<)lJ2: 
:\.·lhatre and Tic-h.u. llJlJ4: Banlt.."!->. 2tHIO: thi:-­
study). Scqu'"'-·-..1ra11.111 ,1f Ci:\.B.·\.., ;1nd BZI) rt..·1.;ep­
tor!'> l"'lll c-l¡1thnn-l.·,1;.ited "t..•:o-il.·k·..., ;1ftl.T C\.pl1:--ur..: lll 
hoth l i:\. BA ;111d B/.l) !ia-.. ;d:-.P ht..·i.:11 l'l.TH1rt1..·d 
(Calkin and Ban1c-... llJlJ4: rchran1 and Barni.:,. 
1997: Ban11..'!->. :!OIHIJ. t\.t ka:-.t. thi.: tun1u .. i.:1· and 
do .. v11-rL·gulatio11 of -..0111'"'-· 1·t..•c1..·pto1· .... uhu111t:-. 1-11. 
·¡l.21. suitahlc h1 a!'>:--en1ble th1..· Ci.-\.IL\., rci...:eptt1r 
!->Cllsiti"L' l\l BL.J) 1-'"'-·gulation. ha"'"'-" hcen rt..·p1-1rtcd 
in bnth casi.:~ <Kanc and '.\lillcr. JlJlJI: J fl,lt i.:t al.. 
1997: Tictz l.'I ;.d .. l¡-JlJlJ; Barnc!'>. 2tllHI: L"olh el al.. 
~000). ()thl.!'r :-.ub-u1111:-. ma~ up~n..'gul;1tc." ll.'.g.. "'J...¡.5) 
4b Íll the L'a!-ol.' nf -..tl.•r,11d withdra""ªJ lS1111th i.:t al.. 
llJlJ:SJ. and thi!-> l..'tlllll..'lde~ ""ith a di.:l.TC¡1:--t..•d !->l!ll~iti"-
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ity nr ·uncoupling" b1.:tWl.!cn BZD and G . ..\.Br\. tXi1.: 
o.1ncJ Tii.:tz. 1992: Barncs. 1996: Cash et al.. 1997: 
Sn1ith et al.. 1998: Ti1.:tz 1.:t al.. 1999). Finallv. a 
co111n1011 gcn1.:-lnci has h1.:cn propnscd tn cxr;lain 
withdrawal-indLh.:cd phc110111c11a ( Buck and Finn. 
:!001 J. Thus. in spitc or thc: many discrc:pancics 
found in thi: liti:raturi:. 1nany dui: to expi:ri111cntal 
and n:!.!ional diffcrcnccs ( \Vilsnn. 1996: Lüschcr et 
al.. 1996: F;1hcy el al.. 199'-JJ. thcn: are i1nportant 
coinddenccs bct\vccn G\\' and BZD-\V phcnon1-
cna ( l3arnr.:s. 1996). 

This coim.:idcnccs log.ically risc a hypothctical 
'-JllCstion: are wc looking at thc s;.11nc phc­
non1cnon"? i\lany allostcric ag.onists prodw . .:i: a 
li:ft-\vard shift in thi: dosc-rcspnnsc runctinn (lf 
G/\Br'\..,-rcci:ptor o.1g1.1nists. Thcrcforc. wc can sup­
posc that allostcric ag1.111ists n1akc CJ.-'\.B1\., recep­
tor~ "hl ~ce· a hi1:d1cr <JABA conci:1111·ation. and 
t"or a lnngcr pcril~d 1..,f tizne. than thc al.·tual con­
ccntration in thc s~ 11¡1ptic dcft. .-\~a ¡,;nnscqucnl.·r....·. 
thc pr1.1longcd u:-.c nr a BZI"> nw;. be cquivalcnt h"' 
a prolong.i:d. nnn-ph;.:-.lllll.l,!,!icall~ high (J:\.B.-\ 
l..:'Olll.·i:ntrati1..111. Thcn. 11nn-phy:-.il1l1.l~dl.·at niilli111nL.1r 
G.-'\.B.·'\.-l.·oncc1Hratin11:-.. a:-- tht'"I.'.' u .... cd hl.·n .. ·. 111:1;. 

pa\·c thc \\·.ay h.1 ·..:allhratc" thr....• BZI") pt1tcnt1al 1l1 
produ..:C' \\ ithdrawal-indu..:cd h~T'lt:l'c:\...:1tahil1t~. :\ 
con1plctc d1..1:-.c and ttn1c ~tudy 1s nccc:-.:-.41r~ 1t1 
apprt"lXllnati: thi: do:-.i:..., of Ci:\B:\ th:1t thl.'.' rcl.:"l."pllH 
·nccds 11.1 ~ce" 111 nrdt:r tl1 pn1dui.:c an cquivalcnt 
withdr·awal-induccd h~ p1.:Tcxcitahility wllh a BZD. 
Of cnur:-.c. G:\B:\. i:-. in high l.·1.1ncc11tr¡1tiu11~ f1.ll· 
nnh a fe\\ znillbc..:ond~ 111 thc :-.\ naptit..: ckft. ho\\­
cvc;·. what \\"C \\ ould likc: lll h~ r1.1thcsizl.'.' is that in 
thc pr·c...,cncc tlf an 41lJ1..)sh:ric nH1dulat1..1r. thc rci...·cp­
t1.1r protcin znay undcrgo ..:hangc:-. lcading t1.."l l\))cr­
an¡,;c and withdr¡1wal a:-. though thl." GA.B:\ 
co11'..·cntratit..1n ·wc1·c ~ta~ ing. hig.h and pn1l1.lng.cd. 
Th¡tt i~. thc cha11~1..:~ that thc rcL·C'pto1· protcin 
undcrg1.1c:-. l11..:..:ur cithl.!'r with physi1...,logical GA B:\. 
anda n11..,duiallll" '"ll- \\llh a hi1!11 G.·'\.B:\ 1.:1..,111..:cn­
tratH1n. Tlll'.'o llll<.:1·prctatltlll r'"''·:·i::-. i.111 i1npli1.:it h;.­
pothcsis 1.1f ph~sit.,patht1h1g.1i...·al i111pl.1rt¡1111..:c: that 
hnth Ci\\. :111d BZI")-\\.. :11·l.· thl.!' '.'o:ltlll.!' plh .. '1h1111i:1H111. 
l"hl'.'> h;.pt1thr....•...,b llt.:1..."d:-. ful"lhl.•1· l..''Jlr...."rlllll."Ul:tlillll h1 

bl.!' pr1.."l\ t:d "'r d1 .... 1.:~1rdr....:d. 
Alsc1. hct\..,rc rL·al..·htnl.! addillllno.d cnnclusions nr 

hl furthcr C.:'\,lClld thc°'~ 1..:'l."llllpariSOllS lll Otht:r ¡iJ­
hl~lCl-iC llHlduhllors a~s1..,ciatcd with thc G...-\.BA" 

1·cccptor (ncurostcroids. cth.anol. h¡trbituratcsJ 
(Barncs .. 1996: \Vilson. 1996). lllDrc rl.·sults corninl.! 
rn .. llll a sin1ilar cxpcrin1cntal paradiµn1 as thc on:-: 
prcscntcd hc1·c arl.· 111..:1...."dcd. This 1i1111.'.'-li111itt:d . ..,¡111-
pli:. prcparatit111. n1ay 1...·l111trihutc tl1\\ard:-. thi:-. i...•nd. 
sincc a fcw 1ni1111ti:~ supcrfusiu11 trigg.1.'.'l"S ¡¡ dy­
na111ic prot..:css that L"nntinucs for a lnng. 1in1c aftc1· 
Ci\V nr BZI:>-\V <Calixtu i.:t al.. :!OCIO). Corrda­
tinn:-. '\Vith chronic in \·ivo c.'\pt1:-.l1rcs. ¡111d thl.'.' 
tcsting ni" a divcr:-.c array nf ag.nnist" and ccrchr:1I 
ri.:gions. ari.: ab1.l nl!i.:dcd. 

Regional diffC'rcnci.:s nccd to bl.!' c\·idcncl.!'d by 
1nakinc. obscn·ations at thc saine tizne ~1ftcr with­
drawai. Thus. in 0.1 prcvinus stud;. in thc :-.t"l­
n1atn~c11snrv i...·ort'-·' and usi1H! thi.: ...,:1111c 
i.:'pcrin1cnt~~I paradign1. \\"l.! fuund -that 111uscinll1l 
hindinu lirst dt:LTc~1si.:d and thcn incn.~·asl.·d o.tl!ain .. 
althuugh ac..:1.llnp;.u1ii...·d with a changr....:d :-.cn:-.ilivity 
lll stl."ruid~ (C"¡di,tu et al.. :':O<H)). 1 h1wcvt:r. in thl.· 
C:\. I hipp~1c:1111p.ll 1·1...·!!ion. 011ly a dct.:rc;isc \\OI' 

fuund :1ftc1· \\ithdr~1\\:il: \\l11ch L"nrn:l:1tr....::-. w1th pn:­
\lllll~ lindin!!:-. tl.y,111-.. l."t :d .. 2tttlt)). l lnv•l."\i..."L thl." 
l."'Pl,11·at1u11 11l."r....·d..., tH hl.· du11l.· ;11 lllll!!'-"r and 
:-.IHll"ll."I" 11111l..·:-.. lf .1 -..11h1111it 1uniin.c1· 1 ..... Jll"l."'l.'111 111 

blllh thc e·.\ l 1·c~1t111 llf thl..· l11pp,1r....·a111pu:-. n11d thi...· 
'.'olllll411'hCll'l11"'\ l.0 lll"ll..:''- 1t I~ in thc (. ... , 1 lt:!.!ilHl 
\'-"hl.TC' thc tu1:11tnc1· 1~ not r....:111.1ugh tn 1.:'"1111pc11 ... s¡1tl.'.' 
flll" ll1t;1l ri...•r....·L·pll'r h1:-. ..... 

F111allv. a lhllr....: of c<.1UlÍlll1 1na\ hl.!' lll."l..:'cssa1·v 
aflLT )n~1ki11g at ali c:\.pcri111cnt:.-il t.:ni11r....:idcnl."i....""~ 
:t\ ailablc ll1da'\. l. ·1¡11 icallv. withdrawal ~v11drn111C'S 
ass1.1ciatcd \Vit.h allo~tcri~ C.i.•\. B.·\, 1·..:¡,;1..:j.,llll" ago­
nists are trcatcd \vith othcr allu:-.ti:n¡,; t1r din.:i..:t 
(J.-\. B.-\., rcccptnr agnnist~ (c.g. akl1hl1I with­
dra":al 1s hcing. tn.:atl.·d w11h BZI):-.). ·rhl.· qul.!'stion 
is. \\hich \\ithdrawal 1s g.1.,ing tn hr....• thl.· "llrst".' 

5. Cunclt1"'iion.., 

:\. quantitativc ;111alysis 1.11' tltl.· <..i.·\.B:\. with­
dra\val-inducl.·d l1yrH:rl.!',citahility \\as pcrfnn111..."d 
in thc in '-llro hippl1l.'<11llp:1l :-.lkl." p1·r....•p;1n1titll1. 
l·h11l1 1...·lt:l.."lf"•'Pll;. :-.1ltl,1g1cal :111d ¡1l1:1n11;1l.'•1lt1l.!.i'-·;1l 
111i.:tlH1d~ aµ1·1...·l.' in that thi~ hypl..·1·1...·~1.:itahilit-~ 1~ 
rnainlv c;.1uscd IH· thl.· dnwn n:!.!ulation nf thc 
G.A U;\., rc..:r....:pto1<. ·1·11¡~ p1·t11.:c:-..s c:111tinui.:s scvcr<.11 
n1inuh:s aftcr G.-'\.B.r'\. withdra\\•;.tl an'-1 is tcrnpo-
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n1lly corrdutcc.1 "\'ith thc dcvclopn1cnt or hypcrcx­
citability. lt occurs without noticcablc changcs in 
receptor ufílnity ulthough futurc \Vork is ncccssary 
to probc othcr receptor agonists and modulators. 
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Long-Lasting Effects of GABA lnfusion into thc 
CerebraLCortex of the Rat 

Terc:sa :'\.1ontiel.. • Daniel .A.ltne-ida •. ~v:ln .~rango. Eduardo Calixto. 
Cc:!sar Casasola. and Simón BraiJo,,sJ...y 

Dt.•p.1rtL1111t.•n10 d ... · .'-·e111·u'-·h.!11cias. /nsrit11to .. ic.~ Fz.-.ioloJ;ia L-t!/11/ .. :r. l."nh 0 t!rs1dad _,.,,,~1011 .. 1/ 

A 1ttc.i110111a de 1\lt!.\'h'ú t Lº .. Y.A .. \I. 1 .• \J,_ixi.::,) 

SL';\1:-.lARY 

In clcctroph~·siological tcrms. expcrimen"tal 
modcls of durable iníormation storage·-·¡ri-'thc 
brain includc long-tcrm potcntiation '<L TP). 
long-tc.•rm dL•prt.•ssion. and kindling. PrOtcin 
synthesis corrclatcs '"oith thcsc cnduring 
proccsscs. \\'e propase.• a fourth c.:...amplc of 
long-htsting in forrT1ation s1or~1ge in thc br:iin. 
'' hich ''e call tht.· G...\.B.~-n·ithdra,,·al S)'ndron1e 
(G\\'S). In r~lls. ''ithdra,,ul of a chronic 
intracortical infusion of G.~BA. a ubiquilous 
inhibito~- neurotr-..insn1iner. induced epilcpto­
~enL-sis at rhc infusion sitc. This overt G'VS laste<l 
for duys .. ..\nison1:'·cin. a protein synthesis 
inhibitor. pn .. ·,cnlcd the appearance of G'-VS 
in .. ·b·o. Hippocan1pal and neocortical slices 
!tho,,·cd a similar post-G.~B.~ hyperexcitabilit)· 
ln l'itro and an enhanced susceptibility to L TP 
induction. One to four months after the epileptic 
behavior disappt:ared. s~·stcrnic adn1•nistration 
of n subconvulsant dose of pcntylenetetrnzol 
produccd thc rt:appcarance of puroxysrn•tl 
ac1ivit~·· The long-las1ing effccts of tonic 
G . .\.BA"' receptor stin1ulation ma~· be involved 
in long-tcrm informa1ion storuge processes· at 
the cortical lc,·cl,. ,,·hereas the ccssation of 
G..\.B . ..\." receptor stimulation muy be in'·~h--ed 

C1.."rn:spondmc. author 
Apdo. Po>tal 70-~53. :>.léxico 0-l5 I O D.F .. MEXICO 
ti:I: -(525) 6~~-5761 ~ fax: -(525) 6:!:?-5607 
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:;: Frcund .. \.. P~ttman. L'. K. .. ~000 

in chronic pa1hological conditions. such as 
cpilcps~·. Furthcrn1orc, "'e· pro pose th:ll G\\'S 
n1a~· rcprcscnt a common key fuctor in che 
addiction to GA.B . .\.crgic ngcnts {for c:\.an1plc. 
barbituratcs~ benzodinzcpincs. and cthanol). 
G\.VS rcprcscnts a novel form of nt.·urono-glial 
plas1ici~·. Thc n1cchanisn1s of this phcnon1cnon 
rcn1~1in to be undcrstood. 

i.:EY'WORDS 

Focal epilepS)-. G...\ BA·\Vithdra,val S)- ndrotnc. 
G\\"S. memo!"). m.:>tor con.:.,. GFAP. plasticii;. 

l;-..'TRODUCTIO;-..' 

Over the past fe"· years. "-t: ha,·c: becn 
involved in studies addressing G.~B.~-mediated 
inhibition in several different n1odc::ls of c:pilc:p5)­
ln photo-sensitive baboons and in h.1ndlcd r;it=:.. 
'"e ha\ e dc!n1onstrated that intro.corti..:~ll~ applicd 
G.A.BA has Pº'' erful anticon' ul:.ant cffc:cts 
(Ful-.uda. 1987; Brailo"sk~. 19891. In ali casc:s. 
\.Ve observed that cessation of G.·\.B.~ infusion 
"vas associated ,-.,.·ith the uppcarancc of 
c:pil.,ptogenic activity at th" site of thc: GABA 
infusion ( Brailo" sk)'. 1 QS-:' J. Phenorncnok"'g1call~. 

"'e narnt:d this e' t:nt thc .. G.~BA·"' ithdra\\. al 
syndromc: ( G \\"Si··. 

Althoug.h originally described in the baboon. 
G\\"S ''"3.S also inducc:d in the rat sornaton1otor cortcx 
(Brnilowsky. 1988). hippocampus. ::uid amygdala (Lc: 
Gal la Sal\" 1988). \\".: also sho"c:d. using " 100 
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µg/pL/h dose. an inverse relation benv~en G.A..B ... \. 
infusion tin1e (frotn 6 h to:! \vk) m1d the latency and 
duration ofepileptogt!nic activity (Brailo\vsky. 1988). 
\\'ith this procedurc. a 3-h infusion ofGA.B . .\. \'l:as not 
effective in inducing G\\'S. \Ve later found that 
hippocampal slices. perfused with GASA for 120 
niin. sho'v an enhanced response to electrical 
stin1ulation and decreased paired-pulse during thc 
washing period. GABA-mediated inhibition (Garcia­
U galde. 1992). 

Scarching for ncurotrans1nittt.:1· n.:..:c.:ptnr ""P"'-"i..:i­
ficity and fOr thc 1nini1nu1n ti1111.: uf cunti11u1..'t1 ... 
G...-\.BA infusion that is n.:quin.:d fur 111Juc.:i11g. (i\\'S. 
\VC producl.!'d a long-lasting (i\\'S atli.:r a n.:lati' ~.:I: 
shon intraconical infusion cif t..•ith1.:r Ci.·\13.-'\ or 
GAB.--\.,... agonist. Thc ahsc.:ncc <1f an c:ITcct usint: 
antagonists of tht: excitator~ ncurotrn.11:'1nittt:1 
glutan1ate furtlu:r suggcsts that thc G\\·s 
pheno111enon is 1nainly dc.:pl!ndcnt. ~n k·ast in th~ 

first stages. on changes in inhibitor)- 111ccha11i:o;111s.. 

TABLE! 
Occurrencc of epileptogenic EEG activity1 consecutivc to intracortical 1ni~roi11fusion of' ariuu.s agc.:nh. 

Drug 

GASA 

Aniso-> 
GASA-Aniso. 

Aniso -GABA 

lsoguvacinc 

THIP 

GASA-> APH 

GASA-> CNQX 

Glycine 

Dos e 

50 m!Vl 
i'OOmM 
500 mi'vl 

75 m!Vl ->.,. 
0.5 i\·1 

75 mi\·1.,. 
0.5 i\1 
61 rni\.1 

!OmM 
1 rni\.1 

100 µM 
10 mi\.·1 

1 mi'vl 
100 uM 
0.5 M -> 

444 mi\.·1 
0.5 1\1 -> 

100 ~1M 
0.5 M 

Infusion tin1e 
(min)' 

120 
120 
120 
60 
30 
15 

60-> 120 

120 

120· 
¡ 5· 
2· 

120• 
120· 
120 

.. '* 

.,. 
2 

120. ISO 

1 :20. 180 

7 days 
120 

o/o G\VS 
(n) 

76.9 ( 13) 
100 ( 11) 

100 (9) 

84.6 ( 1:;) 
58.3 ( 12) 

o (8) 
o (4) 

o (4) 

100 (7) 

100 (2) 
100 (7) 
100 (8) 

o (5) 
o (2) 
() ( 4) 
o (4) 
o <2) 
(5) 

(8) 

o (4) 
o (4) 

Latcncy 
(1nin) 
35.2::3.-l 
.3C).0=(1.:=; 

ll5:=1~::: 1 
11:--.0=, 1 
99.-~118 

l:: 8=..='l.).9 
! 58.5:::.. 

23~.5=13.3 

98.6=7.7 

100=22.7 

98.S= 1 1.3 

l)uration 
<dav:-.) 

2.:!=0 . ..t 

~-='=º 5 
-.0::::0 . ..t 1 

:;.2 1 =lLQ 

-o=::~!. 

. ..:::::0.6 
6.:'.::. 

5.0=0.6 
1.5=0.5 

6.0=1.8 

1 

; pcrcent of subje::cts 
=All infusions. ~xcept the acute (0.4 µL in 2 min) infusion. '"''ere pcrfonncd at ¡t ratc uf 3 µL h. Latc-rH,.')o 1 in 1nin 1 and 
duration (in days) of G\VS are indicated (rnean::::s.c.m.). Ani~o = anisomycin: Thc: antihiotic \\;.1~ ~ivc-n t:ithi:r h1..•f1..1r1..· 
and/or with GASA. - =doses that induced EEG slov1,.ing during drug mfusion. Othcr abbn:' iati1..m:-. an.· gin:n in th:.: 
text. 
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1 1 ''.'-.:< i-1 \...; 1·1 :-....;( i 1·.ITt·i._· 1 S l H: ti. \IL\ 1 ~ R.·\ 1 t ·¡. R l · l\I-'.. \1 1 ·, 11{ 1 1 

EXPF.:Rli\IE:"TAL "\lETllODS 

E"'\.pcrinicnt.;;. "c.:rc pc.!rfonncd in 111ah: \Vist;;11" 
rat:-. ( :.oo tn :::sog. )_ prcpan:d fnr ..;hri..1n i...: 
rcc1.;irding nnd intrai.:ortii.:al int'usion ( Brailo\.vsh.:-­
l'-188). l)nl.! \.\.t.:t.:h. aftc-r ~urgcr)'- .:;alini..: t.."'lr 
ph:irn1a...:nk..,gical 01gt:nts ( listcd in Table 1 ) \\en: 
u11ilatcr:lil;. applii:d inll. .. thi: .:Prtt!"'- t-._ .. r varic•LIS 
p1..:1 ¡l.,J:-. 1.---if ti111c. ln :-.~~1a1al...: groups of ;.111i1nal~. 
11n11it.:diat...:l;. aftt.:r Ci.-\.11.-\ c1r salint..• di-;;..;.._innci.:tk..,n. 

thi..: r'-·spc...:tÍ\.1..' 7':'.\l[J:\. and .-\'.\tP.-\..quisqualati.: 
rc...:t:pt ... ..,r antag.1.)nists_ -l-l--l n1;\l .-\.Pl-1 (a1ni110ph..._":'­

phü111..:1hc.:ptan1."'atc) and 1OUp'.\1 C~c:¿;...,: (6-i.:;. aih)­

- -n iu·l"'ll i1ll):\.a 1 inc.:-:::.3-diunc ). \.\. cri.: adrn inistt:rcd 
11...,..:all:- at 1 pL h l~1r JSO 1ni11 . .-\11 drugand 'alinc 
:;".))llti ... -..n=-- ..;.._.,ntaini:d u.: 1ng. 111L of dirc-.:t bluc t1."' 

+ 5 DA YS 

1nark thi;: i11fusi ... "'11 :-.iti.: and 11\t: diftusil'll an:a. r1!·-· 
rat:'i \\.ere.: ....,._h.:rilh.:cd cithi.:r 1 O ... ! .11.tl...'i thl...' \..'k·..:tri !i 
..;ig.n~ nf G\\"S had disappcar..:d ~'r _!l) lu i :·. 1 _¡ 

aftl.!r O\.crt Li\\'~ h:.HI di ..... :q:-p'-";l!'_.d_ hut ·.vit!~ ·.·~·: 

ad1ninistratilHl \.)f l'l"Z 1.•1 1h ,._•hi1..:k t-;~\ii:1...:• 

hcfor:.: thi.: 'ª~ritici...• f .... c·.: hcl,,1.·. i ¡-1.l..' hr.1in...; •\.•_¡·,__. 

proct!sst.:d for :-..:¡s.,.( -:>taiPil'; and :\:-r 'I-J!·1i 

tibrillar:- a..:idi...: pr•."'tcin tCil- \F'J i1nn1u1i...-.hi->t"­
..:hl..'i11i .... t1:· ( 1 hu. ¡qs ¡ ). 

In ali a11i111als in \.\.hid1 Ci.·\I!.-\ ""ªs _..;w;i.:'--"sst'11ll> 
ini'usc:d. t.:'-~C.:p1 thusc '-'f 1hc l :'-1nin i11fu:-.in11 g.P .up 
LJ\\'S \\.as •"'bscrH:d (Tablt.: l). Tl1c <._j •• \U.-\., :.1gn11i-~b 

_J 200..,v 

isec 

+a DA ·(s 
- - .. • - .-. 
- 'K ¿. 
.:.-~~. 

-;».., 

GFD.P 

Fiu_. 1 An t::\.a111plc "-'fa G\\"S-likc :;~ndrumc imJuc~d b.,, .l\.:Utt!'. intr .. u.:0rt1call: ui!111inbtctt:<l !;:,u:;LJ\.dl.:lllc. ~l ,p..:ci:iL 
GAS.:\_\ agoni:-.t. into the h:tt_somah1motur curt~" .. l"ht: bti:nc;. for tht: appcarancc oftil._. :irst ..:pil\;pt·; .r·~k..: 

\\.as 213 min attcr injection. lnsi:n: ;\.licrug.raph l.)r" a con.Jn¡tl ~t:ction nf tht: rat hrain pl"*>O.:t:""'i::~! L·:· :fi:.;l­
tibrillary acidic protein <GFAP) imn1unun:¡1cth.it~- '-hJtt: the astruq.tic n:;;1ctiu11 in thc G.·\B ...... -ínfu'i1..'d -;it.1..:. 
holh at the cnrtkal sit~ :tnJ in ip.;;ibt~r:il thala1Pii.= ..;tructun:..;.1arr•'\.\'i) 
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used. isoguvacint: and THJP. induced G\\'S "~·ith 

electrographic features similar to those induced b~ 
GAB.-\. (Table 1 ). lt is note,vorthy that acute niicro­
injections of isog:uvacine (:! rnin) "\vere t!ffective in 
inducing parox·ysrnal acti\"ity fOr 5 d or tnore (st!e 
Tabk 1 and Fig. 1 ). 

H istological analysis sho"\.ved an area of gliosis at 
the con.ical infusion site: and in thc thalatnic 
projection site, in particular on the upper portian of 
the ventrolateral (''L) and posterior groups~ and in 
thc reticular nucleus (Fig. 1 ). G\\'S induction "\vas 
not prevcnted by cither APH or CNQX~ "\vhich 
vd1en given alone. had no effect. 

Intracortical ad ni inistration of glycine 
produced neither a behavioral nor an EEG 

abnonn.:dity in tht.: :::!.OU-1nin fullo\\.-llp p(..·ri~H..I 

aftcr drug infusion. Sixty to 1 :!O da:- s alh.:T thr.: 
!ó!lcctrical signs of G\\'S dis::ippc.:an:d. rats \.\.c.::n .. • 

injected systcniic.:dly 'vith a subcon,·ulsant dos~ 
(:!O to :25 n1g/kg i.p.) of PTZ. a "\"\. idcl,:-- uscd 
epileptogenic agcnt (Dedcyn. 199::!). or ,..,·ith the 
PTZ vehicle (saline). In 12 of 1-l rats. PTZ 
induced the rcappcarancl! of localizc.:d. hig.h­
voltage paroxysn1al activity at thc G.-\BA-infuscd 
sitc. sirnilar to thc prc:vious G\\·s :.1nd la.sting 
fron1 60 to 90 rnin tFig. :). 

In se:.irch of a possibh: rc.:latilHl h . .:t"\"\.t.:1.!ll tht.: i11 

vitro analog of G\\'S and in "itro l011g.-tcr111 
potentiation (L 1·r» (Bliss. 1993). "-"-C tr~atcd conical 
slices \VÍlh GABA. applying thc.: .saine n1cthods a~ 

GWS (GABA 2 h) 

PRE-GWS 

PRE-PTZ 
GWS + 4 months 

_¡200,..v 
1sec.* 

* 

GWS ( Lotency = 57 min l 

PTZ 

_J:>OO~V 

1sec 

* 
Fig. 2: An example of the eJt:ctrographic changes typicnl of a G\VS inducc:d aftc:r 120 rnin of continuou~ 

intraconical GABA infusion. GABA "\vas applit:d into the lefi sornatomotor cortex (Z'v1Cx). Th1: ~ffects ot" 
i.p. injcction of pentylenetc:trazol (:!O mgtkg) ..i months atier the disnppcuranci: of clcctrographic si~rh o( 

G\\'S c:pileptogenc:sis are also sho,vn. Note tht..~ n.:activ~nion at thc conical focus. "ith diaractt:ri~tic!< s-1111ilar 
to those observed originnll~. 
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tho:;e used \vith hippocu111pal si ices. \Vt! found that 

1a1 ..:ortical slict.::s also sho\V hyperexcitabili~· atter 
3.-\ i11cubatio11 (Fig.. 3). and_-(b) -elcctrical 

, .. nulution that failed to produce L TP (-10 Hz. :!00 

111~ :·: l O. at O.:: Hz) in control slkc.:~ (n=3) clicitcd 
a furtht:r c.:nham . .:c111c.:11t of the aln:o.11..i~ racilitati.:d 
re::;ponse in G\\'S slices (n=4) nnd 111ost notabl)o. 
tht: appean1nce of additional co1npunc-nts. 

GOO 

500 -~ 
~ 

400 <= 
~ 
ro 

300 
<= 
~ 
o 
a.. 200 
a.. 
en 
a.. 100 
Cl.l 

o 

-100 

10 ms 

~ i-. 
: ¡¡ .... 

•.• : • !' ... -~·· .. 
.• ! 

~ : 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

~ ~ 
~ t: 

GABA5 mM 

o 2 3 4 5 6 

Time(h) 

Fi:,.?. 3: In vitro induction of cortical G\\'S and thc- ~ff~...:ts of d~ctri...:al stitnu\ation. Lu11~itudinal brain slkcs (-lüO 
µm). obtained from ancsthetizi::d young adult ( 150 g) \\'istar r¡lts. \\'-!rl.! incubatcd t::.,r bl11nin i11 Ring.cr·Kr·cb-, 
solution and th..:n fór 120 n1in in 5 111:\.-t G.-9\Br-'\. ft..'lllO\\l.!d b)- a \\ash. fht: g.raph plnh th..: -ilopt: of tht: ri-;in!:! 
ph3st: of thi:: various con1pont:nts (indicatcJ. b:- s:tnbob > 1JI° thl.! pupulation c\oh.1..".J tt.::-.pun-;....- lt!.p.:-..p. 1. 

rl:!cordt!d frotn th..: supt:rticial h1yers (1-ll'J ofthc- cortl.!' in respl_)lht: lLl tl.."st :.timuli .1ppli1.: . ..I tu tht.: ~t.:::p 1 V-'.·t) 
cortic~I la)-ers. Each point n:prcst:nts tht: avl.!ragi:: nf \O r¡,:~pnn::.t.:" rlll.!' fir-;t n:~r-•)ll">t.: 1 .... :-.h1n\n in ~n1r't;. 
circlcs. the sccond co1npont:nt. indicat~d b:- ~url_H\:!!. is illu:--tr~1ti.:d · ... 1th tilkd ··qu~1n::-.. ,m ... ! in tn.1n~lt.:~. :! l~H·..: 
cornpont:nt that .1ppc:ar..:d ~tl.t!r G\\'S induction an.J ::kctnl..'..1\ :-.ti1nul~n1un l~O 1-l:r rllr .::'.tJO 11h . \ll .• 1t u.: ¡ l/.i 
CA) Cl_'ntrol res pon s..:~ ( B) rc:spunsc ~1tl.l.!r G\\"S induct1un ~md t:lt:l..'.tri..:~11 :-.umu\dti'-111. -......:lit..: lh.n G.·\. B.·\. 
incub.:ttion prnJuct.:d .:in inhibition of tht.: t:. p.s. p. rt:sp011sc. f'"J\ !lH\i,:J b:- ,1 f~u.; Í litat 11 •ll 1_1f .Ü.hllH ]. ~iJ" "· 

El..:ctric:1l stirnul¡1tion ... 1pplicd at thl.! arru\ ... product:J .1 furtht.:r 1.!nhanct:int:ru of thl.!' rt:--r•uns'-! uf .1bout 1 tJfJº., 

~thJ thc appcar~rnct: ofan ~1dJitional co111pl.."H1t:nt ttilh.~J trt:ln:; ~ · ~ · r·...;nDnst.:. C~tlihratiPn. 5 m\.·. to llb. 
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I "\.h ''· 111 1 1 1 \I 

DISC:l!SSIO~ 

Both the qualitative and quantitati' e;: t~atun::-. 

L'f the G\\'S found in thi:; stud> are ..:0111¡.,arahh..· h• 

lhose pre' i1...""L151)- obsen ed ( Braik-..," sk>. 1488) in 
rab. in "hich a 6-h G.~B.·\ infusion ti111t.: "ª' 
~tL/h. 1t is thus possible that by incrcasing thc 
infusion rate. "e obtained n largt.:r GAR.-\. 
diffusion and. therl.!forc. a largcr population of 
affected cells: alternativcly. a saturation 1.."'lf G/\ B.-'\ 
tr:.lnsport or tun10,·cr processcs. or both 111ay h~n .,_. 
()CCUITC.:d . 

. -\.111011g. the G.~BA.·, ag.onists. tht.: qu:.1n1itati' .,_. 
differc:nct.:s in G\\'S 111:.1)- be.: n:la1t.:d 11.., thcir phar-
1nacoh.inctic profilt.:s: i~1..1g.t" a~inc.: r"-·111ains lt..-...ng.l..'r 
in thc.: l.!Xtra~t.:llular spac~ because it b 111..H tah.1...·11 
up. "hereas THIP is k1H...," 11 fr,1· its ~111..-...n durati1..'il 
of action ( Kn .. "'lg~gaard-Larsi='n. 1 qq-i ). 1-hi~ 

Jistinction nia> e~plain "h~ an acu1t.: 1nicr1....'­
injt.:ction of is1..'""'"lg.u' acine "·as as t."ffe..:tiYc as~ ~ll 
1nin GAB.-'\. infusion. 

Th~ spc.:..:i1i..:it)o üf thc.: ...:fti.:cts '-''f G.·\B.·"'\ i=-­
=--upp1...1ne"d b> 

n l the lo.ck of :.ihnonnalities ohserYed afl~·r 
tht! ces~o.tion of glycint: infusion: 

hl the effects of specific GAB.-\. . .o. agoni,-¡s 
(this stud~). ::111d 

el the potentiati,,n ,,f G\\'S prodw.:ed l,~ 

the neurostc-roid allopregnanolone. an 
allosteric 111odulat"r of the GABA.-.. 
receptor (Cnlh:to. 199:"). 

Th~ parti..:ipati1...-.11 nf GAB.~\.n n!ci:ptl-.rS in thc.: 
induction \..-.f G\\'S ..:an be \!xcluded bccau~c 

b~ck-.fl.!n d ... -.c:s 111.......,t pr1..~du...:c "ithdra" al ~ig.n~ l1..""ll 
thc.: ..:1..""titra1·:. thc- drug. tt~c:lf inducc..:-s pan.-...~> ~111al 

:-i..:1..' n: l. In additi...'n. lile.: ~p....:1..·ific Ci/\B,.'\!~ 

antag.Pni~t'.'. pha...:11..,fc.:11 and CGP 353~8. dc1 lh't 

1nc1dif: Ci\\ ~ f...:attll"c.:~ (Brail(n,~k:. 199::,). 111 

~tdditi1..-...11. G\\"S "ª=- 111..-.1 pr...:,cntc.:J b> lh1..· 
gluta111atl.! rc:..:~p11..-.r antag ... -...ni;::;t:-. .-\PH .:)r C~Q:\'.. 

111 thc: curn:nt stuJ>. "1..' ab1...., ..:1..'ntinnc.:d tllc..· 

hist..."'ll1..':;.i1..:a\ ..:ha11gc.::-- pre..'' it.'u~I: r~r\..'rtc.:d l"': 
Brai\.._....,,,sh.: ( 19881. ri~,th at thc.: infusi..-.111 :-.it .... · and 
in ip::loil.:1.lt.:r.:ll thala111i .... : ~1rc..~as. addinb! inl111u111...,_ 

hi:-.to..:ht.'rni...:~I e:' 11. •• ii.:n..:c.: tGF.-\P sta111inb!1 •• : 

1 hv 
th~ila111i..: 1 ... :hang.1..•:-. ¡th.' si111il:.ir t(' lilu-."'· r1..·pl'l"l·.:..l 
"ith -.;;:11·111 .. :al :.. .. pik·pt(l~c..·11i ..... : !~1._·i. th~tt ,,._., ..... indu..:,_·d 
"ith ..:1...111, u\ ... ant a~c.:nts. -...u..:h a:-. hi..:u..:ulli111..· (': 
pl...'niL'.illin. ;111d ... lh''"'-11 11· t-.,.: 1..."'\..>..'lh•l•''J... 111 11atl11·1.. 
h1..0 L'<lll:-.c..· tia:::- ... -;111 lk· pn .. ·' c..·ntl....'d h;- -.....: '1 l) \ 
antag.1...•ni-.t-... ll lilY1..'rd. 11.J~~,,_ \\c..· pn1rli...1..: th;1t 

thi' c,1..•11t. ~lid~i-.. ;..., but l'llt.' 111~111ifc..·:--tati•1n l'l 

1na11;- i111p1..1rt¡111t ....:hang.c.:~ 1ha1 arl....' l1 ..... : .... ·urrill;.! in 

g.li~d fu11~til111 ·'\11 1..'"\..J'l~111ati,111 llt" 1111...'-..c..' l...'' i.:11t-.. 

"ill ht.! 1.:riti....:al 11..1 u1hic..·r ... 1andin!;! 11i.,_· 111c..· ... ·h·1ni-...11i-.. 
i1Hllh c..·d i11 Li\\ S 

L"lu·1..•ni ... : <._i ·\.H·\ "-""P ... •:--urc..· 111;1.' i11.Ju .... ·c..· tli.: 
..:rt.'ati1..lll l't' ... l1111"'· f1...11·1n ,,f ··'-:pikpti._··· l1·\H·\ 

1·"-·-..:c..·pt••r ,,r a11 c..·11\1:111 .... :1..·1..! 'ul11•-·1·;1h1\1t:: 11..• -.1.:1/tr11..· .... 
Pr hPlh 1-,1r c..·'\..a111;"'k. in .\11µ1..·\111;111 -..: ndr,111t.-. ., 

1.:lin1<.:al ..: .. -..nditil'll in ..,_, lli .... ·h "'·pik·¡i~1 .... · ...,._.¡/tir ... ·:-- .1r1..· 

l"rc.:quc..·111. a 1..ic..·k•ti<'il 1..11" sc..·111...·:-- 1..·n ... · ... ·di11~ 111 ..... · 
<....1-\.l~-\.-, 11...· .... ·1..·i't1..11· -...ul-...u1111 .... .1lplL1-~. h.,_·ta-.~- .111d 

s.an11n~1-.~. 111 ..:h1·1'llh'""1.'n1c..· i :=;-1..I i 1·1.~. h:t=- b:.:1...·11 
n .. ·p,,rtc..·d t '.1 .. ·lc:tn. ¡ou~ 1. 

Th1...· <. i:'\P.·'\. 1·1..· ... ·1..·ph·1· 1-. ~1 1111...·111ht.:r ,,r thi..: 
st1p1..·rl~t1n1!:: l'( 1,'lh)t1·,,pi .... - rv..:c..·¡-..11..11·-.. .:l'llll"'! !-...1n:;. 

=-'l..''1..'l"al :-:.uhu11i1.-.... "lh'=-"-· ... · ... .¡nbi11a1i.111 d· .. :t1..T1111n1...·:--

thc..· parti...:ul~1r pii.n·n1.1 .... ·1...'ll'.S: r.,_·p~1n;,.:1..~ t'l'l di' 1...·1 ... :_· 
brai11 rc.:~i1..'lb 1 l_ l\-...c..·1L : qqtl: '.\ L1 ... · ... hq1:1!~i. ; q1..L:, 

Thi:-> pr\..,pi..;n:: l'f ;dl ... ·~t.,_•ri .. : Jlll)duL:!i~·n ¡ .... :-1...•lc..·\ :1:1~ 

h• "i ... ic..·I: u-.~:d and .... ·11111 ... -~dl: 11n¡i·•rt~1n1 ... IT u~-.. 

~u.:h a~ tlll..' bc..·n/1.•1.lia/c.:p1111..· .... l":1rl~11u1·:it1..·-... 11"-"l1r,,. 

stc..·r1..,id~. a11d c..·t l 1.uh.\. ·'\ t"tc..·r ...: 1111..'ll i...: :id111111 i ~1r:1-
t i1.."'ll. ali thc..•-...,_· dn1~~. c...·'\..i..'"-'Pl th1..· 11;.:u:-1.•:--tc..·1 ~qd-... 
i:<lll in°iu .... ·1.· ph: ... i .... ·;il ... k·¡-.,cnd .. :111..·1..· :111,! \\ 1tl1d:·:1\\ :il 
sig.11:-.. .-'\ ..:1..111111i...'ll nc..·ur ... •,.:h1...·111i .... ·~11 111c..• .... ·h~111i.-...1:1 
in' L'l' in~ ti·\!'.\ fu11 .... ·t1,,,1 h:1-. b·_··.·11 -...l1_:..!;..:c..·-...t1..·1.t !~" 

~u...:h ab .... 1 inc..·11 .... ·"'""· ... ~ 1n¡'h.'11b l ( · 1. •\.1. 1..'ll. : '182 1 J 111.: 

pr1..·n11..·n·.•111al -.:: 11drl'lll1...' h;1-- h.._·"'·11 1'1"1.•p ... • ... .,_•d tl• ¡ .. · 

a pu:-.:-.ibk· ,..,_ ithd1 .!\.\ .1\ .... : 0~!1 "111;,..· h• p1·1..'~1...·:-.t1..T,,11c..·. 

a p~l-....ili' 1..· 111~1dul:1t,n ,.i ~!11..· l i.\H '·. 1c.: ... ·1...·p1'•! 

(tiall1..'- ¡qq¡: 1. \ ¡'1,,~.._· .... 11..-r,'111..· 111c..·t:d-...._,!i11..-. .ill·.•· 
pr"'·~11;;11h•k•11c..·. :--i~11i!i .... 11:il:: l' •t ... ·n:i;llc.."·· < i\\....., 
t L ;;tl1"\..t•'. 1qq~1 l ).._·-.¡'1\0; ;.1, .... i1111 ... ·.1l .li1'i'c..·1·c..·!1 .. ·.._ .... 

i11 1111..· ... 1...· ,..,_ itiidr:\\\. .d -.;-11.:'. ,-11i-. .. · ..... 111 u11d1..·r:--t;11i...!1·1-..· 

l,¡" 1111..· p.1tlh1pli.' -.1l•l,•:;: .. : l 1\\...., rn:1:: "-'nahk· u .. 1 .. -

1..k· .... ·1pli1..·r !!11..· 111c..-. .. ·li.1111-.n1 ... 1·;,,.· ... p,•11:--il~k· !"111 -...1,.·l\;111\,· 

;111'~ 1~·li1i .... t11 ... i h: !"'11,•:1.. ..lru:_.: ;;1ddi.:1i .. 111. 
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~i!.!.niticant cpidetniological probh!111 in nu111y 
.:,:-untries. In fi1ct .. G\VS n1ay represl!nt a co1111non 

·:1ctor in ali such addictions. 
.-\. fascinating. result of this study \\:as the long-

1a5ting tn1onths) consequl!nce of a relath:ely short 
~xposure to Gr\ B ... \ ar to Gi\.Br'\"' agonists (but not 
:o g.lycine). protracted effects that could be 
unn1askcd by the systetnic administration of PTZ 
(Out not saline)~ even 4 n1onths aft..::r the apparent 
1i:=;appearance of epilcptogcnic activity. lf ""'e 

;tsider such enduring epih:ptogenic a¡;tivity as a 
j~ naptic expression that is analogous to 111c111ory 
tan ··epileptogcnic·· i.:xpcricnce). thcn a role for 
G.-\B,-\ in rncn1ory proccsst.!s (conceivcd as 
ccliular inforn1ation storag.e) can be postulated. 

.-\ further suggestion for a relation betv .... een 
G\\'S and infon11ation storag.c:: dcrives fron1 our 
:·..:sults "ith aniso111ycin. an inhibitor of protein 
::7-)- llthesis. .-\ "'- ide varic.:t)- of e~pcrimcntal 

111'-)<.h:ls. frt .. "'111 snails tL1 hun1ans. h;.n..: "h:nl()fl­
stratt:d that "- hl.!tt ad1ninistcri.:d frotn 1 h befurt: 
and up to 7 h aftcr a training or sc.:nsitization 
proccdurl.!. antibiotic~ like anisoin)- cin inducr;;: 
a1n1h:sia tu the task (Barzilai. 1989: Oh:ar)-. 
\G9::' 1 .. -\11iso111:cin block.s G\.VS inductiun and. 
itltt!Tl.!:·aingl:. alsü intc::rti.:r..:s ''" ith drug. dc.:pc:ndcnct: 
( \\'i 11ia111s.1 994 ). 

Thc.: G\\'S is a rc:1narkabk c.:xa111ple of 
S)- naptic pl.:isticity: its basic n1t!chanis1n. nc:uronal 
anJ g.lial. niay be: analyzt::d fron1 thc rich 
pc.:r:o;p!.!cth t:s offcred b)- studies in epilcpsy. drug 
d!.!pi.:ndc::ncc.:. and infor111atio11 storag.c. 
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