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RESUMEN

Los tratamientos prolongados con drogas que incrementan la actividad
GABAérgica entre las que se encuentran las benzodiacepinas, los barbituricos, el
etanol y algunos neuroesteroides, generan estados de tolerancia y dependencia.
La supresion abrupta de la administracion de estos farmacos provoca la

manifestacion de sindromes de abstinencia.

Los diferentes modelos experimentales como el sindrome de abstinencia a
GABA (SAG), el sindrome de abstinencia a Diazepam (Dz; SAD) y el sindrome de
abstinencia a Progesterona (P) de administracion cronica sistémica (SAProg
cronico) tienen en comun la hiperexcitabilidad neuronal originada por la subita
interrupcion de la administracion de GABA, Dz y P respectivamente, los cuales
modulan positivamente al receptor GABAa.

Una importante premisa para este proyecto es que no conocemos Si la
administracion intracortical de P, el modulador alostérico positivo mas potente del
receptor GABAA puede inducir un sindrome de abstinencia.

Para conseguir los objetivos planteados se utilizaron ratas macho a los
cuales se les realizé una cirugia estereotaxica para colocar canulas intracorticales
y electrodos epidurales para la administracién de farmacos y obtencion de registro
electroencefalografico (EEG). La interrupcibn de la administracion de P
intracortical en la corteza somatomotora derecha indujé6 un incremento en la
excitabilidad neuronal con latencia de aparicion de 15 min, caracterizado por el
aumento significativo en la potencia del EEG consecuencia de la actividad espiga-
onda propagable al hemisferio contralateral de la instilacion. Tanto el nimero de
complejos espiga-onda, la potencia del EEG y el correlato del porcentaje de
aumento de espigas con respecto al porcentaje de incremento de la potencia del
SAProg intracortical fue significativamente mayor que el SAG > SAD > SAProg

cronico.
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Los resultados indican que el SAProg intracortical muestra mayor
excitabilidad por la abstinencia a P que la inducida por otros agonistas del mismo
receptor. La propuesta de la modificacion sinaptica que induce este
neuroesteroide es a través de cambios agudos pre y post-sindpticos que
disminuyen la inhibicion GABAérgica cortical de inicio y eventualmente se
modifican otras neurotransmisiones. Este es el primer proyecto que estudia esta

variable en el cerebro de la rata macho.
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INTRODUCCION

La presente tesis tiene como objeto estudiar un nuevo modelo de
epileptogénesis focal desarrollada por la abstinencia aguda a P a partir de
cambios en la actividad GABAérgica, estudiando las diferencias
electroencefalogréficas que generan los diferentes agonistas del receptor GABA
como lo son: el Dz, el acido y-aminobutirico (GABA) y la P. Por esta razon los
antecedentes se encuentran desarrollados para describir al sistema GABAérgico,
su fisiologia, receptores y farmacologia, continuando con una descripcion de los
neuroesteroides y los antecedentes inmediatos en el campo de las neurociencias
que involucran a los neuroesteroides con capacidad para desarrollar sindromes de
abstinencia. La tercera parte de esta introduccion esta basada en la descripcion de
tolerancia y dependencia, asi como la exposicion de los antecedentes de la

abstinencia a benzodiacepinas, especificamente el Dz.
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 afos 50’s se
descubrié que este aminoacido no sélo se encontraba en el cerebro, sino que era
el 6rgano que mas GABA contenia (Olsen, 2000; Murray et al, 2001; Cortés-
Romero, 2011).

La primera evidencia de que el GABA actuaba como un transmisor inhibidor
fue cuando Krnjevic’ and Schwartz (1984; 1991) compararon las propiedades de
los potenciales postsinapticos inhibitorios (IPSP). Esto significa que su accién es
hiperpolarizar a la neurona postsinaptica y tiene como consecuencia disminuir la
probabilidad de una neurona para generar un potencial de accion, esta inhibicion
se debe a que el GABA al unirse con su receptor ionotrépico GABA, aumenta la

12



corriente entrante de CI y el interior de la célula se vuelve mas negativo,
disminuyendo asi la excitabilidad (Carlson, 2006; Olsen, 2000; 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 estriado-nigral y la via cerebelo-vestibular. El
GABA es muy importante debido a que su papel es controlar la excitabilidad y el

disparo neuronal (Bormann, 1988).
1.2 Sintesis y metabolismo del GABA

El GABA es sintetizado a partir del neurotransmisor mas comun en el SNC cuyas
propiedades son, paraddjicamente excitatorias: el acido glutdmico, que es
producto de la desaminacion oxidativa de la glutamina o derivado directo de un
metabolito intermediario de la oxidacion de la glucosa, en el ciclo Krebs, el a-
cetoglutarato. (Figura 1; Foster y Kemp, 2006; Murray et al, 2001; Olsen 2000;
Kandel et al, 2001).

Para sintetizar 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

vitamina Bg (fosfato de piridoxal) para su éptimo 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 fosfato de
piridoxal. 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 panel inferior; Foster et al, 2006;
Murray et al, 2001; Herrera, 1986; Paul, 1995).

13
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Figura 1. Diagrama de los componentes de los sistemas de neurotransmision GABAérgico y
glutamatérgico. Las vias metabdlicas o enzimas estan indicadas con los siguientes nimeros: 1,
glucolisis/ ciclo de Krebs; 2. glutamina sintetasa; 3. glutaminasa; 4. glutamato descarboxilasa
(GAD); 5 succinato deshidrogenasa. En el grafico superior (sinapsis de Glutamato; Glu) se hace
referencia a los recapturadores de Glu (2 y 7) asi como los receptores ionotrépicos (que permiten
el ingreso de Na‘/Ca*, en el componente postsinaptico) y metabotrépicos (1,5 y 4,6). En el panel
inferior, se observa el papel de metabdlico de la glia e inferior a ella, una sinapsis GABAérgica,
identificando los transportadores de glutamina (GLN-SA1/2), los receptores GABAg (B) y el
receptor GABA, que permite el ingreso de CI" al componente postsindptico, A la derecha se
muestran los iconos utilizados que hacen referencia a los diferentes tipos de receptores para estos
neurotransmisores (Tomado y modificado de: Foster et al, 2006).

La enzima &cido glutamico descarboxilasa (GAD) es fundamental para el
control de la excitabilidad neuronal, ya que la disminucién de su actividad favorece
la aparicion de crisis convulsivas (Tapia et al, 1971). 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 distribucion, 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 fosfato de piridoxal, teniendo la primera mucha
afinidad, con actividad rapida y regulada eficientemente, mientras que la segunda
posee una débil interaccidén con el cofactor y es regulada a nivel transcripciones,
asi que su actividad depende de la excitabilidad neuronal (Herrera, 1986; Paul,
1995; Tapia y Sandoval, 1971).
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1.3 Recaptura del GABA

El sistema de recaptura tiene como funcioén principal remover el GABA del
espacio sinaptico después 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 estan encargadas de la
recaptura de GABA (Figura 1 panel medio, Foster et al, 2006; Olsen, 2000). La
activacion de los transportadores en las terminales nerviosas, depende del
gradiente electroquimico del Na*, por lo que es dependiente de la actividad de la
ATPasa Na'/K" (Olsen, 2000).

El transportador de GABA es una 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, 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. Tiene 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: GABAA,Yy GABAC

El receptor GABA, es el sitio de accion de numerosos farmacos con
propiedades ansioliticas (benzodiacepinas), anticonvulsivas, musculo relajantes y
sedativas (barbitdricos). Debido a su estructura es parte de una superfamilia
canales ionicos activados por ligando, la cual incluye al receptor para acetilcolina
(nicotinico), para glutamato (NMDA), para glicina, para serotonina (5-HTgs; Olsen,
2000, Cortés- Romero et al, 2011).

El receptor GABA, estd 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, B1-3, y1-3, o, ¢, T, 6; p1-3

15



(Parker et al, 2006; Olsen, 2000, Cortés- Romero et al, 2011). La mayoria de los
receptores GABAA estdn compuestos por las subunidades afy, (en estequiometria
2:2:1 respectivamente), aunque la isoforma mas abundante es la aif,y.. 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).

GABA GABA
Benzodiacepinasx\g ,\l (iJ
ay A B3
! Y ‘,. -~
?
|
|
g Neuroesteroides
Etanol
Clrd Barbituricos

Figura 2. Esquema del receptor GABA, y los sitios de unién de diversas moléculas. El
receptor GABA, es un hetero-pentamero que en su forma mas comun contiene dos subunidades q,
dos subunidades B y una subunidad y; contienen sitios de union para varios moduladores, como a
las benzodiacepinas, el etanol, los neuroesteroides, los barbittricos y el GABA cuyo sitio de union
es entre las subunidades a y B. (Imagen tomada y modificada de Olsen, 2000).

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 (tetrahidroisoxazolo) 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, antagonista
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competitivo, bloquea las corrientes inducidas por el GABA eliminando la activacion
del canal de CI'.

Los receptores que contienen a las subunidades rho (p1-3) son conocidos
como GABAc, s6lo han sido encontrados en la retina y poseen propiedades
farmacoldgicas distintas a las del receptor GABAa, es decir, que no es sensible a
la bicuculina ni al baclofén, ni tampoco a otras drogas afines al receptor GABAAa

como los anestésicos y las benzodiacepinas.

La apertura del canal de CI" relacionado con el receptor GABAA permite
identificar a través de un analisis biofisico de la corriente del anién que es
rapidamente desensibilizada atn en presencia del agonista. Este es un proceso
fisiologico normal, el cual puede ser modulado por diferentes farmacos. Trabajos
de Smith y colaboradores han permitido identificar que una desensibilizacion mas
rapida farmacolégicamente se comporta como el mecanismo inductor de las
abstinencias (Smith S et al. 2005 y 2007).

1.5 Receptor metabotropico: GABAg

El receptor GABAg se clasifica como receptor metabotrépico por que tiene
una acciéon lenta y prolongada. Se encuentra principalmente en la membrana
presinaptica, ahi actian como autoreceptor, inhibiendo la liberacién 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.

Tablal. Ubicacion de isoformas y distribucién del receptor GABA4
Isoformas o
Distribucion en el SNC

GABA,

8 Capa granular del bulbo olfatorio, capa de células polimorfas y region CA3 del
a1p2Y . . . . , .

e hipocampo, interneuronas corticales, globo pélido y nlcleos subtalamicos.
asBay2 Bulbo accesorio olfatorio, el estriado, el septum, la capa molecular del giro
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dentado e hipocampo.
Es posible y se sugiere que se exprese en la glia de Bergmann y en ndcleos
azBy1 . -
del sistema limbico.
asBy- Células monoaminérgicas de varios nucleos cerebrales.
a30¢e Locus coeruleus de la rata.
asBy- Talamo, caudado, putamen y giro dentado.
a4B,0 Nucleos talamicos y la corteza cerebral.
85 Células granulares de giro dentado, la corteza cerebral y predominantemente
aspP3 .
en el estriado.
asBay2 Neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo.
asBy2 QB0 . ,
85 Células granulares del cerebelo y el nacleo coclear.
Qeps

Tabla 1. Isoformas y distribucion del receptor GABA, en el SNC. En la columna de la izquierda
se presentan las subunidades que componen las diferentes isoformas del receptor GABA, a la
derecha se expone su distribucion en diversas estructuras SNC (Tomada y modificado de: Miguel,
2012).

Los receptores GABAg se componen de la subunidad GABAgl y GABAg2, a
nivel postsinaptico, estos receptores se expresan en neuronas GABAérgicas o0 no

GABAEérgicas restableciendo el potencial de membrana en reposo.

Debido a la estructura de este receptor no es capaz de reconocer a la

bicuculina, la isoguvacina y el THIP, en caso contrario, es activado por el baclofén.

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 su asociacion con los canales dependientes
de K'y de Ca?" son distintos en la periferia y en el SNC (Carlson, 2006;
Brailowsky, 2000; Bormann, 1988).
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1.6 Fisiologia del sistema GABAérgico

Como hemos descrito, el GABA actia en ambas membranas de la sinapsis.
Este aminoacido es acumulado en las vesiculas sinapticas con el transportador de
aminoacidos (Foster y Kemp, 2006). El efecto a nivel presinaptico se observa
mediante la activacion del receptor GABAg y una subsecuente disminucion de la
entrada de Ca®" al botén terminal, generando asi una disminucién de liberacién 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 direccién del flujo idnico 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 ClI', lo
cual tiene un efecto hiperpolarizante de la membrana neuronal (Carlson, 2006;
Brailowsky, 2000; Bormann, 1988). En algunas neuronas se fortalece la inhibicién
con el incremento de la conductancia lenta de K* realizando una corriente saliente.
Este evento es conocido como potencial posinéptico inhibitorio (IPSP) puede ser

rapido (menos de 100 milisegundos) o lentos (mas de 100 milisegundos).
1.7 Sustancias que modulan la actividad del Receptor GABA

Las benzodiacepinas, como el Dz, son moduladores alostéricos positivos
del receptor GABAA o que significa que se unen al receptor en un sitio distinto al
GABA ejerciendo su accion facilitando la transmision GABAérgica inhibitoria en la
subunidad a del receptor GABAA, produce la apertura del canal permitiendo una
corriente entrante de CI'. Tienen como principal accion aumentar la frecuencia de
apertura del canal, a diferencia de los barbitdricos, como el pentobarbital, que

aumentan la duracion de apertura del canal.

La picrotoxina es considerada un proconvulsivo, actia bloqueando al

receptor GABAA y en consecuencia reduce el ingreso de CI" a la célula. Otros
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farmacos como el pentilenetetrazol y la penicilina, son también convulsivantes

debido a que bloguean la actividad GABAérgica.

1.8 Alteraciones del Sistema GABAEérgico

Dado la gran importancia de la modulacion GABAérgica en el control de la
excitabilidad neuronal, es valido pensar que esta funcion es el sustrato fisiologico
para el desarrollo de los sindromes de abstinencia. Este tema nos compete y lo
tendremos en cuenta 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 alteracion de este equilibrio (Foster, 2006;
Olsen, 2000); el sistema GABAEérgico es el objetivo de un amplio rango de drogas
en el SNC, incluidos los ansioliticos, los sedantes, los hipnéticos, algunos

anestésicos y los anticonvulsivos.

Se ha asociado la pérdida del tono GABAérgico con el desarrollo y el
mantenimiento de la epilepsia en seres humanos, debido a la disminucion de la
actividad de la enzima que sintetiza GABA (GAD) reduciendo de esta forma el
control inhibitorio y propiciando descargas y sincronia de potenciales de accion en
la corteza cerebral. Asimismo, el numero de terminales axoénicas y en
consecuencia la densidad procesos de transporte se ven disminuidos en modelos

animales con focos epilépticos (Krogsgaard- Larsen, et al.1987).

1.9 El Sindrome de Abstinencia a GABA

En el curso de una investigacion sobre la relacion entre el GABA y la
epilepsia (Silva-Barrat et al, 1989), se demostr06 un fendémeno de
hiperexcitabilidad cortical consecutivo a la interrupcion del tratamiento con GABA
en el mandril fotosensible (Fig. 3; Brailowsky et al., 1987; 1988).
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En estos monos, la estimulacion luminosa intermitente inducia la aparicion
de descargas epilépticas a nivel de la corteza cerebral acompafiadas de
mioclonias generalizadas. Mediante canulas intracorticales, la infusion cronica de
GABA fue capaz de provocar un potente efecto anticonvulsivo, el cual perduré a lo
largo del periodo de infusion (7 dias). En todos los monos, fotosensibles o no, en
los que se administré el GABA, se constatd la aparicion de focos de actividad
paroxistica en el sitio de infusidon al dia siguiente de haber cesado el tratamiento.
Independientemente del area infundida, la canula de infusion (utilizada también
como electrodo de registro) mostraba la presencia de poliespigas y de actividad en
forma de espiga-onda, que en el caso de la corteza motora, se correlacionaba con
la aparicién de mioclonias de la pata posterior contralateral al hemisferio infundido.
En algunos animales aparecieron sacudidas “mioclénicas” (Brailowsky et al., 1987;
1991).

Posteriormente se confirm6 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 fenomeno se caracterizé conductual y

electroencefalograficamente (EEG; Brailowsky et al., 1988).

Tanto en monos como en ratas, la interrupcion abrupta de la infusion
intracortical crénica de GABA fue seguida de la aparicién 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 mas en la zona de la
canula de infusibn y en las etapas finales del fenébmeno, las descargas
desaparecieron gradualmente para solo reaparecer en la fase de suefio de ondas
lentas (Brailowsky, 1987; 1988; 1989; Will et al, 1988; Fukuda et al, 1987, Montiel
et al, 2000).

A este fendmeno de hiperexcitabilidad cortical generado por la interrupcion
de la instilacion de GABA, 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
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de la pata inferior contralateral al hemisferio infundido, movimiento incesante de
las vibrisas, irritabilidad y aumento de la conducta exploratoria. Hay datos de
dependencia fisica ya que la re-infusion de GABA hace que desaparezcan las
manifestaciones EEG (Brailowsky, 1988). Finalmente, también hay datos de
tolerancia cruzada a benzodiacepinas (Dz; Dz) y a barbitdricos (pentobarbital), ya
que la administracion de estas drogas GABAérgicas no modifica la frecuencia de

disparo de la descarga epiléptica del SAG en las primeras 24 h (Brailowsky, 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 mas activas acumularan mas 2-DG, la cual
puede ser visualizada mediante autorradiografia. De esta manera se observo un
aumento significativo en el consumo local de glucosa (3 a 5 veces con relacién al
control) no sélo del area cortical involucrada en la generacién de la actividad
paroxistica, sino también en la zona talamica 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 crénicas intracorticales del aminoacido impactan sobre la
actividad de la GAD, durante el SAG se manifiesta una reducciéon de su 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).
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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
fendbmeno dependiente del primero. Las pruebas que apoyan esta afirmacion son
farmacoldgicas: por una parte, se demostré6 que es posible inducir un foco
epiléptico al interrumpir infusiones localizadas de isoguvacina, un agonista GABAA
especifico y por la otra, la constatacion de que los agonistas especificos del
receptor GABAg (baclofén) inducen dicho foco durante la instilacién; 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).

GABA

Che-| ——————— | DA | = |

CcCM.D

Canirad SAG (lat S1 min )

T L)

B0 rn 2 Dinn

S Dins 5 Olas

7 Dias A Dimn

(200,

Figura 3. Electroencefalograma caracteristico de un SAG en rata. La interrupcion de la infusién de
GABA en la corteza somatomotora izquierda (CM-I) induce una actividad espiga onda con latencia
promedio de 90 min, duraciéon de 7 dias (tomado de Calixto et al., 1995).

La respuesta de estas descargas epileptiformes a los diferentes farmacos
anticonvulsivos, administrados por via sistémica, varia de acuerdo al tiempo de
evolucion de la actividad paroxistica, ya que el foco epiléptico es
extraordinariamente resistente a los anticonvulsivos usados clinicamente
(fenitoina, barbitaricos, etosuccimida, valproato, carbamazepina) e incluso el

farmaco de eleccién en casos de estatus epiléptico: el Dz. Lo que vuelve a sugerir

23



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
benzodiacepinas como el clonazepam (Brailowsky et al., 1988; 1990; Brailowsky
1991).

En estudios orientados a reproducir in vitro este fendémeno 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 anatémicos (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 Patron |: se presenta actividad espiga-onda Unica unilateral, de 200 a 700pV
de amplitud y a una frecuencia de 0.5-3 Hz.

e Patrdn II: en él aparecen complejos espiga-onda seguido de poliespigas de
alta frecuencia.

e Patrén 1l 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 patrén I, que predomina a partir del
segundo dia y hasta el final del Sindrome. Los patrones Il y Il se observan en las
primeras 4 a 6 horas y son raros después de 12 horas de evolucion. La aparicion

de las descargas paroxisticas tiene una latencia promedio de 90 minutos
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(Brailowsky et al., 1990). En las primeras horas de evolucion del SAG, se presenta
una resistencia farmacologica a drogas GABAérgicas exceptuando al GABA
(Calixto, 2001).

2.- Neuroesteroides

La P es un esteroide que puede ser sintetizado por las génadas y por el
cerebro. Los esteroides sintetizados de novo en el cerebro reciben el nombre de
neuroesteroides (NE; Corpechot et al.,, 1983), los cuales se diferencian de los
esteroides neuroactivos que son sintetizados en la periferia de los 6rganos
estereidogénicos clésicos tales como las ovarios/testiculos, las glandulas
adrenales, la placenta, el higado y los huesos (Compagnone y Mellon, 2000;
Scharfman y MacLusky, 2006). Los esteroides neuroactivos pueden atravesar la
barrera hematoencefalica y tener efectos en el cerebro para regular diversas

funciones dentro del sistema nervioso central (SNC; Belleli et al, 2005).

Las enzimas responsables de la sintesis de los NE se localizan tanto en
células gliales como en las neuronas, localizadas principalmente en regiones
como el hipocampo, la corteza, el hipotalamo y el cerebelo (Compagnone et al.,
1995; King et al., 2002; Sierra et al., 2003). La sintesis de NE comienza con la
conversién del colesterol a pregnenolona. Esta reaccion es mediada por la enzima
citocromo P450 (P450scc) que realiza una escision en la cadena lateral, esta
enzima se localiza en la membrana interna de las mitocondrias (King y Stocco,
2011; Compagnone y Mellon, 2000). La pregnenolona es el esteroide precursor
qgue origina a los NE que regulan al sistema GABAérgico, entre los cuales se
encuentran los pregnanos y los androstanos. Los NE que participan en la
regulacion del sistema GABAérgico son la P y su metabolito reducido la
alopregnanolona (AloP), ademéas del neuroesteroide de 19 carbonos como la

testosterona y su metabolito, el androstanediol (Fig. 4).
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Los NE son los moduladores enddgenos alostéricos positivos mas potentes
que regulan al sistema GABAérgico, la principal neurotransmision inhibidora del
SNC de los mamiferos. Esta modulacion principalmente es a través del receptor
GABAA. Los NE al igual que otros moduladores como las benzodiacepinas, los
barbitdricos y el alcohol permiten una corriente entrante de iones cloruro a la
célula (Lambert et al., 2009).

Figura 4. Biosintesis de los neuroesteroides Se muestra la ruta de sintesis de Alop (3a, 5a-
HTP) 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
3Bhidroxiesteroide deshidrogenasa; 5a- DHP: 5a- dihidroP. Tomado de: Belleli y Lambert, 2005.

Los NE al igual que las benzodiacepinas y los barbitdricos se caracterizan
por tener efectos ansioliticos, anestésicos, sedativos y anticonvulsivos. Sin
embargo, las concentraciones de los NE pueden variar en ciertas condiciones, por
ejemplo: un incremento en los niveles de NE se puede deber a estrés, durante el
embarazo 0 por el consumo de alcohol; en contraste, los niveles de NE pueden
disminuir y presentar alteraciones fisiologicas en el sistema GABAérgico durante la
angustia, la depresion, la esquizofrenia, la dependencia al alcohol y en casos

extremos, la aparicion de crisis convulsivas generalizadas (Hosie et al., 2006).
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En la basqueda de reducir los efectos de la ansiedad o la frecuencia en la
aparicion de las crisis convulsivas, ha llevado al desarrollo de farmacos como los
barbittricos y las benzodiacepinas, sin embargo, el consumo cronico de estas
drogas pueden llevar a estados de tolerancia que se puede definir como la
reduccion en los efectos de una droga eventualmente después de ser
administrada en forma repetida y con una misma dosis, esto lleva a un aumento
en la dosis del farmaco para obtener el mismo efecto de la droga (Midel, 1981). La
dependencia farmacolégica es un estado de adaptacion producido por un reajuste
de mecanismos homeostéticos ante la administracién repetida de una sustancia,
sin embargo, si hay una interrupcion abrupta en la administracion de la sustancia
después de haber desarrollado estados de tolerancia y dependencia puede
llevarse a la aparicién de sindromes de abstinencia que favorece la aparicion de
estados neurologicos caracterizados por cambios en la actividad sensorial-
perceptiva, alucinaciones y en casos extremos, crisis convulsivas. Diversas
evidencias experimentales y clinicas muestran que: si los niveles de P disminuyen
rapidamente después de un incremento cronico, puede inducir la aparicion de
sindromes de abstinencia a este esteroide, estas fluctuaciones tendientes a la
reduccion de P lleva a la induccién de crisis convulsivas en periodo progestacional
que puede dar paso a la epilepsia catamenial (Gangisetty et al., 2010). Esta
aparicion de sindromes de abstinencia y focos epileptogénicos, es similar a las
presentadas por la abstinencia a drogas como las benzodiacepinas y al mismo
neurotransmisor GABA (Brailowsky et al., 1988 y Ward et al., 1998).

En el campo de las neurociencias es necesario el desarrollo de nuevos
modelos de abstinencia en animales que permitan entender los mecanismos que
se modifican en la neurotransmision GABAérgica y que a su vez estos sean
modificados por la accion directa de los NE sobre el receptor GABAA. Este uno de

los principales objetivos de la presente tesis.
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2.1 Mecanismos de los neuroesteroides

La P a través de la Alop potencia las corrientes de CI" debido a que es un
modulador alostérico positivo del receptor GABAA (Harrison et al., 1987; Majewska
et al.,, 1986; Lambert et al., 2003). Este neuroesteroide tiene sitios de unién
especifico en el receptor GABAA que son distintos a los sitios de unién que poseen
las benzodiacepinas, los barbitaricos, el alcohol y su propio neurotransmisor
GABA (Gee et al., 1988; Turner et al., 1989; Lambert et al., 2003). Aunque el
mecanismo exacto de cémo los neuroesteroides interactian con el receptor
ionotrépico GABAA no es muy claro, se han identificado dos sitios de union
transmembranales que regulan la potenciacién y directa activacion de los efectos
de los neuroesteroides (Fig. 5; Hosie et al., 2006). Asi se ha podido determinar
gue los neuroesteroides como la Alop pueden realizar dos acciones por separado
a través del receptor GABAA: 1) pueden potenciar las corrientes de CI- en
presencia de GABA y 2) activar directamente el receptor GABAA a concentraciones
que van de 2-4 nM (Hosie et al., 2006; Rapkin et al., 1997; Belleli et al., 2002).
Aunque los neuroesteroides pueden modular los receptores GABAa sinapticos y
extra-sinapticos, su accion moduladora se ve favorecida por los receptores extra-
sinapticos con aquellas isoformas que contengan la subunidad & (Herd et al.,
2007).

Figura 5. Sitios de unién de los neuroesteroides en el receptor GABA, Se muestran los
dominios M1 y M4 transmembranales donde a través de los residuos Y410, N407 y Q241se unen
los neuroesteroides. (Tomado de Hosie et al. 2006).
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2.2 Sindrome de Abstinencia a Progesterona (crénico)

Modelos animales de abstinencia a P tienen un papel fundamental para la
caracterizacion y entendimiento de la fisiopatologia de las epilepsias catameniales
y el estudio de las crisis convulsivas derivado por un incremento agudo y

disminucioén subita de P.

Recientemente se han descrito modelos de sindrome de abstinencia a P en
animales. La primera de ellas intenta simular la fase litea de ratas hembras, que
es la fase del ciclo del estro donde se encuentra el maximo incremento de P por
medio de la administracion cronica de este esteroide sexual, seguido de un rapido
decremento en los niveles de la P debido a la presencia de finasterida que es un
inhibidor de la biotransformacién de P a su metabolito Alop (Smith et al., 19982;
Moran y Smith, 1998; Reddy et al., 2001). Un segundo modelo es a través de la
ovarectomizacion (extraer ovarios en ratas hembras) después de una exposicion

cronica de P (Frye et al., 1998; Frye y Bayons, 1998).

La P es un neuroesteroide que modula al receptor GABA, es logico
plantear que la privacion de este NE induce la aparicion de sindromes de

abstinencia.

2.3 Bases moleculares de la abstinencia a Progesterona

La exposiciéon cronica de P (o Alop) induce una down-regulation de la
subunidad y2 y una up-regulacion de la subunidad a1, que consecuentemente
resulta en alteraciones de la composicion de los receptores GABAAY que impactan
directamente en la farmacologia del receptor (Yu et al., 1996; Brussard et al.,
1997; Concas et al.,, 1998; Foley et al., 2003). La abstinencia a P induce
hiperexcitabilidad neuronal y up-regulation de la subunidad a4 (Gulinello et al.,
2003; Gulinello et al, 2001; Smith S et al 1995, 2007). Se ha sugerido que el
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incremento en la susceptibilidad de inducir crisis convulsivas durante la
abstinencia a P ha sido asociado a cambios en las propiedades biofisicas del
receptor GABA, por el incremento de la subunidad a4 (Hsu y Smith, 2003; Smith
et al, 2007). Las propiedades que posee la subunidad o4 son: 1) insensibilidad
farmacologica para la union con benzodiacepinas, 2) se co-ensambla con las
subunidades y2 o0 8 y 3) acelera la desensibilizacion de las corrientes de CI (Sur et
al., 1999). Asi, el incremento en la expresion de la subunidad a4 reduce la
inhibicion mediada por los receptores GABAA Yy promueve un aumento en la

susceptibilidad de inducir crisis convulsivas e hiperexcitabilidad neuronal.
3. 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 alucinégenos.
Algunas de ellas han sido creadas con fines terapéuticos; sin embargo, en ciertos
casos el progreso en el conocimiento farmacolégico 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, caracteristicas de los estados de tolerancia y
dependencia (Brailowsky, 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, 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 exposicion (desviacion a la derecha
de la curva dosis-efecto).
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Existen diversas definiciones de la tolerancia, las cuales incluyen el evento
fisiolégico y el psicoldgico, estos son: tolerancia farmacocinética, tolerancia

farmacodinamica y tolerancia condicionada.

El término de tolerancia farmacocinética o de eliminacion, se refiere a los
cambios de distribucion o metabolismo del farmaco después de la administracion
repetida, de modo que hay concentraciones plasmaticas reducidas en la sangre vy,
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 inducido por los barbitiricos y benzodiacepinas, ya que
estimulan la produccion de enzimas microsomales en el hepatocito, con la
consecuente biotransformacion y catabolismo rapido de los barbitdricos de la

circulacion (McLellan et al., 1992).

La tolerancia farmacodindmica, funcional o de tipo celular, da como
resultado la expresion del cambio en el numero de receptores (up
(incrementando)/down (reduciendo) regulation) asociado o0 no a cambios en la
afinidad del receptor por la droga (fosforilacién-desfosforilacion). También puede
deberse a un desacoplamiento de las cadenas de sefalizacion con el receptor
(cambios en las vias de sefalizacion, interaccion con el genoma y cambios

transcripcionales, favorecer la desensibilizacién; Feldman et al., 1996).

La tolerancia aguda se refiere a aquella que se genera rapidamente tras el
empleo de un farmaco en una sola ocasién. El ejemplo tipico de este tipo de
tolerancia es el producido por la administracion de cocaina. Si se administra
repetidamente, los efectos de dosis subsecuentes disminuyen en cuestion de
horas (Lader y File, 1987).

La tolerancia condicionada implica la asociacion 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 del organismo que tienen como finalidad contrarrestar los
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efectos de la sustancia, generando un estado menor de sensibilidad a la droga
(Redolar, 2008).

La dependencia fisica es un estado de alteracion producido por la
administracion de una droga, es decir que la droga afecta multiples sistemas que
antes estaban en equilibrio, al restablecerse el equilibrio se genera un estado de
alostasis. La dependencia psicolégica es una condicidon en la cual la droga
produce un sentimiento de satisfaccion que requiere una administracion periddica
0 continua para producir placer y evitar el efecto conductual desagradable
(Brailowsky, 1991; 2000), acompafiada de un aumento en el consumo, el cual esta
aunado en invertir mas tiempo en la bisqueda y obtencion de la droga, lo que da
como resultado disminucién y descuido de actividades laborales y sociales asi

como dafios fisicos y psicoldgicos.

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 por si misma.

Tolerancia, dependencia fisica y sindrome de abstinencia son fenbmenos
bioldgicos que resultan como consecuencia natural del consumo vy retiro abrupto
de ciertos farmacos o sustancias. Estos fendmenos biolégicos se pueden producir
en animales de experimentacion. 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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4. Benzodiacepinas y farmacologia del Diazepam
4.1 Abstinencia a Benzodiacepinas

En 1955, Sternbach sintetizd el clordiazepoxido, el patron de acciones de
este farmaco fue descrito por Randal (ver Martin, 1987). Pero fue hasta 1961
cuando el clordiazepodxido fue introducido en la clinica con el nombre de “librium”,
marcando con ello el comienzo de la era de las Bzs (Sternbach, 1979). Hasta la
fecha se han sintetizado mas de 3000 compuestos relacionados con las
benzodiacepinas, de los cuales a 120 se les han probado su actividad bioldgica y
cerca de 35 se encuentran en uso clinico. La mayor parte de las Bzs que se
utilizan se han seleccionado por su alto potencial ansiolitico, capacidad de
sedacion, efectos anticonvulsivos y de relajacion muscular, estos efectos se
explican por su funcién depresora de la actividad del SNC (Shader y Greenbblatt,
1981; Mark y Waltzman, 1999; Ribeiro et al., 2007). Las Bzs son farmacos que
incrementan la actividad del receptor GABA,, ejerciendo una modulacion alostérica
positiva (Shader y Greenbblatt, 1981; Llorente et al., 2000). La unién entre las Bzs
y el receptor GABA, tiene como resultado un incremento de las conductancias de
CI'. Esta facilitacion de las conductancias de CI" son inducidas por GABA (Squires,
1983; Mark y Waltzman, 1999). Los receptores GABAa, que contienen las
subunidades a1, a2, a3 6 a5 en combinacién con las subunidades B y Y2,
constituyen a los receptores mas abundantes en el cerebro, los receptores con
expresion de las subunidades 04 y a6, no responden clinicamente al Dz,
flunitrazepam, clonazepam y zolpidem (Pirker et al., 2000; Mohler, 2006). El efecto
anticonvulsivo, sedativo, ansiolitico o hipnético de las Bzs es mediado por los
receptores GABAA cuya conformacién se basa principalmente en las subunidades
aly a2. (Mohler et al., 2002; Mohler, 2006).

El fendmeno de disminuir la actividad del cerebro ocurre de manera
dependiente de la dosis de Bzs Los efectos que inducen son: suefio, pérdida del
conocimiento, anestesia, coma y depresion de la actividad respiratoria y cardiaca.
Estudios in vivo, indican que el efecto de las Bzs disminuye la actividad registrada

durante el EEG en diferentes estructuras del cerebro (hipocampo, corteza, entre
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otras), en diversos modelos animales: gatos, ratones, monos, conejos, ratas,

perros (Depoortere et al., 1983).

Tratamientos prolongados con estos farmacos pueden provocar tolerancia,
dependencia fisica y psicologica. Es comun el incremento paulatino de la dosis por
la disminucién del efecto durante tratamientos prolongados con Bzs.

En 1887 se describieron los primeros cuadros de dependencia a
tranquilizantes como el paraldehido, posteriormente a sustancias como el hidrato
de cloral, los barbituricos, el bromureido, el Dz, el meprobamato, la metacuolona,

entre muchos otros farmacos mas.

Los signos y sintomas mas comunes de la abstinencia a las Bzs son la
ansiedad y agitacion. Se incrementa la sensibilidad a la luz y al ruido, aparecen
parestesias asociadas a sacudidas mioclonicas, se presentan trastornos del suefio
y pueden mostrar mareos, inquietud e irritabilidad, asi como una serie de signos
neurolégicos caracteristicos, entre los que se incluyen: temblor, disartria, nistagmo
y ataxia cerebelosa. Después de dosis altas de Bzs, el sindrome de abstinencia
aparece con convulsiones y delirio (Doble y Martin, 1996). Es dificil distinguir entre
los sintomas de la abstinencia y la reaparicion de la ansiedad que motivo la

prescripcién de las Bzs.

Diversos estudios indican que tratamientos largos con Bzs disminuyen
significativamente la expresion de las isoformas a1 y y2 del receptor GABAA.
Cuando los tratamientos son prolongados (mayores de 1 mes), se presentan
cambios en la subunidad a5, reduciéndose su expresion mientras hay un

incremento en las isoformas a3 y a6 (Doble y Martin, 1996).
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4.2 Farmacologia del Diazepam

El Dz es la Bzs mas utilizada en el ambito clinico a nivel mundial
(Manchikanti et al., 2002; Alvarenga et al., 2007; Ribeiro et al., 2007), esta Bzs se
utiliza en tratamiento para el manejo farmacolégico de la ansiedad, la psicosis
(Misztal-Dethloff et al., 2005) y el insomnio, ademas es utlizado como
tranquilizante (Alvarenga et al., 2007), anestésico, hipnético (Manchikanti et al.,

2002) y produce una marcada relajacion muscular.

Se ha demostrado que la actividad registrada en el EEG, después de la
aplicacion de Dz, presenta un incremento en la actividad de ondas beta y un
decremento de la actividad de las ondas alfa, estos cambios en las ondas beta
han sido correlacionados con su efecto anticonvulsivos (Mandema y Danhof, 1992;
Jongsma et al., 2000). La administraciéon del Dz en el hombre incrementa los
niveles de testosterona en el plasma y de corticosterona en las ratas, ademas en
células glomeruladas adrenales bovinas inhibe la produccion de aldosterona
(Papadopoulos, 1993).

La sintesis del Dz se realizé en 1959 por los laboratorios Roche, y su
ingreso al mercado comercial fue en 1963. Es un derivado de la 1-4
benzodiacepina, con nomenclatura IUPAC 7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-
1,4-benzodiazepina-2-ona, cuya férmula empirica es Cis Hiz CIN,O (Fig. 6;
Mathey, 1965), su peso molecular es 284.75 kDa. Tiene un efecto menos toxico y
diez veces mas potente que el librium (Sternbach, 1979). La introduccion en

México del Dz fue hasta el aflo de 1968.

De acuerdo al criterio de la convencion de Substancias Psicotropicas de la
Organizacion Mundial de la Salud en 1971, el Dz pertenece al grupo IV de
farmacos controlados, este grupo denota sustancias cuya probabilidad de
establecer abuso es pequefia pero significa un riesgo de abuso para la salud

publica
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El “riesgo de abuso” de un compuesto es la capacidad para producir una
dependencia psicologica o fisioldgica, en conjunto con la capacidad para alterar el
comportamiento de una forma que es perjudicial al individuo o a su ambiente
social (Woods y Winger, 1997; Manchikanti et al., 2002).

HC o B

o T

7-cloro-1.3-dihidro-
1-metil-5-fenil-2H- C16Hi3CLN>O
1.4-benzodiazepina-2-ona
Figura 6. Estructura quimica del Dz. En A se muestran los tres anillos basicos de la Bz:

marcados con flechas un hexano nitrogenado con un grupo ceto, un anillo bencénico clorurada
(CD); y un grupo hexano. En B, el esqueleto de carbonos en forma tridimensional.

4.3 Farmacodinamia y farmacocinética del Diazepam

Una caracteristica importante del Dz es su rapida accion dentro del
organismo, por via oral e intravenosa los efectos comienzan en cuestion de
minutos, alcanzando de 1 a 1.5 h el pico maximo en las concentraciones del
plasma sanguineo, este rango puede variar dependiendo de la edad, la
alimentacion y de la via de administracion, ya que por via intramuscular es mas
lenta. Las proteinas del plasma distribuyen al Dz y sus metabolitos, los cuales
pasan la barrera hematoencefdlica y la placenta. La disminucién de las
concentraciones en el plasma después de la administracién oral es bifasica
(Dhillon et al., 1982).
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Esta Bz comienza a ser metabolizada por una N-desmetilacion realizada
por los citocromos P-450, P-3A4 y P2C19 que se encuentran principalmente en el
higado, el N-desmetilDz es el metabolito farmacolégicamente mas activo, después
es hidroxilado por el citocromo P-3A4 formando el metabolito activo, temazepam,
al final ambos metabolitos son convertidos en oxazepam y son eliminados
excretandose principalmente como conjugados glucoronicos por la orina
(Goodman et al, 1996; Shader y Greenbblatt, 1981; Olkkola y Ahonen, 2008).

La vida media del Dz es relativamente larga (24 a 48 h), pero sus
metabolitos activos pueden permanecer en la sangre o en el cuerpo por algunos

dias e incluso semanas (Shader y Greenbblatt 1981).

Durante tratamientos prolongados con Dz se genera tolerancia
farmacocinética, ya que esta Bz durante la primera aplicacion induce sintesis de
novo del citocromo P-450 a nivel hepatico, el cual facilita la tasa de
biotransformacion, que disminuye la actividad y la disponibilidad del farmaco, por
tal motivo en las siguientes aplicaciones se requiere una dosis mayor para

alcanzar el efecto deseado (Goodman et al, 1996).

4.4 El sindrome de abstinencia a Diazepam

En la década de los 70’s en los EUA se reportaron varios casos en los
cuales la interrupcion abrupta de un tratamiento prolongado con Dz producia un
sindrome de abstinencia caracterizado por: un exagerado nivel de ansiedad,
insomnio, sudoracién profusa, pesadillas, disforia, agitacién, inestabilidad
emocional, temblor, dolor de cabeza, vértigo, falta de coordinacion motora,
hipersensibilidad sensorial, letargo, fatiga, visibn borrosa, sensacion facial
ardiente, dolor muscular, taquicardia, alucinaciones, psicosis, delirio y en
ocasiones convulsiones. (Greenbblatt y Shader, 1978; Shader y Greenbblatt,
1981; Petursson y Lander, 1984; Lander, 1994; Doble y Martin, 1996; Mark y
Waltzman, 1999; Baptista et al., 2007).
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4.5 Modificaciones EEG y moleculares en la abstinencia a Diazepam

Se sabe que el retiro abrupto de la administracion de Dz en humanos altera
la actividad cortical registrada a traves del EEG, este evento es una consecuencia
del incremento en la excitabilidad neuronal que comunmente se asocia con
ansiedad. Durante la abstinencia de Dz, los cambios EEG se caracterizan por la
disminucién de las ondas de baja frecuencia durante el suefio. Resulta paraddjico
que en la practica clinica médica, el Dz es utilizado como auxiliar en el tratamiento

para el Sindrome de Abstinencia al alcohol (Vicens et al., 2006).

En ratas, la interrupcién de tratamiento prolongados con Dz genera la
aparicién de irritabilidad, conductas de miedo y crisis convulsivas; ademas de
cambios moleculares en el receptor GABAA tales como: la disminucién de la
densidad de las subunidades a1 y a2 ademas de un incremento en la expresion
del RNAm de las subunidades a4, a5, y2L, y2S, B2 y B3 en neuronas de la corteza
cerebral y el hipocampo (Impagnatiello et al., 1996; Pesold et al., 1997), estos
cambios modifican la funcién farmacoldgica del receptor provocando la reduccién
del efecto del Dz y del propio GABA (Follesa et al., 2001; 2003; 2004). Sin
embargo, en la busqueda de nuevas alternativas para estudiar el origen de las
abstinencias a Bzs, recientemente se ha demostrado que el sistema
glutamatérgico también se encuentra modificado como parte del proceso de
génesis de la abstinencia a Dz. Durante la abstinencia a Dz, hay cambios en la
conformacion de los receptores para glutamato, estos cambios son asociados con
un incremento tanto en el niumero como en la funcion de los receptores AMPA y
una reduccién (down-regulation) de los receptores NMDA. El incremento en la
funcion del receptor AMPA esta correlacionado con la sobre-expresion de la
subunidad Glul (subunidad esencial para la plasticidad neuronal; 1zzo et al., 2001,
Allison et al., 2005). Se ha cuantificado que dependiendo de la forma de
administracion del Dz en un tratamiento, los cambios en la abstinencia son

paraddjicamente diferentes, ya que la administracion via IP provoca en la
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abstinencia una reducciéon de la tasa del pegado en el receptor AMPA, es decir
down-regulation de este receptor, caso contrario con la administracion
subcutanea, en este modelo incrementa la tasa de union al mismo receptor AMPA,
este efecto puede ser una respuesta neuroadaptativa hacia un incremento en la
actividad excitatoria (Allison y Pratt, 2006; Steppuhn y Turski, 1993).

En la presente introduccion se ha descrito el sustrato biologico en el cual se
basé la estrategia experimental de esta tesis. La descripcion del sistema
GABAérgico nos permite identificar que este sistema de neurotransmision, el
principal inhibidor del cerebro, cuando se incrementa y en forma abrupta se reduce
su funcion genera un sindrome de abstinencia. Moléculas endégenas como los
NE, y farmacos como las Bzs tienen en comun la capacidad de inducir cambios
moleculares vy fisioldgicos en la neurotransmision GABAérgica, sin embargo, no
conocemos el efecto electrofisioldgico de la aplicacion directa de P al cerebro. ¢ Es
posible que la instilacion-interrupcién intracortical de P genere en la misma
proporcion el incremento de la excitabilidad neuronal como lo realiza el GABA y
las Bzs? Reconocer esto sera una pieza clave en el campo de las neurociencias
para futuras investigaciones sobre las cuales se puedan basar estrategias
farmacoldgicas para revertir estos mecanismos sinapticos que tienen en comun

las abstinencias.
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5. Justificacion

Estudios clinicos y experimentales han mostrado que la P tiene influencia
profunda en la regulacion de la excitabilidad neuronal, en la susceptibilidad de
crisis convulsivas y en la epilepsia catamenial. Lo anterior se resume en un
problema de salud publica que afecta a mujeres y hombres lo que ha llevado al
desarrollo de terapias farmacologicas para contrarrestar los efectos de estos
padecimientos, sin tener hasta el momento una terapia eficaz para poder manejar
este problema. No se conoce si la administracion intracortical de P y su
interrupcion subita puede inducir un sindrome de abstinencia. Por tal motivo la
justificacion de este trabajo es desarrollar un modelo que muestre las alteraciones
electrofisiolégicas en la neurotransmision GABAérgica por la interrupcion de

administracion y abstinencia a P.
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6. Objetivos

1.- Identificar el incremento en la excitabilidad neuronal en el EEG de la corteza
cerebral somatomotora a través de un analisis de potencia y frecuencia que

caracteriza al sindrome de abstinencia a P (SAProg) por induccién aguda.

2.- Caracterizar el SAProg de induccion aguda y comparar sus caracteristicas
EEG con otros sindromes de abstinencia como: el sindrome de abstinencia a
GABA (SAG), el sindrome de abstinencia a Dz (SAD) y el sindrome de

abstinencia a P inducida en forma cronica (SAProg cronico).

7. Hipotesis
1. Lainterrupcion repentina de la administracion-aguda intracortical de

P, induciré la aparicion de hiperexcitabilidad neuronal, cuantificada por el

incremento en la potenciay frecuencia del EEG.

2. La manifestacion EEG de la abstinencia aguda de P presentara una

mayor excitabilidad neuronal que la inducida por GABA y por el Dz
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8. Material y Métodos

8.1 Sujetos

Se utilizaron 27 ratas macho de la cepa Wistar (250-300 g) proporcionadas
por el bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente (INPRF),
en condiciones estandarizadas de temperatura (20-25°C), agua y alimento ad
libitum, con un ciclo de luz oscuridad invertido (10 am - 22 pm obscuridad; 22 pm -
10 am luz) 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 evitdé cualquier dafio o sufrimiento
innecesario de los animales. Los sujetos de experimentacion fueron alojados en
cajas de acrilico transparentes, 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.
8.2 Sustancias

e Antibiético (bencilpenicilina Benzatinica, antibiéticos de México, S.A. de
C.V).

e Antiséptico (Microcyn, Oculus Technologies de México).

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

e Lidocaina con epinefrina (265 Laboratorios PiSA de México).

e Pentobarbital sédico (Sedalphorte, Salud y Bienestar Animal de México).

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

e Resina Acrilica (Nic Tone Cross Linked, mdc dental México).
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8.3 Cirugias Estereotaxicas

Se realizaron cirugias estereotaxicas para poder registrar la actividad
cortical eléctrica en el EEG inducidos por los diferentes sindromes de abstinencia.
Esta preparacion electrofisiologica permite la adquisicién de la sefial eléctrica por
separado de ambos hemisferios cerebrales. Los animales resultan ser su propio
control ante cualquier modificacion sinaptica, es decir, que la obtencion del registro
EEG control se realiza a cualquier manipulacion farmacoldgica y sobre esta sefal
se hacen las comparaciones y andlisis cuantitativo de potencia y frecuencia que
inducen los sindromes de abstinencia. Las cirugias se realizaron en animales
anestesiados con pentobarbital sédico (30mg/Kg de peso; Pisabental®) a los
cuales se les colocaron cénulas/electrodos y electrodos de acero, en ambos
hemisferios craneales; al grupo del SAG, al grupo experimental SAProg y el grupo
del vehiculo se les colocaron 2 canulas de infusion intracortical mediante el
sistema estereotaxico (STOELTING®) con las siguientes coordenadas
debidamente estandarizadas para todos los animales: 1.5 mm de profundidad, 2
mm posterior a bregma, 2.5 mm de la linea media. Asimismo, se colocaron 3
electrodos en el craneo (tornillos de acero inoxidable soldados a pequefias
terminales de cobre, dos de registro 4 mm posterior a bregma y uno de referencia
sin actividad anterior a bregma) de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson
(1998). Posterior a cada canula, se implanté un electrodo epidural de registro
EEG. El complejo canulas-electrodos-conector se fijo al crAneo con cemento
acrilico. Se sutur6 la piel y finalmente se administr6 1,200 000 U de

bencilpenicilina benzatinica.

Los grupos experimentales SAD y SAProg cronico se les realizé6 de la

misma manera la cirugia estereotaxica, pero con la diferencia que en lugar de
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implantar canula de instilacién, se implantaron Unicamente electrodos epidurales

en la region parietal del craneo.

Después de la cirugia estereotaxica a los sujetos de experimentacion se les
permitid tener una semana de recuperacion quirdrgica antes de proceder a la

experimentaciéon con ellos.
8.4 Registro EEG

La seflal EEG derivada del registro de las regiones fronto-parietales de
cada animal que corresponden al area somato sensorial del cerebro de la rata, se
realiz6 mediante un cable de registro (5 terminales faradizadas adaptadas a
conexion directa con amplificadores P511 Grass). Amplificacion 20; filtros de
frecuencia baja 3 Hz/1000 y frecuencia alta 0.3 KHz. La sefial fue adquirida con el
programa Poliview 8 (National Instruments) en una computadora y analizados con
el sistema ach4dg mediante el uso de filtros digitales de 0-40 Hz y eliminacion de
saturacion. Se realizé conteo de espigas y andlisis de bandas de frecuencia con el
uso del espectro de frecuencia de Wavelets.
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8.5 Procedimiento Experimental

8.5.1 Grupo SAG. A este grupo de animales (n=5) después de una semana de la
cirugia estereotaxica se les realiz6 un EEG control y se les indujo
hiperexcitabilidad neuronal tras el retiro abrupto de instilacion intracortical de
GABA (5 mM; 6 pl/2h) en la corteza somatomotora derecha, inmediatamente
después se obtuvo el registro EEG durante 2 h y se les realizé un seguimiento de

registro EEG durante 5 dias.

Cirugia Estereotaxica EEG control

Recuperacion Quirdrgica Seguimiento EEG

[ | [ |
|87 6-54-3-2-101 2 3 4 5]

X Dias

Induccién de SAG, registro de
EEG durante 2 horas
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8.5.2 Grupo SAD. Este grupo de animales (n=5) después de ser operados por
estereotaxia para implantarles electrodos epidurales de registro EEG, se les
permitié tener una semana de recuperacion, a la semana se les realizé un EEG
control. Al dia siguiente se inicié un tratamiento cronico durante 10 dias de la
administracion de Dz via i.p (7 mg/Kg), se interrumpid la administracion de Dz y se

realizd seguimiento EEG durante 5 dias.

Cirugia Estereotaxica

Recuperacion Quirargica Seauimiento

| Tratamiento Dz EEG

[18-17-16-15-14-13-12-11-10-8-8-7-6-5-4-3-2-10 1 2 3 4 |

Dias
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8.5.3 Grupo SAProg crénico. Para este grupo experimental (n=5) después de ser
operados por estereotaxia para implantarles electrodos epidurales de registro
EEG, se les permitid tener una semana de recuperacion, a la semana se les
realiz6 un registro EEG en condiciones basales. Al dia siguiente se inici6 un
tratamiento cronico durante una semana de administracion de P (s.c; 30 mg/Kg),
se interrumpid el tratamiento al dia 7 de P y se realizé seguimiento EEG durante 5

dias.

Cirugia Estereotdxica

Recuperacion Quirdrgica -
P a £ Seguimiento

| | | Tratamiento P EEG
| || |

F15-14-13-12-11 -10 -9-8 7 6 -5 4 -3 -2 1 01 2 3 4]
Dias
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8.5.4 Grupo SAProg intracortical. A este grupo de animales (n=7) después de
ser operados por estereotaxia para colocarles el complejo canulas/electrodos, se
les permitié tener una semana de recuperacion, a la semana se les realizé un EEG
control. Al dia siguiente se les indujo hiperexcitabilidad neuronal tras el retiro
abrupto de instilacion intracortical de P (5 mM; 6 pl/2h) en la corteza
somatomotora derecha, inmediatamente después se obtuvo el registro EEG

durante 2 h y se les realiz6 un seguimiento de registro EEG durante 5 dias.

Cirugia Estereotaxica EEG control

Recuperacién Quirdrgica Seguimiento EEG

[ | [ I
|87 6-54-3-2-101 2 3 4 5]

X Dias

Induccion de SAProg
intracortical, registro de EEG
durante 2 horas
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8.5.5 Grupo control-vehiculo. Este grupo semejante a los anteriores (n=5)
después de ser operados los animales por estereotaxia para colocarles el
complejo canulas/electrodos, se les permitié tener una semana de recuperacion, a
la semana se les realizd un registro EEG control. Al dia siguiente se les instild
intracorticalmente aceite (vehiculo para disolver a la P; 6 ul/2h) en la corteza
somatomotora derecha, inmediatamente después se obtuvo el registro EEG

durante 2 h y se les realiz6 un seguimiento de registro EEG durante 5 dias.

Cirugia Estereotaxica EEG control

Recuperacion Quirlrgica Seguimiento EEG

[ | [ I
|87 6 5-4-32-101 2 3 4 5]

X Dias

Instilacién intracortical de
aceite, registro de EEG
durante 2 horas

8.6 Analisis Estadisticos

Los resultados electroencefalograficos de los diversos grupos se
cuantificaron mediante el conteo del nimero de complejos espiga-onda y cambios
en la potencia del EEG mediante el andlisis de frecuencia de Wavelets. El analisis
estadistico para contrastar las diferencias entre los grupos fue mediante las
pruebas de ANOVA de una via intra-grupos y una ANOVA de dos vias inter-
grupos haciendo una comparacion entre grupos con un valor de p<0.05 con una

prueba Post Hock: Tukey.
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9. RESULTADOS

9.1 Modificaciones de la excitabilidad cortical inducido por la abstinencia a
GABA (SAG)

Para identificar a través del registro electroencefalografico (EEG), la
hiperexcitabilidad neuronal de la corteza somatomotora (CxS, derecha) que
caracteriza a la abstinencia a GABA y contrastar con otras abstinencias, los
cambios en la actividad cortical consecuencia de la abstinencia a GABA, fueron
cuantificados mediante el andlisis de los complejos espiga-onda y espectro de

potencia.

Condiciones EEG Basales

En el registro EEG control, en un periodo de 30 min se identificé un patron
de ondas rapidas de baja amplitud. El andlisis cuantitativo de Wavelets identificd
que en la banda de frecuencia corresponde a un espectro de 7 Hz, tuvo una
amplitud promedio de 312 + 61 uV?/Hz, la manifestacién espectral en color de esta
actividad cortical basal fue representada en colores azules-verdes en la grafica del
espectro (Fig. 7.A). El analisis electrofisiolégico indic6 que no hubo actividad
espiga-onda o cambios de amplitud o frecuencia (dia -1) en la corteza cerebral
(Fig. 7.A y Fig.8). Ambas cortezas (CxS, der. e izq.) mostraron simetria en la
amplitud y en la frecuencia de su actividad del EEG basal, los animales que no

cumplieron con este criterio fueron descartados del presente estudio.
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Espectros de frecuencia y analisis de registros EEG del SAG

A Actividad Basal (-1 dia) B Induccidn del SAG (dia 0)

Hz CxS Derecha Hz CxS Instilada derecha

5500 5809
i timipungrmannuipn DAYl i
J | ) ' | | “ Y
100|.|V| 5seg 100|.|V| 5seg
Hz CxS lzquierda Hz

CxS Contralateral izquierda

5590 S5seg
100pVI 5seg 100uV| 5seg
[ S
Min Max

Figura 7. Sindrome de abstinencia a GABA (SAG) en rata. A-B Espectros de frecuencia y registros
electroencefalograficos representativos de un animal con actividad cortical en condiciones basales (panel de la izquierda) y
con manifestaciones de hiperexcitabilidad neuronal como resultado de la interrupcién de la instilacion intracortical de GABA
(panel de la derecha). (A) Espectro de frecuencia de actividad cortical basal con predominio del color azul, que corresponde
al registro EEG control de la corteza CxS derecha (registro inferior). Debajo de esta secuencia se muestra la actividad de la
CxS izquierda en orden semejante. (B) Espectro de frecuencia que refleja un aumento en la potencia que se manifiesta con
la aparicién de bandas de color rojo entre 5-15 Hz (Max, barra inferior izquierda), se identifico la aparicion de los complejos
espiga-onda. Notese que la maxima actividad cortical se encuentra en la CxS instilada derecha.

Induccién del sindrome de abstinencia a GABA (SAG)

La interrupcion abrupta de la instilacion intracortical de GABA indujo
actividad epileptiforme. La maxima actividad cortical se presenté en el area
anatomica donde se instil6 el GABA (CxS instilada derecha, Fig. 7.B). El tiempo de
latencia en la aparicion del primer complejo espiga-onda fue de 15+5 minutos

después de la interrupcion de la administracion del aminoacido, estos complejos
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se caracterizaron por ser espontdneos, de alta frecuencia (5-15 Hz) y gran
amplitud (695 + 17 pV?%Hz), con propagacién en la corteza somatomotora

contralateral izquierda (Fig. 7.B y Fig. 8.Ay B).
Andlisis del incremento de la frecuenciay la amplitud en el EEG del SAG

El analisis espectral de frecuencia de Wavelets identificé un incremento del
114% el dia de induccién con respecto a la linea base. Este dia fue el de mayor
potencia para ambas CxS (Fig. 7.B). Este cambio en la frecuencia del EEG se
expreso graficamente con un color rojo-amarillo (Fig. 7.A'y B).

La CxS instilada (derecha) el dia de induccion (dia 0) mostr6 un aumento
del 231% en la amplitud (previamente descrito, 695+17uV?/Hz) comparado contra
su registro control. En la evolucion temporal del SAG, la amplitud del EEG
disminuy6 significativamente, el promedié del dia 1 al dia 5 de la abstinencia fue
de 490+13uV?/Hz/dia (p<0.01 el cual corresponde a un 29% menor comparado
con el dia 0, Fig. 8.A). Esto representd un 157% de aumento en la amplitud
durante el mantenimiento del SAG comparado contra el registro control (dia 1-5;
Fig. 8.A). Es decir, que la hiperexcitabilidad neuronal de la abstinencia fue mayor
el dia de la induccién (dia 0), pero se redujo 24 h a partir de la interrupcion de
GABA.

El registro EEG de la CxS contralateral evidencio también un incremento en
la amplitud del EEG el dia de induccion del SAG (dia 0), la sefial electrofisiolégica
tuvo un promedio en la amplitud de 446+9uV?/Hz, representando un incremento
del 178% comparado con su linea base; la ganancia en la amplitud disminuyé un
14% a partir del dia 1 y se mantuvo de esa manera hasta el dia 5, el cual mostro
un promedio de 383+7uV?/Hz/dia (p<0.01; Fig. 8.A). Es decir, durante el
mantenimiento del SAG, se manifestd un aumento del 122% de la amplitud del
EEG sobre las condiciones basales, lo cual indica que el proceso epiléptico tiene
una importante propagacion.
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Cuantificacién de la actividad epileptiforme del SAG a través de los
complejos espiga-onda

El seguimiento del EEG durante 5 dias después de la interrupcion de la
administracion del aminoacido hizo posible identificar que el dia de la induccion del
SAG (dia 0) se present6 la méxima excitabilidad identificado por un periodo de 30
min; se cuantificaron 1615+302 complejos espiga-onda (0.9/seg), cifra que
representd un aumento de 1794% comparado contra el registro EEG control.
Durante el mantenimiento del SAG, la actividad epileptiforme disminuyd, de tal
forma que del dia 1 al dia 5 se promediaron 325+87 complejos/dia analisis de un
periodo de 30 min. (0.1/seg; Fig. 8.B. p<0.01).

En la CxS contralateral a la instilacién (izquierda), se identific6 también un
incremento en la actividad eléctrica cortical con respecto al registro EEG control.
Se identificaron descargas epileptiformes de gran amplitud y alta frecuencia, sin
embargo, en el seguimiento del SAG, se observaron algunas diferencias: el dia de
induccion del SAG (dia 0) se identificd, que el niumero de complejos espiga-onda
en un periodo de 30 min fue de 8284115 (0.5/seq), esto demostrdé un incremento
del 1009% respecto a su linea base. Al dia 1 del SAG la frecuencia de las
descargas epileptiformes en este estado de abstinencia disminuyo, de esta forma
se promedio 197+63 complejos/30 min/dia (0.1/seg); este andlisis identifico que la
manifestacion del SAG del dia 1 al dia 5 se mantiene, lo cual representa el 209%
de incremento de complejos espiga-onda con respecto al EEG basal (Fig. 8.B.
p<0.01).
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Correlacion del incremento de la frecuencia y de los complejos espiga-
onda durante el SAG

Esta tesis muestra por primera vez la relacion proporcional entre porcentaje
de amplitud y frecuencia de las descargas paroxisticas del EEG del SAG: entre
mayor porcentaje de aparicion de los complejos espiga-onda existe un mayor
aumento en la potencia del registro (Fig. 8.C). Los resultados de este analisis,
indicaron una correlacion positiva (r=0.935) entre ambas variables. Lo anterior
indica que la hiperexcitabilidad neuronal de abstinencia al GABA tiene un correlato
estrecho, entre la amplitud y la descarga epileptiforme.
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Analisis cuantitativo de la actividad electroencefalografica del SAG
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Figura 8. Efectos de la abstinencia a GABA en la excitabilidad cortical (SAG). (A) Se muestra el cambio en la amplitud

del EEG en la evolucion del SAG. CxS instilada derecha (circulos negros) y CxS contralateral (izquierda; circulos blancos).

Nétese las diferencias significativas a partir del dia de induccién, comparado contra el registro EEG control (dia -1; N=5;

*p<0.01). (B) La abstinencia a GABA indujo la aparicion de complejos espiga-onda, el maximo incremento de estos

complejos fue el dia de la induccién (dia 0), durante la evolucién del SAG (dia 1-5) el nimero de complejos espiga-onda

disminuyo, la hiperexcitabilidad neuronal tuvo propagacion en la corteza somatomotora contralateral (N=5.*P<0.01). Las

diferencias entre cada una de las cortezas se muestran con & teniendo una significancia de P<0.01. (C) Correlacion positiva

con valores normalizados del porcentaje de incremento de complejos espiga-onda e incremento de la amplitud respecto a

cada uno de los dias de registro del SAG (N=5).
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9.2 Modificaciones de la excitabilidad cortical inducido por la abstinencia a
Dz (SAD)

Con el objetivo de comparar el SAG con las caracteristicas
electrofisiolégicas de una abstinencia inducida por otro agonista del receptor
GABAA. EIl siguiente grupo experimental estuvo encaminado a generar una
hiperexcitabilidad neuronal por la interrupcién abrupta de la exposicion cronica de

la administracién de Dz.

Condiciones EEG Basales

Los resultados del registro EEG control obtenidos durante 30 min, identificd
un patron de ondas rapidas de baja amplitud. El andlisis cuantitativo de estas
ondas (Wavelets) evidencié que la actividad cortical basal se encuentra en una
banda de 7 Hz con amplitud promedio de 164 + 2 uV?Hz en ambas CxS; la
manifestacion espectral cromatica de esta actividad basal fue representada en
colores azules-verdes (Fig. 9.A). El andlisis electrofisiologico indicé que en este
registro control no tiene actividad espiga-onda, cambios repentinos de amplitud o
de frecuencia (dia -1; Fig. 9.A y Fig.10).

Induccidon del sindrome de abstinencia a Dz (SAD)

La interrupcién abrupta del tratamiento cronico a esta benzodiacepina (Dz;
10 dias, 7 mg/Kg; i.p) indujo manifestaciones en el EEG caracterizada por
hiperexcitabilidad neuronal en ambas cortezas (Fig. 9.B). La latencia con la que
aparecen los primeros complejos espiga-onda fue de 24 h, esta actividad fue
espontanea, con un incremento significativo en la frecuencia (5-15 Hz) asociado a

una ganancia importante en la amplitud (348 + 1 uV?/Hz; Fig. 9. B. y Fig. 10).

La aplicacion de Dz induce una actividad EEG lenta (5 Hz), sincronica con
una amplitud promedio de 340 + 20uV%/Hz en ambas CxS, lo cual es caracteristico

de los farmacos que regulan positivamente a la neurotransmision GABAérgica.
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Espectros de frecuenciay registros EEG durante el SAD

Actividad Basal (-10 dias) 24 horas de abstinencia a Dz (dia 0)
A B
Hz CxS Derecha Hz CxS Derecha
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Figura 9. Sindrome de abstinencia a Dz (SAD) en rata. A-B Espectros de frecuencia y registros electroencefalogréaficos
representativos de un animal con actividad cortical en condiciones basales (panel de la izquierda) y con manifestaciones de
hiperexcitabilidad neuronal como resultado de la interrupcion abrupta de la administracién de Dz (Dz; via i.p; panel de la
derecha). (A) Espectro de frecuencia que muestra la actividad basal cortical en color azul, que corresponde al registro EEG
control de la CxS derecha (registro inferior).Continuando, abajo de esta secuencia se muestra la actividad de la CxS
izquierda. (B) Aumento en la potencia asociado a la aparicion de complejos espiga-onda que se muestran en bandas de
color rojo, entre 5-15 Hz (Max, barra inferior izquierda). Nétese que el aumento de la actividad cortical es simétrico en

ambas cortezas cerebrales (N=5).
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Andlisis del incremento de la frecuencia y de la amplitud en el EEG
durante el SAD

El analisis espectral de Wavelets identifico un incremento significativo en la
banda de frecuencia del EEG de 15 Hz; 24 horas después de la interrupcion de la
administracion de Dz, esto representdé un aumento del 114 % de la potencia del
EEG comparado respecto a la linea base. El dia de induccion, fue el de mayor
hiperexcitabilidad para ambas CxS (Fig. 9.B). Este incremento en la frecuencia del

EEG se expreso graficamente con un color rojo-amarillo (Fig. 9.A 'y B).

En la induccién del SAD, la CxS derecha mostré una amplitud promedio de
349 + 6 pV%/Hz, este valor representé un aumento de un 212% comparado contra
su registro EEG control. En la evolucion temporal del SAD, la amplitud disminuyo
significativamente, el promedio del dia 1 al dia 4 de la abstinencia fue de 225 + 9
HV?/Hz/dia (p<0.01 el cual corresponde un 35% menor comparado contra el dia de
induccion, Fig. 10.A). Por lo tanto, durante el mantenimiento del SAD se cuantificd

un 137% de aumento en la amplitud comparado con el registro basal.

Datos similares se observaron en el registro EEG de la CxS izquierda el dia
de induccién, la amplitud promedio del EEG fue de 346 + 5 pV?/Hz, esto
represent6 un incremento del 210% comparado con la linea base. La ganancia en
la amplitud disminuy6 un 24%, a partir del dia 1 al dia 4, se cuantificé una amplitud
promedio de 261 + 6 uV?/Hz/dia (p<0.01 Fig. 10.B). Es decir, que durante la
evolucion del SAD, la corteza izquierda mantuvo un aumento del 159% de la

amplitud del EEG sobre las condiciones EEG basal.

Cuantificacion de la actividad epileptiforme del SAD a través de

complejos espiga-onda

El seguimiento de la actividad electrofisiologica durante 5 dias después de

la interrupcion de la administracion del Dz permitié identificar al dia de induccion
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del SAD con el maximo incremento de la excitabilidad en ambas cortezas. El dia
de induccién de la abstinencia, en la CxS derecha se cuantificaron 846 = 134
complejos espiga-onda (30 minutos; 0.4/seg), cifra que representd un aumento del
613% comparado contra su registro EEG control. Durante el mantenimiento del
SAD, la frecuencia de las descargas paroxisticas se fue reduciendo gradualmente,
de tal forma que del dia 1 al dia 4 se promediaron 240 *+ 44 complejos/30 min /dia
(0.1/seg; Fig.10.C. p<0.01). En resumen, el mantenimiento del SAD tiene como
caracteristica el incremento de la excitabilidad neuronal del 263%; medido a través

del nimero de complejos espiga-onda.

La CxS izquierda, también incremento su actividad cortical con respecto al
registro EEG control. Fue evidente la aparicién de descargas epileptiformes: el dia
de induccion del SAD el nimero de complejos espiga-onda fue de 1062 + 404/30
min (0.5/seQ), esto representd un incremento del 769% respecto a su linea base.
La presencia de las descargas epileptiformes también fue transitorio en la CxS
izquierda, del dia 1 al dia 4 se promedio 362 + 33 complejos/30 min/dia (0.2/seg),
lo cual representd un incremento de 194% (Fig. 10.D; p<0.01).

Correlacion lineal del incremento de la frecuencia y de los complejos

espiga-onda durante el SAD

El andlisis de correlaciéon lineal que se realizd entre el porcentaje del
aumento en la amplitud y el porcentaje de incremento de complejos espiga-onda,
indicaron una correlacién positiva entre ambas variables (r= 0.909). esto indica
gue, a mayor porcentaje de la amplitud del EEG, se asocia a un mayor porcentaje
de complejos espiga-onda (Fig.11). De esta manera, la hiperexcitabilidad neuronal
inducida por la abstinencia a Dz es semejante a lo que se cuantifico con el SAG.
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Anadlisis cuantitativo de la actividad electroencefalogréafica del SAD
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Figura 10. Efectos EEG del sindrome de abstinencia al Dz (SAD). (A) La CxS derecha muestra un aumento en la

amplitud inducido por la administracion de Dz (dia -7 y -5) seguido de una pérdida de la actividad farmacologica de la Bz

(dia -1; tolerancia), el dia de induccion de la abstinencia a Dz se manifesté un incremento en la amplitud, sin embargo,

durante la evolucion (dia 1 y 4) es evidente una disminucion en el voltaje del EEG (N=5. *p<0.01). (B) En la CxS izquierda el

cambio en la amplitud del EEG es similar al de la CxS derecha (N=5. *P<0.01). (C) El SAD indujo la aparicién de complejos

espiga-onda en la CxS derecha, mostrando el maximo incremento de estos complejos a partir del dia de induccion, sin

embargo, durante su evolucién los complejos espiga-onda se reducen gradualmente (N=5. *P<0.01; +P<0.05). (D) La CxS

izquierda muestra la aparicion de los complejos espiga-onda, su presencia transitoria fue similar a la presentada en la CxS

derecha (N=5.*P<0.01; +P<0.05). Las diferencias entre cada una de las cortezas se muestran & con una significancia de

P<0.05.
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Correlacién EEG del SAD
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Fig. 11. Correlacion lineal del SAD. Correlacion positiva correspondientes a cada uno de los dias registrados durante la
evolucién del SAD, el porcentaje de incremento de complejos espiga-onda y el porcentaje de aumento de la amplitud tienen

una relacion estrecha (5 dias; N=5).
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9.3 Caracterizacién electroencefalogréafica de la abstinencia a P de

exposicion crénica (SAProg cronico)

Los resultados previos de esta tesis muestran que la instilacion intracortical
de GABA vy la administracion cronica de una benzodiacepina, inducen
hiperexcitabilidad en la corteza cerebral después de interrumpir su exposicion,
ambos eventos tienen caracteristicas semejantes en la induccién y el
comportamiento electrofisiologico. Debido a que la P es un modulador alostérico
positivo del receptor GABAA, no conocemos su potencial farmacologico para
inducir abstinencia, por eso, la siguiente serie de experimentos estuvo enfocada a
identificar en el EEG el efecto electro-farmacoldgico de la exposicion crénica y la

consecuente induccion de la abstinencia a P (P; 7 dias, 45mg/Kg; s.c).
Condiciones EEG Basales

En el registro EEG control, en un periodo de 30 min, se mostr6é un patrén de
ondas rapidas de baja amplitud semejante a lo identificado previamente en otros
grupos. El analisis cuantitativo de Wavelets permitié cuantificar que la banda de
frecuencia basal corresponde a un espectro de 5-7 Hz y un promedio en la
amplitud de 146 + 3 pV?/Hz en ambas CxS; la manifestacién espectral cromética
de esta actividad cortical basal también fue representada en colores azules-verdes

en la grafica del espectro de Wavelets (Fig. 12.A).
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Espectros de frecuenciay registros EEG durante el SAProg crénico

Actividad Basal (-7 dias) 24 horas de abstinencia a P (dia 0)
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Figura 12. Sindrome de abstinencia a P cronico (SAProg crénico) en rata. A-B Espectros de frecuencia y registros
electroencefalograficos representativos de un animal con actividad cortical en condiciones basales (panel de la izquierda) y
con manifestaciones de hiperexcitabilidad neuronal como resultado de la interrupcién abrupta de la administracién de
cronica de P via s.c (panel de la derecha). (A) Espectro de frecuencia con actividad basal cortical con predominio del color
azul, que corresponde al registro EEG control de la CxS derecha (registro inferior). Debajo de esta secuencia se muestra la
actividad de la CxS izquierda en orden semejante. (B) Espectro de frecuencia que refleja un aumento en la potencia que se
manifiesta con la aparicién de bandas de color rojo entre 5-15 Hz (Max, barra inferior izquierda), se identifico la aparicion de

complejos espiga-onda. No6tese que el aumento de la actividad cortical es semejante en ambas cortezas.
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Induccién del sindrome de abstinencia a P crénico (SAProg crénico)

La interrupcidn subita de la administracion crénica de P indujo
manifestaciones en el EEG semejantes a las generadas por la abstinencia al Dz.
La hiperexcitabilidad neuronal en ambas CxS es similar también a las inducidas
por la abstinencia al Dz y al GABA (Fig. 12.B). Posterior a la tltima administracion
de P, los animales mostraron un tiempo de latencia de 24 horas en la aparicion de
las descargas paroxisticas, esta actividad se caracterizG por ser espontanea, de
alta frecuencia (20 Hz) y gran amplitud (303 + 27 pV?Hz), el namero de las
descargas paroxisticas y la amplitud del registro EEG, fueron similares en ambas
CxS (Fig. 12.B. y Fig. 13.Ay B).

Andlisis del incremento de la frecuencia y de la amplitud en el EEG

durante el SAProg croénico

El analisis espectral de frecuencia de Wavelets identifico que la abstinencia
tiene un incremento significativo en la banda de frecuencia de 4-20 Hz del EEG en
el dia de induccion, lo cual representd un aumento del 185% con respecto al
registro control. Este incremento en la frecuencia del EEG se expreso

graficamente con un color rojo-amarillo (Fig.12.A 'y B).

El dia de induccién del SAProg, la CxS derecha mostré6 una amplitud del
EEG de 330 + 8 pV?/Hz, esta cifra representé un aumento de un 226% comparado
contra su registro EEG control. En la evolucién del SAProg croénico, la amplitud
disminuyé discretamente, el promedio del dia 1 al dia 4 de la abstinencia fue de
324 + 1 uV?/Hz/dia; p<0.01 (el cual corresponde a 1.8% menor comparado contra
el dia de induccion, Fig.13. A). El SAProg crénico contrasta con los otros modelos
de abstinencia en lo referente a la amplitud del EEG la cual no decae a partir del

dia de induccidon, ya que ésta se mantiene sin cambios en la fase de
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mantenimiento. El aumento en la amplitud durante el mantenimiento del SAProg

cronico es de un 221% comparado contra el registro EEG control.

Datos similares en los cambios de frecuencia y potencia se obtuvieron en el
registro EEG de la CxS izquierda, el incremento en la amplitud del EEG el dia de
induccién, fue de 275 * 7 pV%Hz, representando un incremento del 188%
comparado con su registro EEG control. La ganancia en la amplitud aumento
discretamente un 4%, a partir del dia 1 al dia 4 mostr6 un promedio de 285 + 18
HV%/Hz; p<0.01 (Fig. 13.B). Es decir, que durante el mantenimiento del SAProg
cronico, se manifesté un aumento del 195% de la amplitud del EEG sobre las

condiciones basales.
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Andlisis cuantitativo de la actividad electroencefalogréfica del SAProg
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Figura 13. Efectos de la abstinencia a P de administracion crénica en la excitabilidad cortical (SAProg crénico). (A)

La CxS derecha muestra un aumento en la amplitud (dia -4), durante el dia de induccion a la abstinencia a P (dia 0) se

identifica un incremento en la amplitud de la sefial eléctrica, sin embargo durante la evolucion de la abstinencia (dias 1-4)

se cuantificé un discreto aumento en el voltaje del EEG (N=5; *p<0.01). (B) En la CxS izquierda el cambio en la amplitud del

EEG es similar al de la CxS derecha (N=5; *P<0.01). (C) La abstinencia a P indujo la aparicion de complejos espiga-onda

en la CxS derecha, mostrando las primeras descargas epileptiformes a partir del dia de induccién, durante la evolucién del

SAProg cronico los complejos espiga-onda se incrementaron gradualmente (N=5; *P<0.01). (D) En la CxS izquierda la

aparicion de los complejos espiga-onda y su aumento paulatino fue similar a la presentada en la CxS derecha (N=5;

*P<0.01). Las diferencias entre cada una de las cortezas se muestran & con una significancia de P<0.05.
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Cuantificaciéon de la actividad epileptiforme en el SAProg crénico a

través de complejos espiga-onda

El registro de la actividad electrofisiolégica de la corteza somatomotora
derecha durante 7 dias a partir de la ultima dosis de P, nos permiti6 identificar que
la abstinencia al NE también se manifiesta por modificaciones al EEG las cuales
son clasificables en latencia y mantenimiento del sindrome. 24h después de la
interrupcion de la administracion de P, aparecen complejos espiga-onda, latencia
semejante a la que generan distintas drogas GABAérgicas. La latencia del SAProg
se caracterizo por la presencia significativa de complejos espiga-onda los cuales
tuvieron un promedio de 646 + 229 eventos en 30 min (0.3/seg). Este valor
representd un aumento del 687% comparado contra el registro control. Durante el
mantenimiento del SAProg cronico, el promedio del nimero de complejos espiga-
onda en los dias 1 y 2 fue de 365 + 47/30 min (0.2/seg). Es de llamar la atencion
que los dias 3 y 4 fue posible identificar la maxima excitabilidad cortical, el
promedio de eventos espiga-onda fue de 767 + 11/30 min dia (0.4/seg; Fig.13. C).
Es decir, que la abstinencia crénica a P es mayor en su evolucion de la actividad
electrofisiolégica y no en los primeros dias de haberse iniciado.

En la CxS izquierda, el registro EEG también mostré un aumento en la
actividad cerebral comparado con su registro electrofisioldgico control. Es evidente
la aparicion de complejos espiga-onda de alta frecuencia y amplitud. Durante el
seguimiento del SAProg crénico en la CxS izquierda se observaron algunas
semejanzas con respecto al hemisferio derecho: el promedio de complejos espiga-
onda el dia de induccion fue de 572 + 264/30 min (0.3/seg), esto significa un
incremento del 794% respecto a su linea base. El promedio de complejos espiga-
onda en los dias 1y 2 fue de 527 + 49/30 min/dia (0.3/seg) y en los dias 3y 4 se
promediaron 807 + 170/30 min/dia (0.4/seg) complejos (Fig.13.D).
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Correlacion del incremento de la frecuencia y de los complejos espiga-
onda durante el SAProg crénico

El analisis de la correlacidon lineal que se realizdé entre el porcentaje de
aumento de la amplitud de la sefial electrofisiologica y el porcentaje de incremento
de complejos espiga-onda, permiten identificar una correlacion positiva (r= 0.945)
entre ambas variables: de esta manera se indica que, a mayor porcentaje de la
amplitud del EEG se correlaciona con un incremento en el numero de complejos
espiga-onda de la sefal eléctrica del cerebro (Fig.14), es decir, semejante a lo que
ha sucedido con otros sindromes de abstinencia, el SAProg crénico tiene una
relacion proporcional entre el aumento del voltaje con la aparicion y la frecuencia

de complejos epileptiformes.

Correlacién EEG del SAProg crénico
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Fig. 14. Correlacién EEG del sindrome de abstinencia a P crénico (SAProg crénico). Durante la evolucién del SAProg
crénico el porcentaje de incremento de complejos espiga-onda y el porcentaje de aumento de la amplitud muestran una

correlacion positiva correspondientes a cada uno de los dias registrados (5 dias; N=5).
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9.4 Caracterizacion electroencefalografica de la abstinencia a P intracortical
(SAProg)

En esta tesis identificamos que la abstinencia al Dz, al GABA y a la P por
administracion cronica incrementa la excitabilidad neuronal. La ultima serie de
experimentos estuvo orientada a identificar por primera vez a través del registro
EEG si la interrupcién subita de la administraciéon aguda de una concentracion alta
de P (5 mM/6 uL/2 h) intracortical es capaz de inducir también hiperexcitabilidad

neuronal. Sugiriendo que esto sea el proceso heuristico de todas las abstinencias.

Condiciones EEG Basales

El registro EEG control, durante un periodo de 30 min identific6 un patrén
de frecuencia rapidas con baja amplitud, lo cual coincide con la actividad basal
semejante a todos los grupos control que se han trabajo en esta tesis. El andlisis
cuantitativo de Wavelets identificé que la banda de frecuencia basal correspondio
a un espectro de 5-7 Hz y una potencia promedio de 307 + 14 pV¥Hz, la
manifestacion del espectro en color de esta actividad cortical fue representada en

azules-verdes en la grafica del espectro de potencia (Fig.15.A y Fig.16).

Induccion del sindrome de abstinencia a P intracortical (SAProg agudo)

La interrupcién subita de la instilacion intracortical de P en la CxS derecha
indujo actividad epileptiforme identificada en el EEG. La maxima actividad cortical
se presentd en el area donde se instil6 la P, similar al fendbmeno que desarrollo el
GABA (CxS instilada derecha, Fig.15.B). El tiempo de latencia de aparicién del
primer complejo espiga-onda fue de 15+5 minutos después de interrumpir la
instilacion del esteroide, estos complejos se caracterizaron por tener alta
frecuencia (20 Hz) y gran amplitud (1477 + 17 pV4/Hz) de la sefial EEG, ambos
eventos asociados con una significativa propagacion en la corteza somatomotora

contralateral izquierda (Fig.15.B y Fig.16.A 'y B).
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Espectros de frecuenciay registros EEG durante el SAProg intracortical

A B

Actividad Basal (-1 dia) Induccién del SAProg (dia 0)
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Figura 15. Sindrome de abstinencia a P intracortical (SAProg agudo) en rata. A-B Espectros de frecuencia y registros
electroencefalogréaficos representativos de un animal con actividad cortical en condiciones basales (panel de la izquierda) y
con manifestaciones de hiperexcitabilidad neuronal como resultado de la interrupcién de la instilacion intracortical de P
(panel de la derecha). (A) Espectro de frecuencia de actividad cortical basal con predominio del color azul, que corresponde
al registro EEG control de la corteza CxS derecha (registro inferior). Debajo de esta secuencia se muestra la actividad de la
CxS izquierda en orden semejante. (B) Espectro de frecuencia que refleja un aumento en la potencia que se manifiesta con
la aparicién de bandas de color rojo entre 5-15Hz (Max, barra inferior izquierda), se identific6 la aparicién de los complejos

espiga-onda. No6tese que la méaxima actividad cortical se encuentra en la CxS instilada derecha.
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Andlisis del incremento de la frecuencia y la amplitud en el EEG del
SAProg intracortical

El andlisis espectral de la sefial de este grupo de trabajo identific6 un
incremento del 185% en la potencia de la sefial electrofisiologica el dia de
induccion de la abstinencia con respecto al registro control. La induccion del
SAProg intracortical esta marcada por un importante incremento en la excitabilidad
neuronal para ambas CxS (Fig.15.B). Este cambio en la frecuencia se expresé
graficamente con un color rojo-amarillo en el analisis de la potencia del EEG (Fig.
15.Ay B).

El dia de induccion de la abstinencia aguda a P (dia 0) la CxS instilada
(derecha) mostr6 un aumento del 492% (previamente descrito en la pagina 64 de
esta tesis) en la amplitud comparado contra su registro control. En la evolucién
electrofisiolégica del SAProg intracortical, la amplitud del EEG disminuy6
significativamente, el promedid del dia 1 al dia 5 de la abstinencia fue de 750 * 28
HV?/Hz/dia; p<0.01 (el cual corresponde a un 49% menor comparado con el dia 0,
Fig.16.A). Esto representd un 255% de aumento en la amplitud durante el
mantenimiento del SAProg intracortical comparado contra el registro control (dia 1-
5; Fig.16.A). Es decir, que la abstinencia inducida por P intracortical fue mayor el
dia de la induccion (dia 0), pero se redujo 24 h después de la interrupcién de su

instilacién semejante a lo que induce él SAG.

El registro EEG de la CxS contralateral evidencio también un incremento en
la amplitud el dia de induccién de la abstinencia (dia 0), la actividad eléctrica tuvo
un promedio en la amplitud de 1025 + 14 pV?/Hz, representando un incremento del
318% comparado con su linea base; la ganancia en la amplitud disminuyé un 44%
a partir del dia 1 y se mantuvo asi hasta el dia 5, el cual mostr6 un promedio de
565 + 36 uV?/Hz/dia (p<0.01; Fig.16.A). Es decir, durante el mantenimiento del
SAProg intracortical, el aumento en la amplitud del EEG fue del 175% sobre las

condiciones basales.
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Andlisis cuantitativo de la actividad electroencefalogréafica del SAProg agudo
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Figura 16. Abstinencia a P, efectos en la excitabilidad cortical en forma aguda (SAProg). (A) Se muestra el cambio en

la amplitud del EEG en la evolucion del SAProg agudo. CxS instilada derecha (circulos negros) y CxS contralateral

(izquierda; circulos blancos). Notese las diferencias significativas a partir del dia de induccién, comparado contra el registro

EEG control (dia -1; N=5; *p<0.01). (B) La abstinencia a P indujo la aparicion de complejos espiga-onda, el maximo
incremento de estos complejos fue el dia de la induccion (dia 0), durante la evolucién del SAProg (dia 1-5) el nimero de
la hiperexcitabilidad neuronal tuvo propagacion en la corteza somatomotora

complejos espiga-onda disminuyo,
contralateral(N=5.*P<0.01). Las diferencias entre cada una de las cortezas se muestran con & con una significancia de

P<0.01. (C) Correlaciéon positiva con valores normalizados del porcentaje de incremento de complejos espiga-onda e

incremento de la amplitud respecto a cada uno de los dias de registro del SAProg agudo (N=7).
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Cuantificacién de la actividad epileptiforme del SAProg intracortical a
través de los complejos espiga-onda

El dia de la induccién del SAProg intracortical (dia 0) se presento la maxima
excitabilidad cortical identificado por la cuantificacion de 6558 + 1251 complejos/30
min (3.6/seq), cifra que representd un aumento de 5682% comparado con su
registro EEG control. En la fase de mantenimiento del SAProg intracortical, la
frecuencia de la actividad epileptiforme disminuyd, de tal forma que del dia 1 al dia
5 se promediaron 982 + 97 complejos/dia en un periodo de 30 min (0.5/seg) lo
cual representd un incremento del 2218% sobre la linea base (Fig. 16.B; p<0.01).

La CxS contralateral (izquierda), también mostr6 un incremento en la
actividad cortical con respecto al registro EEG control. Se cuantificé la aparicion de
descargas epileptiformes de gran amplitud y alta frecuencia, sin embargo, en el
seguimiento del SAProg intracortical, se observaron algunas diferencias con
respecto a la corteza derecha: el dia de induccion del SAProg (dia 0) se identific,
que el nimero de complejos espiga-onda en un periodo de 30 min fue de 2440 +
620 (1.3/seg), es decir se manifesté un incremento del 2218% respecto a su linea
base. A partir del dia 1 del SAProg intracortical la frecuencia de las descargas
epileptiformes disminuyd, se promedio 605 + 166 complejos/30 min (0.3/seg) en el
dia 1 lo cual se mantiene hasta el dia 5, esto representa un 550% de incremento
en el nimero de complejos epileptiformes (Fig. 16.B; p<0.01).

El vehiculo en el cual se disolvidé la P, no mostré efectos sobre la actividad

cortical. En resumen, la interrupcion abrupta de la instilacion intracortical de la P

es la responsable de inducir la hiperexcitabilidad neuronal (Fig.17).
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Correlacion del incremento de la frecuencia y de los complejos espiga-

onda durante el SAProg intracortical

Los resultados del analisis de correlacion que se realizé entre el porcentaje
de aumento de la amplitud y el porcentaje de aumento de los complejos espiga-
onda, tienen una correlacion positiva (r=0.933) entre ambas variables (Fig.16.C).
Esto significa que la hiperexcitabilidad neuronal tiene un correlato estrecho, entre
mayor amplitud, mayor descarga epileptiforme, similar a lo observado durante la

abstinencia a GABA, al Dz y a la P de administracién crénica.
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La abstinencia a P induce aumento en la amplitud y aparicion de
complejos epileptiformes en la corteza cerebral
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Figura 17.Modificaciones electrofisiolégicas inducidas por la abstinencia a P intracortical. (A) El cambio en la
amplitud del EEG es inducido por la abstinencia a P (circulos negros), el vehiculo de P (aceite) es inerte y no genera
cambios electrofisiolégicos y no modifica la actividad basal del EEG. Es decir es la interrupcion de la instilacién de P es la
que genera los datos electrofisiolégicos de abstinencia. (B) La abstinencia a P indujo la apariciéon de complejos espiga-onda.
La abstinencia del vehiculo no (&p<0.01). Asimismo, la administracion de este vehiculo en la misma velocidad y tiempo de
instilacion no genera cambios EEG. Esto descarta que los cambios identificados por la abstinencia a P sean consecuencia

de irritacion, lesién o modificaciéon neuronal del microambiente de la corteza cerebral.
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9.5 Comparaciones electrofisiolégicas entre los diferentes sindromes de

abstinencia

En la presente tesis se realizé por primera vez un andlisis cuantitativo para
identificar las diferencias electrofisiologicas que existe entre los diferentes
sindromes de abstinencia. A través del analisis del porcentaje del incremento de la

amplitud de la sefal eléctrica y el analisis de los complejos espiga-onda.

El dia de induccion del SAG, el porcentaje de incremento en la amplitud de
la sefal electrofisiologica fue del 231%; en tanto que el aumento que presento el
SAD fue del 212%. En referencia al grupo del SAProg cronico se cuantificé un
aumento del 226% vy finalmente el SAProg agudo mostré6 un incremento
significativo de la amplitud del 492% (Fig.18.A).

La caracteristica del foco epileptogénico del SAG es la aparicion de los
complejos espiga-onda, la cual al compararse con el EEG control permitié
cuantificar un 1167% de incremento del numero de eventos epileptiformes; el SAD
presentd un incremento del 929% de actividad epiléptica, mientras tanto, el
SAProg cronico evidencio el 687% de aumento en las descargas paroxisticas y el
SAProg agudo tuvo un 5682% de incremento de complejos espiga-onda
(Fig.18.B).

Los datos anteriores indican que la interrupcion de la instilacion intracortical
de P gener6 una mayor excitabilidad en la corteza cerebral comparada con los
sindromes de abstinencia inducidos por el GABA, el Dz 6 la P de administracion

cronica.

76



Diferencias electrofisiolégicas
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Figura. 18. Diferencias de las manifestaciones de hiperexcitabilidad en el EEG entre los diferentes sindromes de

abstinencia en el dia de induccién. (A) Porcentaje de incremento de la amplitud del EEG. (B) Incremento de los complejos

espiga-onda en los diferentes sindromes de abstinencia (*p<0.01).
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10. Discusién

Hemos identificamos el incremento en la excitabilidad neuronal en el EEG
de la corteza cerebral somatomotora a través de un analisis de potencia y
frecuencia que caracteriza al SAProg por induccion aguda. Y lo hemos comparado
en sus caracteristicas EEG con otros sindromes de abstinencia como: el sindrome
de abstinencia a GABA (SAG), el sindrome de abstinencia a Dz (SAD) y el
sindrome de abstinencia a P inducida en forma crénica (SAProg cronico).

Los resultados de la presente tesis mostraron cambios EEG generados por
la abstinencia aguda a diversos agonistas del receptor GABAa. ldentificamos
claramente que la actividad cortical se incrementa por el efecto de la interrupcién
de su aplicacion aguda-intracortical (GABA y P) 6 crénica-sistémica (Dz 6 P). Es
evidente el incremento de la excitabilidad neuronal de estas abstinencias cuya
caracteristica principal es la aparicion de complejos espiga-onda de alta frecuencia
y de gran amplitud, que se modifican progresivamente después de la induccion.
De acuerdo a esta caracteristica electrofisiolégica nosotros proponemos que la
abstinencia a P es la que tiene mayor excitabilidad en comparacion a la generada
por el Dz y el GABA.

10.1 Andlisis espectral de Wavelets

No obstante que la aplicacién del andlisis del dominio de frecuencia por
medio de la transformada de Fourier, obtiene una serie de numeros que
representan a los componentes de la frecuencia, esta coleccion 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 sefal estacionaria en términos de su distribucion de amplitud en un momento
determinado. EI EEG de una crisis convulsiva o de una hiperexcitabilidad neuronal
- como en el caso de esta tesis - no cumple estrictamente con este criterio. Existen

eventos transitorios como complejos espiga-onda, descargas de potenciales
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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 razén por la cual en este trabajo se

utilizé el analisis de frecuencia de Wavelets.

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

los cambios en forma aguda y crénica de la sefial eléctrica del cerebro.

10.2 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 instilacién (3 pl/h) durante 2 h,
se obtiene una hiperexcitabilidad de la corteza cerebral instilada con una latencia
promedio de 90 minutos y una duracién de 7 dias (Calixto et al., 1995). El analisis
de resultados de la presente tesis muestra que la latencia fue de 155 min de la
primera espiga (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 instilacién (instilacibn 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 induccion del SAG indica que se generan varios
cambios en ambos componentes de la sinapsis. En la membrana presinaptica
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 GABA, asociado a
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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 induccion 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 una modificacion de la
actividad sinaptica 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 iénicos sensibles a voltaje como los canales de Ca*" tipo L. Si
bien, la ventana temporal de los sucesos sinaptico-moleculares son dificiles de
indicar nuestra linea investigacibn muestra que las primeras 24h 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 disminucion de la
actividad de los receptores muscarinicos, un incremento en la activacién 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. En contra parte, la corteza que solo es instilada
con el vehiculo del GABA (solucion salina) no tiene modificaciones
electrofisiolégicas (Silva-Barrat et al., 2005; Silva-Barrat et al., 2001; Silva-Barrat
et al., 1995; Araneda et al., 1994; Menini et al., 1991).
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10.3 Relacion amplitud y namero 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 interrumpi6
la instilacion GABA. El analisis de Wavelets indica claramente que la
hiperexcitabilidad neuronal maxima se encuentra en un espectro de potencia entre
4-15 Hz (Fig.7). Ademas, se analizé 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 amplitud y namero de
complejos espiga-onda semejantes a los presentes en la corteza somatomotora
instilada (derecha; Figs.8 y 9). No obstante que el hemisferio instalado tiene una
gran actividad, la evolucion temporal de la abstinencia muestra que el hemisferio
contralateral es silente después del primer dia de induccion de la abstinencia y 2)
el aumento de la amplitud del EEG tiene una relacion proporcional con la
presencia de el numero de complejos espiga-onda durante el SAG, como lo
propuso Brailowsky y colaboradores (1988) la actividad del SAG es una actividad

epileptiforme de gran amplitud en sus estadios iniciales.

10.4 Modificaciones de la neurotransmisién GABAérgica inducidas por el
SAD

Los resultados de esta tesis ponen de manifiesto que el cerebro de las
ratas es susceptible a modificar su excitabilidad por la interrupcion de la
administracion de Dz y el impacto que esto tiene en la neurotransmision
GABAérgica. Este modelo basado en una hiperexcitabilidad neuronal por
induccion de una abstinencia a un farmaco GABAérgico, en la exposicidén cronica y
su posterior interrupcion de su administracion en forma abrupta, tiene semejanza

con las caracteristicas electrofisiologicas que desarrolla el SAG (Calixto et al,
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2000; Brailowsky et al, 1991; 1988; 1987; Casasola et al, 2004; Brailowsky et al,
1988, Calixto et al, 2000; Mellerio, 1980; Smith et al, 1998; Smith et al, 2007).

10.5 Mecanismos moleculares y sinépticos inducidos por el SAD

La exposicion cronica de algunos moduladores alostéricos positivos como
el Dz y los neuroesteroides incrementan la expresion de la subunidad o4 del
receptor GABA,, este evento se asocia a una disminucion en la expresion de la
subunidad a1. Cuando la duracion de las administraciones de estos agonistas es
mayor a un mes, existen cambios en las subunidades a5, reduciéndose su
expresion mientras hay un incremento en la expresion de las subunidades a3 y a6
(Ator et al, 2010). Las abstinencias a algunas Benzodiacepinas (Clonazepam y Dz)
también se han relacionado con un incremento en la neurotransmision
glutamatérgica (incremento de la funcion de los receptores AMPA (Xiagnk y Tietz,
2007) y NMDA (Shen y Tietz, 2011; Izzo et al, 2001; Allison et al, 2005; Allison y
Pratt, 2006; Steppuhn y Turski, 1993).

Otras neurotransmisiones que pueden estar involucradas en la
neurobiologia del incremento de la excitabilidad neuronal inducida por la
abstinencia a Dz, es el incremento de la actividad serotoninérgica (Langen vy
Rundfeldt, 2007) asociado con una disminucion de la actividad colinérgica (Rada y
Hoebel 2005).

10.6 Cambios en el EEG durante y después del tratamiento con Dz

El tratamiento con Bzs utilizado en forma breve es capaz de ser ansiolitico y
sedativo. Sin embargo, cuando el tratamiento es cronico los efectos
electroencefalograficos adversos pueden detectarse cuantitativamente. Estos
datos de hiperexcitabilidad en la abstinencia en el EEG (espigas-onda e

incremento en la amplitud) se asocian con tolerancia y dependencia al farmaco.
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El SAD se asemeja mucho en su inicio, manifestacion EEG y clinica a otras
abstinencias desarrolladas por farmacos GABAérgicos como lo son: el alcohol y el
GABA (Schacht et al, 2011; Diaz et al, 2011; Calixto et al, 2000; Casasola et al,
2004). Por lo que sugerimos que los mecanismos de inicio de la hiperexcitabilidad
neuronal que se cuantifican en el EEG tienen similitudes en la etiopatogenia que
desarrolla el SAD: 1) cambios presinapticos (Katsura et al, 2007) a) disminucién
de la sintesis y liberacién de GABA (Calixto et al, 2000), por cambios en la GAD
(Salazar et al, 1994) y en el transportador de GABA (Kammerer et al, 2011), b)
Modificaciones en la conductancia de K (Kammerer et al, 2011). 2)
Modificaciones en la membrana postsinaptica a) cambios en la sensibilidad y
composicién del receptor GABAA (Smith et al, 1998; 2007) b) disminucién en la
expresion de los receptores GABAa (Casasola et al, 2004) y c) Incremento de las
corrientes de Ca®* post-sinapticas (Ator et al, 2010; Katsura et al, 2007;
Brailowsky, 1991; Calixto et al, 2000).

Para la fase de mantenimiento de la abstinencia, otras neurotransmisiones
se involucran. Como ya se menciond la neurotransmision glutamatérgica,
dopaminérgica, serotoninérgica y adrenérgica (Caputo y Bernardi, 2010; Uzun et
al, 2010; Authier et al, 2009) participan en el mantenimiento asociado al
incremento de la conductancia de Ca?* postsinaptico, por lo que se sugiere que los
mecanismos de inicio y propagacion de distintas vias neuronales se vean
favorecidos para generar reverberancia que sobre-excite aun mas la actividad

neuronal por la caida del sistema GABAérgico.

La actividad EEG es la suma de la interaccion de miles de poblaciones
neuronales corticales, las cuales son excitadas por glutamato e inhibidas por el
GABA. Modificar el grado de excitabilidad cortical por alguno de estos dos agentes
repercute en la excitacibn del SNC (crisis convulsivas o disminucion de la
actividad, respectivamente). La pérdida de este equilibrio es frecuente en los

mamiferos y es uno de los factores por los cuales el cerebro de los humanos es
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vulnerable a las modificaciones sinapticas para adaptarse a diversos procesos
externos (Gonzalez, 1998). Este equilibrio precisamente se pierde con la
aplicacion y la interrupcion abrupta del Dz. Miles de poblaciones neuronales son
inhibidas por la aplicacion de la Benzodiacepina, de ahi radica que la actividad
electroencefalografica aumente su amplitud. La aplicacion de Dz permite la
sincronizacion, sin embargo, este proceso es el que modifica la neurotransmision
GABAérgica a mediano plazo (la aplicacion i.p. durante 10 dias es suficiente para
dejar modificaciones sinapticas que empiezan a manifestarse por la interrupcion
de la aplicacion del farmaco). En estas condiciones farmacolégicas vy fisiologicas,
la organizacion biofisica y de conexion neuronal va haciendo que
neurotransmisiones y moduladoras se involucren para generar un fendmeno que
desde el punto de vista electrofisioldgico, es el resultado de que cada vez mas
poblaciones neuronales se organicen en la sincronizacion de disparo, generando
mayor hiperexcitabilidad y favoreciendo la liberacibn de neurotransmisores

asociados al mantenimiento del SAD.

Los mecanismos biofisicos que modifican la fisiologia neuronal repercuten a
largo plazo a cambios anatomicos, que a su vez van favoreciendo mas la
excitabilidad neuronal (Vivash et al, 2011; Liu et al, 1999). Existen evidencias de
reorganizacion del arbol dendritico y cambios en la orientacién y contraccion del
axon cuando los sistemas de excitacion y de inhibicion se pierden (Liu et al, 1999).
Semejante a lo que sucede en las epilepsias, en el SAD se perpetuan los cambios
sindpticos y biofisicos: conexiones dendriticas y la aparicion del sprouting
(cambios en la morfologia y la conexion del axén), esto es un proceso de

plasticidad cerebral negativa que se ha asociado también a las adicciones.

10.7 Desarrollo de la abstinencia a Progesterona

Evidencias en el campo de las neurociencias muestran que la P es capaz
de generar sindromes de abstinencia como los que desarrollan las
benzodiacepinas y el alcohol (Khisti et al, 2005; Kaufman et al, 2010; Gonsalves y
Gallager, 1986; Ward et al, 1998; Toki et al, 1996). Desde hallazgos clinicos en el
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humano, como es el caso de la epilepsia catamenial, en el cual la disminucién
abrupta de la concentracion de P desarrollan 1) un incremento en aparicion de los
episodios convulsivos asi como 2) un aumento en su gravedad en la etapa
estrogénica, en contraste, en la etapa progestacional hay disminucion de ambos
eventos; esto indica claramente como el fenébmeno de hiperexcitabilidad neuronal
se reduce en presencia de P. Otros trastornos clinicos relacionados con la
abstinencia a P son a) el trastorno ¢ disforia del sindrome premenstrual y b) la
depresion posparto. Ambos eventos indican claramente que la ausencia de P se
asocia en forma proporcional a la aparicion de ansiedad, irritabilidad, labilidad
emocional y anhedonia (Reddy et al, 2009; Quigg et al 2009; Zheng 2009;
Gutiérrez et al 2000, Maguire et al, 2009). EI comun denominador de estos
trastornos es el incremento cronico de los niveles plasméticos de P y una subita

disminucion.

El metabolito reducido de la P, la AloP, es en realidad la molécula que
presenta la modulacién alostérica positiva sobre el receptor GABAA (Hosie et al,
2006, 2008; Akk et al, 2004, 2005; 2010), dos pasos enzimaticos son
fundamentales para esta biotransformacién, este neuroesteroide incrementa
significativamente las corrientes de CI generadas por el GABA, lo cual incrementa
la actividad inhibitoria, hipnética, sedativa, ansiolitica y antiepiléptica; sin embargo,
la exposicion cronica de P genera modificaciones en el receptor (cambio de
expresion de subunidades que lo hacen menos sensible) lo cual, contribuye a una
desensibilizacion en sus efectos (Smith. S et al 2005, 2003, 2007; Akk et al, 2010).
Es esta abrupta disminucién de los niveles de P lo que induce a largo plazo una
disminucién en la actividad GABAérgica, lo cual puede contribuir directamente con
el incremento de la susceptibilidad a tener una crisis convulsiva o generar un
sindrome de abstinencia. Si bien estos datos se han identificado plenamente en
humanos, muchos modelos de laboratorio han encontrado el sustrato fisiol6gico de
lo que sucede en el cerebro de grandes mamiferos en relacion a los
neuroesteroides y los efectos a corto-largo plazo de la P (Moran y Sheryl, 1998;
Reddy et al, 2001; Smith. S et al 2005).
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Nuestros resultados muestran la susceptibilidad de desarrollar un SAProg
cronico (Fig. 13.), estos hallazgos evidencian claramente que la actividad cortical
se modifica por la exposicién farmacoldgica de P en ratas macho. Sin embargo,
una de las aportaciones mas importantes que tiene esta tesis es el hecho de que
se puede desarrollar una actividad epileptiforme por la aplicacion intracortical-
aguda de P. La administracion Unica de dos horas y la subita interrupcion de la
aplicacion intracortical del neuroesteroide es suficiente para generar un foco
epiléptico en la corteza cerebral y en consecuencia la aparicion de actividad
epileptiforme con gran propagacion al hemisferio contralateral del que recibio la
instilacion de P. Este resultado es inédito en el campo de las neurociencias. La
forma aguda de induccion de una actividad epileptiforme por P indica claramente
que la neurotransmision GABAérgica se modifica en forma rapida aunque es
gradualmente reversible, semejante a lo que induce el GABA (Calixto, 2012). Esto
indica claramente que el cerebro de mamiferos es vulnerable a la aplicacion aguda
de un modulador alostérico positivo del receptor GABAA, que no obstante al
incremento de la actividad GABAérgica genera, paraddjicamente,
desensibilizacion de este neurotransmisor y predispone al sustrato neuronal a una

hiperexcitabilidad.

Estudios previos a esta tesis muestran que la administracion crénica 6
aguda de un modulador alostérico positivo del receptor GABAa induce
abstinencia, esto es fundamental para la expresion, el mantenimiento y la duracién
del sindrome (Brailowsky et al, 1988; Authier et al, 2009; Gangisetty y Reddy,
2010; Moran y Sheryl, 1998; Reddy et al, 2001). Nosotros hemos identificado que
la administracion aguda de P genera latencias cortas y un mantenimiento de la
abstinencia prolongado. Esto indica que la P en forma aguda interactia mas con el
receptor GABAA, no obstante la administracion créonica de P puede estar
modulando la actividad de un neurotransmisor inespecifico reduciendo o

incrementando la liberacion de diversos neurotransmisores y la conexion neuronal
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a través de cambios en la expresion genética (Rupprecht et al, 1993; Mani, 2003;
Edwards y Epps, 2000, Edwards y Wardell, 2003).

La diferencia en la manifestacion electrofisiolégica de las abstinencias a P
se debe a la farmacocinética y farmacodinamia de la aplicacion del
neuroesteroide. La abstinencia crénica refiere una administracion continua de P
durante siete dias, en la que es evidente que el esteroide ocupa, se metaboliza e
incluso se almacena en sitios anatomicos como el tejido adiposo, el higado, y el
cerebro. Su bio-transformacion es gradual y su eliminaciébn es a mediano-largo
plazo a partir del higado, glandulas suprarrenales y tejido adiposo (Pennell, 2009;
Reddy, 2009). En contraste, la administracion intracortical de P tiene un efecto
directamente sobre las neuronas, modificAndose su estructura en dos pasos
enzimatico para convertirse en AloP, con ello el neuroesteroide tiene un efecto
directo sobre el mismo sustrato bioldégico que condiciona la aparicion del
incremento en la actividad neuronal (Balboa et al, 2006; Chisari et al, 2009, 2010;
Hosie et al, 2006, 2008; Akk et al, 2004, 2005; 2010; Tsutsui et al, 1999; Lambert
et al, 2009; Belelli et al, 2006).

La linea de investigacion de Sheryl S. Smith ha propuesto que los eventos
relacionados con la P en el cerebro son debidos directamente a la modificacion en
la estructura y en la funcién del receptor GABA. identificando con ello que poseen
una actividad alostérica positiva sobre receptor cambiando la sensibilizacién del
receptor sin modificar la corriente al pico de la corriente de CI" (Smith. S et al 2005,
2003, 2007). En la abstinencia disminuye este factor de potenciacion sobre la
actividad GABAérgica (Hosie et al, 2006, 2008; Akk et al, 2004, 2005; 2010).

Diversos estudios muestran que la sintesis de la AloP depende
directamente de la P sintetizada en el sistema nervioso central, pero que también
puede ser sintetizada a partir de la P provenientes de goénadas y glandulas
suprarrenales (Hosie et al, 2006, 2008; Akk et al, 2004, 2005; 2010; Tsutsui et al,
1999; Pennell, 2009; Reddy, 2009). Estudios en relacién a este punto muestran
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gue la presencia de finasteride, un inhibidor de la enzima 5a-reductasa es capaz
de disminuir la abstinencia a P, debido a que la P disminuye su transformacion el
Alop. Diversos estudios muestran que otros agonistas del receptor, como lo es la
DHP, THDOC, DHEA y metabolitos reducidos de la testosterona como el
androstanediol tienen una modulacién farmacoldégica menos potente a la que
realiza la AloP, por lo cual sugerimos que el efecto de la P identificado en esta
tesis puede deberse mas al efecto de la bio-transformacion de P en AloP, que al
efecto de la P misma (Lambert et al, 2009; Belelli et al, 2006; Reddy y Jian, 2010;
Pennell, 2009; Reddy, 2009).

Estudios posteriores de nuestra linea de investigacion deben mostrar cuales
son las diferencias y las analogias de los cambios en el receptor GABAA cuando la
P se administra en forma cronica con respecto a la administracion aguda. Si bien
las manifestaciones pueden ser semejantes queda de manifiesto que la
abstinencia aguda de P es la que manifiesta la forma mas hiperexcitable de la

actividad cortical comparada con la que se desarrolla por GABA o por Dz.

La P es un neuroesteroide sintetizado en el cerebro de mamiferos hembras
y machos independientemente de la sintesis en génadas o glandulas adrenales
(Belelli et al, 2006; Balboa et al, 2006; Lambert et al, 2009). Son diversos los
estudios que muestran claramente la modulacion de este neuroesteroide sobre la
neurotransmision GABAérgica y glutamatérgica en latencias y duraciones cortas.
Ademas de que modifican la liberacion de diversos neurotransmisores como la
dopamina, la serotonina y la acetilcolina. Es decir, la actividad de este
neuroesteroide es la modulacion de la excitabilidad neuronal en periodos cortos a
través de modificar la actividad de diferentes neurotransmisiones. Ademas, la P
puede modificar la expresion genética de las neuronas a largo plazo. La P se
encuentra involucrada en la modulacion de la conducta sexual a través de efectos
gendmicos (mediante la interaccién de complejos hormona receptor y cambios en
expresion genética; Rupprecht et al, 1993; Mani, 2003; Edwards y Epps, 2000,
Edwards y Wardell, 2003). La propuesta de este trabajo es que la P tiene efectos
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gendmicos a mediano-largo plazo y que los efectos vistos por la infusién
intracoritcal de P son efectos rapidos debido a que se integra rapidamente al
sistema nervioso central se bio-transforma e induce modificaciones sinapticas
inicialmente en la neurotransmision GABAérgica. Sin descartar que para el
mantenimiento y la duraciébn de la abstinencia también se modifican otras

neurotransmisiones y se generen cambios en la expresion de proteinas sinapticas.

Evidencias moleculares, en la abstinencia crénica a P muestran que la
modificacion de la cinética de activacion del receptor GABAa se debe a cambios
en la expresion de subunidades del receptor, especificamente un recambio de la
subunidad a1 (down-regulation) por un incremento en la expresion de la subunidad
a4 en el espacio sinaptico y un incremento en la expresion de la subunidad 6 en el
espacio extrasindptico, lo cual contribuye farmacolégicamente a una disminucién
de la sensibilidad del receptor. En resumen estos efectos son: 1) cambio en la
activacion, 2) modificacion de la fosforilacion y 3) disminucion del cambio
conformacional del receptor en presencia del neurotransmisor (Maguire y Mody,
2009; Gangisetty et al, 2010; Maguire et al, 2009; Lawrence et al, 2010; Krishek et
al, 1996; Mc Donald et al, 1998; Hosie et al, 2003). La propuesta de esta tesis, es
gue la abstinencia a P inducida en forma aguda tiene mayores manifestaciones
electrofisiolégicas que la abstinencia cronica debido a que la activacion que
genera el neuroesteroide sobre el receptor es directa en el cerebro, asimismo el
procesamiento y la depuracién que tiene el esteroide es en la misma corteza

cerebral.

10.8 Analisis de la relacion espiga-onda y la potencia de diferentes

sindromes

Los resultados de la presente tesis muestran que el sindrome de
abstinencia P inducida en forma aguda (instilacién intracortical) es el de mayor
potencia a nivel del EEG que los otros sindromes de abstinencia que se
cuantificaron en este trabajo. La manifestacion electroencefalografica del SAProg
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agudo indica que el dia de su induccion tuvo 3.6 eventos espiga-onda/seg. El
SAG, 0.9 espigas-ondas/seg en tanto que el SAD fue de 0.5 espigas-ondas/seg,
finalmente el SAProg crénico manifestd 0.4/seg. Es decir que el SAProg agudo es
cuatro veces mas potente que el SAG, siete veces mas potente que el SAD y

nueve veces mas potente que el SAProg inducido en forma cronica.

Si bien la comparacion directa entre el SAProg agudo y el SAG hay
diferencias, queda claro que la abstinencia a P aguda es de mayor potencia. La P
administrada en esta forma y a esta concentracién indica claramente que su
abstinencia tiene efectos mayores que los que genera su neurotransmisor
enddgeno. Ambas concentraciones pueden alcanzarse en forma fisioldégica en
condiciones extremas de excitabilidad como por ejemplo la epilepsia y el
traumatismo craneoencefalico (Mohler, 2011). En relacibn a los otros dos
sindromes, queda de manifiesto que la aplicacion cronica de P y Dz son muy
semejantes en su frecuencia de aparicion de descargas espiga-onda, ambas
moléculas fueron administradas en forma cronica, el Dz en forma i.p. y la P en
forma s.c, sin embargo, la desconexion de la administracion de ambos
tratamientos cronicos su abstinencia se manifiesta en forma semejante en relacion

a la presencia de el nimero de complejos epilépticos.
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11. CONCLUSIONES

. La interrupcion repentina de la administracién aguda intracortical de P, induce la

apariciéon de hiperexcitabilidad neuronal.

. Esta abstinencia es de mayor potencia que la inducida por otros agonistas del
receptor GABAA.

. El SAProg agudo presenta una mayor frecuencia de descargas epileptiformes.
. El SAProg representa un modelo de plasticidad neuronal negativo y un nuevo

bioensayo para estudiar abstinencias que regulan la neurotransmision
GABAérgica.
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