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Il Introduccion

Un conocimiento basico en las neurociencias y las farmacodependencias es que la
administracion cronica de drogas que incrementan la actividad GABAérgica, como las
benzodiazepinas (Bzs), los barbitdricos o el alcohol, generan tolerancia y dependencia. La
suspension abrupta de la administracion de estas drogas favorece a largo plazo la aparicion
de estados neuroldgicos caracterizados por cambios en la actividad sensorial-perceptiva,
alucinaciones y en casos extremos, crisis convulsivas.

La privacion subita de la infusién de GABA (acido (y) gamma amino butirico ¢ 4-
aminobutirato) en el hipocampo de la rata genera cambios electrofisiologicos tendientes al
incremento de la excitabilidad neuronal y que estos eventos pueden ser prevenidos por la
administracion del agonista completo de las Bzs (o0 GABAEérgico) el flunitrazepam (Fnz).
Estos hallazgos son el sustento electrofisiolégico y farmacoldgico de la linea de
investigacion del departamento de Neurobiologia del Instituto Nacional de Psiquiatria
“Ramon de la Fuente” (INPRF). La hipétesis general de nuestro grupo de investigacién
sostiene que es posible bloguear o atenuar las modificaciones de la neurotransmision
GABAérgica (por ejemplo: disminucion de la sintesis del GABA y del numero de
receptores para el aminoacido, asimismo, cambios en la conformacion de los receptores
que lo reconocen) inducidas por GABA si un ligando o farmaco que reconozca al receptor
post-sinaptico de GABA cumple con dos requisitos basicos: 1) una exposicién previa corta
y 2) cuya concentracion por si sola no genere abstinencia.

En la introduccién de esta tesis se enmarcan los aspectos basicos de la
neurotransmision dependiente del GABA, sus receptores, su fisiologia y su importancia en
el cerebro, especificamente en el hipocampo. Posteriormente, se hace énfasis en los
mecanismos en comun de las abstinencias y lo referente a la abstinencia a GABA in vitro,
describiéndolo como el bioensayo farmacoldgico y electrofisioldgico para el estudio de la
abstinencias GABAGérgicas. La justificacion de la presente tesis y que enmarca a los
objetivos generales, se relaciona con el manejo y mal uso de las Bzs y la posibilidad de dar
una nueva estrategia en la terapéutica y prevencion de las abstinencias farmacolégicas por
el abuso de Bzs, utilizando para ello al Fnz como representante de este grupo. En material
y métodos se describen las técnicas utilizadas y los andlisis que fueron necesarios para la

obtencion de los resultados. La Gltima parte de este volumen contiene la discusién de los



resultados y las conclusiones de la presente tesis en la que confirmamos que la
hiperexcitabilidad neuronal del area CALl del hipocampo inducida por abstinencia a

GABA puede bloquearse por el tratamiento previo y corto de Fnz.

1.- Neurotransmision GABAérgica
1.1 Sintesis y metabolismo del GABA

Un neurotransmisor ejerce un efecto inhibidor cuando es capaz de deprimir la
excitabilidad neuronal. Durante la inhibicion se disminuye la probabilidad de que una
neurona genere potenciales de accién. En el hipocampo y en la corteza cerebral la
inhibicion se produce por circuitos neuronales locales establecidos por interneuronas, de las
cuales, mas del 90% son GABAérgicas (Nurse y Lacaille, 1997). Estas células inhiben a las
neuronas de proyeccion (piramidales), lo cual establece una de las mas importantes
regulaciones de la excitabilidad del sistema nervioso central (SNC; Luddens et al., 1995).

El GABA fue descubierto en 1950 por Eugene Roberts (Krnjevic’, 1991) y fue hasta
1957 cuando se publicd la primera evidencia que sugeria que el GABA era un
neurotransmisor. Bazemore y colaboradores (1956) identificaron una sustancia endégena o
“factor 1” como responsable de la accion inhibidora de los extractos de tejido nervioso
sobre neuronas de langostino (Krnjevic’, 1997). Un afio después se mostré que el GABA
aplicado en forma directa a la corteza cerebral tenia efectos sobre la actividad eléctrica y se
dieron evidencias de que involucraba el movimiento idnico en las neuronas (Krnjevic’,
1984; Houser et al., 1984). En 1966 se obtuvieron pruebas convincentes del caracter
inhibitorio del GABA, al estudiar la placa neuromuscular del crustaceo (Kuffler et al.,
1984).

Este neurotransmisor es un pequefio aminoacido monocarboxilico (100 daltones), su
nombre proviene de las siglas en inglés de su estructura molecular: acido (y) gamma
aminobutirico (4-aminobutirato, de acuerdo a su caracteristica de aminoacido) y representa
al principal neurotransmisor inhibidor del cerebro en los mamiferos (Olsen y Tobin, 1990;
McKernan y Whithing, 1996; Avoli et al., 1997).

El GABA se produce en las terminales nerviosas por descarboxilacion del glutamato,
por accion de la enzima &cido glutdmico descarboxilasa (GAD) también conocida como L-



glutamato-1-carboxilasa-liasa. La mayor parte del acido glutamico necesario para la
formacion del GABA no proviene del torrente sanguineo, la neurona posee un mecanismo
enzimatico de sintesis a partir de una transaminacion oxidativa debida a la a-cetoglutarato
transaminasa (GABA-T), o por un proceso de desaminacion de la glutamina a través de la
enzima glutaminasa; por lo que de acuerdo a estos eventos metabodlicos las fuentes del
acido glutamico son: 1) él a-cetoglutarico, metabolito del ciclo de los 4acidos
tricarboxilicos, 6 2) la desaminacion de la glutamina (DeLorcy y Olsen, 1994; Deutch y
Roth, 1999).

Un aspecto interesante en la sintesis del GABA es el que la enzima que provee al
sustrato (glutamato) también lo degrada. EI GABA es transformado a semialdehido
succinico por la GABA-T en presencia de oa-cetoglutarato como co-sustrato para la
reaccion. Asi, la GABA-T es la clave de la sintesis y del catabolismo del GABA. Estos
aspectos hacen diferente la sintesis del GABA a la de otros neurotransmisores, ya que el
GABA es un derivado directo del metabolismo intermediario de la glucosa (Fig. 1; Paul,
1995).

La GAD es una enzima citosolica mientras que el glutamato es sintetizado en la
mitocondria, por lo que es necesario un transporte o derivacion del precursor de un
compartimiento a otro para garantizar la produccion de GABA. La GAD es critica para el
control de la excitabilidad neuronal, ya que la disminucién de su actividad favorece la
aparicion de convulsiones (Tapia et al., 1975) y es blanco en el tratamiento de algunas
epilepsias (Foster y Kemp, 2006; Wu et al., 2007). Esta enzima tiene como cofactor a un
derivado de la vitamina B6, el fosfato de piridoxal (PLP; por sus siglas en inglés). La GAD
estd presente en las neuronas en dos formas, las cuales se encuentran codificadas por dos
genes distintos. De acuerdo con su peso molecular las isoformas son distinguidas como
GADG5 y GADG67. Estas enzimas exhiben algunas diferencias en su distribucién molecular,
lo que sugiere que estas dos formas de GAD pueden regular diferentes vias de sintesis de
GABA. Estas GADs difieren significativamente en su afinidad por el PLP: la GAD65
muestra una alta afinidad al cofactor en tanto que la GADG67 posee una debil interaccion
con el PLP. La GADG65 es una enzima cuya actividad es rapida y eficientemente regulada.
La GADG67 se regula a nivel transcripcional y su expresion depende de la excitabilidad de la
neurona (Tapia y Sandoval, 1971; Covarrubias y Tapia, 1980). La GAD no esta presente en



neuronas en las que el acido glutamico es utilizado como neurotransmisor, es decir, las

neuronas glutamatérgicas no utilizan al GABA como neurotransmisor (Paul, 1995).

1.2 Recaptura del GABA

Estudios farmacoldgicos han mostrado que el GABA después de ser liberado por la
terminal nerviosa es capturado nuevamente por las neuronas y por la glia. La recaptura
depende del gradiente electroquimico del Na®*, por lo que es dependiente de la actividad de
la ATPasa Na'/K*. Ademas, la glia tiene capacidad de almacenar GABA. La recaptura de
GABA es el mecanismo primario de la inactivacion de su efecto. El transportador es una
proteina de doce pasos transmembrana, tiene sitios de glicosilacion, y varios sitios para ser
fosforilado: uno para proteina cinasa A (PKA, por sus siglas en inglés) y siete para proteina
cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés), por lo que el proceso de recaptura es modulado
por la actividad de segundos mensajeros (Bowery, 1990; Nelson et al., 1990). Actualmente
se distinguen tres distintos transportadores de GABA. Uno de ellos es expresado en forma
especifica por neuronas (SA1/2), otro lo expresan Unicamente las células gliales (SN1) y el
tercero es comun para ambos tipos de célula (Fig. 1; Guastella et al., 1990; Liu et al., 1992).

Ante la estimulacién eléctrica o quimica, se inicia una respuesta por parte de las
neuronas. Entre los eventos que se suscitan, se puede identificar a las respuestas sinapticas
excitatorias o en su defecto inhibitorias. Las primeras favorecen la propagacion de los
impulsos eléctricos ya sea por la liberacién de neurotransmisores o por modificaciones en
el nivel de receptores postsinapticos que potencien el efecto de los neurotransmisores. En
tanto que los eventos sinapticos inhibitorios, pueden operar mediante dos mecanismos
generales: por reduccion en la liberacion de aminoacidos excitadores a traves de una accion
pre-sindptica o por reduccion de la excitabilidad de la célula post-sinaptica (Kuriyama et
al., 1993).

1.3 Fisiologia de la neurotransmision GABAérgica

El GABA tiene efectos en ambas membranas de la sinapsis (Krnjevic’, 1997). El efecto
a nivel presinaptico es una disminucién del ingreso de calcio (Ca**) al botén terminal,
debido a una activacion del receptor GABAg —¢l cual se describe a detalle en el punto 1.4

de esta tesis-. Debido a que el Ca®* es un catién involucrado en la maquinaria de liberacion
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de neurotransmisores en la terminal nerviosa, el GABA en el componente presinaptico

genera una disminucion en la liberacion de neurotransmisores.

pre-sinapsis . pre-sinapsis
GABAérgica = Glutamatérgica

Membrana post-sinaptica

Figura 1. Diagrama bioquimico y fisiolégico de las 2 neurotransmisiones mas importantes en el SNC. A la izquierda, la
dependiente del GABA. La glutamina (GLN) es capturada por la glia (al centro) por medio de su transportador especifico (SN1)
o en la terminal pre-sinaptica por el SA1/2. La GLN es desaminada por la enzima glutaminasa para convertirse en glutamato
(GLU, paso 3). El GLU también puede ser un metabolito intermedio de la oxidacién de la glucosa (transaminacion del a-
cetoglutarato, pasol). El GLU se transforma en GABA por medio de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD, paso 4). El
GABA puede interactuar con sus receptores pre y post-sinapticos y/o ser capturado por un transportador glial (GAT1-4) o
neuronal. E1 GABA es catabolizado por la enzima succinato deshidrogenasa en succinato semialdehido (SSH; paso 5). El efecto
de ésta neurotransmision es inducir una disminucion de la actividad neuronal. En contraste, a la derecha se distingue la
neurotransmisién excitadora dependiente de GLU. Sus efectos se explican debido a que este neurotransmisor incrementa la
conductancia de Na* y Ca?* generando una despolarizacion postsinaptica (Modificado de Foster y Kemp, 2006).

A nivel post-sinaptico, el mecanismo principal se debe a un rapido incremento en la
conductancia al cloro (CI"), lo cual tiene un efecto hiperpolarizante de la membrana
neuronal. Ademas, en algunas neuronas se incrementa una conductancia lenta de potasio
(K") fortaleciendo la hiperpolarizacion. A todo el evento postsinaptico se le denomina

potencial post-sinaptico inhibitorio (IPSP por sus siglas en inglés; Borman, 1988;
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Krnjevic’, 1991, 1997). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que durante la
activacion prolongada de los receptores de GABA en la dendrita, la respuesta de la
membrana post-sinaptica cambia de hiperpolarizacion a despolarizacion (Staley y Proctor,
1999). Una explicacion para el cambio del efecto inhibitorio del GABA es la siguiente: el
incremento del flujo de CI'y HCO; a través del receptor ionotrépico tipo A para GABA
(GABA,) incrementa la concentracidn de estos aniones en el interior de la célula, por lo
que disminuye su fuerza electroquimica y en consecuencia su flujo al interior de la neurona
también disminuye. Ademas, al cambiar su potencial de equilibrio, se favorece un egreso
del HCO73, produciendo un evento despolarizante (Grover et al., 1993). Esta
despolarizacién disminuye el blogueo dependiente de voltaje del receptor NMDA (N-metil
de Aspartato) por parte del idbn magnesio, por lo que esta actividad mediada por GABA es
suficiente para la activacion sinaptica del receptor NMDA (Staley et al., 1995). De tal
forma, que las respuestas post-sindpticas GABAEérgicas en neuronas corticales pueden
consistir en una temprana “hiperpolarizacion somatica” (también denominada respuesta h-
GABA,) vy una respuesta “despolarizante dendritica” (o respuesta d-GABAa; Bonnet y
Bingmann, 1995). En conclusion, los flujos de HCO’; contribuyen a la respuesta d-
GABA,, en tanto que la respuesta h-GABAA, es principalmente debida a CI" (Perkins y
Wong, 1997).

Los efectos del GABA a nivel pre y post-sindptico son consecuencia de su interaccion
en la membrana a través de proteinas receptoras. Los receptores para el GABA estan
divididos en dos grandes grupos, uno asociado a proteinas G y nucleétidos ciclados,
denominado tipo B o GABAg 0 de tipo metabotropico. El otro es el ya mencionado
GABAA 0 de tipo ionotropico. Un subgrupo de receptores GABAA ha sido denominado

GABA Y se encuentra exclusivamente en retina.

1.4 El receptor GABAg

El receptor GABAg es una proteina de aproximadamente 80 kDa (Ohmori y Kuriyama,
1991) con siete pasos transmembrana. Es miembro de la familia de los receptores
metabotrdpicos acoplados a proteinas G (especificamente Gi y Go; Soltesz et al., 1988;
Kaupmann et al., 1997). Su agonista selectivo es baclofén, y el &cido 3-amino propil

fosfonato; en tanto que los antagonistas selectivos de este receptor son el saclofén y el
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faclofen (Kerr et al., 1987; Karlsson et al., 1988). El receptor GABAg se encuentra en
ambas membranas sinapticas: a nivel presinaptico es el receptor que permite la disminucion
en la liberacién de neurotransmisores por un bloqueo en el ingreso del Ca*" a la terminal
sinéptica via proteinas G, de tal forma que al ser activado inhibe la activacion de canales de
Ca®* dependientes de voltaje (Thompson y Gahwiler, 1992). En la regién post-sinaptica la
activacion de éste receptor induce el incremento en la conductancia a K*, lo que se
identifica como la porcién lenta del potencial post-sinaptico inhibitorio (IPSP, por sus

siglas en inglés; Deutch y Roth, 1999).

1.5 El receptor GABAA

El receptor GABAA, tiene una composicion semejante a los receptores ionotropicos de
acetilcolina (nicotinico) o de glicina y serotonina (5-HT3). Estas proteinas estan formadas
por subunidades, por lo que las familias de estos receptores presumiblemente derivan de
genes ancestrales. El receptor GABAA es un complejo molecular integrado como
heteropentamero de peso aproximado entre 275 a 400 kDa (Hevers y Luddens, 1998;
Macdonald y Olsen, 1994; Sieghart et al., 1999).

GABA Subunidades del receptor GABAA
/ g [ )
®
Recaptura de GABA, - # 3 13
\./ m 1‘3
- ®

1
1
1
1-3

- -
Receptor GABAA Neuroesteroides

% W Benzodiazepina
Barbituricos =

T oM =R T™Q

Figura 2. Representacion del receptor GABAA. Este receptor ionotrépico es un complejo proteico alostérico reconocido por
diferentes ligandos y en sitios distintos. Al ser activado permite el ingreso de Cl a la célula, lo cual favorece un efecto
hiperpolarizante. Su estructura es heteropentamerica, compuesta por 7 clases diferentes de subunidades, algunas cuentan con
variables funcionales (Modificado de Mohler, 2006).

El estudio de la estructura molecular del receptor GABAA ha permitido caracterizar a las

subunidades que lo forman. Estas proteinas se denominan con las letras griegas: alfa (o),
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beta (B), gamma (y), delta (3) epsildn (g), rho (p) y theta (6); ademas, es posible distinguir
diversos tipos: 6 diferentes subtipos de a; 3 distintas 3, 3 tipos de y, 1 formade o, 1 de
tipo €, 3 formas de p y un solo tipo de 6 (Fig 2; Kardos, 1999; Chebib y Johnston, 1999).
Cada subunidad tiene su dominio N-terminal del lado extracelular, el cual puede ser el sitio
de ligado de varias moléculas.

Todas las subunidades presentan 4 dominios transmembranales denominados TM1, TM2,
TM3, y TM4; la region TM2 representa un especial interés: su estructura de a-hélice
permite la formacion de un canal ionico. El afrontamiento de esta region con otras 3 ¢ 4
TM2 proporciona el revestimiento del canal. Localizado en la region del citosol cada TM
tienen 2 anillos de residuos de aminoacidos, el anillo que conecta a las regiones TM3 con
TM4 contienen residuos de serina, un excelente blanco susceptible de ser fosforilado. La
secuencia de aminoacidos que componen a cada una de las subunidades del receptor
GABAA tiene una masa molecular en el rango de 48 a 64 kDa y ademas, muestra entre un
30 a 40% de identidad entre los distintos grupos de subunidades y un 70 a 80% de identidad
entre subunidades del mismo grupo (Macdonald y Olsen, 1994; McKernan y Whiting,
1996; Hevers y Luddens, 1998).

Basandose en esta heterogeneidad de isoformas, el ensamble variable de las subunidades
otorga diversidad en las propiedades biofisicas y farmacoldgicas del receptor. A partir de
esta variedad de subunidades se puede calcular una combinacion de mas de 10 000
isoformas posibles del receptor GABAA, aungque no todas serian funcionales (Wafford et
al., 1994; Araki et al., 1992; Wang et al., 1992; Zhang et al., 1992; Bovolin et al., 1992;
Araki et al., 1992a y b).

El sitio de pegado del GABA a su receptor es a nivel de las subunidades o y .
Especificamente, en la subunidad a1 el residuo del aminoéacido fenilalanina en la posicion
64, es determinante para el pegado del neurotransmisor; en tanto que al nivel de la
subunidad B los residuos de tirosina 157 y 205 asi como las treoninas 160 y 302 son
indispensables para el pegado del GABA. Cuando el neurotransmisor se une a su receptor
ionotrépico los aniones pasan al interior de la neurona produciendo hiperpolarizacion o un
cambio en el potencial de membrana, que lo aleja del umbral de disparo del potencial de
accion. Este fendbmeno se debe a un cambio conformacional de la proteina receptora que la

convierte en un canal, el cual es significativamente largo (5-8 A). La formacion de un canal
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selectivo en estas condiciones permite el flujo de CI" y aniones al interior de la célula. Esta
selectividad proviene de la carga positiva de los aminoacidos que estratégicamente se
encuentran en la porcién final del canal.

El receptor-canal exhibe 3 diferentes conductancias las cuales se encuentran entre los 12,
17-20 y 27-30 pS; ademas se han revelado tres diferentes estados de apertura: 0.5, 2.6 y 7.6
ms (Hevers y Luddens, 1998; Macdonald y Olsen, 1994; McKernan y Whiting, 1996).

1.6 Modulacion alostérica del receptor GABAA

El receptor GABAA es una proteina alostérica. Esto significa que sus propiedades de
receptor pueden ser moduladas por la unién de otros compuestos que no se unen al mismo
sitio que reconoce al GABA. Ciertos farmacos hacen mas eficiente la transmision
GABAérgica, incrementando la frecuencia de apertura del receptor/canal o cambiando el
tiempo de apertura del canal. Ejemplos de estos moduladores son los neuroesteroides, el
alcohol, los barbitdricos y las Bzs, ya que estas moléculas se unen al receptor y potencian la
actividad del GABA, por ejemplo, desplazan la funcion concentracion-respuesta de GABA
hacia a la izquierda (Hadingham et al., 1992; McKernan y Whiting, 1996).
Especificamente, las Bzs son moduladores de las corrientes de CI" ya que incrementan la
frecuencia de apertura del canal pero no la duracion de los estados abiertos, en tanto que los
barbituricos alteran las caracteristicas de las corrientes GABAérgicas incrementando la
duracion de las aperturas del canal. De tal forma que el resultado neto de la presencia de
barbitdricos 0 Bzs o0 ambos es el incremento de la inhibicion neuronal (Macdonald y Olsen,
1994; Kardos, 1999). Las Bzs tienen su sitio de pegado en el receptor al nivel de las
subunidades oo y . Sin embargo, quien confiere la afinidad por las mismas es la subunidad
v, principalmente el subtipo tipo 2 (y2). El efecto alostérico de las Bzs es uno de los méas
estudiados. Una particularidad farmacoldgica mas, es que para que el efecto de las Bzs se
lleve a cabo, el GABA debe estar presente (Bureau y Olsen, 1990; Knapp et al., 1990).

El sitio de interaccion de los barbitdricos se localiza en las subunidades o y B del
receptor. Los barbituricos tienen un modelo dual de accion: a concentraciones pequefias su
efecto depende de la presencia del GABA, sin embargo, a grandes concentraciones el
efecto de incremento en el tiempo de la apertura del canal depende exclusivamente del
barbitdrico.
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La bicuculina (Bic), un potente convulsivante, disminuye el pegado del GABA al
receptor de manera competitiva. Los antagonistas del receptor GABAA mejor estudiados
son el t-butilbiclofosforotionato (TBPS), y la penicilina, que bloguea el poro (Ruano et al.,
1991; Costa, 1987; Macdonald y Olsen, 1994; Chebib y Johnston, 1999). En tanto que

agonistas selectivos de este receptor son la isoguvacina y el muscimol.

1.7 Distribucion del receptor GABA, en el SNC

Es conveniente hacer varias apreciaciones respecto al receptor GABA 4, su distribucién
en el cerebro y los efectos farmacoldgicos diferenciales que pueden obtenerse a partir de su
interaccion con sus ligandos. En esta direccién es posible identificar que una misma
neurona es capaz de expresar diferentes tipos de receptor GABAA y por lo tanto tener
susceptibilidad farmacolodgica variable (Garcia-Ugalde y Brailowsky, 1993).

Estudios farmacol6gicos previos dan evidencias de una segregacion espacial de los
receptores GABAA Yy GABAg postsindpticos en células piramidales. La respuesta
postsinaptica del receptor GABAg es generada primariamente en dendritas, en tanto que la
respuesta GABAA, se produce en el soma y las dendritas.

Exceptuando a las subunidades p que se expresan Unicamente en la retina y las © que se
encuentran en timo, pulmon, préstata y Utero, las otras subunidades se expresan
ampliamente en el cerebro. El receptor GABAA de la retina es farmacol6gicamente
insensible a Bic aunque es sensible a picrotoxina. Adicionalmente, este receptor no muestra
modulacion por barbitdricos, Bzs y baclofén por lo que se le denomin6 GABAc
(Macdonald y Olsen, 1994; Chebib y Johnston, 1999). Los receptores GABAc son
derivados de la union de varias isoformas de la subunidad p, capaces de formar el canal de
CI. Los agonistas descritos para este subtipo de receptor son el &cido cis-4-amino
croténico o ACCA y el é&cido trans-4-amino croténico (TACA). En cuanto a los
antagonistas del receptor GABAc, el mejor estudiado es el &cido imidazol-4-acético y el
acido 1,2,5,6-tetrahidropiridina —4il-metil-fosfonico.

Estudios de biologia molecular han permitido el mapeo de algunas subunidades del
receptor GABAA en el genoma humano. Por ejemplo, los genes que codifican a las
subunidades a1, a6, B2 y y2 se encuentran en el cromosoma 5 en las regiones q32-933. En

tanto que las subunidades a2, a4, Bl y y1 se encuentran en el cromosoma 4 en las
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porciones p13-4q11, en el caso de la subunidad a5, B3 y y3 se encuentran en el cromosoma
15 en sus regiones q11-g13. La subunidad a3 se encuentra codificada en un gen que reside
en el cromosoma X (Thompson et al., 1992; Wilcox et al., 1992).

No obstante que los ARNm (acidos ribonucleicos mensajeros) que traducen para las
subunidades del receptor GABAA se encuentran en casi todo el cerebro, pueden distinguirse
distribuciones heterogéneas en algunas regiones del SNC. Por ejemplo, las células
granulares del cerebelo expresan casi exclusivamente la subunidad a6, en tanto que la
subunidad al se expresa principalmente en neocorteza y cerebelo, dejando Unicamente el
5% de todos los receptores GABAA para la expresion de la o5 en hipocampo, corteza
cerebral, amigdala y el bulbo olfatorio. En corteza cerebral son muy comunes las
subunidades a1-4, al igual que la isoforma B2, en tanto que las subunidades 1 y 3 son mas
comunes en el hipocampo, en la corteza cerebral y en el cerebelo. Por otra parte, las
subunidades B4 y y4 se han descrito solamente en el cerebro del pollo. Es interesante que la
subunidad yl se expresa predominantemente en la amigdala del I6bulo temporal y el
septum, la variante y2 se encuentra practicamente en todo el cerebro, y es muy comuin
localizarla en presencia de 2 y al (Essrich et al., 1998), la subunidad y3 esta presente en
la corteza y el estriado. La triple combinacion o132y2 conforma la poblacion mas frecuente
del receptor GABAA en corteza cerebral, en comparacién con el hipocampo en donde es
comun la expresion de las subunidades a2B1p3y2 y a5B1B3y2 (McKernan y Whiting,
1996). La subunidad y2 tiene dos isoformas: larga (y2L) y corta (y2S; por sus siglas en
inglés), la subunidad y2S es mas abundante que la y2L en el hipocampo, la corteza cerebral
y el bulbo olfatorio, en contraste en el coliculo inferior, el bulbo y en el cerebelo se expresa
mas y2L que y2S. La subunidad & esta predominantemente en el cerebelo. En tanto que la
subunidad ¢ esta presente en amigdala, tAdlamo y nucleos subtalamicos (Hevers y Luddens,
1998; Mehta y Ticku, 1999, Moler, 2006).

La coexpresion de las subunidades a2, a3 y ab asociadas con B1, B2 o B3 con y2
integran a los receptores GABAA en los que se cuantifica una mayor actividad de las Bzs.
Se puede realizar una subdivision farmacologica del receptor GABAA en relacion con el
efecto y el pegado de las Bzs. El receptor tipo I (BZI), une con mayor afinidad a la
trizolopiridazina (Cl 218 872) en tanto que el receptor tipo 11 (BZII) une con gran afinidad
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al 1,4 Bz: 2 oxo-quazepam. El receptor BZI abunda en cerebelo, en tanto que el BZII se
encuentra en casi todo el cerebro. Para otro tipo de farmacos, como el TBPS el pegado al
receptor estructurado con a1f32y2 es muy grande, en tanto que para algunos esteroides se ha
identificado que la presencia de 2y2 con cualquier isoforma de al, a2 y a3 es importante
para una modulacion positiva mas potente (Fritschy et al., 1992; Puia et al., 1993).

Diversos estudios indican que la fosforilacion del receptor GABAA modifica las
corrientes de CI" inducidas por GABA, Bzs y alcohol. La fosforilacion puede incrementar
(Stelzer et al., 1988; Browing et al., 1990) o disminuir estas corrientes (Leidenheimer et al.,
1992; Leidenheimer y Chapell, 1997), modificando la cinética de activacion y el proceso de
desensibilizacion del receptor. Esta modulacion por fosforilacion depende de distintas
enzimas derivadas de diversos segundos mensajeros como la PKA, la PKC y por la proteina
Ca’* calmodulina-cinasa. El blanco de estas fosforilaciones son los residuos de serina de las
asas que comunican a M3 y M4 de las subunidades 3 (Fig. 2). De esta forma, la actividad
de este receptor ionotropico puede ser modulada por sefiales externas e internas (Lambert y
Harrison, 1990; Krishek et al., 1994; Bureau y Laschet, 1995; Zhai et al., 1998; Churn y
DeLorenzo, 1998).

Los cambios en la neurotransmision GABAGérgica tienen un papel preponderante en la
fisiopatogénesis de diversos trastornos neuronales como la epilepsia, los sindromes de
abstinencia, entre otros, estos transtornos tienen como caracteristica principal el incremento
de la excitabilidad neuronal, esta hiperexcitabilidad es consecuencia de alguno de los
siguientes eventos que pueden surgir solos o asociados entre ellos: a) modificaciones en la
sintesis del GABA, b) disminucion en la liberacion del GABA, c) cambios en la recaptura
del GABA, d) modificaciones en la estructura del receptor, ) cambios en el numero de
receptores, y finalmente, f) cambios en la afinidad del receptor GABAA. Estos eventos son
los puntos de estudio de nuestro grupo de trabajo y sobre los cuales se basa parcialmente la

hipdtesis de esta tesis.
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2.- Sindromes de Abstinencia relacionados con la

neurotransmision GABAEérgica

A lo largo de la historia humana, las sociedades han consumido sustancias que alteran el
estado de animo y el funcionamiento cognoscitivo, por ejemplo: el alcohol, la nicotina 'y la
marihuana, entre muchas otras drogas. Ademas, en algunos casos, el progreso en el
conocimiento farmacoldgico trae consigo nuevas drogas que propician modificaciones en el
funcionamiento del SNC, como es el caso de los psicotropicos. Diversos agentes
neurofarmacologicos utilizados con un fin terapéutico pueden cambiar la conducta del

paciente generando estados de tolerancia y dependencia fisica e intelectual.

2.1 Conceptos basicos: tolerancia y dependencia

La tolerancia puede ser definida como la reduccion en los efectos de una droga después
de ser administrada en forma repetida (Midel, 1981). Normalmente, conforme se aumenta
la dosis de un farmaco, aumenta también su efecto observado. Sin embargo, después de
dosis repetidas se requiere de dosis cada vez mayores para obtener el efecto logrado en la
primera exposicion (desviacioén a la derecha de la curva dosis-efecto). El diazepam (Dz) por
ejemplo, produce de una manera caracteristica sedacion a dosis de 5 a 10 mg en el consumo
por primera vez. Sin embargo, quien lo toma en forma repetida puede hacerse tolerante a
dosis de hasta varios de cientos de gramo (Teuber et al., 1999).

Actualmente se distinguen diferentes tipos de tolerancia que pueden subclasificarse en
tres: 1) tolerancia farmacocinética, 2) tolerancia farmacodinamica y 3) tolerancia aprendida.
Esta dltima incluye una forma de tolerancia conductual que también se llama tolerancia
condicionada (Cox et al., 1983; Feldman et al., 1996).

El término de tolerancia farmacocinética o de eliminacion, se refiere a los cambios de
distribucion o metabolismo del farmaco después de la administracion repetida, de modo
que hay concentraciones plasmaticas reducidas en la sangre y, de manera subsiguiente, en
los sitios de accion de dicho farmaco. EI mecanismo més frecuente es el aumento en la tasa
metabdlica de eliminacion. Un ejemplo de este proceso es el de los barbitdricos, ya que
estimulan la produccion de enzimas microsomales en el hepatocito, con el consecuente

retiro y catabolismo rapido de los barbituricos de la circulacion (McLellan et al., 1992).
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La tolerancia farmacodinamica, funcional o de tipo celular, es la expresion del cambio
en el nimero de receptores (up/down regulation) asociado 0 no a cambios en la afinidad del
receptor por la droga (fosforilacion-desfosforilacion). También puede deberse a un
desacoplamiento de las cadenas de sefalizacion con el receptor (fosforilacion,
desfosforilacion, cambios en el genoma, desensibilizacion; Feldman et al., 1996).

De manera adicional a los tres tipos basicos de tolerancia, la tolerancia aguda se refiere a
aquella que se genera rapidamente tras el empleo de un farmaco en una sola ocasion. El
ejemplo tipico de este tipo de tolerancia es el producido por la administracion de cocaina.
Si se administra repetidamente, los efectos de dosis subsecuentes disminuyen en cuestion
de horas y a lo largo de la misma sesion (Lader y File, 1987).

La tolerancia cruzada ocurre cuando el uso repetido de una sustancia confiere tolerancia
no sélo a la sustancia que se esta empleando, sino también a otras de la misma categoria
estructural o mecanistica, efecto que se observa entre las Bzs y los barbituricos (Robinson
etal., 1981).

En contraste con la tolerancia, la sensibilizacion es un incremento en la respuesta
originado por la administracion de la dosis repetida del farmaco. Este fendmeno se observa
como una desviacion hacia la izquierda de la curva dosis-respuesta (O”brien, 1996).

La dependencia es un término clinico que se refiere a un estado de adaptacion
(tolerancia) producido por el reajuste de los mecanismos homeostaticos ante la
administracion repetida de una sustancia. La droga puede afectar multiples sistemas que
antes estaban en equilibrio. La persona en estado de dependencia fisica o adaptada, requiere
de una administracion sostenida del farmaco para desempefiar sus actividades normales. Si
en forma repentina, esta sustancia deja de administrarse, ocurrird un desequilibrio brusco, y
los sistemas afectados deberan someterse de nuevo a un proceso de reajuste hasta alcanzar
un nuevo equilibrio sin la sustancia.

La prueba clinica de la dependencia fisica es la aparicion del “sindrome de abstinencia”
o sindrome de supresion cuando la droga ha dejado de administrarse. Las variables
farmacocinéticas tienen importancia considerable en la amplitud y en la duracion del
sindrome de supresién. Cada categoria de sustancia conlleva sintomas caracteristicos, que

suelen ser contrarios a los efectos del farmaco (O brien, 1996).
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Tolerancia, dependencia fisica y sindrome de abstinencia son fendmenos bioldgicos que
resultan como consecuencia natural del consumo Y retiro de ciertos farmacos o sustancias.
Estos fendmenos bioldgicos se pueden producir en animales de experimentacion. Estos
modelos pueden ser un correlato del evento que se registra en el humano. A continuacion se
mencionan las principales abstinencias que involucran al sistema GABAérgico y el enfoque

actual que se les da en el campo de las neurociencias.

2.2 Abstinencia a Bzs y barbituricos

Las Bzs se encuentran entre los fArmacos con mayor frecuencia de prescripcion en el
mundo. Se utilizan especialmente para el tratamiento de la ansiedad y el insomnio. Si se
utilizan Bzs por algunas semanas ocurre poca tolerancia y la interrupcion suele no causar
muchos problemas. Sin embargo, después de varios meses aparece una tolerancia
importante y se presenta sindrome de abstinencia si las dosis son disminuidas o se
interrumpen. Es dificil distinguir entre los sintomas de la abstinencia y la reaparicion de la
ansiedad que motivd la prescripcion de las Bzs. Es comdn el incremento paulatino de la
dosis por la disminucién del efecto durante tratamientos prolongados con Bzs. Los signos y
sintomas mas comunes de la abstinencia a las Bzs son la ansiedad y la agitacion. Se
incrementa la sensibilidad a la luz y al ruido, aparecen parestesias asociadas a sacudidas
miocldnicas, se presentan trastornos del suefio y pueden mostrar mareos, inquietud e
irritabilidad, asi como una serie de signos neuroldgicos caracteristicos, entre los que se
incluyen: temblor, disartria, nistagmo y ataxia cerebelosa. Después de dosis altas de Bzs, el
sindrome de abstinencia aparece con convulsiones y delirio (Doble y Martin, 1996).

En el caso de las Bzs la génesis de la dependencia fisica no es tan clara como con los
barbitaricos u otros ansioliticos como el meprobamato. Los efectos de los barbituricos son
similares a los observados con el alcohol. Dosis Unicas de 200 a 400 mg de amobarbital
producen en pocas horas disminucion de la atencién, disforia, distorsion en la sensacién del
tiempo, disminucion en la actividad intelectual, nistagmo y diplopia. Altas dosis generan
depresion respiratoria e hipoxia (O brien, 1996).

La privacion de barbitdricos después de dosis repetidas induce cambios
electroencefalogréaficos, tales como un incremento en la actividad basal,

predominantemente en la regién frontal del cerebro.
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2.3 Abstinencia al alcohol

La abstinencia alcohdlica se desencadena por un descenso absoluto o relativo de los
valores de alcohol en sangre. Habitualmente aparece un temblor generalizado rapido, mas
perceptible en la lengua y las manos, que empeora con la actividad motora o situaciones
estresantes, los sintomas alcanzan la plenitud a las 48 h del ultimo consumo, el inicio puede
ser brusco o gradual. Desde el punto de vista clinico, presenta unos prodromos
caracterizados por temblor, alucinaciones visuales y ansiedad. El periodo de estado
epiléptico constituye el Ilamado delirium tremens, caracterizado por un descenso del nivel
de conciencia, actividad psicomotriz alterada, alucinaciones visuales y agitacion
psicomotriz. En el plano neurologico se muestra disartria, con temblores de grandes
oscilaciones y sintomas de ataxia cerebelosa. Pueden presentarse crisis convulsivas
acompafadas de confusion, desorientacion, conciencia fluctuante y obnubilacion. El cuadro
alcanza su cenit a los 2-3 dias de su inicio y puede mantenerse durante varios dias. El riesgo
de muerte es relativo pero en casos tratados la tasa de mortalidad es inferior al 1 %
(Brailowsky y Garcia, 1999).

El DSM-1V plantea los siguientes criterios comunes para el diagndstico de la abstinencia
de sedantes-hipnoticos y ansioliticos: 1. Interrupcion o reduccion del uso abundante o
moderado durante un periodo prolongado (varias semanas 0 mas), de un sedante, hipnético
0 ansiolitico seguida como minimo, de tres de los siguientes sintomas: nauseas o vomitos,
malestar general y/o debilidad, hiperactividad auténoma (p. ej. taquicardia, diaforesis,
ansiedad o irritabilidad), hipotension ortostética, temblor de manos, lengua y parpados,
insomnio y crisis epilépticas. 2. Dichos sintomas no deben estar causados por ningun otro
trastorno fisico o mental.

Un denominador comin de las abstinencias por drogas que involucran a la
neurotransmision GABAGérgica es la hiperexcitabilidad del SNC. Pero, ¢cudles son los

posibles mecanismos responsables de la aparicion de estos eventos clinicos?
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2.4 Mecanismos moleculares de la génesis de los sindromes de

abstinencia

El receptor GABAA puede ser el origen de las alteraciones en los fenomenos de
abstinencia, asi como en algunos trastornos conductuales y en algunos tipos de epilepsia.
La expresion del ARNm de las subunidades del receptor cambia debido a la excitabilidad
neuronal, ya que después de crisis epilépticas disminuye la expresion de algunas
subunidades como al, a3, a5, B4 y vyl en las regiones donde se encuentra el foco
epiléptico. Esto modifica la sensibilidad del receptor al GABA y a otros agonistas (Clark et
al., 1994; Doble y Martin, 1996; Smith et al., 1998).

Trabajos previos sefialan que los cambios en la expresion de la subunidad a4 son
fundamentales en la génesis de algunos tipos de epilepsias y en el inicio de las abstinencias
a Bzs y neuroesteroides. Por ejemplo: los niveles de ARNm de esta subunidad se
incrementan 4 h después de la primera crisis epiléptica inducida por kindling en la amigdala
del lébulo temporal (Clark et al., 1994). Crisis inducidas por acido kainico también
muestran este fendmeno de up-regulation en la subunidad a4 (Tzunashima et al., 1997).
Electrochoques repetidos también generan un incremento en la expresion del ARNm de
esta subunidad (Clark, 1998). Ademas, durante la abstinencia a la alopregnanolona (aloP) y
a la progesterona, aparece un incremento en la expresion de la isoforma a4. La terapia
antisentido contra el ARNm de esta subunidad previene de la abstinencia a los
neuroesteroides (Smith et al., 1998). Las abstinencias a Dz tienen en comin el incremento
en la expresion de las subunidades a1l y B1 en la corteza cerebral (Doble y Martin, 1996),
en tanto que un tratamiento cronico con etanol induce una disminucion en la expresion de
las subunidades al y a6 e induce un incremento de la y3 (Buck et al., 1991). Durante la
abstinencia alcohdlica se ha determinado también que las subunidades a2 y a5 disminuyen
en su expresion en neuronas de corteza cerebral, ademas de que hay cambios en la
fosforilacion del receptor (Mhatre y Ticku, 1992). Diversos estudios indican que
tratamientos largos con Bzs disminuyen significativamente la expresion de las isoformas
al y y2. Cuando los tratamientos son prolongados (mayores de 1 mes), se presentan
cambios en la subunidad a5, reduciéndose su expresion mientras hay un incremento en las

isoformas a3 y a6 (Doble y Martin, 1996). En la abstinencia al Dz se ha cuantificado la

23



disminucion en la densidad de las subunidades a1 y un incremento en la expresion de a5,
y2L, y2S, B2 y B3 en neuronas de la corteza cerebral, especificamente en la region
frontoparietal (Impagnatiello et al., 1996; Pesold et al., 1997). Un tratamiento prolongado
con muscimol en cultivos de neuronas, reduce la expresion del ARNm de la subunidad a1
(Hirouchi et al., 1992); el tratamiento simultaneo con Bic bloquea este fendmeno. Las f3-
carbolinas, antagonistas del receptor GABA,, inducen un incremento en la expresion de la
subunidad & del receptor GABAA, en cultivos de neuronas (Doble y Martin, 1996).

Un aspecto interesante que sustenta la hipdtesis de este trabajo es el siguiente: Hay una
gran diversidad de drogas que reconocen al receptor GABAA Y el tratamiento prolongado
con sus agonistas genera cambios en la expresion de sus subunidades. También puede haber
cambios en el numero de receptores, disminuyendo su numero (down regulation) o
incrementandolo (up regulation). Esto debe modificar la sensibilidad farmacoldgica, lo que
determina cambios en la excitabilidad del tejido. Ahora bien, el agonista por excelencia del
receptor GABAA es el mismo GABA, por lo que es l6gico proponer que estos cambios
debe de producirlos el GABA.

El balance de las evidencias disponibles de los cambios en las subunidades del receptor
GABAA después de tratamientos prolongados con agonistas, provee de una explicacion
molecular del desarrollo de tolerancias y abstinencias a las drogas GABAérgicas. E| GABA
mismo deberia producir algunos de estos cambios.

Existen ajustes rapidos ante la exposicion prolongada de un agonista al receptor
GABAA,, la desensibilizacion es la primera consecuencia. Ante una concentracion grande de
un agonista, el receptor disminuye su actividad. A largo plazo, este fendmeno también
depende de un cambio en la composicion de las subunidades del receptor (Cash et al.,
1997). La desensibilizacion depende del estado de fosforilacion del receptor. Asi, un
incremento en los niveles de AMP¢ o en la actividad de la PKA, ya sea al mismo tiempo o
por separado, inducen una disminucion en la actividad del receptor favoreciendo la
desensibilizacion. Es decir, la fosforilacion cambia los estados de apertura, la duracion de
apertura del canal y/o la afinidad al pegado del ligando al receptor GABAA (Frosch et al.,
1992; Laidenheimer y Chapell, 1997; Brown et al., 1998).
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2.5 El Sindrome de Abstinencia al GABA (SAG)

En el curso de una investigacion sobre la relacion entre el GABA vy la epilepsia (Silva-
Barrat et al., 1988) en la década de los ochentas, se demostr6 un fenémeno de
hiperexcitabilidad cortical consecutivo a la interrupcién del tratamiento con GABA en el
mandril fotosensible (Brailowsky et al., 1987; 1988).

En estos monos, la estimulacion luminosa intermitente induce la aparicion de descargas
epilépticas al nivel de la corteza cerebral acompafiadas de mioclonias generalizadas.
Mediante canulas intracorticales la infusion crénica localizada de GABA, fue capaz de
provocar un potente efecto anticonvulsivo, el cual perduré a lo largo del periodo de
infusion (7 dias). En todos los monos, fotosensibles o no, en los que se administro el
GABA, se constato la aparicion de focos de actividad paroxistica en el sitio de infusion al
dia siguiente de haber cesado el tratamiento. Independientemente del area infundida, la
canula de infusion (utilizada también como electrodo de registro) mostraba la presencia de
poliespigas y de actividad en forma de espiga-onda, que en el caso de la corteza motora, se
correlacionaba con la aparicion de mioclonias de la pata posterior contralateral al
hemisferio infundido. En algunos animales aparecieron sacudidas de “perro mojado”
(Brailowsky et al., 1987; 1991).

Posteriormente se confirmd la presencia de este fendmeno de hiperexcitabilidad en la
rata epiléptica (kindling amigdalino; Fukuda et al., 1987), y en la rata no epiléptica
(Brailowsky et al., 1987; 1989). ElI fendmeno se caracterizd6 conductual vy

electroencefalograficamente (EEG; Brailowsky et al., 1988).
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Figura 3. Electroencefalograma caracteristico de un SAG en rata. La interrupcién de la infusion de GABA en la corteza
somatomotora izquierda (CM-I) induce una actividad espiga onda con latencia promedio de 90 min, duracion de 7 dias
(tomado de Calixto E et al., 1995).

Tanto en monos como en ratas, la interrupcién abrupta de la infusion intracortical
cronica de GABA fue seguida de la aparicion de un foco epiléptico localizado en la zona
infundida y caracterizado por descargas en forma de espigas (Fig. 3). Al correr el tiempo,
las manifestaciones electroencefalogréaficas se circunscribieron méas a la zona de la canula
de infusion, y en las etapas finales del fendmeno, las descargas desaparecieron
gradualmente para sélo reaparecer en la fase de suefio de ondas lentas.

A este fendmeno de hiperexcitabilidad se le llamo “Sindrome de Abstinencia al GABA”
(SAG; LeGal La Salle et al., 1988; Silva-Barrat et al., 1992), pues aparte de las crisis
convulsivas los animales mostraban otros signos clinicos tales como: mioclonus de la pata
inferior contralateral al hemisferio infundido, movimiento incesante de las vibrisas,
irritabilidad y aumento de la conducta exploratoria. Hay datos de dependencia fisica ya que
la re-infusion de GABA hace que desaparezcan las manifestaciones EEG (Brailowsky,
1988). Finalmente, también hay datos de tolerancia cruzada a Bzs (Dz) y a barbituricos
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(pentobarbital), ya que la administracion de estas drogas GABAérgicas no modifica la
frecuencia de disparo de la descarga epiléptica en las primeras 24 h (Brailowsky, 1992).

Se han observado cambios metabolicos producidos por el SAG cortical con la técnica de
la 2-desoxiglucosa (2-DG) radioactiva (Brailowsky, 1991). Mediante esta técnica es posible
estudiar el metabolismo glucidico cerebral ya que la 2-DG se acumula en el sitio de
utilizacion. Asi, las areas cerebrales méas activas acumularan mas 2-DG, la cual puede ser
visualizada mediante autorradiografia. De esta manera se observo un aumento significativo
en el consumo local de glucosa (3 a 5 veces con relacion al control) no solo del area cortical
involucrada en la generacion de la actividad paroxistica, sino también en la zona taldmica
ipsilateral de proyeccion de dicha area cortical (ndcleos posterior oralis, ventro-postero-
lateral, central lateral, ventro-lateral y reticular) en animales sacrificados 60 min después
de haberse iniciado el SAG. Estas regiones hipermetabdlicas corresponden con las areas de
gliosis que se cuantifican en animales sacrificados 10 dias después de interrumpirse la
actividad paroxistica (Brailowsky, 1991).

Las infusiones cronicas intracorticales del aminoacido impactan sobre la actividad de la
GAD. Durante el SAG se manifiesta una reduccion de aproximadamente 40% en la
actividad de la GAD, tanto en ausencia como en presencia del cofactor, el PLP, a nivel del
sitio de infusidn con el aminoacido (Salazar et al., 1994).

A partir de rebanadas de corteza cerebral obtenidas de ratas que presentaban
convulsiones in vivo (mioclonias unilaterales) o cambios eléctricos (espigas en el sitio de
infusion), se realizaron experimentos in vitro, de los cuales se analiz6, con registro
intracelular, las neuronas situadas en la vecindad del sitio de infusion. La estimulacion
eléctrica de la sustancia blanca situada en el mismo plano columnar del sitio de registro
indujo, en todas las células analizadas, despolarizaciones paroxisticas acompafiadas de
trenes de potenciales de accion de alta frecuencia. Estas modificaciones son denominadas
despolarizaciones paroxisticas de gran amplitud o PDS (del inglés: paroxysmal
depolarization shift) y se han considerado como una caracteristica de las células epilépticas.
En estas mismas rebanadas se observd la presencia de una poblacion de neuronas que
presentaban, ademas de las PDS inducidas sindpticamente, trenes de potenciales de accion
de alta frecuencia provocados por la inyeccion intracelular de corriente. Estas neuronas, con

capacidades intrinsecas para la generacion de PDS se diferenciaron de las otras neuronas
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(i.e. aquellas en las que las PDS solo podian ser producidas por estimulacion sinaptica) en:
a) presentar potenciales voltaje-dependientes (que aumentaban por despolarizacion y
disminufan por hiperpolarizacién), b) presentar PDS Ca**-dependientes: la sustitucién del
Ca®* con cobalto produjo la desaparicién de los trenes de potenciales de accién de alta
frecuencia inducidos por corriente para dar paso a potenciales unicos, y c¢) una tolerancia a
los efectos hiperpolarizantes del GABA aplicado al bafio en el que se mantenia a las
rebanadas. Esta tolerancia se manifestd con una DEsy (dosis efectiva 50) 50-100 veces
mayor para estas células que para las neuronas con PDS sinapticas, usando la isoguvacina,
agonista especifico de los receptores GABAA, (Silva-Barrat et al., 1989; 1992; 2000).

Experimentos enfocados a determinar el papel de los dos principales subtipos de
receptor al GABA: el GABAA y el GABAg, indicaron que el SAG es un fendmeno
dependiente del primero. Las pruebas que apoyan esta afirmacion son farmacoldgicas: por
una parte, la demostracion de que es posible inducir un foco epiléptico al interrumpir
infusiones localizadas de isoguvacina, un agonista GABAa especifico y por la otra, la
constatacion de que los agonistas especificos del receptor GABAg (baclofén) inducen dicho
foco cuando se aplican; no cuando se retiran. Ademas, los antagonistas GABAg, como el
faclofén, no tienen ningun efecto sobre focos epilépticos producidos por la privacién de
GABA (Brailowsky et al., 1990, 1991).

En estudios orientados a reproducir in vitro este fendmeno de hiperexcitabilidad
neuronal producido por la privacién brusca del tratamiento crénico con GABA, se
realizaron experimentos en rebanadas de hipocampo de rata (Garcia-Ugalde et al., 1992).
Esta es una preparacion frecuentemente empleada en el estudio experimental de la epilepsia
por la facilidad con la que se pueden reconocer sus elementos anatomicos (neuronas
piramidales de las areas CA1l y CA3 y sus vias de llegada y salida). Por otra parte, dada la
gran incidencia de epilepsia del l6bulo temporal (psicomotora), su estudio es de
importancia clinica y experimental.

En rebanadas de hipocampo incubadas con GABA (10 mM) por 60 6 120 min y luego
privadas bruscamente del neurotransmisor, se constatd la aparicién de hiperexcitabilidad
neuronal caracterizada por el aumento extraordinario de la respuesta de campo de las

neuronas piramidales del area CAl a la estimulacion aferente (Fig 4; colaterales de
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Schaffer), asi como por la abolicién de la inhibicién recurrente mediada por el GABA
evaluada mediante el paradigma de la estimulacion pareada.

Estos experimentos demostraron la posibilidad de inducir un fendémeno de
hiperexcitabilidad in vitro el cual puede ser un correlato del SAG in vivo. Las preparaciones
in vitro pueden facilitar considerablemente el analisis neuroquimico y neurofarmacologico
de la hiperexcitabilidad inducida por la privacion de GABA, pudiendo realizar

experimentos para resolver los eventos electrofisioldgicos involucrados.
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Figura 4. Hiperexcitabilidad neuronal inducida por la interrupcion de la instilacion de GABA in vitro. La actividad
sinaptica fue registrada en el area CA1 del hipocampo. Los registros de la espiga poblacional de la columna izquierda
fueron obtenidos de rebanadas control en diferentes intensidades de estimulacién (1.1 a 3.0 por arriba del valor
umbral). En contraste, en condiciones de abstinencia a GABA, se aprecian descargas paroxisticas. La grafica de cuadros
indica las diferencias estadisticas en el numero de espigas poblacionales evocadas por la estimulacion. (Tomado de
Casasola et al., 2004).

3.- Farmacologia del Fnz

Un medicamento, es un compuesto que se utiliza para la prevencion o control de
enfermedades. Actualmente se ha hecho necesaria la prevencién del consumo y abuso de
algunas sustancias tanto ilegales, como legales. Es un asunto complejo, ya que el problema
no es solo el farmaco, sino ademas quién convierte la droga en abuso.

La sintesis del primer barbiturico se sitia a 1863, en la actualidad més de 2,500
derivados de esta sustancia son utilizados en la medicina. En 1955, Sternbach sintetizé al

clordiazepoxico, el patron de acciones fue descrito por Randal (ver Martin, 1987). Pero fue
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hasta 1961 cuando el clordiazepoxido fue introducido en la clinica marcando con ello el
comienzo de la era de las Bzs. Hasta la fecha se han sintetizado mas de 3000 compuestos
benzodiazepinicos, de los cuales a 120 se les han probado su actividad bioldgica, y cerca de
35 se encuentran en uso clinico. La mayor parte de las Bzs que se encuentran en el mercado
se han seleccionado por su alto potencial ansiolitico en proporcion con su funcion
depresora de la actividad del SNC (Mark y Waltzman, 1999).

Los barbitaricos y las Bzs, son los farmacos mas utilizados en el mundo ya que son
agentes terapéuticos que tienen capacidad de deprimir la actividad del SNC. Este fendmeno
ocurre de manera dependiente de la dosis produciendo progresivamente suefio, pérdida del
conocimiento, anestesia, coma, y por ultimo depresion de la actividad respiratoria y
cardiaca. Tratamientos prolongados con estos farmacos pueden llegar a generar serios
problemas de salud ya que pueden provocar dependencia fisica y psiquica, asi como
tolerancia.

En 1887 se describieron los primeros cuadros de dependencias a tranquilizantes como el
paraldehido, posteriormente a sustancias como el hidrato de cloral, los barbitaricos, el
bromureido, el Dz, el meprobanato, la matacuolona, entre muchos otros farmacos mas.

Las Bzs son farmacos que tienen un efecto selectivo sobre el receptor GABAA,
ejerciendo una modulacién alostérica positiva. La union entre las Bzs y el receptor GABAA
tiene como resultado un incremento de las conductancias de CI° mediadas por el
neurotransmisor sobre su receptor. Esta facilitacion de las conductancias de CI™ inducidas
por GABA resulta en una hiperpolarizacién de las neuronas, permitiendo una disminucion
de la transmisidn sinaptica (Squires, 1983; Mark y Waltzman, 1999).

El Fnz es una Bz de répida accion, semejante a otras Bzs, tiene un efecto selectivo en el
receptor GABAA, mediando procesos sinapticos inhibitorios en el cerebro, por ejemplo es
10 veces mas potente que el Dz. La principal diferencia entre el Fnz y otras Bzs, radica en
que el Fnz presenta alta afinidad por el receptor GABAA (Mattila y Larni, 1980; Woods y
Winger 1997; Simmons y Cupp, 1998; Mark y Waltzman, 1999).

Clinicamente el Fnz tiene un efecto de sedativo, ansiolitico, anticonvulsivo, inductor del
suefio, vasodilatador y depresor del ritmo respiratorio. En su estructura molecular el Fnz

tiene un grupo nitro y un dtomo de fldor, que lo hace diferente de las demés Bzs (Fig. 5;
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Mattila y Larni, 1980; Woods y Winger, 1997; Simmons y Cupp, 1998; Mark y Waltzman,
1999).

El Fnz se sintetiz6 en 1970 por los laboratorios Roche y era usado hospitalariamente
cuando se necesitaba una profunda sedacién. Ingresé al mercado en Europa en 1975y a
partir de los afos 80s, comenzo a estar disponible en otros paises. Aparecio en Estados

Unidos en la década de los 90s.
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Figura 5. Estructura quimica del Fnz. En A se muestran los tres anillos basicos de la Bz: un anillo bencénico nitrado
(N20), un anillo bencénicos fluorado (F), marcados con flechas; un hexano nitrogenado con un grupo ceto. En B, el
esqueleto de carbonos en forma tridimensional.

De acuerdo al criterio de la Convencion de las Naciones Unidas sobre Sustancias
Psicotrdpicas (United Nations Convention on Psychotropic Substances), en 1995, después
de 20 afios de uso de Fnz, se le identifico un riesgo de abuso mayor que otras Bzs, motivo
por el cual, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cambio al Fnz del grupo IV al
grupo 11 (el grupo Ill, denota una sustancia que tiene o presenta un riesgo de abuso
considerable ¢ “un riesgo sustancial para la salud del pablico” (Woods y Winger, 1997).

El “riesgo de abuso™ de un compuesto es la capacidad para producir una dependencia
psicoldgica o fisiologica, en conjunto con la capacidad para alterar el comportamiento de

una forma que es perjudicial al individuo o a su ambiente social (Woods y Winger, 1997).
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En ese contexto, la misma caracteristica por la cual el Fnz es una Bz con gran potencial
clinico, es la misma que lo ha llevado a tener un alto riesgo de abuso. EI Fnz produce una
intoxicacién semejante a la que induce el alcohol (Simmons y Cupp, 1998). EI mal uso del
Fnz en combinaciones con diferentes sustancias psicotrdpicas (marihuana, alcohol, heroina
0 cocaina), tiene como consecuencia la aparicion de sindromes de abstinencia, o
intoxicaciones. Por tanto, aungue el Fnz puede llegar a presentar abstinencia y tolerancia en
periodos cortos de administracion durante uso clinico, es sin duda alguna la automedicacion
y el uso en combinacion con otras drogas, lo que genera el mayor porcentaje de
abstinencias o problemas (Mattila y Larni, 1980; Woods y Winger, 1997; Simmons y Cupp,
1998).

Por su accion como hipnotico y amnésico (McKay y Dundee, encontraron que 1mg de
Fnz causa amnesia en el 65 % de los pacientes que lo ingieren) es considerado como una
droga ideal para incapacitar victimas, el Fnz es insipido, inodoro y soluble en agua y
alcohol (Woods y Winger, 1997; Mark y Waltzman, 1999).

Desde su aparicién e introduccion en el mercado, el Fnz ha ido incrementando su grado
de consumo en diferentes partes del mundo, teniendo el mayor porcentaje en Europa, Asia
y América, encontrdndose entre el 40% y 68% del total de las Bzs consumidas en los
diferentes paises (Woods y Winger, 1997; Mark y Waltzman, 1999).

3.1 Farmacodinamica y farmacocinética del Fnz

La caracteristica tipica del Fnz en el sistema cardiovascular es su efecto de
vasodilatacion periférica, esto causado por el relajamiento de la pared vascular de las
arterias.

El Fnz es empleado especialmente en el campo de la anestesiologia, se absorbe casi
completamente (80 al 90 %) por el tracto gastrointestinal, se une en un 80% a proteinas
plasméticas, esta conducta farmacocinética se puede ilustrar con un modelo de tres
compartimentos. Tiene una rapida redistribucion del compartimento central (plasma) (Bond
y colaboradores mostraron un rapido incremento de los niveles en plasma de Fnz (5 min)
después de haber sido administrada de manera intranasal) a compartimentos tisulares
explicando la discrepancia entre la vida media de la droga y la duracion de sus efectos

clinicos, debido a que su vida media es aproximadamente de 20 h.
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El Fnz se metaboliza casi completamente en el higado. Hay varios metabolitos (el que
resulta de su reduccion, 7-amino derivado; por hidroxilacion, los 3-hidroxi derivados y por
desmetilacién, los N-desmetil derivados; algunos de estos metabolitos intermedios son
activos, el mas importante es el 7-amino derivado. El Fnz se metaboliza a través de una N-
desalquilacion o hidroxilacion por el sistema microsomal del higado, seguido de la
conjugacion con acido glucorénico. La via de excrecion del metabolito inactivo es del 90%

mediante la orina y solo el 10 % por el tubo digestivo (Mark y Waltzman, 1999).

3.2 El sindrome de abstinencia a Fnz

El sindrome de abstinencia a Fnz, es semejante al generado por otras Bz, presentandose
siempre al retiro abrupto de una administracion cronica (puede comenzar de 2 a 10 dias
después de la cesacion de la sustancia (Lander, 1994). Este sindrome de abstinencia es
caracterizado por la aparicién de: ansiedad, irritabilidad, inestabilidad emocional, temblor,
insomnio, nauseas, dolor de cabeza, vértigo, falta de coordinacién motora, hipersensibilidad
sensorial, disforia, letargo, fatiga, vision borrosa, sensacion facial ardiente y dolor muscular
(Lander, 1994; Petursson y Lander, 1984; Mark y Waltzman, 1999).

Lo anterior se resume en un problema de salud, que ha generado la busqueda de una
estrategia farmacoldgica para contrarrestar la mayoria de los riesgos y problemas
ocasionados por el uso y abuso del Fnz, asi como de otras sustancias con actividad
GABAérgica.

Se sabe que el retiro abrupto de la administracion de Fnz en humanos altera la actividad
cortical registrada a través del EEG. Los cambios en el EEG se caracterizan por la
disminucion de las ondas de baja frecuencia durante el suefio paradojico y el no paradojico.
A diferencia de otras Bzs que presentan largos periodos de efectos residuales, el Fnz
presenta un periodo corto de efecto residual (Tan et al., 2003). Dentro de la practica clinica,
el Fnz es utilizado como auxiliar en el tratamiento para el Sindrome de Abstinencia al
Alcohol (SAA) en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). Diversos estudios clinicos
(Spies 1996, 2003), concluyen que el Fnz se perfila como un farmaco de primera eleccién
para utilizarse en casos de SAA, debido a que disminuye su severidad y duracion, asi como
de los requerimientos médicos, ademas de disminuir la incidencia de neumonia y acorta la

estancia en las UCI. Dentro del mismo ambito clinico, el Fnz es utilizado como inductor el
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suefio en dosis de 1 y 2 mg, las cuales han demostrado ser mas efectivas que otras Bzs
utilizadas con el mismo fin (Woods y Winger, 1997).

Estudios in vivo, indican que el efecto de las Bzs disminuye la actividad registrada
durante el EEG en diferentes estructuras del cerebro (hipocampo, corteza, entre otras), en
diversos modelos animales: gatos, ratones, monos, conejos, ratas, perros (Depoortere et al.,
1983). Estudios in vitro muestran un correlato del sindrome de abstinencia, ya que existe un
incremento en la actividad sinaptica de la corteza cerebral, después del retiro abrupto del
Fnz (Calixto et al., 2000).

111 Justificacion de la realizacidon de esta tesis

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica en México en el afio
2003, los trastornos del uso de sustancias en nuestro pais son comunes, cercanos al 10 %
del total de la poblacion, siendo los méas frecuentes el abuso del alcohol y las sustancias
psicotropicas de caracteristicas GABAérgicas. Es alarmante que la prevalencia del uso de
estas sustancias en la regidon centro sur este del pais es del 36 %. Estas estadisticas
epidemioldgicas sefialan a las abstinencias por psicotropicos GABAEérgicos como un
problema potencial de salud. Este proyecto pretende generar una estrategia farmacoldgica
que sea el sustento terapéutico para un mejor tratamiento de las mismas.

Antecedentes a este proyecto sefialan cambios cuantitativos de la expresion de
subunidades (down y up regulation) como consecuencia de las abstinencias de Bzs,
neuroesteroides y el alcohol, sin embargo, desconocemos si la abstinencia de GABA genera
los mismos cambios de expresion de subunidades en el receptor.

¢Los resultados de esta tesis puede tener impacto en la clinica? la respuesta es
afirmativa. Especificamente, puede y debe repercutir en el apartado de los conceptos
basicos relacionados al manejo farmacolégico de las abstinencias en pacientes.
Investigaciones previas indican que es posible disminuir o bloguear las manifestaciones
clinicas y moleculares de las abstinencias mediante la aplicacion conjunta de la droga que
genera la abstinencia con otro agonista del receptor GABAA, esta segunda droga debe
cumplir con el requisito de aplicarse a una concentracion menor a las que por separado
genera un efecto y/o su administracion debe ser por periodos breves. En el caso de

confirmar esta premisa, contamos con la estrategia electrofisioldgica para cuantificar de una
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forma estructurada y complementaria, el efecto esperado: bloquear la génesis, el
mantenimiento y las manifestaciones de la hiperexcitabilidad neuronal de la abstinencia a
GABA. Proponemos con esto dar un sélido apoyo a la toma de decisiones farmacoldgicas
en la clinica y una base cuantitativa para futuras investigaciones clinicas o epidemioldgicas.

Finalmente, la justificacion de utilizar las drogas para este trabajo se argumentan a
continuacion. En el apartado de las Bzs se utilizara el Fnz, debido a una premisa clinica: es
el psicotrépico GABAérgico mas utilizado en forma intra hospitalaria por diferentes
instituciones de salud y genera condiciones de abstinencia a muy cortos periodos de

exposicion.

IV Objetivo

Evaluar el efecto de la exposicion previa del agonista GABAérgico Fnz, sobre la
generacion de la abstinencia inducida por GABA a través de la técnica electrofisioldgica de
registro del potencial postsinaptico excitatorio de campo en el area CAL en rebanadas de

hipocampo de la rata.

V  Planteamiento del problema

En el ambito de las neurociencias y la clinica neurolégica, son recientes los hallazgos
que relacionan una disminucion de los datos clinicos de las abstinencias con drogas
GABAérgicas, utilizando estrategias farmacologicas de exposicion. Por ejemplo, la
administracion conjunta de alcohol y &cido y hidroxi-butirico (GHB) revierte el incremento
de expresion de la subunidad a4, un marcador selectivo de abstinencias dependiente del
receptor GABAA (Follesa et al., 2004). La exposicion de 48 h del neuroesteroide aloP a
neuronas de hipocampo en cultivo, favorece el incremento de la expresion de la subunidad
o4, este proceso se ve blogueado por la administracion corta de alcohol a bajas
concentraciones, las cuales por si solas no inducen abstinencia (Smith y Gong, 2004). Por
otra parte, se tiene identificado que la administracion de Dz en etapas iniciales de la ingesta
de alcohol reduce los cambios en las subunidades del receptor GABAA que induce la
abstinencia inducida por el alcohol, aspecto que no puede resarcir el baclofén (Sanna et al.,

2003). De la misma manera, el pre-tratamiento con Dz y GHB bloquean por separado el
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efecto de up regulation de la subunidad a4 inducida por la abstinencia al alcohol (Follesa
et al., 2003). La administracion conjunta de alcohol y de aloP disminuye la tolerancia y
dependencia farmacoldgica en roedores (Morrow et al., 2001). La administracion previa o
la co-administracion de progesterona, aloP y el sulfato de pregnenolona con Dz o triazolam
reducen la tolerancia, ansiedad e hiperactividad cuantificada por las Bzs (Reddy y
Kulkarni, 1997).

La lectura global de estas evidencias permite elaborar una hipotesis relacionada a la
posibilidad de bloquear o disminuir la abstinencia que induce una droga GABAérgica
mediante la aplicacion de otra que ocupa el mismo receptor. El factor reductor de la
abstinencia de la segunda droga se basa en: a) la administracion en secuencia (previa o en
paralelo a la que genera la abstinencia, pero por periodos cortos) o b) la concentracion sea

pequena.

VI Hipdtesis

Tomando en cuenta los hallazgos previos, proponemos como hip6tesis general que las
modificaciones de la neurotransmision GABAEérgica previas a un proceso de abstinencia
(por ejemplo, un pequefio incremento en su tonicidad) disminuye la aparicion y el
mantenimiento de las condiciones de hiperexcitabilidad. Esta estrategia permitira tener una

idea global del posible sustrato de prevenirlas o reducirlas.
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VIl Material y Métodos

Se utilizaron ratas macho cepa Wistar (110-130 g) provenientes del bioterio del INPRF
(mantenidas en condiciones estandarizadas de temperatura (20-25° C), alimento (ad
libitum) y bajo un ciclo de luz oscuridad invertido (12 x 12 h; de acuerdo a las normas
establecidas en la guia para el cuidado y uso de los animales de laboratorio, Academia
Nacional de Medicina, 1999).

Bajo anestesia con pentobarbital sodico (50 mg/Kg de peso; Anestesal®), los animales
fueron perfundidos con un catéter a nivel del ventriculo izquierdo del corazon con una
solucion a base de sacarosa a temperatura de 4 °C, (composicién en mM: sacarosa 229, KCI
2.0, glucosa 10, Na,HCO3 26, Na,HP0,4 1.2 y MgCl, 1.5), burbujeada con una mezcla 95%
O,/ 5% CO,, para mantener un pH constante de 7.4.

Al término de la perfusion, el cerebro fue extraido rpidamente. Cada hemisferio se
secciond en un vibratomo (pelco 101) en cortes sagitales de 400 pum de grosor a
temperatura de 4 °C. Las rebanadas se mantuvieron en una solucion salina semejante en
composicion al liquido cerebro espinal (concentracion en mM): NaCl 125, KCI 2.0, MgCl2
6.0, CaCl2 1.0, NaHCO3 25, glucosa 11, NaHCO3 26, en burbujeo continuo con la mezcla
de gases (95% O, / 5% CO;) ajustado a un pH de 7.4 con una osmolaridad de 300
mOsmol/l.

Para el registro de la actividad electrofisioldgica, cada rebanada fue colocada en una
camara de perfusion continua (2.5 ml), a temperatura ambiente y con una velocidad de
superfusion de 2 ml/min. La solucién de registro estandar contenia (concentracion mM)
NaCl 125, KCI 3.0, MgCl2 1.0, CaCl2 2.5, NaHCO3 25, glucosa 11, NaHCO3; 26, en
burbujeo continuo con (95% O, / 5% CO,) y pH de 7.4.

Los protocolos farmacoldgicos y los registros de los potenciales postsinapticos
excitatorios dendriticos (fEPSP, por sus siglas en inglés) se llevaron a cabo en el area CAl
del hipocampo (stratum radiatum) por medio de micropipetas de vidrio llenas con solucion
de NaCl al 0.9% (2-3 MQ; Fig.6; amplificador Axoclamp 2B, axon instrument). Los
fEPSPs fueron observados en un osciloscopio y digitalizados simultaneamente para su
almacenamiento (pClamp V9.2 de Axoclamp Instruments) en computadora. Los estimulos

para provocar los fEPSPs se realizaron con un electrodo bipolar concéntrico en las
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colaterales de Shaffer mediante pulsos cuadrados unicos (0.40-10 us a 0.2Hz; estimulador
Grass S-11, unidad de aislamiento Grass PSI U6), asi como con pulsos pareados: 10 a 60
ms en intervalos de 10 ms. La intensidad de estimulacién para todos los experimentos fue la
necesaria para obtener un fEPSP con una amplitud del 50-60% de la amplitud maxima.
Estos protocolos no indujeron depresion o espigas multiples, ni potenciaron la respuesta en

las condiciones control o testigo.

Figura 6. Esquema del SNC y localizacién anatémica del hipocampo de rata. El hipocampo esta estructurado en una
conexion trisinaptica: la informacion de la corteza cerebral ingresa al hipocampo a través de la via perforante (PP)
haciendo sinapsis en el giro dentado (DG), cuyas células envian sus axones al area CA3, formando con ello las fibras
musgosas (mf). Los axones de las neuronas de CA3 hacen sinapsis en el area CAl, su proyeccion es a través de las
colaterales de Shaffer (sobre las cudles en nuestra preparacién de rebanada, se inyectaron los estimulos cuadrados con
un electrodo bipolar (E-Est). La actividad sinaptica de CA1 (fEPSP, inserto del dngulo superior izquierdo) fue registrada
por un electrodo de registro (E-Reg) conectado a un amplificador de sefiales bioeléctricas. CA1 proyecta su informacioén
nuevamente a la corteza cerebral a través del subiculum (S).

Se formaron 8 grupos de trabajo, realizando un disefio experimental de la siguiente
forma:

1) Grupo control (n=9).

2) Grupo en el que se indujo la hiperexcitabilidad por abstinencia a GABA (n=23;
GABA 5 mM/2h).

3) Grupo que verifico el efecto electrofarmacoldgico del Fnz (n=7; 60 uM/60 min).

4) Grupo que recibio el pre-tratamiento con Fnz previo a la exposicién de GABA(n=16).

5) Grupo en el que se verifico el efecto de la Bic (20 uM), en condiciones control (n=6).

6) Grupo que en condiciones de abstinencia a GABA fue expuesto a Bic (n=5).

7) Grupo en el que pre-tratamiento con Fnz bloqued la abstinencia de GABA y se
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cuantifico el efecto de Bic (n=6).

8) Grupo en el que pre-tratamiento con Fnz bloqued la abstinencia de GABA y se
cuantifico el efecto del incremento de la concentracion de K* extracelular (10 mM;
n=6).

Los experimentos para inducir hiperexcitabilidad por privacion de GABA se realizaron
de la siguiente manera: después de haber determinado las condiciones estables de los
fEPSPs (linea base 10-40 min) las rebanadas se incubaron con GABA (5 mM) durante 120
min. Después se retiro el GABA de la superfusion y el registro de la actividad sinaptica se
contindo por 4 h (grupo 2). En otro grupo de rebanadas, corroboramos que el Fnz no indujo
abstinencia, ya que el retiro de su corta exposicion no generd hiperexcitabilidad (grupo 3).
Sin embargo, la exposicion previa de la Bz a la de GABA, si bloque6 la generacién de la
abstinencia al aminoéacido (grupo 4). Debido a que fue necesario identificar la sensibilidad
farmacoldgica del sistema GABAEérgico del tejido, realizamos un grupo en el que
cuantificamos el efecto de la Bic en condiciones control (grupo 5), para compararlo con los
grupos 6 y 7. La justificacion de haber realizado el grupo 6 obedece a lo siguiente: la
maxima hiperexcitabilidad neuronal por abstinencia a GABA puede corroborarse después
de 2.5 h del retiro del neurotransmisor, el objetivo principal de estudio de este grupo fue
cuantificar la sensibilidad farmacolédgica para la Bic en estas nuevas condiciones de
hiperexcitabilidad, sin embargo, para evitar un efecto de saturacién (ceiling) en la amplitud
de la respuesta, la intensidad del estimulo fue re-ajustada (disminuida) para obtener una
respuesta semejante a la amplitud del fEPSP inicial (50-60% de la amplitud méaxima). El
grupo 7 fue realizado para comprobar que el Fnz es capaz de bloquear la hiperexcitabilidad
por abstinencia a GABA, preservando la sensibilidad farmacologica de la neurotransmision
GABAérgica. Por esta razon, después de identificar que la amplitud de los fEPSPs
regresaron a valores de la linea base (4 h) la preparacion fue expuesta a Bic. Finalmente, el
propdsito de realizar el grupo 8, tuvo la siguiente justificacion: debido a que el bloqueo de
la hiperexcitabilidad por abstinencia a GABA que llevo a cabo el Fnz se debia a una posible
muerte neuronal que obedecia al tiempo prolongado del experimento, fue necesario
determinar si el tejido tenia adecuadas condiciones excitables, por lo que, a las 4 h después
del retiro de GABA, la rebanada fue expuesta a un incremento de K* extracelular para

inducir un efecto despolarizante e identificar el incremento en la amplitud del fEPSP.
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Para el andlisis de cada experimento (control, hiperexcitabilidad por abstinencia a
GABA, aplicacion y pre-tratamiento con Fnz), a todos los grupos se normalizo al 100% el
valor de amplitud promedio de los fEPSPs de los 15-30 min iniciales de cada experimento
0 linea base (tiempo en el que se corrobord una amplitud estable y sin modificaciones
mayores al 20% de la amplitud; todas aquellas respuestas con incrementos o disminucién
de la amplitud del fEPSP en este porcentaje, fueron eliminadas). Para evaluar el efecto de
la Bic (control, hiperexcitabilidad y pre-tratamiento con Fnz), se normalizé al 100% el
promedio de la amplitud antes de la aplicacion del antagonista (15-20 min previos a la
exposicion de Bic). El andlisis estadistico se llevé a cabo validando la diferencia entre los
promedios normalizados de la amplitud de los fEPSPs + su error estandar, identificando el
porcentaje de cambio en esta amplitud en el curso temporal de los experimentos. Utilizando
la prueba t de student (pareada y no pareada, segun el caso) y la prueba no-paramétrica U
de Mann-Whitney, dando una significancia al valor de P <0.05.

Las drogas y sales utilizadas en este trabajo fueron adquiridas a Sigma-Aldrich (St. Lois,
MO. USA), exceptuando a la sacarosa y glucosa de laboratorios Hycel de México; CaCl, de
laboratorios JT-Baker de México, el NaH,PO, de Merck (Alemania) y el Fnz que fue
comprado directamente a los laboratorios Roche de México.
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VIl Resultados

1A. Efectos de la abstinencia al GABA en el area CA1 del hipocampo.

La frecuencia (0.01 Hz) y la intensidad (50-60% de la respuesta maxima) del protocolo
de estimulacion que evocé los fEPSP no indujeron cambios significativos en la morfologia
y en la amplitud de la respuesta sindptica en un periodo de 3 h (Fig. 7, P<0.5). A diferencia
de los trabajos previos de Garcia-Ugalde (1992) y Casasola (2004), en los que se registré la
espiga poblacional (EP) del stratum-piramidale de CA1, el presente trabajo de tesis se
realizo en el stratum-radiatum, lo que explica la diferencia en la morfologia y la cinética
lenta de la respuesta sinaptica. La amplitud promedio de los fEPSPs en condiciones control
fue de 1.0 £ 0.02 mV (n=9).
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Figura 7. Curso temporal control de los fEPSP en la regién CA1 del hipocampo durante 3 h. La actividad sinaptica fue
constante y no se modificé por el protocolo de estimulacion. Los insertos superiores muestran las morfologias de los
fEPSPs representativos obtenidos a los (A) 15, (B) 60 y (C) 180 min. El artefacto de estimulacion fue eliminado en todos
los registros de la presente tesis y fue sustituido por triangulos.

La siguiente serie de experimentos estuvo encaminada a inducir la hiperexcitabilidad del
area CA1 del hipocampo por la interrupcion de la administracion de GABA. En este grupo
de rebanadas, la administracion de GABA (5 mM) por 120 min indujo la réapida
disminucion en la amplitud de los fEPSPs (4415 %; efecto méaximo a las 1.5 h de
incubacidn), este efecto se mantuvo durante la exposicion del aminoacido (Fig. 8B; n=23).

El retiro abrupto de GABA de la superfusion, permitio el aumento gradual de la amplitud
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de los fEPSPs, inicialmente hasta recuperar el valor de la linea base (30 min después de la
interrupcion de GABA), consecutivamente lo sobrepaso y finalmente, generé un
incremento significativo en el voltaje de la respuesta sinaptica a partir de los 45 min del
término de la superfusion del neurotransmisor. Una secuencia temporal por hora del
incremento en la amplitud de la actividad sinaptica, puede resumirse de la siguiente forma:
165+19 % a los 60 min, 232+29% a los 120 min; y de 258+21% a las 3 h (Fig. 8), todos los

tiempos indican el término de la infusion de GABA.
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Figura 8. Induccion de la hiperexcitabilidad en el area CA1 del hipocampo por abstinencia a GABA. La exposicion del
aminoacido (5 mM) durante 120 min (linea horizontal) induce primero una disminuciéon en el voltaje del fEPSP y
posterior a su retiro, un incremento significativo de la amplitud de los fEPSP (circulos blancos, n=23). Comparado con el
grupo control (circulos negros; n=9) se puede observar que la exposicion y el retiro de GABA es el responsable de este
incremento de la excitabilidad neuronal. Los registros representativos superiores muestran la secuencia de los fEPSPs en
diferentes condiciones: (A) control, (B) 100 min de exposicion a GABA y (C) 2 h de abstinencia a GABA. El tiempo cero
indica el tiempo de inicio de la incubacion de GABA.

Estos resultados muestran la factibilidad de induccion de la hiperexcitabilidad por la
abstinencia a GABA in vitro en nuestro laboratorio. Queda de manifiesto que este
incremento en la excitabilidad neuronal es estable y que sobre el mismo puede estudiarse la
actividad del sistema GABAérgico y la posibilidad de estudiar la susceptibilidad
farmacoldgica durante un estado de hiperexcitabilidad. Esto fue lo que motivo los

experimentos que se refieren a continuacion.
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1B. Cambios en la neurotransmision inhibitoria durante la hiperexcitabilidad
inducida por la abstinencia al GABA.

El hipocampo de los mamiferos es una estructura privilegiada del SNC, debido a que en
condiciones normales el ingreso de la informacion excitatoria en el &rea CA1 va asociado a
un fuerte control de interneuronas GABAEérgicas que impide descargas epilépticas, la
activacion de circuitos reverberantes y el reclutamiento asincronico de poblaciones
neuronales (Traub y Jefferys, 1994). Esta propiedad excitable del hipocampo es
identificable experimentalmente mediante el protocolo de estimulacién por pulsos
pareados.

En condiciones control, como se observa en la figura 9A-B, la induccion de dos fEPSPs
en un periodo corto entre ellos (10-40 ms) genera que la amplitud del segundo fEPSP sea
menor comparada con la primera; esto se debe a que en paralelo a la estimulacidn sinaptica
excitatoria, se estimula a una interneurona recurrente, la cual es inhibitoria. Esta neurona
libera GABA, y ante una alta frecuencia de estimulacion, condiciona una mayor
concentracion del neurotransmisor en el espacio sinaptico, lo que genera una paradoja
fisiologica importante: una alta frecuencia de estimulacion y periodos de estimulacion

cortos favorecen la disminucion de la excitabilidad.
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Figura 9. Pérdida de la inhibicién recurrente del area CA1 del hipocampo por la abstinencia a GABA in vitro. A la
izquierda, se muestran fEPSPs de un experimento caracteristico en el que la abstinencia a GABA induce la aparicion de
una facilitacion sinaptica. En el panel derecho, el grafico matematico del protocolo de estimulacion por pulsos pareados
en los que se indujo dos fEPSPs separados a intervalos de 10 a 60 ms, el cociente de la amplitud del segundo fEPSP entre
la del primer fEPSP brinda una relacion de inhibiciéon (condiciones control; circulos negros; n=37) o facilitacion
(condiciones de abstinencia a GABA, circulos blancos, n=15).
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En resumen, la actividad de la interneurona en el hipocampo representa un sistema de
proteccion a las neuronas piramidales impidiéndoles despolarizaciones por largos periodos.
Esta inhibicion se reduce si el intervalo inter-estimulo es igual o0 mayor de 50 ms (Fig. 9C).

La pérdida de la inhibicion recurrente es un correlato comin de las epilepsias y/o en
condiciones experimentales farmacoldgicas en las que el receptor GABAA es blogueado
por un antagonista especifico, como la Bic (Creager et al., 1980).

Nuestros siguientes experimentos fueron orientados a identificar los cambios en la
inhibicion recurrente del area CA1 del hipocampo por la abstinencia al GABA; 2.5 h,
después de interrumpir la exposicion a GABA, tiempo en el que fue identificada la
maxima hiperexcitabilidad, nuevamente de realizo la evaluacion de la respuesta a traves del
protocolo de pulsos pareados. En estas nuevas condiciones de excitabilidad, la inhibicién
recurrente es remplazada por un incremento significativo de la amplitud del segundo fEPSP
(facilitacion por pulsos pareados) a intervalos inter-estimulos cortos (Fig. 9a-c; circulos
blancos; P<0.002). Constatando con ello la falla GABAérgica previamente demostrada por

Garcia-Ugalde y colaboradores (1992) y Casasola y colaboradores (2004).

1C. Modificaciones de la relacion de voltaje (amplitud)/intensidad (estimulacion) en
condiciones de hiperexcitabilidad.

Los fEPSPs de los registros anteriores fueron generados siempre por el mismo rango de
intensidad de estimulacion (50-60% de la respuesta maxima), duracion del estimulo (0.40-
10 ps) y frecuencia (0.1-0.2 Hz). Sin embargo, un estudio basico de electrofisiologia debe
demostrar que la amplitud de la respuesta sindptica es dependiente de la intensidad de la
estimulacién. Por lo tanto, nuestros siguientes experimentos fueron orientados a demostrar
que la amplitud de los fEPSPs fue proporcional a la intensidad de la estimulacion.
Considerando que en condiciones de hiperexcitabilidad por la abstinencia de GABA, la
pérdida de la inhibicion recurrente indica un déficit del control GABAEérgico, nosotros
proponemos que esta relacién voltaje (amplitud del fEPSP)/ intensidad del estimulo, debe
ser mayor durante la abstinencia a GABA.

En condiciones control, la curva amplitud del fEPSP/intensidad de estimulacion guarda
proporcionalidad (Fig. 10, circulos negros). La intensidad del estimulo se normalizo al

valor inicial de umbral de induccion del fEPSP, por lo que la cantidad minima para generar
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la respuesta sindptica se defini6 como valor umbral 6 1x. Cuando la intensidad de
estimulacién fue 8 veces el valor umbral (8x), el porcentaje de incremento de la amplitud
del fEPSP fue de 214+12 % (n=5). La adicién de GABA (5mM) a la superfusion cambia la
proporcionalidad de la relacion amplitud/intensidad (Fig.10, cuadrados), la respuesta inicial
diminuyo (50 + 6%), a un valor de estimulacion 8x, también la amplitud del fEPSP fue
reducida, comparado con el mismo valor de la curva control, en estas condiciones la
amplitud de la respuesta sélo alcanzo un incremento del 128+33 % (n=6). Estos resultados
indican que el GABA disminuye la excitabilidad neuronal generando un corrimiento de la
curva amplitud/intensidad a la derecha. En contraste, el incremento de la excitabilidad por
la abstinencia a GABA corre la curva amplitud/intensidad a la izquierda (n=10), aduciendo
con ello que existe un mayor numero de neuronas sincronizadas en su disparo y
despolarizacién; en estas condiciones, el valor umbral tiene inicialmente un incremento en
la amplitud del fEPSP de 199+15% y su cambio a un valor de estimulacién 8x induce un
incremento en la amplitud del fEPSP de 376+18% (Fig.10, circulos blancos).
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Figura 10. Modificacion de la relacién amplitud del fEPSP/ intensidad de la estimulacion, durante condiciones de
incremento y disminucion de la neurotransmision GABAérgica. El incremento en la amplitud del fEPSP control (circulos
negros, n=5) guarda una proporcion lineal del valor umbral (valores normalizados a la intensidad minima para generar
un fEPSP) hasta 9 veces este valor-umbral. La adicion de GABA (5 mM; cuadros, n=6) reduce esta relacion. En contraste,
durante la condicién de hiperexcitabilidad inducida por la abstinencia de GABA (circulos blancos, n=10), provoca un
corrimiento de la curva a la izquierda, es decir, se manifiesta un incremento de la relacion amplitud/intensidad. En el
recuadro derecho, un registro de un fEPSP en las tres condiciones descritas previamente tomado a un valor de
estimulacion 8 veces mayor al umbral (tridngulo negro).
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En resumen, los resultados previos indican: 1) la hiperexcitabilidad neuronal por la
abstinencia a GABA in vitro genera una disminucion de la inhibicion recurrente, 2)
aumenta la probabilidad de reclutamiento de neuronas en proceso de despolarizacion y 3)
esta hiperexcitabilidad se mantiene constante hasta por 3 h después de la interrupcion de

GABA y no es consecuencia de la frecuencia e intensidad de la estimulacion.

2. Efectos del Fnz sobre la neurotransmision GABAérgica del hipocampo.

Trabajos previos de nuestra linea de investigacion (Calixto et al., 2000) muestran que la
concentracion de Fnz (60 uM) durante 120 min, induce hiperexcitabilidad en la corteza
cerebral después de interrumpir su exposicién. La exposicién de esta misma concentracion
durante 60 min, no provoca cambios en la amplitud de la espiga poblacional en la misma
neocorteza.

Con el propdsito de identificar el efecto electro-farmacoldgico del Fnz en el area CAl
del hipocampo, se utiliz6 la misma concentracién de Fnz que produjo los efectos

previamente reportados en la corteza cerebral.
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Figura 11. La exposicion de Fnz (60 uM) por 1 h (barra horizontal) no induce cambios en la amplitud de los fEPSPs del
area CA1 del hipocampo. Los fEPSPs superiores fueron registrados: A) antes, B) durante la superfusion de la Bz y C) 120
min después de su interrupcion. El tiempo cero indica el inicio de la exposicion.

El curso temporal de la exposicion de Fnz (60 uM; por 60 min) se muestra en la Fig.11.

A diferencia del efecto reductor en la amplitud del fEPSP del GABA en el hipocampo y de
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Fnz en corteza cerebral, la amplitud de los fEPSPs en esta area del hipocampo se mantiene
sin modificaciones durante la superfusion de Fnz (Fig. 11B) y 2 h después del término de la
exposicion (Fig. 11C, n=5).

Comparéndo con el grupo control (Fig. 12; circulos negros, n=6), el protocolo de
estimulacion por pulsos pareados no mostrd cambios significativos en la inhibicion
recurrente durante la aplicacion de Fnz (Fig. 12; pentdgonos blancos, n=4) y tampoco a las
2 h, después de haber interrumpido su exposicion (Fig. 12; triangulos invertidos, n=5). La
curva-amplitud fEPSP/ intensidad de estimulacion, tampoco identificd cambios del Fnz en
relacion a las condiciones control (datos no mostrados).

Protocolo de Pulsos Pareados
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Figura 12. La inhibicién recurrente del area CA1 del hipocampo es refractaria al efecto de Fnz. La grafica izquierda
muestra la relacion inhibitoria entre los fEPSPs intervalos inter-estimulos pequefios (< 30 ms). Los registros durante la
exposicion de Fnz (pentagonos blancos) y 2h, después de la exposicion con la Bz (triangulos invertidos) son semejantes a
las condiciones control (circulos negros). Los fEPSPs de la derecha muestran diferentes intervalos (A) 10, (B) 30 y (C) 60
ms.

En sintesis, con respecto a los experimentos de incubacion de Fnz, la Bz no induce
cambios: 1) en la amplitud de los fEPSPs y asimismo, 2) en la inhibicion recurrente y 3) en
la curva amplitud/intensidad.
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3. La incubacién previa de Fnz bloquea la hiperexcitabilidad inducida por la
interrupcion de la exposicion del GABA.

La justificacion de realizar la siguiente serie de experimentos se basa en la posibilidad de
aminorar las manifestaciones clinicas de algunas abstinencias por drogas GABAEérgicas
mediante la aplicacion conjunta y/o previa de otro agonista del receptor GABAA. La droga
que bloquea la hiperexcitabilidad debe cumplir con al menos uno de los siguientes
requisitos: aplicarse a una concentracién menor a las que por separado genera un efecto de

abstinencia o que su administracion debe ser por periodos breves.

o
n
o
LLl
=
)
T
T
=]
=
S
S
©
<
c
()
§e)
Qo
£
]
(&)
5]
©
=S

60 120 180 240 300 360

Figura 13. Una pre-exposicion breve de Fnz bloquea la hiperexcitabilidad inducida por la abstinencia a GABA. La
exposicion por 60 min de Fnz (60 pM; barra horizontal blanca) previa a una exposicion de GABA (5 mM; barra horizontal
negra) por 120 min, induce una hiperexcitabilidad que gradualmente disminuye y regresa a valores de la linea base, 4 h
después de la interrupcion de la instilacion del aminoacido (pentagonos; n=16). En contraste, la interrupciéon abrupta de
la exposicion de GABA por 120 min, sin pre-tratamiento de Fnz, desencadena un incremento significativo en la amplitud
de los fEPSPs, (circulos blancos, n=23; P<0.001 medido a 2.5 h de abstinencia). Los registros superiores son
representativos de los fEPSPs que coinciden con tres puntos de la evolucion temporal del experimento con
pretratamiento de Fnz: (A) control; (B) 2.8 h, y (C) 4 h, después del interrumpir la infusién de GABA, respectivamente. El
valor de tiempo cero indica el inicio de la incubacion con GABA.

En funcion de lo anterior, los datos previos del efecto del Fnz (60 uM; 60 min) cumplen
esta condicion (Fig. 11y 12). De esta manera, cuando la exposicion del Fnz (Fig. 13, barra

blanca) precede a la incubacion de GABA (Fig 13; barra negra, 5 mM/120 min) la
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interrupcion de la infusion de GABA genera solo un incremento transitorio en la amplitud
de los fEPSPs; los valores de la amplitud de los fEPSPs no muestran diferencia
significativa 230 min después del término de la infusion de GABA con los valores control
(Fig.13; pentagonos blancos, n=16; P<0.4); estos resultados contrastan con el grupo de la
exposicion de GABA, en el que la interrupcion del aminoacido genera un incremento
permanente y significativo en la amplitud de los fEPSPs a partir de los 40 min después de
la interrupcion del GABA (Fig. 13; circulos blancos, n=23).

En esta nueva condicion de excitabilidad, en la que el Fnz bloqued la abstinencia
inducida por GABA, el protocolo de estimulacién por pulsos pareados reveld la
persistencia de la actividad del sistema GABAErgico, es decir, se mantiene una inhibicién
recurrente significativa a intervalos de estimulacién cortos (30 ms) semejante a las

condiciones control (Fig. 14B, n=8; P<0.5).
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Figura 14. La pre-exposicion de Fnz bloquea la facilitacion por pulsos pareados caracteristica de la abstinencia a GABA.
(A) Es el resumen de los resultados por pulsos pareados en las 3 condiciones basicas de la primer parte de esta tesis:
circulos negros: control. En cuadrados, el efecto de la exposicion de GABA 5 mM. En circulos blancos, la pérdida de la
inhibicion recurrente en condiciones de hiperexcitabilidad neuronal por abstinencia a GABA. (B) En condiciones de un
tratamiento previo con Fnz (60 pM/60 min) el cual, bloquea la hiperexcitabilidad de la abstinencia a GABA, la inhibicién
recurrente se mantiene durante la perfusiéon con Fnz (pentagonos), 0 min (rombos); 60 min (tridngulos) y 120 min
(hexagonos) de la interrupcion de la superfusion de GABA. En el panel de la izquierda, se muestran los registros de 3
fEPSPs a 120 min, posterior a la exposicion de GABA previamente tratados con Fnz, B, refiere un intervalo de 10 ms, Bj;a
20 ms y By a 30 ms; nétese la persistencia de la inhibicidn recurrente en estas 3 condiciones, contrastando con la Fig.9a-c.
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El pre-tratamiento de Fnz ademas de bloguear la hiperexcitabilidad inducida por GABA,
también inhibe la aparicion de la facilitacion por pulsos pareados.

En sintesis, los resultados muestran que un periodo corto de exposicion de Fnz no induce
abstinencia, sin embargo, si reduce la hiperexcitabilidad de la abstinencia a GABA del area
CALl del hipocampo. Para aceptar la contundencia de estos ultimos datos, es necesario
resolver un par de cuestionamientos: A) ¢existe la posibilidad de que, el bloqueo de la
hiperexcitabilidad por interrupcion de exposicion a GABA, debido a la administracién
previa de Fnz, sea un efecto toxico sobre la rebanada de hipocampo? y B) ¢es posible que el
periodo prolongado de exposicion a dos agonistas del receptor GABAA (3h) induzca
modificaciones sobre el receptor, desensibilizandolo y entonces esto genere un nuevo
estado farmacoldgico del receptor? Ambas preguntas dirigieron la Gltima secuencia de
experimentos de la presente tesis.

Para descartar un posible efecto toxico inducido por la administracién prolongada de
agonistas del receptor GABAA y verificar la sensibilidad GABAérgica del tejido, se
realizaron experimentos en los cuales, se verificO inicialmente el blogueo de la
hiperexcitabilidad que induce la abstinencia a GABA por la pre-exposicion de Fnz (n=11) y
posteriormente, se realizaron dos pruebas: una farmacoldgica y otra de cambio de
excitabilidad.

La prueba farmacoldgica, se llevo a cabo de la siguiente manera: después de 30 min de
constatar el bloqueo de la hiperexcitabilidad por abstinencia a GABA debido a la
administracion previa de Fnz, un grupo de estas rebanadas fue expuesto a un antagonista
del receptor GABAA,, la Bic (20 uM; n=5); el bloqueo del receptor por el antagonista indujo
un incremento inmediato en la amplitud de los fEPSPs (Fig. 15; 174+35 %; barra
Fnz—GABA+Bic; n=6), efecto semejante al cuantificado en el grupo de rebanadas control
17948 % (n=5). El efecto de este antagonista también fue cuantificado en condiciones de
hiperexcitabilidad por abstinencia a GABA, en estas rebanadas, la Bic provocéd un
incremento discreto en la amplitud (previamente ya aumentada) de los fEPSPs, 113 + 8 %
(Fig. 15; barras Hiperexcitabilidad+Bic; n=5; 2.5 hrs después de la interrupcion de la
superfusion de GABA). Defiendo por analogia con los valores reportados por Casasola
(2001), que durante la abstinencia a GABA in vitro, el nimero de receptores funcionales ha

disminuido.
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Figura 15. Las condiciones de excitabilidad de la region CA1 del hipocampo durante el bloqueo por Fnz de la
hiperexcitabilidad de la abstinencia a GABA, son semejantes a las condiciones control. Primer panel inferior izquierdo,
muestra el efecto de Bic (20 uM), un bloqueador del receptor GABAa en condiciones control (n=5; P< 0.001). Segundo
panel de izquierda a derecha se muestra una reduccion en la eficacia de la Bic en condiciones de hiperexcitabilidad por
abstinencia a GABA (hiperexcitabilidad + Bic; n=5). Tercer panel de izquierda a derecha, muestra el incremento
significativo en la amplitud del fEPSP inducido por Bic en rebanadas en condiciones en la que se cuantifico el bloqueo
de la abstinencia a GABA por Fnz (Fnz —GABA+Bic; n=6; P< 0.001). Panel derecho, es el grafico de la modificacion de las
concentraciones de K* extracelular en rebanadas en las que se bloqueo la abstinencia a GABA por Fnz, el incremento de
la amplitud de los fEPSPs fue inducido al aumentar el K* extracelular a 10 mM (Fnz —GABA+ K*. 10 mM; n=6; P< 0.001),
la exposicion de 3.5 mM de K*. permite recuperar los valores iniciales de la amplitud de los fEPSPs (Fnz -GABA+ K*
3mM; n=6).

En otro grupo de rebanadas, después de cuantificar el bloqueo de la abstinencia a
GABA, se realizo el experimento de cambiar la excitabilidad del tejido de la siguiente
manera, 30 min después de que la amplitud de los fEPSPs retornaron a valores de la linea
base, se incrementé la concentracion de K* extracelular (de 3.5 a 10 mM en la solucién de
registro), esta variacion induce el aumento de la amplitud de los fEPSPs alcanzando hasta
un 276+26 % (valorado a los 5 min de haber sido expuesto alto K* extracelular; Fig. 15
barra Fnz—GABA+ K'e 10 mM; n=6 ; P<0.001), esta despolarizacion es reversible, ya que

al restituir la concentracion extracelular normal de este catidn, 3.5 mM, la amplitud de los
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fEPSPs adquiriero el valor de la linea base con la que se iniciaron estos experimentos: (Fig.
15; 105+3 %; barra Fnz—GABA+ K*. 3 mM; n=6).

La respuesta inducida por Bic, o por el incremento de K*. en los tejidos en los que la
abstinencia a GABA fue bloqueada por la administracion previa de Fnz, indica que el tejido
estaba en condiciones de incrementar su excitabilidad, descartando con esto un efecto de
toxicidad y muerte neuronal por un tiempo prolongado de estimulacion.

La sensibilidad del tejido a Bic en condiciones de bloqueo de la abstinencia, fue
semejante a las que muestra un tejido en condiciones control, lo que sugiere que el receptor

es funcional y conserva su actividad.
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IX Discusion
1. Registro sindptico del area CA1 del hipocampo: dos estratos distintos, efectos

semejantes.
El presente trabajo de tesis muestra que el area CA1 del hipocampo es susceptible de

desarrollar hiperexcitabilidad in vitro por el efecto de una infusion y retiro abrupto de
GABA, trabajos previos muestran este hallazgo (Garcia-Ugalde et al., 1992; Casasola et al.,
2001, 2004); sin embargo, los experimentos realizados en esta tesis guardan una diferencia
fundamental respecto al sitio de registro de los trabajos previamente publicados. En el
presente trabajo los registros fueron realizados en la zona de ingreso sinaptico con la mayor
actividad de interneuronas GABAEérgicas de esta area del hipocampo: el estrato radiatum,
el cual representa el mayor arbol dendritico de todos los estratos del hipocampo. De tal
forma, que la morfologia de la actividad sinaptica es un auténtico fEPSP, y como lo
constata Garcia-Ugalde G y colaboradores (1992) y Casasola C y colaboradores (2001), los
registros de ambos trabajos fueron realizados directamente del estrato piramidale, region
en la que el 90% de los componentes son somas de las neuronas piramidales, por lo que la
morfologia de la actividad sinaptica de ese estrato es rapida, de latencia media y de gran
amplitud, lo que comunmente se ha denominado espiga poblacional o PS por sus siglas en
inglés.

La PS tiene como principal caracteristica que es una respuesta estereotipada de esta
regién del hipocampo, pero con la propiedad de ser una respuesta que facilmente se
contamina desde la perspectiva electrofisioldgica, ya que el registro de la PS cominmente
establece un flujo reverberante en paralelo entre neuronas piramidales y otro en serie a
través de comunicaciones dendriticas, lo que explica en parte que la PS tenga varios
componentes en su morfologia. A diferencia de esto, los fEPSPs son respuestas pequefias,
de latencia rapida y de cinéticas lentas, que dificilmente generan componentes adicionales a
la respuesta inicial.

El registro de los fEPSPs en el arbol dendritico establece una mejor perspectiva de los
mecanismos de ingreso de informacion a las poblaciones neuronales. Debido a que la
mayor expresion de receptores ionotropicos del GABA se localiza en el arbol dendritico, la
decision de trabajar en este estrato del &rea CA1 hipocampal tiene impacto en los resultados
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que obtuvimos en la induccién y la disminucion de la excitabilidad neuronal por la
abstinencia a GABA.

Semejante al incremento maximo de la amplitud de la PS por la abstinencia a GABA
que cuantificd Garcia-Ugalde y colaboradores 1992 (200 %) y Casasola y colaboradores
2001, 2004 (250 %), los resultados de la presente tesis muestran que el incremento maximo
de los fEPSPs fue de 258+21 % (Fig. 8), lo que muestra que el incremento en la amplitud
de la PS y el fEPSP son semejantes.

La magnitud del incremento de la respuesta sindptica en funcién a la fuerza de la
estimulacion de nuestros resultados (Fig. 10) tiene analogia con la serie de experimentos
previamente publicados en el 2001 (Casasola et al.) en el cual se describe que en el estrato
piramidale, en condiciones de hiperexcitabilidad por la abstinencia a GABA, existe un
desplazamiento de esta curva a la izquierda. Nosotros en el presente trabajo de tesis
reportamos este mismo desplazamiento asociado a un corrimiento a la derecha de la misma
curva en condiciones de una superfusion de GABA 5 mM.

En condiciones control, la estimulacién por pulsos pareados muestra inequivocamente
una inhibicién de la segunda respuesta en periodos cortos interestimulos (<40 ms), por
ejemplo, Casasola et al., mostré que a un intervalo interestimulo de 20 ms, genera una
relacion de pulsos pareados de 0.64; nuestros resultados en ese mismo intervalo muestran
un cociente de 0.83. En contraste, durante la falla de la actividad GABAérgica que se
observa en la abstinencia a GABA, en el mismo protocolo de pulsos pareados en los
experimentos del presente estudio, muestran una relaciéon de 1.12 (Fig. 9) discretamente
menor a 1.4, reportada por Casasola y colaboradores (2001). Es decir, no obstante al sitio
de registro de la actividad sinaptica, no existen grandes diferencias de nuestros resultados

con respecto a reportes previos.

2. La hiperexcitabilidad por abstinencia al GABA: sustratos moleculares.

Anterior a esta tesis, se ha demostrado que las condiciones de hiperexcitabilidad, asi
como la sustitucion de la inhibicion recurrente por la aparicion de la facilitacion por pulsos
pareados, es la expresion de cambios en el componente post-sinaptico, especificamente, a
nivel del receptor GABAA, estos cambios se pueden enunciar de la siguiente forma: se

induce, a) una down regulation del receptor GABAA en CA1 (Casasola et al., 2001), la cual
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es transitoria en corteza cerebral (Calixto et al., 2000), b) desensibilizacion del receptor
(Barnes et al., 1996); ademas de una posible ¢) modificacion en la conformacion de nuevos
receptores como up/down regulation de algunos subtipos de subunidades que conforman al
receptor, por ejemplo: el intercambio de la subunidad a4 por al (Smith et al., 2001, Smith
y Gong, 2005), lo cual modifica sustancialmente la actividad farmacoldgica de esta
neurotransmision inhibidora.

A las modificaciones post-sinapticas se une el hallazgo reciente de que en condiciones
semejantes, in vitro, el componente pre-sinaptico tiene un papel fundamental en el
desarrollo de los mecanismos de inicio de la abstinencia a GABA, particularmente que la
liberacion de GABA disminuye significativamente (Calixto et al., 2000). Esto es el
resultado de los siguientes eventos: durante un fendmeno de incremento sostenido de la
concentracion de GABA en el hipocampo, las neuronas piramidales del area CAL inician
un proceso de sintesis y liberacién de endocannabinoides, los cuales tienen receptores en
los botones terminales de las interneuronas GABAérgicas de tipo CB1, los
endocannabinoides, actuan de esta manera como neurotransmisores retrogrados. La
activacion de los receptores CB1 generan una disminucién del ingreso de Ca®* pre-
sinaptico, lo que disminuye la liberacién del GABA, esto favorece la instalacién de un
proceso conocido como: despolarizacion inducida por supresion de la inhibicion (DSI, por
sus siglas en inglés; Pitler y Alger, 1994; Wilson y Nicoll, 2001; Moler, 2006). Es decir, la
abstinencia de GABA, in vitro, genera una disminucion en el nimero de receptores
GABA,, la aparicién de nuevos receptores GABAA con una sensibilidad farmacol6gica
distinta, asociada a una disminucion progresiva de la liberacién del neurotransmisor en el
espacio sinaptico. Todo lo anterior conlleva a una reduccién de la neurotransmision
GABAérgica asociada a un incremento en la expresion de los mecanismos de
neurotransmisién excitatorios en el tejido cerebral.

Este fendmeno de hiperexcitabilidad que induce el GABA no es especifico para el
neurotransmisor, ya que algunas Bzs (como el caso del Dz y el Fnz), los neuroesteroides
(aloP), el alcohol y algunos barbitdricos, inducen modificaciones semejantes sobre el
receptor GABAA, lo cual puede ser el sustrato comin de estos fendémenos farmacologicos
(Calixto et al., 2000; Smith y Gong, 2005; Krystal et al., 2006).
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Las abstinencias inducidas por sustancias y agonistas del receptor GABAA no tienen la
misma expresion clinica, duracion y sustrato molecular. EI contexto clinico,
epidemioldgico y experimental muestra que la abstinencia mas comun es la que desarrolla
el alcohol (Follesa et al., 2006; Krystal et al., 2006); aunque la de maés dificil manejo
hospitalario es la que generan las Bzs (Vicens et al., 2006; Gold et al., 2007). Sin embargo,
la abstinencia con la mayor frecuencia natural a la que se enfrentan los mamiferos es la
inducida por los neuroesteroides (Mejewska 1992; Ford et al., 2005).

No obstante la diferencia de las manifestaciones clinicas en los diferentes tipos de
abstinencias o la hiperexcitabilidad neuronal del modelo animal-experimental inducido por
la interrupcion de la administracion de estas drogas y sustancias, el consenso experimental
en relacion al origen en comun de las abstinencias es la modificacion de la expresién de las
subunidades del receptor GABAA que lo hacen menos sensible al agonista(s), es decir, la
induccion de un nuevo estado farmacoldgico del receptor es el mecanismo clave que
desencadena toda la secuencia de eventos que conducen a la reduccion gradual en el
sistema de inhibicion del cerebro (Mohler, 2006; Hadley y Amin, 2007).

Hacemos énfasis que trabajos recientes clinicos y de biologia molecular asociados a
electrofisiologia apoyan la idea de que: 1) la manifestacion clinica de una abstinencia (Kan
et al., 2006; Martin-Garcia et al., 2007), 2) los cambios en la desensibilizacion del receptor
(Finn et al., 2006), 3) las modificaciones en la cinética de apertura del canal y los cambios
de las corrientes macroscopicas y microscopicas del receptor GABAAa, pueden revertirse
por exposiciones previas, secuenciadas o coadyuvadas con agonistas y entre agonistas del
mismo receptor GABAAa(Ford et al., 2005; Lagrange et al., 2007).

El mecanismo de inicio de las abstinencias a neuroesteroides, Bzs y alcohol, es posible
que se deba a una sustitucion de la subunidad al por a4 del receptor GABAA, por lo tanto,
parar, revertir o evitar este punto es lo que evita la generacion de los cambios sinapticos
que inician y mantienen a los sindromes de abstinencia (Follesa et al., 2003; Smith y Gong,
2005; Sigel et al., 2006; Biggio et al., 2007; Lagrange et al., 2007).

3. El Fnz no induce abstinencia pero si reduce la abstinencia a GABA in vitro.

En el contexto de que conocemos mejor a nivel molecular lo que sucede con las

abstinencias originadas por el alcohol, las Bzs y los neuroesteroides y en menor proporcion
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con lo que sucede con la abstinencia que genera el GABA, es importante mencionar que en
condiciones semejantes in vitro, en rebanadas de corteza cerebral, el Fnz genera
hiperexcitabilidad neuronal semejante a la que induce el GABA (Calixto et al., 2000). Es
posible sugerir la analogia de lo que sucede entre los procesos que induce la Bz (Fnz) con
lo que hace el neurotransmisor (GABA). Esta fue la razon de elegir la concentracion y los
tiempos de exposicion utilizados presentados en los experimentos de las figuras 11-15.

El Fnz a diferencia del GABA, no reduce la amplitud del fEPSP del area CAL del
hipocampo durante la superfusion (Fig.11). Asimismo, no cambia la inhibicion recurrente
cuantificada por el protocolo de pulsos pareados durante la exposicion con la Bz y hasta 3h
después interrumpir la exposicion (Fig. 12). Este efecto se debe a que el sitio de
reconocimiento del receptor por la Bz es distinto al sitio de pegado del GABA (Mcdonald y
Olsen, 1994; Hevers y Luddens, 1998) ademas de que el Fnz es un modulador alostérico
positivo y necesita de la presencia de GABA para ejercer sus efectos sobre la
neurotransmision (Knapp et al., 1990). No obstante, existe la posibilidad de que el Fnz
puede generar efectos GABA-agonistas solo si sus concentraciones alcanzan rangos mM o
su exposicion es a largo plazo (Mattila y Larni, 1980).

El Fnz reduce la manifestacion de la hiperexcitabilidad inducida por la abstinencia a
GABA, aspecto farmacoldgico semejante en la reduccién de la abstinencia de alcohol que
hace esta misma Bz al evitar la expresion de la subunidad a4 en neuronas del cerebelo
(Follesa et al., 2003) con potencia farmacoldgica semejante a la cuantificada por el GHB.
Asimismo, el Dz, otra Bz, reduce la abstinencia al alcohol evitando el cambio de
subunidades del receptor GABAA, evento que no puede evitarlo el baclofén (Sanna et al.,
2003).

Aspectos de bloqueo semejante pero con otros agonistas del receptor GABAAa son los
que indican que la exposicion conjunta de GHB y alcohol reducen la abstinencia a alcohol
(Follesa et al., 2004); o que la misma abstinencia a alcohol puede bloquearse por la
administracion de un neuroesteroide, la aloP, ademas de que el sustrato de este evento es el
de evitar la expresion de la subunidad a4 del receptor GABAA (Smith y Gong, 2005).

Ademas del bloqueo de la hiperexcitabilidad que caracteriza a la abstinencia a GABA in
vitro, los datos indican que la pre-exposicion de Fnz induce un estado de excitabilidad en el

que persiste la inhibicion por pulsos pareados (Fig. 14). Esto indica que la neurotransmision
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GABAérgica es funcional y estable en la region CA1l del hipocampo. La sensibilidad
farmacoldgica a la Bic por parte de estos receptores muestra un estado de actividad
semejante a las condiciones control (Fig.15) lo cual indica que este receptor no fue
modificado al menos en su capacidad de reconocimiento del antagonista y/o en su nimero.
Es decir, el tratamiento previo de Fnz que bloquea el incremento de la excitabilidad de la
abstinencia a GABA, ademas permite un estado del receptor GABAA,, cuyas condiciones

electrofisiologicas y farmacoldgicas estan conservadas.

4. Posibles eventos moleculares gue explican el efecto del Fnz sobre la abstinencia a
GABA in vitro.

El alcance cientifico de esta parte de la discusidn se limita a las analogias que pueden

hacerse de trabajos previos con respecto a los resultados de la presente tesis. Sin embargo,
existen posibilidades interesantes de mencionar en funcion de la planeacion de futuros
experimentos en ésta linea de investigacion.

1) Es posible que en condiciones de abstinencia a GABA, la down regulation del
receptor, asociada a la disminucién de la liberacién del neurotransmisor, pueda ser
precedida y asociada a modificaciones estructurales en el receptor GABA,, las cuales
consisten en la disminucién en la expresion de subunidades al y su sustitucion por a4, de
tal forma que estos cambios moleculares impactan en la instalacion de cambios sinapticos
de largo plazo (Lagrange et al., 2007). El tiempo necesario para la induccion de la
abstinencia (2 h) es suficiente para que los eventos de expresion de RNAm vy la sintesis de
proteinas, se efectuen en el arbol dendritico (Aakalu et al., 2001; Job y Eberwine, 2001;
Smith et al., 2001; Steward y Worley, 2001; 2002; Calixto et al., 2003).

2) El efecto del Fnz en una exposicién previa y corta, es susceptible de modificar este
cambio de subunidades (inhibir la expresion de la subunidad a4 del receptor GABAA que
lo hace farmacoldgicamente menos sensible), y con ello, inhibir el proceso de génesis de la
hiperexcitabilidad inducida por GABA (Follesa et al., 2003).

3) Otra posibilidad, es que el receptor GABAA se desensibilice por la actividad de Fnz y
genere un estado distinto de activacion por fosforilacion. El receptor-fosforilado disminuye
su actividad, generando con ello un estado refractario ante la exposicion de GABA, y no

desencadena los efectos electrofisiologicos de la abstinencia. Debido a que la fosforilacion
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del receptor cambia los estados de apertura y cierre del canal, la duracion de apertura, la
cinética de activacion y la afinidad del pegado del ligando, es posible que la pre-exposicion
de Fnz puede modificar las condiciones de fosforilacion de la proteina (Laidenheimer y
Chapell, 1997).

4) Efecto sobre otros sistemas de neurotransmision. Los antecedentes muestran que la
hiperexcitabilidad por la abstinencia a GABA es dependiente en su inicio del receptor
GABAA Y que los mecanismos subsecuentes o de mantenimiento pueden estar involucradas
otras neurotransmisiones como la glutamatérgica y/o la colinérgica. Aungue la actividad
del Fnz es fundamentalmente sobre la neurotransmision GABAGérgica, no podemos
descartar que su exposicion previa a GABA genere cambios en otros sistemas de
neurotransmision y que estas modifiquen algunos procesos de activacion.

Futuros experimentos deben demostrar la presencia de las subunidades del receptor
GABA, durante la evolucion temporal de la abstinencia a GABA, valorar las posibles
modificaciones en la expresion de las subunidades del receptor y compararlas con las
abstinencias que inducen otros agonistas del receptor, pero en el mismo sistema de
rebanadas de hipocampo, para conocer primero si en realidad el sustrato molecular de todas
las abstinencias es el mismo y segundo, para cuantificar los niveles de cambios de
expresion inducidos por las exposiciones previas de Fnz o algun otro agonista.

Los préximos estudios electrofisioldgicos deben estar orientados a identificar el papel de
dos componentes en la génesis de la hiperexcitabilidad por abstinencia a GABA: el papel
de la neurona piramidal y el de la interneurona, por separado, pero estudios
complementarios, para ayudar a explorar el mecanismo de la despolarizacion inducida por
supresion de la inhibicion que involucra a los endocannabinoides, especificando el papel de
cada uno de éstos actores y definir el componente celular de la abstinencia a GABA.
Conociendo este aspecto, sera de gran utilidad saber que y a que nivel las abstinencias a
otras drogas se asemejan y si es posible evitarlas utilizando la estrategia farmacologica
utilizada en esta tesis.

Finalmente, la presente tesis apoya el contexto, de que la severidad de las abstinencias
de drogas GABAGérgicas puede ser inhibida o reducidas por estrategias farmacoldgicas de
exposicion de los agonistas del receptor. Es necesario explorar la actividad de otras

sustancias o farmacos. Validando siempre, que el impacto de estos datos en el campo
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clinico puede ser de ayuda al médico clinico y a nivel de la investigacion basica para

resolver preguntas sobre los mecanismos basicos de las abstinencias.

X  Conclusiones

1. La hiperexcitabilidad neuronal en el estrato radiatum del area CA1
del hipocampo de la rata es debida al retiro abrupto de la exposicion de
GABA. Esta semejante a la cuantificada en el estrato piramidale (somas

de neuronas piramidales).

2. La caracteristica electrofisioldgica de esta hiperexcitabilidad es el
incremento significativo de la amplitud del fEPSP asociado a la pérdida
de la inhibicion recurrente 1 h después de la interrupcion abrupta de la

infusién del aminoacido.

3. Laexposicion de Fnz (60 uM) a un periodo corto (60 min) no induce

hiperexcitabilidad neuronal.

4. La exposicion de Fnz (60 uM) de forma previa a la de GABA, es
capaz de inhibir la abstinencia a inducida por este neurotransmisor. La
amplitud del fEPSP es igual a las condiciones control (4 h después de

interrumpir la exposicion de GABA) y reaparece la inhibicidn recurrente.
5. En condiciones del bloqueo de la hiperexcitabilidad de la abstinencia

a GABA por Fnz, el receptor GABAA conserva sus propiedades

farmacologicas.
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