NACIONAL AUTONOMA
e

s ‘.? A SN
20

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

Facultad de Psicologia

DIVISION DE ESTUDIOS PROFESIONALES

EVALUACION DE LA CONDUCTA SEXUAL, DE
ANSIEDAD Y DE DEPRESION DURANTE EL SINDROME
DE ABSTINENCIA A GABA EN LA RATA MACHO

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
LICENCIADA EN PSICOLOGIA
PRESENTA:
ANA KAREN PIMENTEL FARFAN

DIRECTOR:

DR. EDUARDO CALIXTO GONZALEZ

MEXICO, D.F. 2013

® Facultad
de pPlicologia



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INSTITUTO NACIONA
DE PSIOUIATRIA
(RAMON DE LA FUENTE)

Esta tesis fue realizada en el
Departamento de Neurobiologia de la
Division de Investigaciones en Neurociencias del
Instituto Nacional de Psiquiatria
‘Ramodn de la Fuente”

Tesis apoyada por el proyecto
Igualdad entre Mujeres y Hombres 2013
Direccion General de Investigaciones en Neurociencias
INPRF

¢ EN.S.H.A.E

Tesis apoyada por la Comision Coordinadora de Institutos Nacionales de
Salud y Hospitales de Alta Especialidad
Beca PROBEI

| CONAC YT

Tesis apoyada por el CONACyYT
(Proyecto: 166823)

MUCHAS GRACIAS



Agradecimientos
Quiero dedicar y compartir este gran logro con mi familia:
Hilda Pimentel Farfan, Alvaro Castillo Pimentel
y Abraham Castillo Pimentel
por el apoyo que me han brindado y por confiar en mi.

A mis tias y tios, por las charlas, los consejos, los chistes; todas y todos
son parte de mi. A mi abuelita Adelaida Farfan Molina, por que siempre me ha

apoyado y tiene unos minutos para escucharme.

A mi tutor Eduardo Calixto, por brindarme un espacio en tu laboratorio y
por el conocimiento que me has transmitido, por lo que has compartido

conmigo, muchas gracias.

A José Maria, por ser parte de este momento tan importante para mi. A
todas las personas que conoci en el laboratorio Isaac, Rosendo, Mariana,
Karla, Ever, Paty, Karina, Eugenia y Pablo, todas y todos fueron parte de mi
formacién en la ciencia, en especial a Alejandra Hernandez Gonzélez gracias
por tu apoyo, por tu tiempo y por todos esos momentos juntas en el laboratorio,

definitivamente inolvidables.

A Paola Aguirre Fuentes, José Manuel Cabrera Linares y Alberto
Zamudio Bernal por que sé que: el tiempo pasa y nos vemos poniendo viejos,
pero siempre estan ahi. A las amigas y los amigos que conoci en la Facultad

de Psicologia, por esos momentos gratos que son parte de mi.



indice

Lista de abreViaturas..........ooeeuuiiiiiiii e 6

RESUMEN ... et e e e e e e e e enas 8

INEFOAUCCION. ... 9
l. Antecedentes

1. Neurotransmision GABAérgica en el Sistema Nervioso Central.................. 10
1.1.Acido y- aminObULIFICO GABA .........ccuoeeeeeeeeeeeeeeee e, 10
1.2.Sintesis y metabolismo del GABA ... 11
1.3.Recaptura del GABA ... 12
1.4.Receptores ionotropicos: GABAAY GABAC ......covvviiiiiiieeeeeeeecie e 13
1.5.Receptor metabotropiCO: GABAB .......uuieiiiee e 14
1.6.Fisiologia del sistema GABAEIQICO ........cceeieeiiiiiiiiiiiiiiieee e 16
1.7.Sustancias que Modulan al Receptor GABAA .....coooveeveiieiiiiiiieeeeee 17
1.8. Alteraciones del Sistema GABAEIJICO ........ccoovvvvvviiiiiieeeeeeeeee e, 17

2. Adiccion, Toleranciay Dependencia ...........cceeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeee e 18
2.1 Sindrome de Abstinencia a GABA ... 21

3. Modulacion GABAérgica de la Conducta..........ccceeeeeeeviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeein, 26
3.1 Hormonas Esteroides SeXuales ..........ccoovvvviiiiiiiiiieeeeeeeeiee e e 26
3.2 NEUIOESIEIOIUES ...t e e e e eeeees 27
3.3 CoNAUCTA SEXUAI ..ceevviiiiiei e 29
3.4 Etapas de la copula de [a Rata.............ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 32
3.5 Patrones Conductuales Copulatorios ..........cccccvvvieieiiiiieiiiiiiiiiieiiieeeee 33
3.6 Ansiedad Y DEPIESION ........ccoeiiiiiiiiee et eeaanas 35
Il. 8 U ES3 o= T 01 o 38



1. Planteamiento del Problema ..., 39

V. ODJELIVOS ..o 40
Variables de trabajo..........coooviiiiiiiiii 41
HIDOLESIS ..ttt e e e e e e as 42
V. Material Y METOUO .....uuuiiieeiiiieiei e 43

Entrenamiento para ratas sexualmente experas............cccccccvuvvnnnnns 44
Gonadectomia MachOS ... 45
Cirugia EStEreotaxiCa.........uuvuiiiiieeeeeiieiicee e 46
Aparatos € INSITUMENTOS .........oiiiiiiiiiie e 46
REQGISIIO EEG ..ottt 46
Laberinto Elevado en Cruz para Evaluar Ansiedad ...............cccc..ee. 47
Evaluacion de la Conducta Sexual de la Rata Macho....................... 47
Nado Forzado para Evaluar Conducta Depresiva...............coccceeeeene 48
Procedimiento experimental ... 48
ANAlISiS StAdISTICO. .. .uuuuueiiiiiiiiii e 50

VI. RESUIAAOS ..o, 53
Y4 | TR 5 TE =Y o U= 1 Y o S 72
RV || P @0 T o o 11 F=] Lo ] o == 87

IX. REFEIENCIAS ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiii e neneenenne 88



Lista de Abreviaturas

a- KG
2-DG
5-HT
Ach
Bz
Bic
Ca2+
Cr
CSs
Cx
DA
DAVA
DHT
Dz

EEG
GABA,
GABAg
GABA-T
GAD
GDX

HHA
HHG
Hz
i.p.
IPSP

LEC
Na*
NAc
NE

a- cetoglutarato
2-desoxiglucosa

Serotonina

Acetilcololina

Benzodiacepina

Bicuculina

I6n calcio

I6n cloro

Conducta sexual

Corteza

Dopamina

Acido 8- aminovalérico
5a-dihidrotrestosterona
Diazepam

Estradiol

Electroencefalograma
Receptor ionotrépico a GABA
Receptor metabotrépico GABA
GABA transaminasa

Acido glutamico descarboxilasa
Gonadectomizados

Hora

Eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal
Eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal
Hertzio (ciclo por segundo)
Intraperitoneal

Potenciales Posinapticos Inhibitorios
lon potasio

Laberinto Elevado en Cruz

lon sodio

Nucleo accumbens

Norepinefrina



NF

P,

PKA
PKC
PLP
POA
Proteinas G
SAG
SNC
SSA

T

THIP
VMH
VTA
50-R
3-HSOR
AloP
OVX
THDOC
ISSR
INPRF
mg

ml

Hg

i.p.

mm

Nado forzado

Progesterona

Proteina cinasa A

Proteina cinasa C

Fosfato de Piridoxal (vitamina Bg)
Area Preéptica Medial

Proteinas de asociadas a nucleétidos de guanina
Sindrome de Abstinencia a GABA
Sistema Nervioso Central
Semialdehido succinico
Testosterona

Tetrahidroisozalozolo

Nucleo Ventromedial del Hipotalamo
Area Tegmental Ventral
5a-reductasa

3-hidroxiesteroide oxidoreductasa
Alopregnanolona

Ovarectomizadas

5a-dihidrodeoxicorticosterona

Inhibidores Selectivos de la Recaptura de Serotonina
Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente

miligramos
mililitros
microgramos
Intraperitoneal

milimetros



Resumen

El tratamiento prolongado con drogas GABAérgicas genera estados de
tolerancia y dependencia; su retiro abrupto puede traer como consecuencia
estados ansiedad y depresion, situacion que se manifiesta frecuentemente en

la clinica.

En este contexto, el Sindrome de Abstinencia a GABA (SAG) es un
modelo experimental que genera actividad epileptiforme debido al retiro subito
de la instilacion intracortical de GABA, reduce la liberacion y la sintesis de
GABA asi como el niumero de los receptores GABAA. Dada la abundancia de la
neurotransmision GABAérgica puede estar modulando cualquier funcion y
conducta nos preguntamos: ¢el SAG tiene un impacto en la aparicidbn o
mantenimiento de conducta la sexual, de la ansiedad y de depresion? ¢Las
hormonas sexuales masculinas (testosterona y sus metabolitos) tienen un

impacto en la expresion del SAG 6 en las conductas de ansiedad y depresion?

Para esto se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar sexualmente
expertas y gonadectomizadas (GDX), encontramos que el SAG en la rata
macho GDX manifiesta mayor potencia en el EEG, pero no hay diferencias en
la latencia (~15 min), esta condicion en su fase temprana se acompafia de un
estado de ansiedad, sin presencia de un perfil depresivo en ambos grupos; con
un incremento en la duracion de la serie copulatoria en las ratas sexualmente
expertas. El efecto del SAG en ratas macho intactas se reduce paulatinamente

hasta regresar a la actividad basal 9 dias después de la instilacion.

El SAG es un fendbmeno de hiperexcitabilidad neuronal reversible, induce
un efecto negativo en la conducta sexual. La ausencia de hormonas gonadales
hace mas susceptible a la corteza cerebral a la abstinencia, sin modificar la

expresion de ansiedad y sin inducir una conducta depresiva.



Introduccién

La neurotransmision GABAérgica es la mas abundante en el sistema nervioso
central (SNC) y representa el principal control inhibitorio en los mamiferos. Siete
de cada diez neuronas en la corteza neuronal utilizan a este aminoéacido para la
comunicacién quimica, en este contexto podemos sugerir que el GABA esti
implicado en la modulacién en la gran mayoria de las funciones y conductas

debido a su gran distribucion.

El Sindrome de Abstinencia a GABA (SAG) es un modelo experimental
de tolerancia y dependencia a un neurotransmisor validado y reproducible, el
cual es una analogia de la abstinencia generada por otras drogas que modulan
en forma alostéricamente positiva al receptor GABA,, este sindrome es
generado a través de la interrupcion abrupta de la infusion intracortical de
GABA, produciendo sincronizacion y descarga neuronal de la zona instilada, el
cual se exhibe en el EEG con la presencia de complejos espiga-onda y trenes

de descargas de alta frecuencia.

Tras la modificacion de la concentracion de GABA en una zona especifica
de la corteza cerebral, se generan cambios en la comunicacién celular y esto a
su vez, es capaz de impactar la sincronizacion de disparo neuronal, no solo en

el area instilada, sino también en estructuras subcorticales, como el talamo.

La actividad del hipocampo, el tdlamo y la amigdala son modificadas
durante el SAG, estos nudcleos involucran la expresion de la depresion y la
conducta sexual. Asimismo; la ansiedad, es fundamentalmente modulada por
los receptores GABAAa, en este sentido el SAG puede impactar en la expresion

de ansiedad, de depresion y de conducta sexual.



I. Antecedentes
1. Neurotransmision GABAérgica en el Sistema Nervioso Central
1.1 Acido y- aminobutirico GABA

El acido y-aminobutirico mejor conocido como GABA es el principal
neurotransmisor inhibitorio del SNC de los mamiferos, en los afios 50’s se
descubrié que esta sustancia no sélo se encontraba en el cerebro, sino que
este era el drgano que mas GABA contenia (Olsen, 2000; Murray et al., 2001;
Cortés-Romero et al., 2011).

La primera evidencia de que el GABA actuaba como un transmisor
inhibidor fue en 1967, cuando Krnjevic y Schwartz (en Olsen, 2000)
compararon las propiedades de los potenciales posinapticos inhibitorios (IPSP)
y demostraron que su accion es hiperpolarizar a la neurona postsinaptica, es
decir, disminuyen la probabilidad de la neurona para generar un potencial de
accion; este efecto se da gracias a que el GABA al unirse con su receptor
ionotropico GABA, aumenta la corriente entrante de CI y el interior de la célula
se vuelve mas negativo, disminuyendo asi la excitabilidad (Carlson, 2006;
Brailowsky, 2000; Bormann, 1988).

Las neuronas GABAérgicas tienen una distribucion amplia y difusa en el
cerebro, de esta forma se sabe que actian como interneuronas, sin embargo,
existe vias GABAérgicas como la via estriadonigral y la via cerebelo-vestibular.
Este neurotransmisor es muy importante debido a que su papel es controlar la
excitabilidad y el disparo neuronal (Bormann, 1988), dada su amplia
distribucion en el SNC de los mamiferos, esta ligado al control y regulacion de

varias conductas.
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1.2 Sintesis y metabolismo del GABA

El GABA es sintetizado a partir del neurotransmisor mas comun en el SNC
cuyas propiedades son paradgjicamente excitatorias: el acido glutamico, que es
producto de la desaminacion de la glutamina o como metabolito intermediario
de la oxidacién de la glucosa (Figura 1; Foster y Kemp, 2006; Murray et al.,
2001; Olsen, 2000; Kandel et al., 2001).

GIUtamMAN0: componentes mokbculaes

By, =Gk mOhy, .
‘ ‘ @ ¢ 2
:

EAATAS GLUT13

Glutamato entrada

GLN 3

Glucose - 1

— )
N
\B

Glial Cell

GLN =

GLU

SSH=>GABA <3/~

Membrana Posinaptica

Figura 1. Representacion bioquimica y fisiol6gica de las dos neu;'otransmisiones mas importantes en el SNC.
Abajo, 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 oxidacion de la
glucosa (transaminacién del a-cetoglutarato, paso 1). EI 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. EI GABA es catabolizado por la enzima succinato
deshidrogenasa en succinato semialdehido (SSH; paso 5). El efecto de ésta neurotransmisién es inducir una
disminucién de la actividad neuronal. En contraste, arriba se distingue la neurotransmision excitadora dependiente de
GLU. Sus efectos se explican debido a que este neurotransmisor incrementa la conductancia de Na*y Ca®* generando
una despolarizacion postsinaptica. A la derecha, se muestran los receptores de GLU y de GABA (Tomado y modificado
de: Foster y Kemp, 2006).

Para formar el GABA, el acido glutamico es descarboxilado por la enzima
glutamato descarboxilasa (GAD), también conocida como L-glutamato-1-

carboxilasa-liasa, que elimina un grupo carboxilo y necesita la presencia de
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vitamina B (fosfato de piridoxal; PLP) para su 6ptimo funcionamiento (Herrera,
1986).

La mayoria del glutamato y del GABA que son usados como
neurotransmisores son derivados de la pozas de glutamina que se encuentran
en las células gliales (Olsen, 2000), utilizan al a-cetoglutarato (a-KG) para
reducirlo a semialdehido succinico (SSA) y a glutamato, esta reaccion es
catalizada por la enzima GABA transaminasa (GABA-T) también dependiente
de PLP. Un aspecto interesante es que la enzima que produce a su sustrato
(acido glutamico) también lo degrada, es decir, que la GABA-T es la clave de la
sintesis y del catabolismo del GABA (Figura 1, Foster y Kemp, 2006; Murray et
al, 2001; Paul, 1995; Herrera, 1986).

La GAD es fundamental para el control de la excitabilidad neuronal, ya que
la disminucion de su actividad favorece la aparicion de crisis convulsivas (Tapia
et al.,, 1975). La GAD esta presente en las neurona en dos formas, es
codificada por dos genes distintos y se conocen como GADG65 y GADG67 difieren
en su distribucién, una de ellas es encontrada en las terminales nerviosas y la
otra en las mitocondrias de las células gliales, asi como en la afinidad con el
cofactor PLP, teniendo la primera mucha afinidad, con actividad rapida y
regulada eficientemente, mientras que la segunda posee una débil interaccién
con el cofactor y es regulada a nivel de la transcripcion, asi que su actividad
depende de la excitabilidad neuronal (Paul, 1995; Herrera, 1986; Tapia y
Sandoval, 1971).

1.3 Recaptura del GABA

El sistema de recaptura tiene como funcion principal remover el GABA del
espacio sinaptico despues de ser liberado como parte fundamental del proceso
de transmision sinaptica, este mecanismo es primordial para la inactivacion de
su efecto. Tanto las neuronas como las células gliales estdn encargadas de la
recaptura de GABA (Figura 1, Foster y Kemp, 2006; Olsen, 2000). La
activacion de los transportadores en las terminales nerviosas depende del
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gradiente electroquimico del Na®, por lo que es dependiente de la actividad de
la ATPasa Na'/K* (Olsen, 2000).

El transportador de GABA es wuna proteina de doce pasos
transmembranales se han identificado 4 tipos (GAT 1-4); los transportadores
GAT 1 y 4 son los mas abundantes en el SNC de los mamiferos y estan
localizados principalmente en las terminaciones nerviosas. El tipo GAT-2 es
abundante en la glia y el GAT-3 esta altamente expresado en las
leptomeninges y en el plexo coroideo. El transportador de GABA tiene
diferentes 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).
1.4 Receptores ionotrépicos: GABAAYy GABAc

El receptor GABAA es el sitio de accion de numerosos farmacos con
propiedades ansioliticas (benzodiacepinas; Bz), anticonvulsivantes, musculo
relajantes y sedativas (barbitlricos). Debido a su estructura es parte de una
superfamilia de canales i6nicos activados por ligando, la cual incluye al
receptor para acetilcolina (Ach; nicotinico), para glutamato, para glicina, para
serotonina (5-HT3), entre otros (Olsen, 2000, Cortés- Romero et al., 2011).

El receptor GABAA esta compuesto por 5 subunidades distintas que al
ensamblarse forman un canal especifico para CI" o HCO3™ (ver Figura 2); puede
formarse por la interaccion de 16 subunidades: a1-6, p1-3, y1-3, o, €, m, 6
(Cortés- Romero et al., 2011; Parker et al., 2006; Olsen, 2000). La mayoria de
los receptores GABA, estan compuestos por las subunidades afy, (en
estequiometria 2:2:1 respectivamente), aunque la isoforma mas abundante es
la a;B2y2. Los patrones de expresion de subunidades y sus combinaciones
pueden variar la sensibilidad farmacoldgica, asimismo las isoformas que se

expresan dependen de la zona del cerebro (ver tabla 1).
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El sitio de pegado del GABA se encuentra entre la subunidad a y B; este
sitio reconocido por analogos estructurales del GABA como el mucimol, la
isoguvacina, el THIP (tetrahidroisozalozolo) y DAVA (acido &- aminovalérico).
Esas sustancias activan la apertura del canal con conductancia similar pero
diferentes tiempos de vida media, comparados con el GABA, en cambio, la
bicuculina (Bic), antagonista competitivo, bloquea las corrientes inducidas por
el GABA eliminando la activacién del canal de CI" (Herrera, 1986).

Los receptores ionotrépicos que contienen a las subunidades rho (p1-3)
son conocidos como GABAc, so6lo han sido encontrados en la retina y poseen
propiedades farmacoldgicas distintas a las del receptor GABA,, es decir, que
no son sensibles a la Bic, al baclofén, ni a otras drogas afines al receptor

GABAA como los anestésicos y las Bz (Cortés-Romero et al., 2011).

GABA

GABA
Benzodmcepmas\sj (1_/

Neuroesteroides

e il W Barbituricos

Figura 2. Esquema del receptor GABA, Y los sitios de union. El receptor GABA, es un hetero-pentamero que en su
forma mas comun contiene dos subunidades a, dos subunidades B y una subunidad y; contienen sitios de unién para
varias moléculas, como las benzodiacepinas, el etanol, los neuroesteroides, los barbittricos y el GABA cuyo sitio de

unién es entre las subunidades a y B. (Imagen tomada y modificada de Uussi-Okari y Korpi, 2010).

1.5 Receptor metabotropico: GABAg

El receptor GABAg se clasifica como receptor metebotropico por que tiene una

accion lenta y prolongada. Se encuentra principalmente en la membrana
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presinaptica, ahi acttan como autoreceptor, inhibiendo la liberaciéon de GABA,
puede jugar el mismo papel en neuronas que liberan otros neurotransmisores
(hetero-receptores). Este receptor esta asociado con canales idnicos sensibles

de Ca** o K* involucrando la activacién segundos mensajeros.

Los receptores GABAg se componen de la subunidad GABAgl y
GABAg2. A nivel postsinaptico, estos receptores se expresan en neuronas
GABAérgicas o0 no GABAérgicas restableciendo el potencial de membrana en
reposo. Debido a la estructura de este receptor no es capaz de reconocer a la
Bic, la isoguvacina y el THIP, en caso contrario, es activado por el baclofén
(Filip y Frankowska, 2008).

Tablal Ubicacion de isoformas y distribucion del receptor GABAa

Isoformas o
Distribucion en el SNC
GABAA
8 Capa granular del bulbo olfatorio, capa de células polimorfas y region CA3 del
12y . . . - . . A
hipocampo, interneuronas corticales, globo palido y varios ndcleos subtalamicos.
8 Bulbo accesorio olfatorio, el estriado, el septum, la capa molecular del giro dentado e
Qaz2p3y2 .
hipocampo.
8 Es posible y se sugiere que se exprese en la glia de Bergmann y en nucleos del
A2pPY1 - P
sistema limbico.
azfy2 Células monoaminérgicas de varios nucleos cerebrales.
a30¢ Locus coeruleus de la rata.
asfy2 Téalamo, caudado, putamen y giro dentado.
4320 Nucleos talamicos y la corteza cerebral.
85 Células granulares de giro dentado, la corteza cerebral y predominantemente en el
A4p3 .
estriado.
aaBsy2 Neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo.
OsBY2 asP20 ) .
85 Células granulares del cerebelo y el nucleo coclear.
Qg3

Tabla 1. Isoformas y distribucion del receptor GABA,. En la columna de la izquierda se presentan las subunidades
que componen las diferentes isoformas del receptor GABAAY en la columna de la derecha se expone su distribucién en
el SNC (Tomada y modificada de: Miguel, 2012).
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En las células piramidales del hipocampo, la activacion del receptor
GABAg incrementa la conductancia de K* sin afectar la conductancia de Ca®".
Este hallazgo indica que los receptores y los canales dependientes de K*y de
Ca®* son distintos en la periferia y el SNC (Carlson, 2006; Brailowsky, 2000;
Bormann, 1988)

1.6 Fisiologia del sistema GABAeérgico

Como se ha descrito, el GABA actia en ambas membranas de la sinapsis. Este
aminoacido es acumulado en las vesiculas sindpticas con el transportador de
aminoéacidos, que también es usada para la glicina (Foster y Kemp, 2006). El
efecto a nivel presinaptico se observa mediante la activacion del receptor
GABAg y una subsecuente disminucién de la entrada de Ca?* al botén terminal,
generando asi una disminucibn de liberacion de neurotransmisores y

estabilizando el potencial de membrana en reposo.

La concentracion de CI" en el exterior de la célula es 10 a 20 veces
mayor (150 mM) que en el interior. La direccion del flujo i6nico depende de la
fuerza electroquimica, la cual es determinada por el potencial de membrana en
reposo y el gradiente de concentracion del CI', asi como del potencial de
equilibrio del ion. El efecto del GABA se debe a un incremento rapido de la
conductancia de CI', lo cual tiene un efecto hiperpolarizante de la membrana
neuronal (Carlson, 2006; Brailowsky, 2000; Bormann, 1988). En algunas
neuronas se fortalece la inhibicion con el incremento de la conductancia lenta
de K*. Este evento es conocido como potencial posinaptico inhibitorio (IPSP)
que puede ser rapido (menos de 100 milisegundos) o lento (mas de 100

milisegundos).
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1.7 Sustancias que modulan la actividad del Receptor
GABAA

Las Bz, como el diazepam (Dz), son moduladores alostéricos positivos del
receptor GABA,, esto quiere decir que se unen al receptor en un sitio distinto al
del GABA vy facilitan la transmision GABAérgica. Las Bz ejercen su accion en la
subunidad a del receptor produciendo el aumento de la frecuencia de apertura
del canal, en cambio, los barbitaricos, como el pentobarbital, aumentan la

duracion de apertura del canal (Jacob et al., 2008).

La picrotoxina es considerada un proconvulsivo, actia bloqueando el
ionéforo de CI. Otros moduladores como el pentilenetetrazol y la penicilina, son
convulsivantes debido a que bloquean la actividad GABAérgica (Jacob et al.,
2008; Macdonald y Olsen 1994).

1.8 Alteraciones del Sistema GABAEérgico

Dada la gran importancia de la modulacion GABAérgica en el control de la
excitabilidad neuronal, es valido pensar que esta funcion es el sustrato
fisiolégico para el desarrollo de diversos trastornos psiquiatricos como la
ansiedad, la depresién o la adiccion. Estos tres temas son importantes para el
desarrollo de la tesis.

Muchas condiciones clinicas incluyendo los desordenes psiquiatricos
estan asociados al desbalance entre la excitacion y la inhibicion en el SNC,
debido a esto uno de los principales objetivos terapéuticos es retornar a ese
balance, ademas de que se ha demostrado que patologias como la epilepsia,
ansiedad y la depresion pueden ser causadas por la alteracibn de este
equilibrio (Foster y Kemp, 2006; Olsen, 2000); el sistema GABAérgico es el
objetivo de un amplio rango de drogas en el SNC, incluidos los ansioliticos,

sedativos-hipnéticos, anestésicos y anticonvulsivantes.
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Se ha asociado la pérdida del tono GABAérgico con la presencia de
epilepsia en seres humanos, debido a la disminucién de la actividad de la
enzima acido glutamico descarboxilasa (GAD) que sintetiza GABA reduciendo
de esta forma el control inhibitorio y propiciando descargas en la corteza (Cx).
Asimismo, en modelos animales con focos epilépticos se ha encontrado que el
namero de terminales axonicas GABAérgicas y en consecuencia la densidad
procesos de transporte se ven disminuidos (Krogsgaard- Larsen, et. al.1987).

2. Adiccion, Tolerancia y Dependencia

Desde tiempos muy remotos las sociedades han consumido sustancias que
alteran el estado de animo y el funcionamiento cognoscitivo, por ejemplo: el
café, el alcohol, el tabaco, la marihuana, la cocaina, las anfetaminas, los
alucindgenos. Algunas de ellas han sido creadas con fines terapéuticos; sin
embargo, en ciertos casos el progreso en el conocimiento farmacologico trae
consigo nuevas drogas que propician modificaciones en el funcionamiento del

SNC, como es el caso de los psicotropicos.

Los farmacos creados con fines terapéuticos son utilizados para
disminuir el dolor, asimismo, las sustancias usadas como drogas de abuso
tienen como objetivo generar un efecto placentero, ambas a largo plazo,
pueden generar sintomas y estados desagradables, conocidos como estados

de tolerancia y dependencia (Brailowsky et al, 1991; 2000).

La tolerancia farmacolégica se desarrolla tras la administracion repetida
de una droga a la misma dosis sin producir el mismo efecto que la primera vez
por lo que se requiere aumentar la dosis (Brailowsky et al, 1991; 2000).
Normalmente, conforme se aumenta la dosis de un farmaco, su efecto
observado es mayor. Sin embargo, después de dosis repetidas se requiere de
dosis cada vez mas altas para obtener el efecto logrado en la primera

exposicién (desviaciéon a la derecha de la curva dosis-efecto).
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Existen diversas definiciones de la tolerancia, las cuales incluyen el
evento fisiologico y el psicologico, estos son: tolerancia farmacocinética,
farmacodinamica, aguda y condicionada.

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

de la circulacion (McLellan et al., 1992).

La tolerancia farmacodinamica, funcional o de tipo celular, da como
resultado la expresion del cambio en el nimero de receptores (up/down
regulation) asociado o no a cambios en la afinidad del receptor por la droga
(fosforilacién-desfosforilacién). También puede deberse a un desacoplamiento
de las cadenas de sefalizacion con el receptor (fosforilacién, desfosforilacién,

cambios en el genoma, desensibilizacion; Feldman et al., 1996).

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 administracién 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 condicionada implica la asociacién de un contexto, fisico o
social con el consumo y efecto de una droga, después del uso prolongado de la
misma en esas condiciones, el contexto de uso promueve de forma gradual
una serie de respuestas de organismo que tienen como finalidad contrarrestar

los efectos de la sustancia, generando un estado menor de sensibilidad a la
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droga (Redolar, 2008) esta respuesta del organismo se conoce como respuesta

compensatoria condicionada (Domjan, 2003; Grafia y Carrobles, 1991).

La dependencia fisica es un estado de alteracion producido por la
administracion de una droga, es decir que la droga afecta mdltiples sistemas
que antes estaban en equilibrio, al restablecerse el equilibrio se genera un
estado de alostasis. La dependencia psicolégica es una condicion en la cual la
droga produce un sentimiento de satisfaccion que requiere una administracion
periodica o continua para producir placer y evitar el efecto desagradable
(Brailowsky, 1991; 2000), acompafiada de un aumento en el consumo, el cual
esta aunado en invertir mas tiempo en la basqueda y obtencién de la droga, lo
que da como resultado disminucion y descuido de actividades laborales y

sociales asi como dafios fisicos y psicologicos.

La prueba clinica de la dependencia fisica es la aparicion del “sindrome
de abstinencia” cuando la droga ha dejado de administrarse, su amplitud y
duracién depende de las variables farmacocinéticas. Cada tipo de sustancia
conlleva sintomas caracteristicos, que suelen ser contrarios a los efectos del
farmaco, se necesita continuar con la administracion de la droga para evitar los
sintomas adversos y no por el placer que la ingesta de la droga produce per se
(McLellan et al., 1992), esta condicion es explicada claramente por la teoria del

proceso oponente (Domjan, 2003; Grafia y Carrobles 1991).

Tolerancia, dependencia fisica y sindrome de abstinencia son
fendémenos bioldgicos que resultan como consecuencia natural del consumo y
del retiro abrupto de ciertos farmacos o sustancias. Estos fenébmenos bioldgicos
se pueden producir en animales de experimentacién. Estos modelos pueden
ser un correlato del evento que se registra en el humano, aunado a que el
receptor GABA, tiene afinidad por gran cantidad de sustancias cuyas
propiedades los hacen capaces de generar estados como los descritos

anteriormente.
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2.1 El Sindrome de Abstinencia a GABA

En el curso de una investigacion sobre la relacion entre el GABA vy la epilepsia
(Silva-Barrat et al., 1988), se demostré6 un fendmeno de hiperexcitabilidad
cortical consecutivo a la interrupcion del tratamiento con GABA en el mandril
fotosensible (Figura 3; Brailowsky et al., 1987; 1988).

En estos mandriles, la estimulacion luminosa intermitente inducia la
aparicién de descargas epilépticas al nivel de la Cx cerebral acompafiadas de
mioclonias generalizadas. Mediante canulas intracorticales la infusion crénica,
el GABA provoc6 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 administré el GABA, se constatdé la aparicion de focos de actividad
paroxistica en el sitio de infusion al dia siguiente de haber cesado el
tratamiento. Se registrd electroencefalograficamente (EEG) que el area
infundida, independientemente de la corteza en la que se realizara, mostraba la
presencia de poliespigas y de actividad en forma de espiga-onda. En el caso de
la Cx motora se correlacionaba con la aparicion de mioclonias de la pata
posterior contralateral al hemisferio infundido y en algunos animales
aparecieron sacudidas “mioclénicas” (Brailowsky et al., 1987, 1989; Brailowsky
1991).

Posteriormente se confirm6é la presencia de este fendmeno de
hiperexcitabilidad en la rata epiléptica (kindling amigdalino) y en la rata no
epiléptica (Brailowsky et al., 1987; 1989). El fendmeno se caracterizd
conductualmente y EEG (Brailowsky et al., 1988).

Tanto en monos como en ratas, la interrupcion abrupta de la infusién
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 (ver la Figura 3). Las manifestaciones EEG se presentaban en el area
de infusién, y en las etapas finales del fenémeno, las descargas

desaparecieron gradualmente para solo reaparecer en la fase de suefio de
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ondas lentas, (Brailowsky et al., 1989; 1987; 1988; Will et al., 1988; Fukuda et
al., 1987, Montiel et al., 2000).

A este fendbmeno de hiperexcitabilidad se le llamé “Sindrome de
Abstinencia al GABA” (SAG; LeGal La Salle et al., 1988; Silva-Barrat et al.,
1992), ademas de las crisis convulsivas los animales mostraban otros signos
clinicos tales como: mioclonus de la pata posterior 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 et al.,
1988). Finalmente, también hay datos de tolerancia cruzada a Bz (diazepam;
Dz) y a barbituricos (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 et al., 1992).

Se han observado cambios metabdlicos producidos por el SAG cortical con
la técnica de la 2-desoxiglucosa (2-DG) radioactiva. 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 observé 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 proyeccién de dicha area cortical (nucleos 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 reducciéon de su
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actividad aproximadamente 40%, tanto en ausencia como en presencia del
cofactor, el PLP, a nivel del sitio de infusion con el aminoacido (Salazar et al.,
1994).

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, se demostré que es posible
inducir un foco epiléptico al interrumpir infusiones localizadas de isoguvacina,
un agonista GABAa especifico y por la otra, la constataciéon de que los
agonistas especificos del receptor GABAg (baclofén) inducen dicho foco
durante la instilacion; no cuando se retiran. Ademas, los antagonistas GABAg,
como el faclofén, no tienen ningun efecto sobre focos epilépticos producidos

por la privacion de GABA (Brailowsky et al., 1990, Brailowsky, 1991).
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Figura 3. Electroencefalograma caracteristico de SAG en la rata. La interrupcion 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 et al., 1995).
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La respuesta de estas descargas epileptiformes a los diferentes
farmacos anticonvulsivos, administrados por via sistémica, varia de acuerdo al
tiempo de evolucidén de la actividad paroxistica, ya que el foco epiléptico es
extraordinariamente resistente a los anticonvulsivos usados clinicamente
(fenitoina, barbituricos, etosuccimida, valproato, carbamazepinas) e incluso el
farmaco de eleccion en casos de status epiléptico: el Dz lo que vuelve a sugerir
tolerancia cruzada. De tal forma que el SAG es un modelo de epilepsia

intratable en los primeros estadios de evolucion (Brailowsky, 1991).

A partir del segundo dia del SAG se empiezan a observar efectos
anticonvulsivos cuando se administran farmacos antagonistas del receptor al
NMDA como la ketamina, el amino-fosfonoheptanoato (APH) y el MK-801, o Bz
como el clonazepam (Brailowsky et al., 1988; 1990; Brailowsky, 1991).

En estudios orientados a reproducir in vitro este fendmeno de
hiperexcitabilidad neuronal, 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 anatdmicos (neuronas
piramidales de las areas CA1 y CA3 y sus vias de llegada y salida) y por la
gran incidencia de epilepsia del |I6bulo temporal (psicomotora), debido a esto su

estudio es de importancia clinica y experimental.

Se le han descrito al SAG tres distintos patrones en el EEG (Brailowsky
et al., 1992):

e Patrén I: se presenta actividad espiga-onda uUnica unilateral, de 200 a
700uV de amplitud y a una frecuencia de 0.5-3 Hz.
e Patrdn Il: en él aparecen complejos espiga-onda seguido de poliespigas

de alta frecuencia.
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e Patron Ill: en él se encuentran espigas de propagacion contralateral
(bisincronia), usualmente con mayor amplitud en el lado de la infusion, de

varios segundos de duracion.

Comunmente, el SAG se inicia con el patron |, que predomina a partir del
segundo dia y hasta el final del sindrome. Los patrones Il y Ill se observan en
las primeras 4 a 6 horas y son raros después de 12 horas de evolucién. La
apariciéon de las descargas paroxisticas tiene una latencia promedio de 90
minutos (Brailowsky et al., 1990). En las primeras horas de evolucién del SAG,
se presenta una resistencia farmacoldgica a drogas GABAérgicas exceptuando
al GABA (Calixto, 2001).

En resumen, desde el punto de vista clinico, durante el SAG ocurren

varios cuadros observados en el humano:

1. Un cuadro de estado epiléptico focal (actividad paroxistica continua
localizada en una zona especifica; Brailowsky, 1999).

2. Un sindrome de epilepsia parcial continua (sindrome de Kojewnikow),
caracterizado por descargas focales asociadas a mioclonus y a descargas
epileptiformes lateralizadas peridédicas (Calderén de la Barca Gazquez et
al., 2005; Brailowsky, 1999).

3. Desde el punto de vista fisiopatologico, el SAG se encuentra relacionado
con todos aquellos sindromes caracterizados por alteraciones de la
neurotransmision inhibitoria y se asemeja a otros modelos de
epileptogénesis inducida por bloqueadores del GABA, como la Bic o la
picrotoxina. Ambos modelos se acompafian de hiperexcitabilidad
neuronal, de hipermetabolismo glucidico y de cambios neuropatoldgicos
compatibles con excitotoxicidad (Brailowsky, 1991; Olney et al. 1986).

4. Desde el punto de vista neurofarmacolégico, el SAG constituye un
fenbmeno dependiente de receptores GABA,, que se acompafa de
disminucién en la actividad de la sintesis de la GAD y de tolerancia a

agonistas especificos de este receptor (isoguvacina). Por otra parte, la
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reactividad farmacologica del SAG varia con el tiempo de evolucion:
extremadamente resistente en las primeras 24 horas, y sensible a Bz
después (Calixto, 2012; Brailowsky et al., 1990, Brailowsky, 1991).

5. ElI SAG puede relacionarse a sindromes de abstinencia semejantes a los
gue se observan después de suspender bruscamente la administracion
prolongada de sustancias como las Bz y el alcohol, que se caracterizan
por facilitar la transmision GABAérgica (Cornejo, 2011; Uussi-Okari y
Korpi, 2010; Brailowsky y Garcia, 1999).

6. El animal con SAG presenta dependencia al GABA y muestra alteraciones
conductuales como hipersomnia, irritabilidad y aumento de la actividad
exploratoria, ademas de movimientos mioclénicos de la pata trasera
contralateral al hemisferio infundido y ocasionalmente sacudidas

“mioclonicas” (Brailowsky et al. 1988; 1990).
3. Modulacién GABAérgica de la Conducta
3.1 Hormonas Esteroides Sexuales

Las hormonas esteroides sexuales, andrégenos, progestagenos y estrégenos,
son derivados de un mismo precursor comuan, el colesterol. Tanto hombres
como mujeres sintetizan esas hormonas, pero en distintas concentraciones.
Ambos sexos también tienen receptores para estas sustancias; aunque, hay
regiones con diferencia en la densidad de los receptores segun el sexo
(Flanagan- Cato, 2011; Purves et al., 2006; Pisu y Serra, 2004). Dado que los
esteroides sexuales son lipidos, son permeables para la célula y tienen efectos
intracelulares modificando la expresiébn genética. Las neuronas tienen la
capacidad de seleccionar y concentrar esteroides especificos por medio de
receptores y proteinas fijadoras tanto en el citoplasma como en el nucleo
(Purves et al., 2006; Stoffel-Wagner, 2001).

Un “esteroide neuroactivo”, es un esteroide que, independientemente de
su origen, es capaz de modificar la actividad neuronal, incluyendo todos
esteroides naturales y sintéticos que pudieran modificar la excitabilidad de las

26



neuronas mediante su union al receptor de la membrana de la misma manera
en que actuan los neurotransmisores (Martin-Garcia et al., 2007; Pisu y Serra,
2004).

Un ejemplo de esteroides neuroactivos son las progestinas, las cuales
son secretadas por los ovarios y las glandulas suprarrenales, éstas son
metabolizados por la glia por acciones de las enzimas 5a-reductasa (5a-R) y 3-
hidroxiesteroide oxidoreductasa (3-HSOR). Sin embargo, los metabolitos
periféricos se dividen rapidamente en el higado; la P, puede tener efectos en el
cerebro por su rapida conversion a AloP o por una mayor formacion por las

numerosas células gliales (Martin-Garcia et al., 2007).
3.2 Neuroesteroides

Los neuroesteroides son una subclase de esteroides que pueden sintetizarse
de novo en el SNC a partir del colesterol, las principales células
esteroideogénicas son las neuronas y las células gliales (oligodendrocitos y
astrocitos; Martin-Garcia et al., 2007).

La biosintesis de todos los neuroesteroides comienza con la conversion
enzimatica del colesterol a pregnenolona (Figura 4). La etapa limitante es el
transporte del colesterol a la membrana mitocondrial interna donde se
encuentra la primera enzima, el citocromo P450scc. El transporte de colesterol
en la membrana mitocondrial es mediado principalmente por dos enzimas: la
proteina de la regulacién aguda de la esteroideogénesis (StAR, por sus siglas
en inglés) y el receptor mitocondrial de Bz, las cuales pueden actuar
sinérgicamente para incrementar la produccién de neuroesteroides (Martin-
Garcia et al., 2007; Schumacher et al., 2003).

Esta sintesis de novo de pregnenolona (precursor de todos los
neuroesteroides; Figura 4) en el cerebro ocurre independiente de la secrecién
de las glandulas periféricas y en respuesta a los estimulos reproductivos

relevantes, por ejemplo, la conducta sexual (CS) que permite un rapido
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aumento de AloP en el cerebro medio en ratas intactas receptivas,
ovarectomizadas (Ovx) y adrenalectomizadas con tratamiento de estradiol (E-

priming; Martin-Garcia et al., 2007).
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Figura 4. Biosintesis de los neuroesteroides moduladores del receptor GABA, Se muestra la ruta de sintesis de
Alop (alopregnanolona) desde el colesterol. La proteina de regulacion aguda de la esteroideogénesis (StAR) podria
interactuar con el receptor periférico a benzodiacepinas para facilitar el transporte del colesterol a través de la
membrana mitocondrial. P450scc: citocromo P450, 3a, 5a-HSD: 3a 6 3B hidroxiesteriode deshidrogenasa; 5a- DHP:
5a- dihidroprogesterona. Tomado de: Martin-Garcia et al., 2007.

La principal accion de los neuroesteroides en el cerebro es a través de la
accion en los receptores ionotrépicos, siendo la modulacion alostérica positiva
de los receptores GABAA la més estudiada (Martin-Garcia et al., 2007; Smith et
al., 2007; Haage et al., 2005).

La pregnenolona es el neuroesteroide mas abundante en el cerebro
humano, cuantificado en regiones como: el hipocampo, la amigdala, la Cx
frontal, el estriado, el hipotalamo y el cerebelo (Martin-Garcia et al., 2007,

Haage et al., 2005).
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Los neuroesteroides y los esteroides neuroactivos son de mucha
importancia en esta tesis, ya que modulan la actividad GABAérgica y tienen
una fundamental participacion en la expresion y mantenimiento de la conducta

sexual, tanto en machos como en hembras.
3.3 Conducta Sexual

Como mencionamos anteriormente, los esteroides neuroactivos y los
neuroesteroides son capaces de modificar la actividad GABAérgica, en este
contexto, diversas investigaciones han tenido como objetivo elucidar las vias y

estructuras que participan en la conducta sexual.

Existen estructuras cerebrales imprescindibles para la expresion de la
conducta sexual: el area tegmental ventral (VTA), el nucleo ventromedial del
hipotalamo (VMH), el area predptica medial (POA), la Cx frontal, la amigdala, el
nacleo accumbens (NAc; Crews, 2010). EI tracto mesocorticolimbico
dopaminérgico, asciende del VTA, hacia el NAc y a la CX prefrontal, este recibe
proyecciones del POA (Hull, 2007) formando el circuito necesario para la

motivacion, el reforzamiento y la ejecucion de la conducta sexual.

A pesar de que todas esas estructuras participan en la expresion y el
mantenimiento de la conducta sexual, existen diferencias sexuales en los
patrones conductuales que se atribuyen a la accion de los esteroides
neuroactivos y a la cantidad de receptores que tienen (Flanagan-Cato, 2011;
Martin-Garcia et al.; 2007; Hull y Dominguez, 2007).

Una de las estructuras que funcionan diferencialmente entre machos y
hembras, es la secrecion testicular (la testosterona es un modulador alostérico
positivo del receptor GABAA, Martin-Garcia et al., 2007), la cual ocurre entre la
edad de E18 y E19 en las ratas macho. Los receptores GABAA que se

expresan cerca del nacimiento son diferentes en la etapa adulta de los machos.
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Atribuyendo la accion de la testosterona en etapas tempranas del
desarrollo de las ratas macho, se ha descrito que el VMH es aproximadamente
25% maéas grande en machos que en hembras (Flanagan-Cato, 2011); sin
embargo, es un sitio de accidon importante para las hormonas ovaricas (E2 y Ps),
permitiendo el reflejo de lordosis. Los andrégenos en este nucleo también
participan en la expresion de la CS de la rata macho. La gran diferencia en la
CS entre ambos sexos es que en los machos los niveles hormonales
permanecen a través del tiempo y disminuyen paulatinamente en la vejez, a
diferencia de las hembras, quienes estan sometidas a ciclos (Flanagan-Cato,
2011; Frye et al., 2006).

En este contexto sabemos que los machos exhiben niveles mayores de
receptores a androgenos. La expresion de estos receptores es fundamental
para la activacion del VMH, debido a que la pérdida de la accién de los
andrégenos bloquea el patron conductual de los machos (Flanagan-Cato,
2011). La alta expresion de andrégenos y la enzima aromatasa en las regiones

limbicas, proporciona aferencias hacia el VMH.

En el POA existe un nucleo que difiere notablemente entre la rata macho
y la hembra. En realidad, en el macho el POA es de 3-5 veces mas grande que
en la hembra. Es el sitio neural que regula la actividad sexual de los machos en
varias especies animales, incluyendo a los primates (Ferndndez-Guasti y
Rodriguez-Manzo, 1994; Larsson y Heimer, 1964; Perachio, et al., 1979, Hull et
al., 1999; 1997).

Infusiones de agonistas GABAérgicos en este nucleo son capaces de
abolir la CS en las ratas macho; en contraste, las infusiones de antagonistas
favorecen la CS en roedores (Fernandez- Guasti, et. al. 1985). La CS se ve
deteriorada por lesiones bilaterales en esta estructura, mientras que la

estimulacion eléctrica (kindling) en esta area la facilita (Paredes, et al., 1990).

La CS de la rata macho esta mediada por la liberaciéon de dopamina
(DA), debido a la intima relacion entre esta conducta y la participacion del
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reforzamiento en el sistema mesolimbico (Hull et al., 1997). En este caso la DA
tiene como tarea inhibir a las neuronas GABAérgicas en el POA para que la CS
de los machos se presente. El POA tiene una gran liberacion de DA durante la
conducta precopulatoria, justificada por las vias sensoriales de entrada a este
nacleo, y el efecto de las hormonas que hacen relevante al estimulo sexual

(hembra en estro).

También se ha encontrado que la administracion intraperitoneal (i.p.) de
agonistas GABAEérgicos, tienden a disminuir la CS; sin embargo, esto ha sido
atribuido al impacto en la motilidad. El baclofén, agonista GABAg aplicado i.p.,
tiene como efecto inhibir los reflejos peneanos necesarios para la penetracion
(Paredes et al., 1997).

En el caso de los inhibidores de la GABA-T, cuya propiedad es producir
altas concentraciones de GABA en el cerebro, tienen un efecto desfavorable en
la CS disminuyendo las intromisiones, y en dosis altas, inhiben por completo la
conducta (Agmo et al. 1991; Paredes y Agmo, 1991); recordemos, que las
neuronas GABAérgicas en el POA inhiben la expresion de la conducta sexual,
en cambio la actividad locomotora y la ejecucion motora son controlada por

otros sistemas.

La presencia de testosterona (T) aumenta la accion de la 6xido nitrico
sintetasa, esta enzima produce Oxido nitrico, en machos intactos o
gonadectomizados (GDX) con tratamiento de T e influye positivamente en la
liberacion de DA en la fase precopulatoria, aumentando la respuesta al
estimulo e incrementando la probabilidad, la tasa, y la eficiencia de la
copulacion. Ademds, en la fase post eyaculatoria (periodo refractario), la
cantidad de GABA en el fluido cerebro espinal aumenta (Qureshi y Séderstem,
1986), sugiriendo la participacion del GABA en la inhibicion de la conducta

sexual.

En el caso de las ratas hembras, ha sido descrito claramente que la CS
es mediada por efectos no-gendmicos, como el flujo de iones y la accién de
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neuroesteroides (receptores GABA,) en el VTA (Frye, 2001); y por efectos
gendmicos en el VMH, activando la interaccion con el ADN vy la transcripcion
genética, a través de los receptores membranales a progestinas que son
moduladoras alostéricas positivas del receptor GABAA, aunado a la accion de

estradiol que induce receptores a progestinas en las hembras (Frye, 2009).

Algunos de los efectos de la P4 para facilitar la lordosis pueden deberse
en parte a las acciones de la AloP. Existen datos que demuestran que los
niveles de P4 y AloP son elevados en el mesencéfalo de ratas sexualmente
receptivas. Los niveles de AloP en lugar de P4, tienen mayor correlacion con el
inicio de la respuesta lordética natural en ratones receptivos. La AloP es la més
eficaz de todas las progestinas para facilitar e inducir la lordosis (Frye y Paris,
2001).

3.4 Etapas de la Copula de la Rata

La CS de la rata macho se distingue en actividades que se conocen como A)
precopulatorias, B) copulatorias y C) postcopulatorias. Durante la conducta
precopulatoria, el macho y la hembra se persiguen, olfatean la region ano-
genital, rozan sus cuerpos entre si y emiten vocalizaciones ultrasénicas (Lucio,
2008). De este modo, ambos reciben estimulacion olfativa, tactil y auditiva.
Ademas, la hembra estimula al macho con conductas que se conocen como
proceptivas, éstas consisten en mover rapidamente las orejas, correr en zig-
zag o dar saltos pequefios. La duracion de la conducta precopulatoria es
variable, puede durar pocos segundos o algunos minutos (Lucio y Tlachi-
Lépez, 2008).

Finalmente, en esta descripcién la conducta copulatoria implica la
ejecucion de diversas posturas y movimientos que permiten la insercion
peneana y la expulsion seminal; conocidos como patrones conductuales

copulatorios (Lucio y Tlachi-Lopez, 2008).
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3.5 Patrones Conductuales Copulatorios

Los patrones conductuales durante la copula de la rata macho son tres: A)
monta, B) intromision y C) eyaculacion; a ese conjunto de actividades se le

conoce como serie copulatoria (Figura 5A).

Al hacer una monta (Figura 5A), la rata macho se coloca sobre la grupa
de la hembra, apoya sus regiones pélvica y perineal, sujeta a la hembra y le
palpa los flancos; al mismo tiempo, realiza movimientos pélvicos ritmicos hacia

adelante y hacia atras; posteriormente, el macho realiza una desmonta lenta

(Lucio y Tlachi-Lopez, 2008; Gonzalez y Hernandez, 2002).

-2 . P, — —-
Figura 5. Conducta Sexual. En A, se observa la conducta de intromision de la rata macho, asi como la postura
estereotipada de lordosis de la hembra. En B, se muestra la conducta de auto-acicalamiento del macho después de la
intromisién. En C, se ejemplifica la conducta de eyaculacion, la cual suele ser méas prolongada.

Si el macho sujeta y palpa los flancos de la hembra adecuadamente
producira el reflejo de lordosis (arqueamiento del dorso que se acompafia de la
elevacion de la cabeza y grupa; asi como desviacion de la cola, Figura 5A;
Gonzalez y Hernandez 2002; Hull et al., 2006; Lucio y Tlachi-Lépez, 2008).

El patrén copulatorio de intromision (Figura 5B) se identifica cuando el
macho realiza un movimiento pélvico de penetracion, luego se desmonta
bruscamente hacia atras y se autoacicala la regién genital (Figura 5B;
Gonzalez y Hernandez 2002; Hull et al., 2006; Lucio y Tlachi-Lépez, 2008).

Las intromisiones propician que el macho alcance su umbral de
eyaculacién, es entonces cuando el macho expele el semen, desplegando el
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patron copulatorio de eyaculacion (Figura 5C). Durante la eyaculacion, el
macho monta a la hembra, el tltimo de los movimientos pélvicos se caracteriza
por ser mas profundo y duradero que el de una simple insercion del pene; en
ese momento expele y deposita el semen en la vagina. Inmediatamente
después, el macho eleva la porcion superior del cuerpo, extiende hacia atras
los lados de las extremidades anteriores y se desmonta lentamente para luego
autoacicalarse los genitales, particularmente el pene (Lucio y Tlachi-Lépez,
2008; Gonzalez y Hernandez 2002).

La conducta postcopulatoria se exhibe después de cada eyaculacion, la
cual comprende el periodo refractario absoluto y relativo. Durante el periodo
refractario absoluto, el macho presenta muy poca locomocion, incluso la
apariencia de estar dormido. El macho es insensible de cualquier estimulo
sexual y no responde a otros estimulos del medio ambiente. Durante el periodo
refractario relativo el macho empieza a responder a los estimulos que lo rodean
y usualmente emite vocalizaciones ultrasonicas. La duracion de esta conducta
varia en minutos, periodo que se conoce como intervalo posteyaculatorio y
comprende el tiempo que transcurre entre la eyaculacion hasta que se presenta
la monta o intromision de la siguiente serie copulatoria. Este intervalo aumenta

a medida en que haya mas series eyaculatorias (Lucio y Tlachi-Lépez, 2008).

En el caso de las hembras, la CS esta asociada al ciclo estral de la rata
dura cuatro dias, comprende 4 etapas: 1) metaestro, 2) diestro, 3) proestro y 4)
estro. Durante estas etapas, la concentracion de hormonas esteroides (Ez y Py4)
gue producen sus ovarios fluctla, pero la concentracion maxima de ambas,
ocurre durante el proestro, poco antes de la ovulaciéon. Entonces una rata inicia
la fase estro desde la noche del dia de la fase proestro, cuando el pico maximo
de ambas hormonas ovaricas esta presente la hembra se encuentra en
condiciones de estro natural. Una hembra receptiva o en fase de estro es
aguella que muestra conductas proceptivas y receptivas (Flanagan- Cato,
2011; Lucio y Tlachi-L6pez, 2008; Gonzalez y Hernandez 2002).
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En este contexto, estro puede ser inducido farmacologicamente
mediante la administracion de hormonas sintéticas a hembras Ovx, se
administra una dosis de E, 48 horas y P4 4 horas previas al inicio de la prueba;
en estas condiciones, ambos patrones conductuales se presentaran:
receptividad/ proceptividad, el evento tienen una duracion de 8 horas

aproximadamente (Flanagan- Cato, 2011).
3.6 Ansiedad y Depresion

Dada la amplia distribucién de la neurotransmision GABAérgica en el SNC, es
evidente que su actividad estara modulando en cualquier funcién y conducta;
aunado a esto, diferentes grupos de investigacion se han interesado en elucidar
la participacion de esta neurotransmision asi como de sus receptores en distintas
actividades cotidianas. Estructuras como la amigdala, el hipocampo, el
hipotalamo, la Cx prefrontal y el tectum del cerebro medio son ricas en

proyecciones GABAérgicas (Croakin et al., 2011).

En afios recientes se ha retomado la hipétesis de la participacion de las
interneuronas GABAérgicas en conductas patolégicas en respuesta al estrés
cronico en animales y humanos: la ansiedad y la depresién, causadas por
cambios en el ambiente. La primera, se compone de los mecanismos de miedo,
los cuales dan aviso de la situacion peligrosa, para evitar o enfrentar a la
amenaza. Se ha considerado que ambas conductas se superponen y pueden
ocurrir juntas, o que la primera antecede a la otra, asi que se propone que los
sintomas podrian responder al mismo tratamiento farmacolégico y los
mecanismos neuroquimicos que las subyacen podrian ser similares (Mohler,
2012).

Las estructuras cerebrales relacionadas con los trastornos depresivos son
la Cx prefrontal, el nucleo estriado, la amigdala y el hipotdlamo; se cree que el
hipocampo y la neocorteza estan involucrados en los aspectos cognitivos de la
depresion, asi como con el sentimiento de culpa, falta de autoestima, de
esperanza y en las alteraciones de la memoria (Zandio, et. al., 2002).
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El circuito de la amigdala y la Cx prefrontal estan involucrados en la
prominencia del estimulo y en el control de los mecanismos de atencion,
asociacion e interpretacion. Cuando la amigdala reconoce una amenaza,
comienza un incremento en su funcidbn generando paraddjicamente, en las
regiones prefrontales una disminucién de la actividad cortical (LeDoux, 2000;
2007; Zandio et. al., 2002; Coakin et al., 2011). En este circuito, distintos nucleos
de la amigdala estan encargados de enviar sefales para distinguir como
reaccionar ante la amenaza, ya sea para evitarla o enfrentarla. La inactivacion de
las neuronas GABAEérgicas en la amigdala y en el hipocampo es participe del

aprendizaje del miedo (Mohler, 2012).

La amigdala es una estructura limbica importante en las respuestas
emocionales autonomicas y endocrinas a través de su conexion con el
hipotadlamo, ha sido descrita como pieza clave en el efecto ansiolitico de los
neuroesteroides como la AloP al ser instilada en su nucleo central, ademas de

disminuir los efectos de la ansiedad (Martin- Garcia et al., 2007).

El nivel endégeno de neuroesteroides puede influenciar la respuesta al
estrés; por ejemplo, la exposicion de un agente estresante leve a un roedor
(inmersién breve en agua a temperatura ambiente) o la inhalacion breve de CO,,
provocan el aumento de los niveles de AloP y 5a-dihidrodeoxicorticosterona
(THDOC) en el plasma (Frye, 2001). Asimismo, diversos estudios han
demostrado que la ansiedad se reduce tras la aplicacion de farmacos como las
Bz, agonistas del receptor GABAA (Rodgers y Dalvi, 1997), las cuales aumentan
la permanencia en brazos abiertos evaluada en la prueba de Laberinto Elevado
en Cruz (LEC).

Un modelo experimental que tiene como objetivo desarrollar un estado
depresivo en roedores a consecuencia de un agente estresante agudo es el Nado
Forzado (NF) produciendo asi un estado de desesperanza aprendida, esa
condicion se presenta al no poder cambiar una situacion no deseada (Abramson y

Seligman, 1978; Willner, 1966). En la prueba de NF es posible medir 3 conductas:
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1) nado, 2) trepado e 3) inmovilidad; tanto el nado como el trepado son
consideradas conductas activas y son realizadas por los animales para tratar de
evitar la situacion aversiva, la tercera es una conducta pasiva, la cual aumenta
progresivamente en el tiempo y ademas es la conducta tipo depresiva que
cuantifica a detalle la prueba (Korte, 2001). ElI NF cuenta con una fase de estrés
agudo en la que el animal no puede escapar de la situacion amenazante, por mas
que trate de encontrar una salida, en este contexto la amigdala y la Cx prefrontal
son fundamentales en la respuesta ante este evento (Méhler, 2012) y la segunda
fase es la prueba en la que se pueden observar la conducta tipo depresiva
identificada como inmovilidad, la cual es disminuida tras la administracion de
antidepresivos triciclicos o inhibidores de selectivos de la recaptura de serotonina
(ISSR, Detke y Lucky,1996; Martinez-Mota et al.,, 2011). Ademads, se ha
encontrado que la respuesta farmacoldgica a esta prueba y la presencia de las
conductas esta ligada al sexo y a la edad, teniendo un mayor tiempo de
inmovilidad para las ratas macho y mejor respuesta a los antidepresivos triciclicos
en comparacion con las hembras, quienes permaneces menos tiempo inméviles y

responden mejor a ISSR’s.

Una de las actividades del receptor GABAg es inhibir la liberacion de otros
neurotransmisores como la serotonina (5-HT), la norepinefrina (NE) y la DA,
actuando como hetero-receptores (presinapsis; Croakin, 2011). En este contexto
la administracién de antagonistas de este receptor son capaces de evocar un
efecto ansiolitico y antidepresivo (Frankowska, 2007).

Se han publicado tres hallazgos fundamentales de la importancia del
GABA asociados a la depresién en pacientes diagnosticados con trastorno
depresivo mayor, el primer trabajo muestra que existe una deficiencia en los
niveles de corticales GABA (Bartholini et al., 1987), el segundo sefiala una
disminucién de los receptores GABAA en la Cx cerebral (Petty et al., 1994) y por
altimo la evidencia de que estos pacientes tienen menor nimero de neuronas

GABAérgicas (Mohler, 2012). La ansiedad y la depresion convergen en la

37



disminucién y deficiencia de la actividad de la neurotransmision GABAgérgica, por

ello la propuesta terapéutica, esta en funcién del GABA para ambos desordenes.

Es evidente que la actividad epileptiforme inducida por el SAG puede tener
un efecto en la conducta sexual, de ansiedad y de depresion debido a que las tres

son moduladas por las mismas estructuras.

Il. Justificacion

Las modificaciones ambientales dan como resultado cambios en el estilo de
vida de las personas por eso deben estar mas capacitadas para enfrentar las
exigencias del mundo externo. Una de las consecuencias mas graves y
prevalentes es el consumo de drogas que va en aumento y que ademas se
consumen cada vez a menor edad. De acuerdo a la Encuesta Nacional de
Epidemiologia Psiquiatrica en México, en el afio 2007, los trastornos del uso de
sustancias en nuestro pais son cercanos al 10% del total de la poblacion,
siendo los mas frecuentes el abuso del alcohol y las Bz, la cuales son capaces

de modular al mismo receptor.

Un tratamiento prolongado con drogas, como las GABAEérgicas, generan
estados de tolerancia y dependencia, la consecuencia es la alteracion de
mecanismos internos necesarios para la supervivencia, la cual puede llegar a
ser patoldgica, resultando en grupos de personas con desordenes como
ansiedad y depresion, teniendo un impacto desfavorable en la conducta sexual,
esta situacion es facilmente observable en la clinica; sin embargo, hasta ahora
no se ha encontrado una estrategia farmacoldgica eficaz para evitar las

consecuencias, tanto fisicas como conductuales.

Estas alteraciones pueden estar sujetas a los cambios hormonales,
sustancias que modulan positivamente al receptor GABA., como los
androgenos, siendo el mas importante la testosterona, por lo tanto proponemos

identificar si el factor hormonal influye en la expresion de la abstinencia a
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GABA; asi como, el impacto que tiene en la aparicion de la ansiedad y la

depresion.

¢,Durante la fase temprana del SAG se presentan en la misma intensidad
la ansiedad y la depresidon?, ¢ Cuéles son los cambios que puede suscitarse en
la CS de un animal con SAG? Este estudio representa una pieza clave para
elucidar la participacion de la ausencia de inhibicion en el cerebro de las ratas
macho, en la expresion de conductas de alta prevalencia clinica; para ello se
utilizaron cuatro técnicas diferentes pero complementarias para identificar la
modificacién conductual durante el SAG en ratas macho sexualmente expertas
y GDX. Por lo tanto los resultados de la presente tesis sustentardn como las
modificaciones en la actividad GABAérgica puede influir directamente en la

expresion de algunas conductas (ansiedad, sexual y depresion).
[ll. Planteamiento del Problema

La abstinencia a drogas que modulan la actividad GABAérgica es muy
frecuente, se desconoce el impacto conductual que el desequilibrio de la
funcién inhibitoria cortical puede causar en la aparicion de ansiedad y
depresion. Se sabe que las estructuras que participan en estas conductas son
las mismas, que el GABA tiene una importante participacion y que su ausencia
promueve la manifestacion de estos trastornos (Moéhler, 2012; Martinez- Mota
et al., 2011; Martin- Garcia et al., 2007; Detke y Lucky, 1996). La CS se puede
ver afectada como consecuencia de la presencia de ansiedad y depresion. Se
pretende estudiar la influencia del SAG en el perfil ansiogénico y depresivo, asi
como valorar cambios en la CS de la rata macho.
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IV. Objetivos
General

Realizar un analisis conductual y electrofisiologico que identifique la
hiperexcitabilidad neuronal causada por el SAG valorando cuantitativamente su

impacto en la conducta sexual, ansiedad y depresion de la rata macho.
Especificos

Para estudiar el incremento en la excitabilidad cortical neuronal que tienen la

abstinencia:

— Cuantificar el nimero de complejos espigas-onda que aparecen en el
SAG en la fase temprana mediante un registro electroencefalografico.

— ldentificar el efecto del SAG en la actividad EEG en un plazo de 10 dias.

En los primeros estadios de la abstinencia, relacionar los cambios conductuales

con la hiperexcitabilidad neuronal:

— Cuantificar en el segundo dia del SAG la medicion de la ansiedad
utilizando el LEC.
— Cuantificar en el cuarto dia de SAG la conducta tipo depresiva a través

de la prueba de NF.

Para distinguir el efecto de los cambios en la actividad GABAérgica sobre la

conducta sexual de la rata macho:

— Durante el segundo dia del SAG se analizarad el nimero de montas e

intromisiones asi como la duracién de la serie copulatoria.

Para evaluar la participacion de los androgenos endoégenos secretados

por las gbnadas en el SAG:

40



— Evaluar la ausencia de gonadas en la expresion electroencefalografica
del SAG; asi como, su impacto en las conductas de ansiedad y tipo

depresiva.
Variables de trabajo
Independiente

Retiro abrupto de la instilacion intracortical de GABA en la corteza

somatomotora derecha para inducir el SAG.

Gonadectomia para evaluar diferencias conductuales, la induccion vy

mantenimiento del SAG a nivel del EEG.
Dependiente

1. Incremento de la excitabilidad cortical en el EEG (complejos espigas-

onda y potencia) en ratas macho.

Evaluacion de tres conductas distintas en la etapa inicial del SAG (segundo y

tercer dia):

1. Ansiedad: identificada en el LEC mediante la evaluacién del nimero de
entradas y porcentaje en tiempo de permanencia en brazos abiertos y
brazos cerrados.

2. Conducta sexual: cuantificando el nimero de montas, el nUmero de

intromisiones y la duracién de la serie copulatoria.

3. Depresidn: evaluada a través de la prueba de NF (nimero de eventos

conductuales y porcentaje tiempo en nado, trepado e inmovilidad).

41



Hipotesis

La abstinencia a GABA en la corteza cerebral, que se cuantifica como
actividad epileptiforme en el EEG, incrementara la conducta sexual
evaluada por el aumento de la duracion de la serie copulatoria, el
namero de montas y de intromisiones.

La disminucion de la inhibicibn en la Cx inducida por el SAG se
manifestara conductualmente en un estado de ansiedad.

La reduccién de la neurotransmision GABAEérgica provocada por el SAG
inducird la aparicién de un estado depresivo.

Si las gonadas participan en la expresion del SAG entonces existiran
diferencias en la ansiedad y la depresién entre los machos sexualmente

expertos con respecto a los GDX.
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V. Materia y Método
Sujetos

Se utilizaron 42 ratas macho de la cepa Wistar (200-300 g) proporcionadas por
el bioterio del INPRF y de la Facultad de Medicina de la UNAM, en condiciones
estandarizadas de temperatura (20-25°C), agua y alimento ad libitum, con un
ciclo de luz oscuridad invertido (12/12h; 22:00-10:00h) y de acuerdo a las
normas establecidas en la guia para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio de la Academia Nacional de Medicina (1999); en todos los
procedimientos experimentales se evitd cualquier dafio o sufrimiento

innecesario de los animales.

Los sujetos de experimentacion fueron alojados en cajas de acrilico
transparente en grupos de 3-5 animales durante los dias de entrenamiento, el
cual sera descrito posteriormente, al terminar la cirugia estereotaxica fueron
mantenidos en cajas individuales y permanecieron asi hasta el final del
procedimiento. Cada uno de los experimentos fue realizado durante el ciclo de

oscuridad de las ratas macho.
Disefio experimental

Variable independiente Variables dependientes

Induccion del SAG Medicién de la actividad EEG

Gonadectomia+ induccion del SAG
Cuantificacion de las modificaciones

conductuales:

Conducta de Ansiedad

Conducta sexual

Conducta Depresiva
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Sustancias

17-B Estradiol (Sigma-Aldrich, St Lois, MO U.S.A).

Antibidtico (bencilpenicilina Benzatinica, antibidticos de México, S.A. de C.V).
Antiséptico (Microcyn, Oculus Technologies de México).

GABA (Sigma-Aldrich, St Lois, MO U.S.A).

Lidocaina con epinefrina (265 Laboratorios PiSA de México).

Pentobarbital sédico (Sedalphorte, Salud y Bienestar Animal de México).
Progesterona (Sigma-Aldrich, St Lois, MO U.S.A).

Resina Acrilica (Nic Tone Cross Linked, mdc dental México).
Entrenamiento para ratas sexualmente expertas

Antes de iniciar las sesiones experimentales se realiz6 el entrenamiento para la
adquisicién de la conducta sexual de las ratas macho. Para ello fue necesario
utilizar ratas hembra ovarectomizadas (OVX), el procedimiento de esta cirugia
fue le siguiente: se anestesio a la rata hembra con pentobarbital sédico (50
mg/Kg, i.p.), se rasuraron los flancos abdominales. Se aplicé anestesia local
(lidocaina). Después de la anestesia, se limpid la zona con isodine, se realiz6
una incision usando las tijeras para separar la piel y el masculo, se toma el final
de la tuba uterina, cerca del ovario, se ligé con la sutura absorbible y sin causar
hemorragia, se corté el ovario; se cerrd la cavidad abdominal. Se esperaron
dos semanas para la recuperaciéon post-quirdrgica de la rata hembra, en ese

tiempo también se redujeron los niveles end6genos tanto de E; como de Py.

Para que las ratas hembra presentara el reflejo de lordosis asi como las
conductas estereotipadas de la fase receptiva se administré una dosis Unica
subcutdnea de 0.1 ml de E, (10ug/ml) para sensibilizar a los receptores a P,
una semana antes de comenzar con el tratamiento hormonal (estro inducido)

conocido como hormona priming.
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Posterior a ese procedimiento se coloco a la rata macho en un redondel
de acrilico (60 cm de diametro x 40 cm de alto), iluminado con luz roja (40 W),
con una cama de 5 cm de aserrin durante 5 minutos. Posteriormente, se situd a
una hembra Ovx en el redondel, previamente ciclada farmacol6gicamente con
la aplicacion de E; (10 ug/ml) 48 h antes de la prueba y de P4 (2 mg/ml) 4 h
previas. Los criterios de la adquisicion de la conducta fueron los siguientes: la
rata macho debia aprender a montar y a realizar intromisiones, si solo realizo
montas, la sesion terminaba a los 15 min, al realizar la primera intromision el
mancho contdé con 30 min mas para finalizar una serie copulatoria que se

consumoé con la eyaculacién (Lucio y Tlachi-Lopez, 2008).

El entrenamiento se realiz6 cada 2 dias durante 2 semanas (10-16 dias),
los machos adquirieron gradualmente las conductas copulatorias. El criterio de
inclusion para que las ratas macho fueran consideradas sexualmente expertas
fue que completaran al menos 4 series copulatorias de las 6 sesiones totales
(Lucio y Tlachi-Lopez, 2008).

Cirugias

Gonadectomia Machos

Con el objetivo de identificar la influencia hormonal en la expresion del SAG,
asi como su impacto en la ansiedad y la depresion se utilizaron ratas machos a
las cuales se les gonadectomizd, es importante mencionar que estos animales

no fueron entrenados para adquirir la conducta sexual.

Para extirpar las génadas de las ratas macho, se les anestesié con
pentobarbital sédico (30mg/Kg, i.p.), se procedid a rasurar la zona ano-genital y
a esterilizarla con isodine; se inyecto lidocaina en forma de cruz en los
testiculos de la rata, asi como en el escroto, se realizé una pequefa incision
con el bisturi en las tres capas que cubren al testiculo. Una vez expuesto el
testiculo, se ligb el conducto deferente y la arteria testicular sin causar

hemorragia, esto se repiti6 con el otro testiculo. Finalmente se suturé el
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escroto. Fueron indispensables al menos 21 dias de recuperacion para la

disminucién endbégena de andrégenos.

Cirugia Estereotaxica

Para la implantacion del complejo canula/electrodo fue necesario anestesiar a
los animales con pentobarbital sédico (30 mg/Kg, i.p.) con una pequefia dosis
de lidocaina en las orejas. Una vez anestesiado el animal se colocé en un
sistema estereotéxico de una torre; se esterilizd la zona con isodine, se le
inyect6 lidocaina via subcutanea en el cuero cabelludo, posteriormente se
realizd un corte en la piel. Tomando como referencia bregma y la linea media
se colocaron 2 canulas de infusion intracortical: 1.5mm de profundidad, 2mm
posterior a bregma, 2.5mm de la linea media. Asimismo, se colocaron en el
craneo 3 tornillos de acero inoxidable soldados a pequefias terminales de
cobre, dos de registro 4mm posterior a bregma y uno de referencia sin
actividad anterior a bregma. Las canulas y los tres electrodos se unieron a un
conector y se fijaron al craneo con cemento acrilico dental; con el fin de
asegurar la permeabilidad de las canulas se les introdujo una “guia removible”.
Al término de la cirugia se les administré un antibiotico de forma profilactica.
Los animales permanecieron una semana en recuperacion antes de cualquier

manipulacion.

Aparatos e Instrumentos

Registro EEG

Se realiz6 mediante un cable de registro (5 terminales faradizadas adaptadas a
conexién directa con amplificadores P511 Grass). Amplificacion 20; filtros de
frecuencia baja 3Hz/1000 y frecuencia alta 0.3KHz. La sefial fue adquirida con
el software Poliview 8 (National Instruments) en una computadora y analizados
con el sistema ach4dg mediante el uso de filtros digitales de 0-40 Hz y

eliminacién de saturacion.
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El conteo de espigas se realizé mediante la identificacion de las primeras
10 espigas representativas después del inicio del SAG. Posteriormente se
promediaron los valores obtenidos para asi establecer un nivel de disparo, a
partir del cual consiguié el nimero de complejos espiga-onda. Se obtuvo el
valor de la potencia total del EEG (uV?/Hz) en la banda de 4-20 Hz a partir del

espectro de frecuencia de Wavelets.
Laberinto Elevado en Cruz para Evaluar Ansiedad

Para evaluar la conducta de ansiedad en los roedores se utilizé el LEC. Es una
cruz de madera elevado a 50 cm del piso con 4 brazos; un par opuesto con
paredes de 40 cm de alto denominados brazos cerrados (BC) de 50 x 10 cm
cada uno y otro par con las mismas dimensiones llamados brazos abiertos (BA)
unidos por un cuadro central de 10 x 10 cm, durante la realizacion de la prueba

se iluminé con luz roja (40W).

Para la ejecucion de la prueba se colocé a la rata en el centro del LEC
con la cabeza hacia uno de los BA durante un periodo de 5 min. Se evaluo: 1)
el nimero de entradas a BA y a BC; asi como, 2) el porcentaje de tiempo en
cada uno de los brazos. El criterio para considerar una entrada es que la rata

haya cruzado con las cuatro patas hacia el interior de los mismos.

En este paradigma un incremento en el tiempo invertido y el nUmero de
entradas a los BC es interpretado como la respuesta ansiogénica, mientras que
el niumero total de entradas a ambos brazos, proporciona una medida de la
actividad general (Fernandez- Guasti y Picazo, 1999; Pellow et al., 1985).
Todas las pruebas fueron registradas mediante el uso de una cadmara de video
(Sony HandycamMod DCR SX40).

Evaluacion de la Conducta Sexual de la Rata Macho

Se realizé en un redondel de acrilico (60cm de diametro x 40 cm de alto) con

una cama de aserrin de 5 cm e iluminado con luz roja (40W), se coloco a la
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rata macho durante 5 minutos para su habituacion, posteriormente se ubico a
una rata hembra en fase de estro inducido. En esta prueba se cuantifico el
namero de montas, el nimero de intromisiones asi como la latencia de la

eyaculacion.
Nado Forzado para Evaluar Conducta Depresiva

En un cilindro de vidrio templado (40 cm de altura x 20 cm de didmetro), con 27
cm de agua a una temperatura de 25+1°C se coloco al animal en el agua
durante 15 minutos en la primera fase, la cual induce estrés agudo ya que el
animal no puede escapar de la situacion amenazante, exactamente 24 h
después de la primera exposicion se colocé al animal en las mismas

condiciones con 5 min de duracion.

Tras la fase de estrés agudo, se identifica un incremento en la conducta
depresiva o pasiva (inmovilidad) en la cual el animal solo realiza los

movimientos necesarios para mantenerse a flote.

Se identifican también dos conductas activas, la primera se define como
la conducta de nado e integra movimientos de bulsqueda y sumergimiento al
fondo del vaso; la segunda es la conducta de trepado, se expresan
movimientos vigorosos de las patas delanteras, por lo general contra el cristal.

En la prueba del NF se cuantific6 el nimero de episodios de las
conductas de nado, trepado e inmovilidad en periodos de 5 segundos (Porsolt
et al., 1978).

Procedimiento experimental

Cada condicién conto con sujetos asignados aleatoriamente en uno de cinco

grupos (excepto el grupo SAG-GDX) descritos a continuacion:

Grupo control. Se utilizaron ratas macho sexualmente expertas (entrenadas

durante 10-16 dias; n=12). Una semana después se les realizaron las pruebas
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conductuales la primera fue el LEC, inmediatamente después la CS. Al
siguiente dia se realiz6 la fase 1 del NF y 24 h después se realizé la fase 2 del
NF (Figura 1). Este grupo tuvo la finalidad de ser el sustento de comparacion

de las modificaciones conductuales del SAG.

Grupo SHAM. De igual forma se utilizaron ratas macho sexualmente expertas
(entrenamiento de 10-16 dias; n=5). El dia siguiente a la finalizacion del
entrenamiento se les sometié a la cirugia estereotaxica para la colocacion del
complejo céanulas-electrodos, dejando 8 dias para la recuperacion de la
intervencion quirdrgica. Posteriormente se evaluaron las pruebas conductuales
de la misma forma antes indicada (Figura 1). A partir de una semana de
recuperacion quirdrgica y hasta el fin de los experimentos se realizaron

registros EEG.

Grupo SAG. A un grupo de animales (n=12) después de ser entrenados
sexualmente (10-16 dias), operados por estereotaxia para colocarles el
complejo canula/electrodo y con su semana de recuperacion, se les realizd un
EEG control. Al dia siguiente se les indujo hiperexcitabilidad neuronal tras el
retiro abrupto de instilacion intracortical de GABA (5 mM; 6 ul/2 h) en la corteza
somatomotora derecha, inmediatamente después se obtuvo el registro EEG
durante 2 h. El dia consecuente al inicio del SAG iniciaron las pruebas
conductuales realizadas en el mismo orden cronologico explicado

anteriormente (Figura 1).

Grupo SAG GDX. Para este grupo se utilizaron animales GDX sin haber sido
entrenados para adquirir la conducta sexual (n=8), se les implantaron las
canulas y los electrodos, una semana después se les indujo el SAG, sélo se

cuantificaron las conductas de ansiedad y de depresién (Figura 1).

Grupo SAG seguimiento. Este grupo de animales fue realizado para evaluar
la duracién del SAG (n=5); es decir, no fue entrenado ni se le hicieron las
mediciones conductuales, Unicamente, se registro la actividad EEG durante 10
dias posteriores a la induccion del SAG (Figura 1).

49



Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados en medias y error estandar (E.E.). Para la
evaluacion estadistica de los resultados conductuales se utilizé un analisis de
varianza de una via (ANOVA) para cada una de las variables dependientes,
con una significancia de p<0.05, seguida de una prueba Post Hoc de Dunette
mediante el uso del paquete estadistico GraphPad y las graficas se realizaron

con el programa OriginPro 8.

Los datos de ansiedad, fueron mostrados en proporcion, tanto en

namero de entradas, como porcentaje de tiempo siguiendo esta ecuacion:

tBx

———x 100
tBx + tBy

Donde t es el tiempo y x es el brazo en el que ha permanecido, se

continuo la misma ecuacion para el numero de entradas.

En la prueba de conducta sexual se cuantificaron y analizaron el
promedio del numero de montas, de intromisiones y la duracién de la serie
copulatoria. En la prueba del NF, se evaluaron el nimero de eventos de las 3

conductas (nado, trepado e inmovilidad) en periodos de 5 segundos.

Los resultados EEG se analizaron en blogues de 30 min; se
cuantificaron el niumero de complejos espiga-onda y la potencia mediante el
andlisis de frecuencia de Wavelets, el andlisis estadistico se llevo a cabo con
una prueba ANOVA de una via, comparando intra-grupos (*) y entre-grupos (&)
con un valor de p<0.05 con una prueba Post Hoc: Tukey. La evolucion
electrofisiolégica del SAG se consider6 como un estudio longitudinal de 10
dias, se evaluaron: la potencia y el nUmero de complejos espiga-onda, entre las
dos Cx (&; la que recibi¢ instilacion intracortical de GABA y la contralateral), asi
como con el dia previo a la instilacion (*) con una andlisis estadistico ANOVA
Post Hoc: Tukey. Los datos EEG obtenidos se analizaron y graficaron con el

programa y SigmaPlot 11.0.
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Diagrama del método
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Continuacion...

ﬁrupo 4

~

recuperacion

recuperacion

SAG-GDX — e —
Cirugia Instilacion Fase 1 Fase 2
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Gonadectomia Canulas de GABA 15 min 5 min
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[ I i ®
21 dias de 1 semana de Dia 0 I Dia 2 Dia 3

/

érupo 5

SAG seguimiento

~

o

Cirug[a_ Instilacion
Estereotaxica I intracortical
Canulas de GABA
intracorticales/ | 5mM/6ul2h |
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Figura 6. Esquema del disefio experimental para los grupos de trabajo.
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VI. Resultados

Andlisis Electrofisioldégico del SAG

El primer planteamiento de esta tesis fue realizar un andlisis EEG que
identifique a la hiperexcitabilidad neuronal causada por el SAG, analizando el
namero de complejos espiga-onda y la potencia de la actividad EEG. Para ello
utilizamos el analisis Wavelets el cual nos permitié realizar un seguimiento
electrofisiolégico de una sefal aleatoria desde una descripcibn matematica.
Debido a que en un electroencefalograma de hiperexcitabilidad neuronal no
existe una funcion o relacion formal que lo describa, de manera que para
aplicar algoritmos de analisis numéricos, es necesario utilizar series del tiempo

0 métodos estadisticos (Fernandez-Mas, 1998).

En la Figura 7, identificamos la transformacion cuantitativa que tiene la
sefal del EEG antes, durante y después de la induccion de la abstinencia a
GABA. El andlisis de la frecuencia de 4-20 Hz mostré una actividad basal con
predominio de ondas rapidas de pequefia amplitud. La cual se identific6 con
colores azules y verdes (grupo control-SHAM). En contraste, fue posible
cuantificar en el grupo con SAG un incremento de la actividad EEG por la
aparicion de complejos espiga-onda, caracteristicas de las abstinencias a
drogas GABAEérgicas, que previamente se habia publicado en los trabajos de
Brailowsky et al. (1988); el SAG es una manifestacion electrofisiologica
caracterizada por complejos rapidos de gran amplitud asociados a trenes de
descarga de mayor voltaje en la zona instilada, esta actividad en el analisis de
Wavelets se cuantific6 como una fase de color rojo-amarillo en su expresiéon

gréfica.

El seguimiento de la evolucion de la actividad EEG por diferentes dias
mostro6 como gradualmente desaparece el color rojo, para reaparecer los
colores frios. Notese que en la expresion grafica del fenémeno de la figura 7, la
actividad epileptiforme tiene aumento en la frecuencia de 5-10 Hz; se puede

observar que el color rojo tiene mayor aparicion en esta banda.
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Espectros de Frecuencia de la Corteza Somatomotora durante el SAG
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Figura 7. Espectros de frecuencia representativos de la Cx somatomotora instilada,
seguimiento de registro electrofisiolégico de 10 dias. El aumento de la potencia se refleja en la
aparicion de color rojo (méx), mientras que en menor actividad predomina el color verde-azul (min,
barra superior derecha). Notese que la actividad se encuentra incrementada los primeros dias de
abstinencia (dias 0 y 1), condicién que se reduce gradualmente hasta regresar a los colores a
verde-azules (dia 9).

La potencia promedio del EEG antes de la manipulacion farmacologica
fue de 476+6.9 pV%Hz en el hemisferio instilado y de 342.5+4. pV?/Hz en el
hemisferio contralateral (n=5 en ambas cortezas). Al realizar el analisis
cuantitativo del espectro de frecuencia de 4-20 Hz en ambos hemisferios
cerebrales durante el SAG se demostré que la potencia tuvo un incremento

semejante en las dos cortezas cerebrales el dia de induccion (182%; dia 0 de
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la Figura 8), en el hemisferio instilado (derecho; circulos negros) fue de
771.9+9.1 pV¥Hz y en el contralateral fue de 696.7+9.5 pV%Hz (izquierdo;
circulos blancos), con una diferencia significativa comparada con el registro de
la linea base (p<0.001). Este efecto disminuye gradualmente en la evolucién
temporal de la abstinencia. Es importante indicar la persistencia de una
asimetria en el registro EEG después de la induccion del SAG: la potencia del
registro es significativamente mayor en el hemisferio instilado comparado con

el hemisferio contralateral (p<0.001).

Andlisis Cuantitativo del Espectro de Frecuenciade 4 a 20 Hz
en ambos Hemisferios durante el SAG

10009 "' Corteza somatomotora
Instilada

N Corteza somatomotora
< N contralateral
>
= 8009
(O]
L
L
©
©
S 6001
[&]
c
g
o
a

400"

Induccién del SAG

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dias post Induccion de SAG

Figura 8. Andlisis cuantitativo del SAG en su espectro de frecuencia (4-20 Hz/30 min)
durante 10 dias. Induccién del SAG indicada con una flecha negra. Se muestra el cambio en la
potencia (LV?/Hz) del EEG. Cx somatomotora instilada con GABA (circulos negros, ® ; n=5) y Cx
somatomotora contralateral (circulos blancos, O; n=5). Media £+ Error estandar (EE). ANOVA Post
Hock Tukey (*p<0.05 intra-grupos, &p<0.05 entre-grupos).

Ademas de analizar el incremento en la potencia del EEG que genera el
SAG, se cuantifico el nUmero de complejos espiga-onda de alta frecuencia y de
gran amplitud que caracterizan a fendmenos de hiperexcitabilidad neuronal

como las epilepsias.
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En la figura 9 se muestran trazos EEG en tres condiciones del
experimento, el primero corresponde a la actividad eléctrica sin manipulacion
farmacoldgica (dia -1, figura 9 A). El segundo (figura 9 B) indica el cambio en
actividad basal tras la aparicion de complejos espiga-onda el dia de induccién
del SAG (dia 0), a partir de este criterio se midio la latencia a primera espiga
(15 2 min), el conteo de espigas mostré que se manifestaron 2190+140 en el
hemisferio instilado (Figura 9 inferior; circulos negros; p<0.001). El tercer trazo
se obtuvo del noveno dia de registro EEG, el cual muestra que el nimero de

espigas se redujo hasta alcanzar valores basales (figura 9 C).

Después de la induccion del SAG, el numero de los complejos espiga-
onda en el hemisferio instilado se mantuvo durante los 6 dias posteriores
(1360+10, Figura 9, circulos negros, dias 1- 6; p<0.001); los dias 7-8 el nimero
de complejos espiga-onda se redujo (660+180 y 480+£130 respectivamente), es
importante mencionar el nimero de espigas cuantificado en los dias 8 y 9
cumplen con valores identificados en el dia -1, es decir que la actividad

epileptiforme generada por el SAG tiene un efecto reversible.

A diferencia de lo que sucede en el hemisferio derecho, la corteza
contralateral sélo tuvo un incremento en el nUmero de complejos espiga-onda
el dia 0 (1290+110; Figura 9; circulos blancos; p<0.001) y es evidente una
disminucién subita de la actividad epileptiforme a partir del dia 1 del SAG, sin

mostrar diferencias significativas con respecto a la linea base.

Esta serie de resultados demostr6 que el SAG: 1) tiene un
comportamiento electrofisiolégico en el cerebro tendiente a hiperexcitabilidad
neuronal (aumento de la potencia, aparicion de complejos espiga-onda y
latencia de ~15 min) con disminucion paulatina hasta regresar a valores control
a partir del 8'° dia y 2) la actividad epiléptica del hemisferio instilado se propaga

al hemisferio contralateral.
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Incremento de la Actividad neuronal de la Corteza Somatomotora durante el SAG
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Figura 9. Trazos EEG representativos en tres fases del experimento y cuantificacién de
complejos espiga-onda. En A se aprecia la actividad EEG basal (dia -1), en B es evidente la
aparicion de complejos espiga-onda el dia de induccién del SAG (dia 0) y en C se expone la
ausencia de actividad epileptiforme en el EEG el 9™ dia después del SAG. La escala muestra 1 seg
y 100 pV. (Cx S: corteza somatomotora, Der: derecha- instilada, 1zq: izquierda- contralateral). En D
se comparan cuantitativamente los complejos espiga-onda de la Cx somatomotora instilada
(circulos negros, ®; n=5) y de la Cx somatomotora contralateral (circulos blancos, O; n=5). Media +
Error estandar (EE) ANOVA Post Hoc Tukey (*p<0.05 intra-grupos; &<0.05 entre-grupos)

Efecto de la Gonadectomia en la Hiperexcitabilidad Neuronal inducida por
el SAG

Los siguientes resultados se obtuvieron en la busqueda de identificar el efecto
de la ausencia de las hormonas sexuales androgénicas en los cambios de la

excitabilidad neuronal y su impacto en las conductas de estudio de esta tesis.
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Como se demostré anteriormente, los animales macho son susceptibles
de generar un SAG con una latencia corta (~15 min) y una duracién larga (~8
dias). Sin embargo, se conoce el efecto de la GDX en el inicio de la abstinencia
a GABA. Estudios previos demostraron que las hormonas esteroides
masculinas como la T y la DHT son agentes moduladores alostéricos positivos
del receptor GABA,;, Yy que pueden disminuir la excitabilidad cerebral
dependiendo de su concentracion. Es conocido en el campo de las
neurociencias que la T incrementa la corriente de cloro dependiente de GABA y
reduce las corrientes de Ca®* (Martin-Garcia et al., 2007; Schumacher et al.,
2003).

Para confirmar que la cirugia estereotéxica no tuvo efecto en la actividad
EEG basal de las ratas macho, un grupo de animales a los que solo se les
implantaron céanulas/electrodos de registro, se les evalu6 EEG y se obtuvo el
espectro de frecuencia de Wavelets, el cual mostré que la actividad del EEG se
mantuvo con una frecuencia de la banda 4-10 Hz que corresponde a colores
azules-verdes en la expresion grafica (Figura 10 A), este resultado muestra que
la cirugia estereotaxica y la cicatriz quirdrgica no modificé la actividad basal del
EEG.

A los animales con GDX (n=8), se les instil6 GABA en la corteza
somatomotora derecha (5mM/ 6ul, 2h); el analisis del Wavelets mostré que
éstos son igualmente susceptibles de generar hiperexcitabilidad cortical por la
abstinencia a GABA que los animales sexualmente expertos (Figura 10 C y B,
respectivamente), es de hacerse notar que el aumento en la potencia,

observable en la expresion grafica, es principalmente en la banda de 5 a 10 Hz.

Contrastando los datos anteriores, al hacer el analisis cuantitativo de la
potencia del EEG en los grupos con SAG sexualmente expertos y SAG-GDX,
se identifico que las ratas GDX tienen mayor potencia de la actividad EEG el
dia previo a la instilacion (719.3#+5.5 pV?/Hz, dia -1), este valores

significativamente mayor con respecto a las ratas macho sexualmente expertas
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(587.3+3.4 pV%/Hz; Figura 11 Ay B, dia -1; p< 0.001); es decir, que la actividad
basal del EEG de los animales GDX se incrementa por la ausencia de

hormonas sexuales masculinas.

Efecto de la Gonadectomia en la Induccion del SAG
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Figura 10. Gréfica del andlisis de la potencia de la Cx somatomotora instilada de ratas
macho. Notese que el aumento en la potencia en los estadios iniciales del SAG se refleja en la
aparicién de color rojo (max), mientras que en menos actividad cortical predomina el color verde-
azul (min, barra superior derecha). En A, linea izquierda, se muestran los espectros
representativos de un animal sin manipulacion farmacolégica (Control-SHAM). En B, linea central,
espectro representativo del SAG en un macho sexualmente experto (SAG). En C, linea derecha, se
muestra el espectro de un macho gonadectomizado (SAG-GDX).
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El dia de induccion del SAG (dia 0 en la Figura 11), la potencia promedio
del EEG fue de 1337.7+8.6 uV?/Hz para el grupo de machos GDX (Figura 11 A,
cuadros negros; n=8; p<0.001); el cual representa un 185% de incremento
comparado con el registro EEG control. A diferencia de este resultado, al grupo
con SAG de ratas macho sexualmente expertas se le cuantific6 una potencia
de 934.9+6.7 pV?/Hz, lo que equivale a un incremento del 159% sobre la linea
base (Figura 11 A, triangulos grises oscuros; n=12; p<0.001); es decir, que la
expresion de hiperexcitabilidad neuronal de los animales GDX es
estadisticamente significativa mayor comparada con la registrada en los
animales sexualmente expertos. La evolucion temporal de la actividad
epileptiforme inducida por el SAG disminuye paulatinamente (Figura 11 Ay B,

triangulos grises oscuros y cuadros negros) en ambos grupos.

Es importante mencionar que el dia 2 del SAG, la potencia del EEG de
los animales sexualmente expertos disminuyé (580.5+2.5 uV?/Hz), tanto asi
que este valor fue muy similar al registrado en la actividad control (587.3+3.4
UV%/Hz; Figura 11; triangulos grises oscuros). El andlisis electrofisiolégico del
hemisferio contralateral a la instilacion de GABA, identificO que existe un
aumento en la potencia del EEG de 154% (1291.1+7.1 uV?Hz) en el grupo de
animales GDX (Figura 11 B, cuadros negros; n=8; p<0.001), el cual present6
diferencias estadisticamente significativas con el grupo de animales
sexualmente expertos cuyo incremento fue de 130% (760.2+11.4 uVZ/Hz;

Figura 11 B, triangulos grises oscuros; n=8; p<0.001).

Este analisis muestra que la Cx somatomotora a la que se le indujo el
SAG es la que presenta mayor potencia y que el fenbmeno se propaga a la Cx
contralateral, principalmente el dia de induccion en ambas condiciones (GDX y

sexualmente expertos).
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Analisis Cuantitativo de la potencia del EEG en ambos Hemisferios durante el SAG:
Papel de la Gonadectomia
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Figura 11. Anédlisis cuantitativo de la potencia del EEG en la banda 4-20 Hz/30 min. Induccion
del SAG indicado con una flecha negra. Se muestra el andlisis de la potencia (uV2/Hz) del EEG, en
A la Cx somatomotora instilada y en B la Cx somatomotora contralateral. Grupos: Control-SHAM,
ratas macho sexualmente expertas sin manipulacién farmacolégica (circulos grises, ©; n=5), SAG
ratas macho sexualmente expertas con SAG (triangulos invertidos grises oscuro, V; n=12), SAG-
GDX ratas gonadectomizadas con SAG (cuadros negros,l; n=8). Media + E.E. ANOVA Post Hock
Tukey (*p=0.05 intra-grupos, &p<0.05 entre-grupos)
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Al observar los trazos de la actividad EEG obtenidos del grupo control-
SHAM (Figura 12 A) se identificé que la actividad eléctrica se mantiene durante
los 5 dias de seguimiento. En la figura 12 B y C se muestran los trazos
representativos de un animal sexualmente experto y otro de un animal GDX en
tres condiciones del experimento, cabe recalcar que la actividad EEG basal es
visiblemente mayor en los animales GDX. Es evidente que el dia de induccién
(dia 0) la actividad eléctrica se modifica, para dar paso a la aparicion de

complejos espiga-onda, que se mantiene el dia 1 posterior a la induccion.

El inicio de la actividad epileptiforme se cuantifico en 15.1+1.4 min para
el grupo SAG-GDX, en cambio en el grupo SAG fue de 13.3+1.2 min.; esta
diferencia no es estadisticamente significativa, con lo anterior queda de
manifiesto que la latencia de la abstinencia al GABA no se modifica por la

ausencia de hormonas sexuales masculinas.

El andlisis del conteo de complejos espiga-onda en las primeras horas
de la abstinencia a GABA entre ambos grupos evidencio que: 1) los animales
sexualmente expertos mostraron en promedio 2610+90 espigas el dia de
induccion (dia 0; Figura 13 A; cuadros negros; p<0.001) y 2) el grupo de
animales GDX tuvieron 2480+38 espigas (dia 0; Figura 13 A; triangulos grises
oscuros; p<0.001); es decir, la manifestacion inicial del SAG no se modifica por

la ausencia de hormonas sexuales.

Es importante mencionar que la evolucion electrofisiologica de la
hiperexcitabilidad neuronal 24 h después de la induccion de la abstinencia es
estadisticamente diferente entre los animales SAG integros y GDX (p<0.001),
el primer grupo de animales tienen un mayor niumero de espigas 2210+380
(p<0.001), en contraste con el grupo SAG-GDX al que se le cuantificaron
1430+100 complejos epileptiformes (p<0.001). Este fenbmeno se invierte 48 h
después de la induccion del SAG; el EEG de los animales sexualmente

expertos se le cuantificaron 450+40 complejos espiga-onda, en cambio, al EEG
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del grupo de animales SAG-GDX se le identificaron 1650+£140 (triangulos grises

oscuros y cuadros negros, respectivamente; Figura 13 A; p<0.001)

Impacto de la Gonadectomia en el Incremento de la Actividad Neuronal
de la Corteza Somatomotora durante el SAG
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Figura 12. Trazos EEG representativos en diferentes fases del experimento. En A se observa
la actividad eléctrica basal (Control-SHAM) en 3 dias distintos, en B es evidente la presencia de
complejos espiga-onda caracteristicos de la induccion del SAG (dia 0) y del dia posterior al SAG
(dia 1) en el grupo SAG, en C se aprecia la actividad epileptiforme inducida por el SAG en machos
gonadectomizados (SAG-GDX). La escala muestra 1 seg y 100 pVZ/Hz. (Cx: corteza, S:
somatomotora, der: derecha-instilada, izq: izquierda-contralateral).

El tercer dia después de la induccion del SAG se cuantificaron 1360+50
complejos espiga-onda en el grupo de ratas sexualmente expertas y 1430+100
complejos epileptiformes en el grupo SAG-GDX, esta diferencia no es

estadisticamente significativa (Figura 13 A).

63



Los datos anteriores muestran que la evolucion temporal de la
hiperexcitabilidad neuronal tiene una considerable disminucion dos dias
después de la induccion de la abstinencia en los animales sexualmente
expertos, este fendmeno electrofisiolégico coincide con el dia posterior a la
ejecucion de la conducta sexual. No obstante que vamos a analizar este punto
ampliamente en la seccién de discusion de esta tesis, estos resultados
siguieren que el incremento transitorio de andrégenos inducidos por la
ejecucion de la conducta sexual, pueden modular positivamente al receptor
GABA,, lo cual explica la disminucion del niumero de complejos espiga-onda

durante el segundo dia de la abstinencia (Figura 13 A).

Como previamente ya se habia identificado en esta tesis, el hemisferio
contralateral tiene una propagacion de la actividad epileptiforme de la
abstinencia (Figura 11). Los animales sexualmente expertos con SAG
presentaron un perfil de hiperexcitabilidad cortical semejante en el hemisferio
contralateral en cuanto al incremento del numero de complejos espiga-onda
comparado con el hemisferio instilado (p<0.001). De esta manera, en la
evolucion temporal del SAG del hemisferio contralateral en los animales
sexualmente expertos se cuantificaron 1200+60 complejos espiga-onda (Figura
13 B, triangulos invertidos; p<0.001); esta hiperexcitabilidad neuronal se
mantuvo 24 h después de la induccion (1500+110 complejos espiga-onda;
p<0.001), en analogia con el hemisferio instilado el ndmero de espigas
epilépticas disminuyé a 110+10 el segundo dia después de la induccién del
SAG. Asimismo, al tercer dia de evolucion de la abstinencia, el numero de
complejos epileptiformes a volvié incrementarse significativamente (1360+50;
p<0.001). En contraste, los animales GDX tuvieron incremento significativo del
namero de complejos espiga-onda el dia de la induccién (1270+20; p<0.001) y
3 dias después haber iniciado el SAG (1050+110; p<0.01).
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Efecto de la Gonadectomia en el Aumento de la Actividad Neuronal de la Corteza
Somatomotora durante el SAG
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Figura 13. Analisis del numero complejos espiga-onda durante el SAG. Induccion del SAG
indicado con una flecha negra. Se muestran, en A la Cx somatomotora instilada (derecha) y en B
la Cx somatomotora contralateral. Grupos: SAG, en ratas macho sexualmente expertas
(triangulos invertidos grises oscuro, ¥; n=12); SAG-GDX, machos gonadectomizados con SAG
(cuadros negros,lk n=8). Media + E.E. ANOVA Post Hock Tukey (*p<0.05 intra-grupos, &p=<0.05
entre-grupos)
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Mediciéon de la Ansiedad en el Estadio Inicial del SAG

El LEC es una prueba cuantitativa para la medicidén de la ansiedad en roedores,
en la presente tesis fue utilizada para evaluar con detalle la conducta de
ansiedad que acompafia a la abstinencia a GABA en los primeros estadios. Se
obtuvo el porcentaje del tiempo de permanencia en los BC y los BA; asi como,
el nimero de entradas en cada uno de estos brazos. Debido a la premisa de
que la abstinencia a una droga GABAérgica genera ansiedad, el objetivo en
esta parte de la tesis fue identificar si el SAG puede inducir un perfil

ansiogénico en ratas macho sexualmente expertas y en ratas GDX.

Los resultados indicaron que los animales del grupo control (n=12)
tuvieron un mayor numero de entradas a los BC (4.6+0.7, Figura 16 C; barras
blancas) en relacion al nimero de entradas a los BA (3.1+0.4); el tiempo de
permanencia para cada uno de los brazos tiene de un perfil semejante, para los
BC se encontr6 un 61+6% discretamente mayor que en los BA de 38+6%
(Figura 16 B y D; barras blancas); es decir, el grupo control no manifesté
ansiedad.

El grupo de animales control-SHAM (animales con cirugia estereotaxica
sin manipulacién farmacoldgica), tuvo un perfil semejante al grupo de animales
control (barras grises claro, Figura 16 A-D). Este resultado indica que la cirugia
estereotaxica para la implantacion de canulas/ electrodos no indujo cambios en

el perfil de ansiedad de las ratas.

En contraste a lo identificado en los grupos anteriores, el grupo de
animales sexualmente expertos con SAG, presentd una diferencia
estadisticamente significativa en el porcentaje de tiempo de permanencia en
los BA, el cual se ve reducido (16+3.7; p<0.01; ANOVA Post Hoc Dunette,
barras grises oscuros, Figura 14 B), el porcentaje del tiempo de permanencia
en los BC se increment6 (83.7+4.9; p<0.01); esto sugiere un perfil de ansiedad

en los animales con abstinencia a GABA. No obstante, el nUmero de entradas
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hacia los BA y los BC mostraron diferencias estadisticamente significativas

cuando fueron comparadas con el grupo control.

Induccién de Ansiedad en el Estadio Inicial del SAG

1071 A Brazos Abiertos BA 101 C Brazos Cerrados BC
é 81 @ 8 1
@ K
E 6 o E 6 [
3 o I
S . [ 9 I
Q 1 l o
E ) € l
S
Z 27 Z 54
0 0
CLT SHAM SAG SAG GDX CLT SHAM SAG SAG GDX
1001 1001
< © * *
(&] (&)
c c
801 ©801
[ ©
£ 3 I ]
2601 €60 | :
S 3
o '|' o
240 1 I I 240 1
(0] (]
= * * [
2201 520
N X
0 0
CLT SHAM SAG SAG GDX CLT SHAM SAG SAG GDX

Figura 14. La prueba de Laberinto Elevado en Cruz (LEC) se realizd para la medicion de
ansiedad. En esta prueba, mayor tiempo de permanencia en BC asociado con menor tiempo en
BA indica un perfil ansioso. En A y B, se grafica el nimero de entradas asi como el porcentaje de
tiempo de permanencia en BA; en C y en D se observa el nimero de entradas asi como el
porcentaje de tiempo de permanencia en BC. Nétese que ambos grupos de animales con SAG
presentan ansiedad. Grupos: CONTROL (barras blancas, n=12), Control-SHAM (barras grises,
n=5), SAG (barras grises oscuro, n=12) y SAG-GDX (barras negras, n=8). Mediat E.E. ANOVA
Post Hoc: Dunette (p<0.05)
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Finalmente, el analisis del grupo SAG-GDX evidencié un perfil semejante
al que tuvo el grupo de los animales sexualmente expertos con SAG: aumento
en el tiempo de permanencia en los BC (82+4%; p<0.05) y disminucion en el
porcentaje del tiempo de permanencia en los BA (18+4; p<0.05, Figura 16 Ay
C, barras negras). El niumero de entradas a los BA y los BC no se vio afectado
por la abstinencia (Figura 16 B y D, barras negras). Cabe recalcar que el SAG

induce un perfil ansiogénico a pesar de diferencia en la influencia hormonal.
Disminucion de la Conducta Sexual en el Estadio Inicial del SAG

Las ratas macho sexualmente activas tienen un entrenamiento durante un
periodo de 15 dias que se repite cada 2 dias en sesiones de 30 minutos con
ratas hembra sexualmente maduras, que expresan actividad lordética y
conductas proceptivas ante la presencia de los machos. Para esta tesis, la
evaluacion de la conducta sexual se realiz6 24 h después de haberse iniciado
el SAG, los resultados obtenidos a partir de su registro fueron: 1) el nUmero de
montas, 2) el numero de intromisiones y 3) la duracién de la serie copulatoria,

teniendo como limite un periodo de 30 minutos.

El ndmero promedio de montas de las ratas macho del grupo control
(n=12) fue de 2.5+0.8 eventos. En este mismo grupo, el nimero cuantificado de
intromisiones fue de 21+2. Asimismo, la duracion de la serie eyaculatoria
promedio de este grupo fue de 519+71 segundos (Figura 15 A-C, barras

blancas).

La actividad sexual de las ratas macho con cirugia pero sin SAG
(control- SHAM; n=5) no mostrd diferencias estadisticamente significativas con
respecto al grupo control descrito anteriormente. El nUmero de montas fue de
4.2+0.8; el nimero de intromisiones 25+5 y en la relacion a la duracion de la
serie copulatoria el tiempo invertido fue de 437+ 52 segundos (barras grises
claras Figura 15 A-C).
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A los animales con SAG les fue cuantificado un nimero de montas (5+1)
e intromisiones (24+2) semejante al de los grupos control; sin embargo,
tuvieron un cambio en la actividad sexual con respecto a la duracion de la serie
copulatoria la cual fue de 801+£105.9 segundos (p< 0.05). La cuantificacion de

la duracion de la serie copulatoria tuvo un incremento de 154%.

Disminucién de la Conducta Sexual durante el Estadio inicial del SAG
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Figura 15. Prueba de Conducta Sexual de ratas macho. Se grafica en A el nimero de montas,
en B el ndmero de intromisiones y en C la duracién de la serie copulatoria (seg).El SAG en su
fase inicial induce incremento en la duracion de la serie copulatoria. Grupos: CONTROL, ratas
macho sexualmente expertas (barras blancas, n=12), Control-SHAM ratas macho sexualmente
expertas sin manipulacion farmacolégica (barras grises, n=5), SAG ratas macho sexualmente
expertas con SAG (barras grises oscuro, n=12) y SAG-GDX ratas macho gonadectomizadas con
SAG (barras negras, n=8). Mediat E.E. ANOVA Post Hoc: Dunette (p<0.05)
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Lo anterior indica que los animales con SAG tuvieron una disminucion
significativa de la conducta sexual indicada por la acentuacion de su duracion
pero no en su desempefio (Figura 15 A-C; barras grises oscuro A-C), ademas
la motivacion no se ve modificada por el SAG, ya que no se registraron
diferencias estadisticamente significativas en la latencia a la primera

intromision (datos no mostrados).

Medicion de la conducta depresiva durante el SAG

La ultima medicion conductual de los animales con SAG fue la evaluacion del
perfil depresivo a través de la prueba de NF. Los animales fueron colocados en
un cilindro con agua, en estas condiciones realizaron tres conductas distintas:
trepar, nadar o finalmente quedarse inmaviles. La identificacion de un estado
semejante a la depresion en esta prueba conductual es que los animales
disminuyen las conductas de trepado o nado (conductas activas),

incrementando la inmovilidad (conducta pasiva).

Los animales del grupo control (Figura 16 A-C; barras blancas; n=12)
ejecutaron la conducta de nado un promedio de 2+0.4 eventos/5 min, en tanto
que el namero de ocasiones de la conducta de trepado fue de 6.6+1.6
eventos/5 min. El nimero de veces que realizaron la conducta de inmovilidad

fue de 51+1.5 eventos/ 5 min.

El grupo control-SHAM (Figura 16 A-C; barras grises; n=5) no mostro
diferencias estadisticamente significativas con el grupo control en ninguna de
las tres conductas previamente mencionadas (1.6+0.6 nado; 11+2.5 trepado;
47.4+2.3 inmovilidad). En contraste, en el grupo de animales sexualmente
expertos con SAG se cuantificaron diferencias estadisticamente significativas,
en este grupo se increment6 la actividad de trepado (13.5+1.9 eventos/5 min;
p<0.05) y se disminuyd de la conducta de inmovilidad (44.8+1.6 eventos/5 min;

Figura 16 A-C; barras grises oscuros; n=12, p<0.05).
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El grupo de animales GDX con SAG (Figura 16 A-C; barras negras;
n=8) mostré un incremento significativo en la conducta de trepado (15.5+1.7
eventos/5 min; p<0.01) y una menor ejecucion en la conducta de inmovilidad
(43.1+1. 3 eventos/5 min; p<0.01); es decir, que el SAG no induce un perfil

depresivo.

La Conducta Tipo Depresiva Disminuye de durante el SAG
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Figura 16. La prueba de Nado Forzado NF evalta la conducta tipo depresiva. Menor
realizacion de la conducta de trepado (conducta activa), aunado a mayor ejecucion de inmovilidad
(conducta pasiva) indican un perfil depresivo. Se muestra el nimero de conductas/ 5 min, en A el
nado, en B el trepado y en C la inmovilidad. Nétese que el SAG induce incremento en el trepado y
reduccion en la inmovilidad. Grupos: CONTROL, ratas macho sexualmente expertas (barras
blancas, n=12), Control-SHAM ratas macho sexualmente expertas sin manipulacion
farmacolégica(barras grises, n=5), SAG ratas macho sexualmente expertas con SAG (barras
grises oscuro, n=12) y SAG-GDX ratas macho gonadectomizadas con SAG (barras negras, n=8).
Mediat E.E. ANOVA Post Hoc: Dunette (p<0.05)
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VII. Discusioén

Generalidades

Los resultados de la presente tesis mostraron cambios EEG y conductuales
generados por la abstinencia aguda a GABA. Se identificé claramente que la
actividad cortical en la region de infusion del neurotransmisor se incremento y
se caracterizo por la aparicion de complejos espiga-onda de alta frecuencia y
de gran amplitud que se redujo progresivamente después de la induccién de la
abstinencia. La GDX tiene un efecto importante en los mecanismos de
induccion del SAG, ya que la potencia de la actividad epileptiforme es mayor en
estos animales. Cuantificamos que los animales en los primeros estadios de la
abstinencia tienen una clara conducta de ansiedad. Con un perfil conductual
que tiende a la disminucion de la actividad sexual, asociado un incremento en
la motilidad y reduccion de la inmovilidad que indican que no hay presencia de

un perfil depresivo en la rata macho.
Anélisis espectral de Wavelets del SAG

No obstante que la aplicacion del analisis del dominio de frecuencia por medio
de la transformada de Fourier, obtiene una serie de nimeros que representan a
los componentes de la frecuencia, esta colecciébn de datos tiene un
inconveniente metodoldgico, las caracteristicas estadisticas de la sefial deben
ser las mismas en cualquier punto; es decir, el andlisis de Fourier es excelente
para una sefial estacionaria en términos de su distribucion de amplitud en un
momento determinado. EI EEG de una crisis convulsiva o hiperexcitabilidad
neuronal no cumple estrictamente con este criterio. Existen eventos transitorios
como complejos espiga-onda, descargas de potenciales sinapticos
poblacionales que no son estacionarias; es decir, no estan sincronizadas como
el que se tiene en la linea base o en condiciones control (Fernandez- Mas et
al., 1998). Esta es la razon por la cual en esta tesis se utilizd el analisis de

frecuencia de Wavelets.
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La teoria numérica que analiza eficientemente eventos estocasticos es el
andlisis de Wavelets y que puede describir espectralmente un fendmeno
eléctrico, sin importar sus caracteristicas estadisticas. Este método representa
a la mejor herramienta matematica para el analisis espectral de eventos
estacionarios y transitorios. Un incremento en la actividad (potencia) lo
transforma en colores calidos (rojo-naranja) y en contraparte su reduccion se

cuantifica con colores frios (verde-azul).

Las sefiales aleatorias que se presentan en esta tesis son los complejos
epileptiformes denominados espiga-onda, ocurren repentinamente en algun
tramo del EEG y no son periddicas por lo que no pueden analizarse con el
mismo analisis de distribucion, el andlisis de la sefial eléctrica por el algoritmo
de Wavelets representa una de las mejores estrategias matematicas para
cuantificar los cambios en forma aguda y crénica de la sefal eléctrica del
cerebro.

Neurobiologia de los cambios del SAG

Datos previos de nuestra linea de investigacion indican que el SAG inducido
con la misma concentracion (5 mM) y velocidad de instilacion (3 pl/h) durante 2
h, se obtiene una hiperexcitabilidad de la corteza cerebral instilada con una
latencia promedio de 90 minutos y una duracion de 7 dias (Calixto et al., 1995).
El andlisis de resultados de la presente tesis muestra que la latencia de la
primera espiga entre ratas macho sexualmente expertas y GDX no tiene
diferencias (15.1+1.4 min y 13.3+1.2 min respectivamente), con duracion de 9
dias (Figuras 7 y 8). Estas diferencias estriban en algunos factores como el
tamafio de la canula de instilacién (una canula de mayor diametro lesiona mas),
la profundidad de la instilacion (instilacién en capas profundas de la corteza
cerebral generan una mayor hiperexcitabilidad); es decir, en la presente tesis la

zona de lesion cerebral es mayor que en los trabajos previamente publicados.

La neurobiologia de la induccién del SAG indica que se generan varios
cambios en ambos componentes de la sinapsis. En la membrana presinaptica
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disminuye la sintesis y la liberacion de GABA en los estadios tempranos de la
hiperexcitabilidad neuronal y en consecuencia, la cantidad de GABA es dos
veces menor que en condiciones basales (Salazar, 1994). En el componente
postsinaptico hay una disminucion en el numero de receptores GABAAa
asociado a cambios en expresion de subunidades del receptor ionotrépico,
como lo son los cambios en la expresion de la subunidad a que reducen
significativamente la sensibilidad farmacoldgica del receptor (Brailowsky et al.,
1988; Will et al., 1988, Casasola et al., 2002).

La fenomenologia de la inducciébn del SAG indica claramente que
primero son los cambios en la neurotransmision GABAérgica y posteriormente
se instalan modificaciones de otras neurotransmisiones (Brailowsky, 1991); es
decir, la actividad epileptiforme (complejos espiga-onda) que se observa en el
EEG después de la interrupcion de la infusion de GABA depende de una
modificacién de la actividad sindptica que se inicia por la disminucién del tono
GABAérgico al cual se le agrega el incremento de la actividad de los receptores
a glutamato (NMDA y AMPA), asociado al aumento del tono colinérgico y
adrenérgico, sin modificaciones en la actividad serotoninérgica, cambios en la
sensibilidad de algunos canales idnicos sensibles a voltaje como los canales de
Ca®" tipo L (Katsura et al, 2007). Si bien la ventana temporal de los sucesos
sinaptico-moleculares son dificiles de indicar nuestra linea de investigacion
muestra que las primeras 24 h el evento depende exclusivamente de los

cambios de la neurotransmision GABAérgica (Araneda et al., 1994).

Las neuronas de la corteza somatomotora instilada, foco de la descarga
epiléptica, presentan un incremento en su actividad, una disminuciéon de la
actividad de los receptores muscarinicos, un incremento en la activacion de
receptores nicotinicos, una disminucion de la corriente saliente de K*, un
incremento de la expresion de la enzima acetilcolinesterasa, asi como, un
aumento del consumo de glucosa (Brailowsky, 1991). En contra parte, la
corteza que solo es instilada con el vehiculo del GABA (solucion salina) no se
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modifica a nivel EEG (Silva-Barrat et al., 2005; Silva-Barrat et al., 2001; Silva-
Barrat y Champagnat, 1995; Araneda et al., 1994; Menini et al., 1991).

Relacion potenciay niumero de eventos espiga-onda en el SAG

Una de las aportaciones de esta tesis fue la cuantificacion selectiva del
incremento en la actividad cortical en el cerebro de la rata al cual se le
interrumpié la instilacion GABA. Es observable mediante el analisis de

Wavelets que la hiperexcitabilidad neuronal oscila entre 4-10Hz (Figura 7).

Esta es la primera vez que al SAG se le realizd6 un andlisis de esta
magnitud. Ademas, se analiz6 el hemisferio contralateral, a través de esta
cuantificacion se pudo identificar que durante el SAG el dia de la induccion (dia
0) se propaga la actividad epileptiforme en el EEG: 1) con potencia y numero
de complejos espiga-onda semejantes a los presentes en la corteza
somatomotora instilada (derecha; Figuras 8 y 9). No obstante que el hemisferio
instalado tiene una gran actividad durante la evoluciéon temporal de la
abstinencia, el hemisferio contralateral tiene un patron diferente, con gran
actividad so6lo dia de induccion de la abstinencia y 2) el aumento de la potencia
del EEG tiene una relacion proporcional con la presencia de el nimero de
complejos espiga-onda durante el SAG, como lo propusieron Brailowsky et al.
(1988) la actividad del SAG es una actividad epileptiforme de gran potencia en

sus estadios iniciales.

Efecto de la gonadectomia en la hiperexcitabilidad neuronal del
SAG

La induccion del SAG en el grupo GDX no mostr6 diferencias estadisticamente
significativas con respecto a los animales sexualmente expertos en relacion al
cambio en el espectro de frecuencia, la actividad sobre la que aparece la
hiperexcitabilidad se encuentra entre los 4-15 Hz (Figura 10). Sin embargo, al
realizar el analisis cuantitativo de la potencia del EEG en este grupo de

animales se muestra claramente que la GDX incrementa el voltaje de la
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actividad eléctrica basal con respecto a los animales sexualmente expertos;
esto se debe a que las hormonas sexuales son capaces de modificar el EEG
tanto en machos como en hembras (Del Rio-Portilla et al., 1997; Juéarez et al.,
1995; Juéarez y Corsi-Cabrera, 1995).

Durante la induccién y mantenimiento del SAG el incremento en la
potencia del EEG en los animales GDX fue 40% mayor tanto en el hemisferio
instilado como en el hemisferio contralateral comparado con el grupo de
animales sexualmente expertos (Figuras 11 y 12). El analisis espectral muestra
claramente que los neuroesteroides tienen influencia en la actividad EEG
(Fernandez-Guasti et al., 2003; Del Rio-Portilla et al., 1997; Juarez et al., 1995)
de esta forma pueden modular la induccién y el mantenimiento de varias
entidades farmacoldgicas y patologicas de la excitabilidad del SNC, en este
caso el SAG es mucho mayor en animales GDX, lo cual indica claramente la
importancia de las concentraciones hormonales de los animales, en especial la
presencia de neuroesteroides y la susceptibilidad de generar hiperexcitabilidad

neuronal.

En esta tesis se trabajé con animales sexualmente expertos, los cuales
tienen mayor cantidad de T que los machos inexpertos sexualmente (Hull y
Dominguez, 2007). Los resultados mostraron que los animales sexualmente
expertos tienen una tendencia a mostrar menor potencia (UV?/Hz) en el EEG y
en consecuencia diferencias en las manifestaciones electrofisiolégicas del
SAG.

El impacto de la extraccion de las gonadas en las diferencias
cuantificadas en el EEG en relacién a los animales integros y GDX no modifica

los mecanismos de induccién del SAG.

El andlisis de la actividad epileptiforme el nimero de eventos espiga-
onda es semejante entre animales sexualmente expertos y animales GDX
durante el SAG (Figuras 12 y 13). Sin embargo, es de hacerse notar que el dia
2 después de la induccion del SAG existe una reduccion significativa en el
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namero de eventos epileptiformes en los animales que tuvieron conducta
sexual, se sugiere que este evento se asocia con la liberacion de T (Edinger y
Frye, 2007), en este contexto podria relacionarse la modulacion alostérica
positivia que tiene la T en el receptor GABAA la cual aumenta la corriente de CI
y disminuye la corriente de Ca®* (Martin-Garcia et al., 2007; Schumacher et al.,
2003).

Esta liberacion de T inducida por la conducta sexual (montas,
intromisiones y eyaculacion), se refleja un dia después del inicio del SAG a
nivel EEG, los eventos espiga-onda se reducen significativamente en los
animales sexualmente expertos (Figura 13; los animales GDX no tuvieron

actividad sexual y por ende no mostraron este perfil).

La T es metabolizada como un esteroide neuroactivo por dos vias: la
primera es convertirla en androstanediona, para después ser reducida a
androsterona; la segunda es convertirla en 5a-dihidrotrestosterona (DHT) para
ser metabolizada en androstandiol; el efecto genémico de la T en el cerebro es
a través de los receptores a androgenos, a diferencia de sus metabolitos
reducidos, lo cuales potencian la actividad de los receptores GABA, (actividad
no gendmica) en analogia a la accién de los metabolitos reducidos de la Py
(Samba y Jian, 2010; Foradori et al., 2008; King, 2008 Martin-Garcia et al.,
2007; Scharman y MacLusky., 2006; Fernandez-Guasti y Martinez-Mota, 2005;
Reddy, 2004).

La DHT es categorizada como un neuroesteroide. Sugerimos que la
ausencia de androgenos en los animales GDX aumenta significativamente la
potencia basal del EEG; estos animales presentan un incremento significativo
en el voltaje de la actividad electrofisiologica 21 dias después de haberles
extirpado los testiculos. Aunado a esto, dado que los animales eran
sexualmente expertos sugiere altos niveles en el espacio sinaptico de T y por
tanto de DHT. En este contexto, algunas investigaciones han propuesto que las

hormonas sexuales pueden tener un efecto anticonvulsivo modulando la
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actividad GABAérgica en la epilepsia, demostrando asi que pueden expresar
un efecto favorecedor y por tanto disminuir las crisis, ademas se ha encontrado
que pueden tener un efecto protector en neuronas del hipocampo lesionadas
con acido kainico o por pentilenetatrazol (Reddy, 2004; Ramsden, et al., 2003;
Frye y Reed, 1998; Frye, 1995; Kubli-Garfias et al., 1982); sin embargo, si los
niveles de T sobrepasan los niveles fisiolégicos (concentraciones nM), pueden
dafiar a las neuronas, produciendo apoptosis (Estrada et al., 2006).

Evidencias clinicas han demostrado que la epilepsia en los hombres
puede tener repercusiones en que impacten en los niveles hormonales y por
tanto su actividad sexual, esto depende de la severidad de las crisis y de los
farmacos que se utilicen para tratarla (Verrotti et al., 2011; Montouris y Morris,
2005). En esta tesis se ha demostrado que la instilacion de GABA y su retiro
abrupto inducen el aumento en la excitabilidad neuronal, esta condicién se

exacerba cuando no hay T y por lo tanto sus metabolitos reducidos.

En conjunto los datos anteriores muestran la importancia que tiene la T y
sus metabolitos a-reducidos en la regulacion del sistema GABAérgico y la

modulacién de la actividad eléctrica del cerebro (Reddy, 2004).
Incremento de la ansiedad en el SAG

El cambio de la activacibn del sistema nervioso autbnomo permite el
incremento del metabolismo, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria
disminucion en la atencion, asociado a un incremento de la sensibilidad
sensorio-perceptiva conocido en el campo clinico como ansiedad. Las
estructuras anatomicas relacionadas con la generacion y expresion de la
conducta ansiosa son: la amigdala cerebral, el hipocampo y la Cx prefrontal
(Mohler, 2012; Clement y Chapouthier, 1997).

La conducta de ansiedad aparece como un fendbmeno de adaptacién
ante un estimulo amenazante, pero también puede ser el resultado de cambios

en la plasticidad neuronal durante los primeros estadios de sindromes de
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abstinencia a diferentes drogas. El estudio de la ansiedad actualmente en el
campo de las neurociencias puede estimarse por el incremento de la actividad
cortical en mamiferos; es decir, aparece en el EEG una actividad de
disminucién en potencia asociada a un incremento en la frecuencia de la

actividad basal.

Clinicamente sabemos que la ansiedad es la manifestacion de la
conducta del miedo la cual se caracteriza por un estado de alerta continua ante
el peligro (Mohler, 2012). Este es un proceso comun en la vida adulta del ser
humano. La ansiedad es uno de los componentes de muchos sindromes y
psicopatologias relacionados a cambios en la neurotransmision GABAérgica,
glutamatérgica, serotoninérgica y noradrenérgica (Martin-Garcia et al., 2007;
Czlonkowska et al., 2003; Clement y Chapouthier, 1997).

El LEC es un instrumento cuantitativo en el cual se puede medir
objetivamente la manifestacion de la ansiedad de roedores, esta herramienta
experimental es confiable y reproducible (Rodgers et al., 1997; Pellow et al.,
1985). La cuantificacion del efecto ansiolitico de los farmacos a través de este
instrumento se ha validado en el campo de las neurociencias, los farmacos que
tienen estas propiedades son agonistas o moduladores alostéricos positivos del
receptor GABAA como las Bz; en esta tesis planteamos que la disminucion del
tono GABAérgico que genera el SAG tiene como consecuencia la aparicion de
ansiedad en los primeros estadios.

En la Figura 14 de esta tesis, se muestran el andlisis de los resultados
de la mediciéon de la ansiedad en los grupos de animales con SAG, tanto
integros como GDX. Debemos tomar en cuenta que los animales (sin GDX),
tienen experiencia sexual (15-20 dias), esta condicion es capaz de incrementar
los niveles plasmaticos y cerebrales de T (Edinger y Frye, 2007; Hull y
Dominguez, 2007), lo cual puede influir en la disminucion de la conducta de
ansiedad, sin embargo, el SAG, como era de esperarse genera un perfil

ansiogénico en los animales, de esta forma aceptamos la hipétesis 2, este
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efecto no es modificado por la ausencia de hormonas testiculares por lo tanto

rechazamos la hipotesis 4.

Aunado a esto, datos recientes en nuestro laboratorio, confirman que la
apariciéon de complejos espiga-onda en el EEG (hiperexcitabilidad cortical por
abstinencia a Dz) se acompaiian de un perfil ansioso (Cornejo, 2011); es decir,
la disminucion de la actividad GABAérgica es capaz de manifestar conductas

ansiosas (Picazo et al., 2006; Fernandez-Guasti y Picazo, 1999).

La GDX disminuye la concentracion de los niveles de T, estudios previos
han demostrado que este estado induce por si sélo la aparicidn de ansiedad.
En este contexto, la aplicacion de analogos de T (propionato de testosterona),
disminuye la manifestacion de la conducta ansiosa; este efecto puede estar
mediado por la accién de los sus metabolitos reducidos (Justel et al., 2010;
Edinger y Frye, 2007; Fernandez-Guasti y Martinez-Mota, 2003; Frye y
Edinger, 2004; Frye y Seliga, 2001; Bitran et al., 1993).

Datos previos a esta tesis muestran que en hembras la OVX reduce los
niveles de P, y E; de una manera semejante son capaces de producir ansiedad
(Cornejo, 2011; Frye y Edinger, 2004; Picazo et al., 2006).

El SAG induce disminucién de la Conducta Sexual de la rata macho

Se sabe que la conducta sexual de los machos se debe a la secrecion de T en
las células de Leydig ubicadas en los testiculos; ésta es metabolizada en las
células diana ya sea en E; (por aromatizacién) o dihidrotestosterona (por 5 a-
reduccion). El tracto mesocorticolimbico asciende del VTA hacia el NAc y la Cx
prefrontal, este recibe aferencias del POA, para este evento la T tiene una gran
actividad gendmica en la liberacion de DA en estas estructuras (Pfaus et al.,
2010; Hull y Dominguez, 2007).

Diversos trabajos experimentales previos a esta tesis muestran que los

esteroides sexuales inducen o modifican la respuesta sexual en los roedores,
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modulando la actividad de diversas regiones del cerebro para la expresion de la
conducta sexual. Las estructuras mesolimbicas (VTA, NAc, POA y Cx
prefrontal) son las responsables del inicio y el mantenimiento de la conducta
sexual (Crews, 2010; Hull y Dominguez, 2007; Hull et al., 2006). En este
contexto las interacciones sinapticas de la actividad a GABAérgica son de
suma importancia en la conexion de circuitos de interconexion en las areas
limbicas lo cual ayuda a reforzar o inhibir los procesos de reforzamiento de
conductas como en el caso de las adicciones, los procesos hedodnicos o las
conductas relacionadas a la reproduccion (Fernandez-Guasti et al., 1985). Es
decir que la actividad de los esteroides sexuales es fundamental para la
aparicion de estrategias neuronales relacionadas con el proceso sexual (King,
2008).

La T en los machos es responsable de una diversidad de actividades
fisiologicas y en su caso, patolégicas en el SNC. Por ejemplo, modulan
indirectamente los procesos de atencion, memoria, motilidad, ubicacion
espacial y suefio (Justel et al., 2010; Zheng, 2009; Martin-Garcia et al., 2007;
Montouris y Morris, 2005). Pero también se ha relacionado con la aparicion de
algunos tumores. Este andrégeno es capaz de modular la liberacion de algunos
neurotransmisores en el sistema limbico, especificamente la DA, la oxitocina, la

vasopresina, el GABA y el glutamato (Foradori et al., 2008).

En resumen, la actividad de la T sobre la modulacién de la conducta
sexual es a tres niveles: 1) modificando la liberacibn de diversos
neurotransmisores, 2) a través de interaccion con sus receptores intracelulares
(latencia duraciones largas) y 3) modulando la excitabilidad neuronal mediante
Su accion en los receptores (duracion corta; Foradori et al., 2008).

En términos generales, un mayor el nimero de montas o intromisiones
es reconocido como un incremento en la conducta sexual del macho, pero el
aumento del tiempo invertido en una serie copulatoria tiene una connotacién de

inhibicion. Los datos de la Figura 15 muestran claramente que los animales con
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abstinencia tienen un incremento estadisticamente significativo con respecto al
grupo control en la duracion de la serie copulatoria. No obstante que el nimero
de montas e intromisiones no se modificaron. Datos previos de nuestra
investigacibn muestran que estos datos son semejantes en el sindrome de

abstinencia a Dz (Cornejo, 2011).

La abstinencia a GABA en su etapa inicial induce claramente un cambio
en los mecanismos de la sinapsis, disminucion en el nimero de receptores
activos en la sintesis y en su liberacion (Casasola et al., 2000). Con respecto
los cambios evidenciados en la conducta sexual queda de manifiesto que la
sensibilidad GABA se ve modificada en estos animales. Al disminuir el nUmero
de receptores, la reduccibn de GABA en el espacio sinaptico modifica la
liberacion de DA y NE en estructuras limbicas y en consecuencia este proceso

puede modificar negativamente la actividad sexual.

El aumento de la actividad GABAérgica en el POA de las ratas macho
bloguea la actividad sexual (Fernandez-Guasti et al., 1986), y la aplicacién de
antagonistas del receptor GABA, en estructuras limbicas aumenta su
comportamiento sexual. EI POA produce neuroesteroides considerados
necesarios para la motivacibn sexual, la ereccion, la copulacion y la

eyaculacién (King, 2008).

Estos antecedentes comparados con los resultados de esta tesis indican
qgue la modificacion de la actividad GABAérgica esta directamente relacionada
con la conducta sexual de los roedores machos; es decir, el SAG tiene un
efecto inhibitorio de la conducta sexual aumentando la duracion de la serie
copulatoria sin modificar las intromisiones ni las montas, a diferencia de lo que
se presentan en durante la abstinencia a Dz en ratas hembra (Cornejo, 2011),

lo que lo hace funcional y anatdbmicamente distinto entre sexos.

Los neurotransmisores que promueven la conducta sexual de la rata
macho son la NE y Ach mientras que el GABA y el 5-HT pueden ser inhibitorias
(Justel et al., 2009; Fernandez-Guasti y Lopez-Ruvalcava, 1997). Pero ademas,
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la concentracion plasmatica de T, la actividad testicular y la madurez del SNC
estan involucradas tanto en la conducta del inicio, como de busqueda y de
ejecucion mediante los derivados reducidos en la T como la de DHT. La
concentracion extracelular de GABA después de la eyaculacion, lo que sugiere

su efecto inhibitorio (Hull y Dominguez, 2007).

El hipotdlamo es una region importante para la CS y el hipocampo es
una estructura importante para la conducta de ansiedad, la experiencia sexual
induce un incremento de los niveles de andrégenos (T y DHT) en ambas
estructuras, este evento reduce la conducta de ansiedad (Edinger y Frye,
2007). Sin embargo, el SAG genera un estado de ansiedad que puede alterar
los niveles hormonales, incluidos los corticosteroides, los cuales influyen en las

conductas afectivas.

La experiencia sexual, ademas de generar un cambio en los niveles
plasmaticos y en ciertas estructuras cerebrales, también puede generar
cambios permanentes en el cerebro o su estructura neuronal y funcion en las
ratas macho, sin tomar en consideracion la secrecién de andrégenos (Hull y
Dominguez, 2007; Dabbs y Mohammed, 1992).

Como se mencion6 anteriormente estudios clinicos han demostrado que
la epilepsia puede tener efectos negativos en la conducta sexual, alterando la
regulacion hipotalamica del eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal (HHG) o por la
accion de los antiepilépticos (Verrotti et al., 2011; Montouris y Morris, 2005). En
hombres con epilepsia se han encontrado niveles altos de prolactina,
disminucién de niveles de hormona leuteinizante y T libre, lo que tiene como
consecuencia disminucién en el deseo (Verrotti et al., 2011; Montouris y Morris,
2005). El SAG induce hiperexcitabilidad neuronal, este es un tipo de epilepsia
parcial ya que solo se manifiesta en la zona de instilacion (Brailowsky et al.,
1989; 1987; 1988; Will et al., 1988; Fukuda et al., 1987, Montiel et al., 2000).

Es importante recalcar que con los datos de esta tesis se rechaza lo

planteado en la primera hipotesis, se obtuvo aumento de la serie copulatoria sin
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modificar la motivacion o la ejecucion de la conducta, esto puede estar a que
las estructuras que regulan la liberacion de corticosteroides, en condiciones de
ansiedad, y a la liberacion de HL son las mismas (hipotdlamo e hipofisis) con
distintos 6rganos blanco (glandulas adrenales y testiculos respectivamente), se
ha demostrado que no se pueden activar al mismo tiempo. Otra posibilidad es
que el SAG al modificar la actividad de areas limbicas fundamentales en la

conducta sexual la module negativamente.
Efecto del SAG en la conducta tipo-depresiva

Se ha reportado previamente que una disminucion en los niveles circundantes
de T pueden asociarse con cambios psicolégicos en el hombre, generando
estados de violencia, irritabilidad, disminucion de la libido y disfuncién sexual.
La exposicion constante a estimulos estresantes es la principal causa de esta
patologia generando cambios plasticos en el cerebro, asociado a la alteracion
del eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal (HHA).

En el campo de las neurociencias se ha identificado una correlacion
negativa entre los niveles de T y el incremento de patologias como la ansiedad
y la depresion. Un ejemplo de esta relacién es al cuantificar en la ingesta de
anabdlicos esteroides y la mejoria en la depresion, ademas se ha sugerido que
los androgenos facilitan el efecto de farmacos antidepresivos triciclicos (Kokras
et al., 2012; Duval et al., 2010, Justel et al., 2010; Toth et al., 2008; Martinez-
Mota y Ferndndez-Guasti., 2004).

Los estimulos estresantes o amenazantes activan el eje HHA como una
medida de adaptacion, su respuesta esta sujeta a la intensidad y duracién del
estimulo, cuando el sistema regulador funciona adecuadamente la respuesta
fisiologica ante el estrés se estabiliza y tiene duracion maxima de 20 min a
causa de la accion de los glucocorticoides al restablecer la homeostasis del
organismos después del evento estresante. Si los niveles de cortisol no
disminuyen (hipersecrecion de cortisol) a causa de exposiciones prolongadas a
estimulos estresantes se manifiesta un estado de depresion severa (Duval et
al., 2010; Korte, 2001).
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Un modelo animal altamente utilizado y reproducible que nos permite
evaluar un estado tipo depresivo es la prueba de NF, mediante ella se ha
evaluado el efecto de farmacos antidepresivos, en este paradigma se examinan
tres conductas basicas, las primeras dos son consideradas activas (nado y
trepado) y la tercera es pasiva (inmovilidad). Mediante el uso de esta prueba se
puede identificar la presencia de un perfil tipo-depresivo; cuando los animales
tienen un incremento en la conducta de inmovilidad y una reduccion de las
conductas de nado o trepado (Porsolt et al., 1998; Dekte y Lucki, 1996;
Nishimura et al., 1987).

En la prueba de NF las ratas macho presentan mas ocasiones la
conducta de inmovilidad que las ratas hembra en condiciones control; también
responden diferencialmente a los antidepresivos, en los machos los
antidepresivos triciclicos tienen un mejor efecto; en cambio las hembras
mejoran con la administracion de inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina. Los niveles de corticosterona y glucocorticoides modulan esta
respuesta y son necesarios para la expresion de la conducta de inmovilidad.
Las diferencias sexuales en la accién de los antidepresivos se han atribuido a
la participacion diferencial de las hormonas sexuales. En las hembras, las
hormonas esteroides (E; y P4) tienen potentes efectos antidepresivos; en los
machos, los andrégenos producen similares acciones antidepresivas evaluadas
en la prueba de NF (Kokras, 2012; Frye, 2011; Martinez-Mota et al., 2011;
2008; Martinez-Mota y Fernandez-Guasti, 2004; Dekte y Lucki, 1996).

Los resultados de la presente tesis muestran que ambos grupos de
animales con SAG sexualmente expertos y GDX, tienen un incremento en la
ejecucion de la conducta de trepado asociado a una disminucion en la
realizacion de la inmovilidad, sin modificaciones en la conducta de nado (Figura
16). Es decir, que la ausencia de T no modifica el perfil que se manifiesta
durante el SAG. Sin embargo, el resultado obtenido en esta tesis, es distinto a
lo que se ha encontrado en los antecedentes clinicos que sefalan que la

deficiencia en los niveles de corticales GABA (Bartholini, 1987), la disminucién
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de los receptores GABAA en la corteza (Petty et al., 1994) y la evidencia de que
estos pacientes tienen menor numero de neuronas GABAérgicas en la corteza
cerebral (Mohler, 2012) son caracteristicas encontradas en pacientes con

desorden depresivo mayor.

Atribuimos esta diferencia con lo encontrado clinicamente y a lo propuesto
en la hipotesis 3, a que la abstinencia a GABA solo genera una disminucion
parcial de su concentracion (en el area instilada y nucleos subcorticales), y que
parte de sus mecanismos son activar otras neurotransmisiones, teniendo una
amplia modificacién de los procesos neuronales noradrenérgicos y colinérgicos,
sin modificaciones en los sistemas serotoniérgicos y peptidicos. En este sentido
recordemos que la actividad colinérgica estd involucrada en la conducta de
trepado en el NF (Araneda et al., 1994).

Aunado a esto se ha encontrado que la subunidad a2 del receptor GABAA
participa en el efecto antidepresivo de algunos farmacos, sugiriendo que esta
subunidad puede estar participando de manera positiva durante el SAG, ambos
mecanismos pueden generar cambios plasticos que permiten a los animales
traten de escapar de esa situacién aversiva con mas impulso que los animales
control. La presencia de glucocorticoides es necesaria para la expresion de la
respuesta de inmovilidad, en este sentido el SAG puede tener un efecto en la
liberacién de glucocorticoides lo que produce menor presencia de esta conducta.
Otro aspecto interesante es que ni la motivacion ni la ejecucion de la conducta
sexual fueron modificadas, este resultado concuerda con la ausencia de un
estado depresivo en nuestros animales con SAG (Vollenweider et al., 2011; King,
2008; Toth et al., 2008; Korte, 2001; Salazar et al. 1994; Brailowsky, 1991;
Brailowsky et al.1990; 1988; Menini et al., 1991).
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VIIl.Conclusiones

1. Existe un incremento de la actividad del EEG inducida por el SAG.

2. El SAG es mas severo en las ratas macho GDX.

3. Durante el SAG en animales integros y GDX, la hiperexcitabilidad

neuronal permite la aparicion de ansiedad.

4. El SAG disminuye la conducta sexual de la rata macho.

5. ElI SAG en animales integros y GDX no induce un perfil depresivo.
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