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GLOSARIO

AMG amigdala

AMPA receptores a glutamato “acido metil-3-hidroxi 5-metil 4-oxazole propionico”
AMPc adenosin monofosfato ciclico

AOAA acido aminooxiacético

APA Asociacién Americana de Psiquiatria

ARNmM acido ribonucléico mensajero

BA brazos abiertos

BC brazos cerrados

BNST ndcleo basal de la estria terminalis

BZD(s) benzodiacepina(s)

CA cingulo anterior

ca® i6n calcio

Cr ion de cloro

COF corteza orbitofrontal

CPF corteza prefrontal

CPL condicionamiento de preferencia de lugar

Craving anhelo/compulsion

CREB proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc
DHP dehidroprogesterona o 5a-pregnan-3a-20-diona
Dz diazepam

EEG electroencefalograma, electroencefalografico
EPSCs corrientes postsinapticas excitatorias

GABA acido (y) gamma amino butirico

GABAA receptor ionotropico de GABA (tipo A)

GABAg receptor metabotropico de GABA (tipo B)

GABA: receptor ionotropico de GABA (tipo C)

GABA-T enzima GABA-transaminasa o a-cetoglutarato transaminasa
GAD enzima &cido glutamico descaboxilasa o L-glutamato 1-carboxilasa-liasa
GAT1-4 transportador de GABA (1-4)

GDP guanosin difosfato

Gi proteina G inhibitoria

Gs proteina G estimulante

GLU glutamato o acido glutamico

GluR1 subunidad funcional del receptor AMPA

GluR2 subunidad disfuncional del receptor AMPA

GMPc guanosin monofosfato ciclico

GTP guanosin trifosfato

H* ion de hidrégeno

HCO; acido carbdnico

IPSP potencial post-sinéptico inhibitorio

INPRFM Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Muiiiz”
K* i6n de potasio

LEC laberinto elevado en cruz

LDTg area tegmental laterodorsal

LH hipotalamo lateral
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LTP
min(s)
MSNs
Na*
NACc
NAD*
NMDA
OMS
PKA
PKC
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SAD
SNC
SNP
SSA
SSADH
3a,50-THP
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VTA

depresion a largo plazo
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minuto(s)

neuronas de proyeccion espinosa media (GABAGérgicas del NAc)
ion de sodio

ndcleo accumbens

nicotinamida adenina dinucle6tido
receptor ionotropico de glutamato “N-metil D-aspartato”
Organizacion Mundial de la Salud
proteina cinasa A

proteina cinasa C

sublimacion

pentilenetetrazol

sindrome de abstinencia a diazepam
sistema nervioso central

sistema nervioso periférico

succinato semialdehido

succinato semialdehido deshidrogenasa
tetrahidroprogesterona

ventral palido

area tegmental ventral



RESUMEN

El estudio de la drogadiccion, de sus bases bioguimicas Yy fisiologicas, asi como
las posibles causas que subyacen a esta compleja conducta se han convertido en un tema
de investigacion. En afios recientes se le ha dado importancia al rol que juega el sistema
GABAZérgico dentro del neurocircuito del reforzamiento, ya que este funge como una
sefial de retroalimentacion negativa cuyo fin es evitar que se generen conductas
compulsivas relacionadas a los estimulos reforzantes. Aunado a esto el GABA es uno
de los primeros neurotransmisores que aparecen durante el desarrollo fetal y este tiene
una accién trofica para la formacion de otros circuitos de neurotransmision, como el de
las aminas biogeénicas, las cuales estan implicadas en el neurocircuito del reforzamiento.
Este estudio plantea que una alteracién en la formacion del sistema GABAérgico
durante el desarrollo fetal y posnatal temprano de las ratas macho, tendra consecuencia
a largo plazo; el desarrollo de un estado de ansiedad basal, susceptibilidad a generar
crisis convulsivas, dichas alteraciones fomentaran el desarrollo de adiccion en edad
adulta.

Para lo cual se utilizaron ratas Wistar hembras gestantes, a las que se les
administré 10mg/Kg de diazepam via oral durante su gestacion y lactancia (madres Dz,
N=11) y 48hrs después de la suspension del farmaco fueron evaluadas con el laberinto
elevado en cruz, en donde dichos animales presentaron un perfil ansiogénico en
comparacion al grupo control. Asimismo, sus crias macho (machos Dz, N=91) a una
edad adulta fueron evaluadas: 1) En el LEC se identificé un estado de ansiedad en estos
animales con respecto al control. 2) Con la administracion de 30mg/Kg de PTZ no se
identificaron cambios significativos en el umbral de induccidn de crisis epilépticas con
respecto al grupo control. 3) La prueba de condicionamiento de preferencia de lugar,
permitié cuantificar una reduccion en la dosis umbral de morfina (1mg/Kg), necesaria
para generar adiccion, efecto comparable a la administracion de una dosis alta de
morfina (5mg/Kg).

Estos resultados sugieren que una exposicion a diazepam durante el desarrollo
prenatal y posnatal temprano en ratas macho genera a una edad adulta un estado de
ansiedad basal similar al generado por una abstinencia a diazepam. Ademas, genera una
mayor susceptibilidad a desarrollar adiccion a morfina, esto debido no solo a la
alteracion en el desarrollo normal del sistema GABAérgico sino también en el

desarrollo de otros sistemas de neurotransmision.



Administracion prenatal de diazepam como agente teratdgeno promotor de
conductas adictivas a drogas en la edad adulta de la rata.

| - INTRODUCCION.

Las benzodiacepinas (BZDs), son los principales agentes ansioliticos, hipndticos
y sedantes usados en el tratamiento de trastornos psiquiatricos como depresion,
ansiedad, anorexia nerviosa y bulimia, entre otras, dichas enfermedades tienen una alta
incidencia en mujeres en edades fértiles (Parker, et al., 2006; Rang, et al., 2007;
Marinucci, et al., 2011). En este contexto la prescripcion de BZDs en mujeres gestantes
sigue siendo un tema controvertido y su uso esta restringido a casos realmente
meritorios, ya que se han documentado diversos trastornos en nifios que recibieron
tratamiento con estos farmacos durante su desarrollo fetal, como hipotension,
disminucion en la funcidn respiratoria, hipotermia y malformaciones cardiacas (Leppée,
et al., 2010; Marinucci, et al., 2011). Estudios en murinos han demostrado que la
exposicion a BZDs durante el desarrollo fetal genera retrasos en el desarrollo, déficits
cognitivos, reactividad al estrés, asi como una disminucion en la expresion de receptores
GABA, y alteraciones en la expresion de las subunidades al y a2 de dicho receptor
(Cannizzaro C., et al. 2002; Cannizzaro E., et al. 2005; Neutel, 2005; Picard, et al.
2008).

Se sabe que las BZDs son moduladores alostéricos positivos del receptor
GABA,, el cual estd estrechamente relacionado al neurocircuito de la adiccion y el
reforzamiento fungiendo como un freno o amortiguador en la adquisicion y
mantenimiento de las conductas adictivas, produciendo aversion (Cami y Farré, 2003;
Goldstein y Volkow, 2002; Koob y Volkow, 2010). Ya que el sistema GABAérgico es
filogenéticamente uno de los primeros sistemas de neurotransmision que se forman, este
obtiene una gran relevancia en el desarrollo fetal, ya que a partir de este se forman otros
sistemas de neurotransmision como el de las aminas biogénicas (Liu et al., 1997;
Thompson et al., 2009). Con estos antecedentes decidimos investigar si una alteracion
del sistema GABAEérgico inducida por la administracion de diazepam (Dz), durante el
desarrollo fetal y posnatal temprano, facilita o predispone la adquisicion de una adiccién

en la edad adulta de la rata.



Il - MARCO TEORICO

2.1 - Benzodiacepinas (BZDs)

Las benzodiacepinas (BZDs) son el principal centro de atencidn en esta tesis por
lo que se hara una recapitulacion de datos acerca de su consumo, su estructura quimica
y su mecanismo de accion. Las BZDs pueden definirse como moléculas
farmacoldgicamente activas con efectos sedantes, ansioliticos, amnésicos, miorelajantes
y anticonvulsivantes. De las cuales existen muchas; algunas de las més utilizadas a la
fecha son: el clorodiazepoxido, el diazepam (del cual se ahondard en capitulos
posteriores), el oxazepam, el clorazepato, el lorazepam, el alprazolam, el clonazepam y
el zolpidem (Brailowsky, 1995). Por lo general actian uniéndose en la interface entre
las subunidades del receptor GABAA a (1, 2, 3 6 5) y las subunidades y potenciando la
respuesta a GABA (Jacob et al., 2008).

El uso de las BZDs se dio de forma casual, a finales de los afios 40s con F.
Berger y sus experimentos en el laboratorio, a partir de ahi la primera BZD fue el
clorodiazepoxido, la cual fue sintetizada por accidente en 1961 por los laboratorios
ROCHE (Rang et al., 2007; Ator, 2005). Las BZDs fueron desarrolladas en respuesta a
la necesidad de ansioliticos seguros y efectivos (Uusi-Oukari y Korpi, 2010), ya que
durante la primera mitad del Siglo XX, la forma de tratar la ansiedad era prescribiendo
sedantes, como los barbitdricos (Rang, et al., 2007).

Esto gener6 que las BZDs rapidamente encontraran gran aceptacion por parte de
la comunidad médica, debido a su mucho mayor seguridad en caso de sobredosis con
respecto a los barbitdricos y la creencia general de que carecian de un potencial adictivo
(Ator, 2005), dicha confianza en la seguridad de las BZDs llevé a que fueran tan
demandadas, que incluso eran prescritas simplemente para facilitar a la gente el afrontar
las dificultades de la vida diaria (Ator, 2005; Rang, et al., 2007). El impacto de estos
eventos repercuten hoy en dia, ya que aun cuando actualmente, el uso de BZDs se halla
restringido a tratamientos relativamente breves de ansiedad, aplicacion en la que suelen
ser més evidentes sus efectos terapéuticos y menos probables los efectos secundarios
(Neutel, 2005). Hay veces que la terapia con BZDs se puede prolongar, gracias a eso se
han podido asociar serios problemas al uso de BZDs, como efectos teratdgenos, asi
como el desarrollo de tolerancia y dependencia mas rapida, sobre todo en los efectos

sedantes y ataxicos con respecto a los efectos ansioliticos (Uusi-Oukari y Korpi, 2010).



2.1.1 - Datos sobre el consumo de BZDs

Las BZDs al ser farmacos usados ampliamente en el tratamiento de
enfermedades psiquiatricas, cada vez mas comunes en nuestra sociedad como: son la
ansiedad o la depresion, han incrementado su abuso en los ultimos afios. Tal y como lo
demuestran diversas encuestas; la ingesta de tranquilizantes sin receta, entre 2000-2001,
alcanzo el 2,5% de la poblacion de 15 a 64 afios. En comparacién con afios anteriores,
aparece un ligero incremento en el consumo de estas sustancias, la prevalencia de dicho
consumo durante los Gltimos doce meses pasé del 2% en 1997 al 2,5% en 2001, en
Meéxico de acuerdo con la Encuesta Nacional de Adicciones 2008 tan solo el consumo
de drogas médicas sin prescripcion esta lidereado por los ansioliticos en promedio el 1%
de la poblacion masculina y el 0.6% de la poblacion femenina los consume, teniendo en
ambos casos un rango de edad entre 26 y los 65 afos de edad. Datos en Estados Unidos
muestran que del 10 al 15% de los adultos han consumido BZDs en un periodo de 12

meses Yy el 2% las usa crénicamente (Neutel, 2005).

Visitas Totales

598,542

DS,

Figura 1 — Esquema de visitas a la sala de urgencias relacionadas con el uso inadecuado de drogas sedantes e
hipnéticas en hospitales de E.U. En amarillo se representa el nimero total de visitas a la sala de urgencias, en
morado los datos relacionados con el uso de sedantes e hipnéticos, en verde el uso de zolpidem, en azul el uso de
benzodiacepinas en general y en rojo el uso particular de alprazolam. Imagen tomada de Licata y Rowlett, 2008.

Diversas encuestas establecen que la edad de inicio en el consumo de BZDs es
de 28 afios, los hombres parecen ser quienes se inician el consumo de estos farmacos
antes que las mujeres (hombres: 24 afios; mujeres: 30 afios). Fuente: encuesta
domiciliaria sobre consumo de drogas en Espafia, 2001 (poblacion de 15 a 64 afios) y
encuesta sobre drogas en poblacidn escolar espafiola, 2002 (estudiantes de 14 a 18

afios). Ademas, segun la Direccion General de Farmacia y Productos Sanitarios



(Ministerio de Sanidad y Consumo en Espafa), durante el afio 2002 se vendieron, con
receta oficial y a través de las oficinas de farmacia, 41,589,800 envases de BZDs en
Esparia, lo que supone un gasto de 121,338,099 euros.

Los datos antes mencionados muestran un riesgo latente por la prescripcion
indebida asi como un mal uso de estos farmacos ya que de acuerdo con datos recientes
(fig. 1), en E.U. el nimero de visitas a la sala de urgencias asociado al uso de sedantes o
hipnoticos en 2005, fue del 34% del total de visitas por una prescripcion no-medica de
drogas de las cuales el 29% solamente fue del grupo de las BZDs (Licata y Rowlett,
2008)

2.1.2 - Quimicay relacion estructura-actividad de las BZDs

La estructura quimica basica de las BZDs consiste en un anillo benceno (A)
fusionado con un anillo diazepina de siete miembros (B). Sin embargo, todas las BZDs
importantes contienen un sustitutivo 5-aril (C) y un anillo 1,4 diazepina, usando el
término 5-aril-1,4-benzodiacepinas (fig. 2; Parker, et al., 2006). La naturaleza quimica
de los sustitutivos en las posiciones 1 a 3 puede variar con amplitud e incluir anillos
triazol, imidazol, fusionados en las posiciones 1y 2. La sustitucién del anillo C con una

funcién ceto en la posicion 5 y un sustituto metil en la 4, son aspectos estructurales

importantes del antagonista de las BZDs llamado flumazenil (Parker, et al., 2006).

Figura 2 - Estructura quimica de las BZDs. Ademas de las BZDs, un gran nimero de compuestos no
benzodiacepinicos pueden competir con las BZDs clasicas o el flumazenil para unirse a sitios especificos en el SNC.
Estos compuestos incluyen representantes de las carbolinas (que contienen un nucleo indol fusionado a un anillo
piridina), imidazopiridinas (zolpidem), imidazopirimidinas, imidazoquinolones y ciclopirrolonas (Parker, et al.,
2006).

Los sitios de acoplamiento de las BZDs se encuentran localizados en la interface

entre una subunidad o y y del receptor GABAA, asi mismo las BZDs son influenciadas
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farmacoldgicamente por ambas subunidades, también muchas BZDs clasicas se unen a
ligandos de subreceptores affy2 que contienen subunidades al, a2, a3 o a5 y que dichas
subunidades poseen la misma afinidad a las BZDs (Kandel et al., 2000; Parker, et al.,
2006; Rang, et al., 2007).

2.1.3 - Mecanismo de accion de las BZDs

Las BZDs actuan en el sistema nervioso facilitando la neurotransmision mediada
por GABA y en particular en los receptores GABA subindice A. Al ocupar dichos
receptores se produce la apertura de canales idnicos permeables al CI". Cuando el CI’
entra a la célula, el interior de ésta se vuelve mas negativo, disminuyendo asi su
excitabilidad es decir, el GABA inhibe a la neurona (disminuyendo la probabilidad de
que ésta genere potenciales de accion). Lo que hacen las BZDs es aumentar la
frecuencia de apertura de canales de CI', potencian la accion del GABA a diferencia de
los barbitaricos que favorecen la neurotransmision GABAérgica, pero aumentando la
duracion de la apertura de canales de CI" (Brailowsky, 1995).

Estudios neuroquimicos han demostrado que el receptor GABA, incluye dentro
de su estructura molecular, ademaés del canal de cloro, sitios de reconocimiento para las

BZDs, barbituricos, neuroesteroides y alcohol (Parker, et al., 2006; Rang, et al., 2007).

2.2 - Diazepam (Dz)

El diazepam (Dz, fig. 3), es una de las primeras BZDs sintetizadas y una de las
mas estudiadas dentro de la investigacion, ya que a partir de esta se han descrito
diversos efectos caracteristicos de las BZDs, en esta tesis se hara una recopilacién de las
propiedades que caracterizan a este farmaco. El Dz es uno principales agentes
ansioliticos y uno de los farmacos mas usados en todo el mundo (Ribeiro, et al., 2007),
ya que se estima que cerca de 2.3 millones de personas consumen algin tipo de farmaco
sedante o tranquilizante (Manchikanti, et al., 2002). Asi como todas las BZDs, el Dz
ejerce un efecto potenciador en la accion de las neuronas del aminoacido inhibitorio,
GABA y no asi en neuronas glicinérgicas o glutamatérgicas (Rang, et al., 2007).

Existen diferentes presentaciones y marcas de Dz para su venta en México las
més comunes son: Diastatrek® en Gel (Valeant), Ifa Fonal® (Investigacion
Farmacéutica), y Ortopsique 10® solucién inyectable (Psicofarma), Sunzepan® en
solucion inyectable (Cryopharma), el mas comun y el mas usado tanto en tratamientos

clinicos como en investigacion cientifica Valium® y Valium 10® en comprimidos
g y y
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solucion inyectable (ROCHE), en el cual se basard este capitulo para explicar sus

aspectos generales, farmacocinética, farmacodinamia, efectos adversos.

HaC
N

O

Cl =N

Figura 3 — Estructura quimica del Dz. El 7-cloro-1-metil-5-fenil-1,3-dihidro-2H-1,4-benzodiazepina-2-ona, tiene
una estructura quimica compuesta por tres anillos basicos de BZDs, un hexano nitrogenado con un grupo ceto, un
anillo bencénico clorurado (CI) y un grupo hexano (Rang, et al., 2007; Fldrez y Pazos, 2008; Parker, et al., 2006).

Como muchas otras BZDs, el Dz es usado clinicamente para el tratamiento de la
depresion, la psicosis, el insomnio, ademas es utilizado como anestésico, hipndtico
(reduciendo la latencia de suefio e incrementando el tiempo total de suefio y
decrementando la actividad de ondas alfa), anticonvulsivante, relajante muscular y
principalmente como tranquilizante para el tratamiento sintomatico de la ansiedad,
tension y otros sintomas asociados con el sindrome de ansiedad, por ejemplo:
taquicardia, fobias, agresion, etc. (Rang, et al., 2007; 110.Parker et al., 2006)

Dentro de sus efectos no deseados se encuentran: toxicidad por sobredosis (con
la cual se causa suefio prolongado, sin depresion grave de la funcion respiratoria o
cardiovascular), efectos secundarios con dosis terapéuticas (somnolencia, confusion,
amnesia y pérdida de la coordinacion, que afecta considerablemente las habilidades
manuales, tales como el conducir) y los efectos de tolerancia (es decir, una escalada
gradual de la dosis necesaria para producir el efecto deseado, esto debido a cambios a
nivel del receptor) y dependencia (la interrupcion abrupta del tratamiento con BZDs
después de semanas 0 meses provoca un aumento en los sintomas de ansiedad, junto
con temblores, mareos, pérdida del apetito y convulsiones; Brailowsky, 1995; Jongsma,
et al., 2000; Tobler, et al., 2001; Manchikanti, et al., 2002; Rang, et al., 2007).
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2.2.1 — Farmacocinética del Dz

El Dz que es administrado via oral, se absorbe rapida y completamente en el
tracto gastrointestinal, alcanzando su concentracion plasmatica maxima entre 30-90
minutos después de su ingestion, este rango puede variar dependiendo de la edad y la
alimentacion. El Dz y sus metabolitos se unen fuertemente a proteinas plasmaticas las
cuales son altamente liposolubles causando que algunas de estas se acumulen
gradualmente en la grasa corporal y también que atraviesen la barrera hematoencefalica,
la vida media en su distribucién llega hasta 3 horas. EI Dz es convertido en el higado a
metabolitos farmacoldgicamente activos como el N-desmetildiazepam (nordazepam)
por los citocromos P-450, P-3A4 y P-2C19 que se encuentran principalmente en el
higado, el nordazepam tiene una vida media de cercana a 60 horas, después es
hidroxilado por la citocromo P-3A4 formando el metabolito activo temazepam vy al final
ambos metabolitos son convertidos a oxazepam (fig. 4). Su eliminacién se da
eventualmente como glucorénidos conjugados en la orina. Por Gltimo la vida media del
Dz es relativamente larga (24 a 48 h, fig. 5), pero sus metabolitos activos pueden
permanecer en la sangre o en el cuerpo por algunos dias e incluso semanas (Parker, et
al., 2006; Rang, et al., 2007).

MEDAZEPAM ——— > DIAZEPAM TEMAZEPAM

v v

CHLORDIAZEPOXIDE —— > NORDAZEPAM —> OXAZEPAM

CHLORAZEPATE /
 /
LORAZEPAM » Glucoronidos
A
TRIAZOLAM* \
ALPRAZOLAM 3 Metabolitos
CLONAZEPAM

Figura 4 —Metabolismo de las benzodiacepinas. El nordazepam (cuadro blanco), un metabolito N-desmetilado se
forma a partir de una serie de BZDs (incluido el Dz), este es importante porque es biolégicamente activo y tiene una
vida media muy larga. Los farmacos de uso clinico se muestran en recuadros sombreados (Rang, et al., 2007).

Durante tratamientos prolongados con Dz se genera una tolerancia
farmacocinética, ya que esta BDZ durante la primera aplicacion induce la sintesis de
novo del citocromo P-450, el cual facilita la tasa de biotransformacion, que disminuye
la actividad y disponibilidad del farmaco, por tal motivo en las siguientes aplicaciones
se requiere una dosis mayor para alcanzar el efecto deseado (Parker, et al., 2006).
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Figura 5 —Farmacocinética del Dz en seres humanos. Las concentraciones de Dz y nordazepam fueron tomadas
después de una dosis Unica por via oral o intravenosa. (A) Se observa que la desaparicion es lenta de ambas
sustancias después de las primeras 20 horas. (B) Se muestra una acumulacién de nordazepam durante 2 semanas por
una administracion diaria de Dz, y a su vez una disminucion lenta (vida media de alrededor de 3 dias), después de
interrumpir la administracion de Dz (Datos de Kaplan et al. 1973 tomada de Rang, et al., 2007).

2.2.2 — Farmacodinamia del Dz

La idea de que existen ligandos enddégenos de los receptores a BZDs, cuya
funcion es regular la accion del GABA, es todavia incierta. El principal candidato es un
péptido de 10 kDa, inhibidor del Dz vinculado y aislado en el cerebro de la rata. Este
péptido se une fuertemente al sitio de union de las BZDs en los receptores GABAA Y
tiene un efecto contrario al de las BZDs (antagonista), es decir, inhibe la apertura del
canal de CI" por el GABA, y cuando se inyecta en el cerebro tiene un efecto ansiogenico
y proconvulsivante (Parker, et al., 2006). Otros posibles moduladores enddgenos de los
receptores de GABA son los metabolitos esteroides. En la actualidad, no existe un
acuerdo general sobre la identidad y la funcion de los ligandos endogenos (Rang, et al.,
2007; Parker, et al., 2006).

Para explicar los términos de agonista o agonista inverso, se usa el modelo “dos
estados” (fig. 6), el cual postula que en el receptor a BZDs existen dos conformaciones
diferentes, en donde so6lo una de las cuales, el estado o conformacion “A” se puede unir
a una molécula de GABA vy abrir asi el canal de CI". Mientras que la conformacién “B”
no se puede unir al GABA. Los agonistas de las BZDs, se postula que se unen
preferentemente a la conformacion A, lo que desplaza el equilibrio a favor de la
conformacién A y mejora la sensibilidad del receptor por el GABA. Los agonistas
inversos se unen selectivamente a la conformacion B y tienen un efecto contrario. Los

antagonistas competitivos como el flumazenil se unen por igual a las conformaciones A
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y B, por lo tanto no perturban el equilibrio conformacional pero antagonizan el efecto
de ambos agonistas y agonistas inversos. Algunas de las variantes moleculares del
receptor de GABA parecen mostrar diferentes afinidades relativas a los agonistas,
antagonistas y agonistas inversos, es posible que esto refleje las diferencias en el
equilibrio entre los estados A y B en funcion de las subunidades que componen al
receptor (Parker, et al., 2006; Rang, et al., 2007).

Benzodiazepina GABA

- (agonista) Canalde cloro

abierto
\

(- 1O
v " I J
“ : > Conformacién “A”
1 I . Ol
Vv - I V

v

Equilibrio
Conformacional

\/UE
|

[ B-Carbolinas (antagonistainverso)

Conformacion “B”

Figura 6 —Modelo de actividad de las BZDs y su interaccion con el receptor GABA,. Los agonistas de las BZDs
(por ejemplo; Dz) y los antagonistas (por ejemplo; flumazenil) se cree que se unen a un sitio en el receptor GABA
distinto del sitio de unién del GABA. Existe un equilibrio conformacional entre los estados en los cuales en el
receptor a BZDs existe una conformacion de union agonista (conformacion A) y una conformacion de unién
antagonista (conformacién B). En este Gltimo estado, el receptor GABA 4 tiene una afinidad muy reducida al GABA
Yy, en consecuencia, el canal de CI" permanece cerrado (Rang, et al., 2007).

2.3 — Acido y-amino butirico (GABA)

Todas las BZDs actlan en el sistema GABAEérgico, el cual recibe ese nombre
por su principal agonista, un aminoacido enddégeno llamado &cido y-amino butirico
(GABA), por lo que en esta tesis se describiran diversos aspectos del GABA como son
su sintesis y metabolismo, su fisiologia, su distribucion en el SNC y los receptores en
los que actia. EI GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el SNC
mamifero. EI GABA ejerce un efecto inhibidor tal, que es capaz de deprimir la

excitabilidad neuronal, durante la inhibicion se disminuye la probabilidad de que una
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neurona genere potenciales de accion (Kandel, et al., 2000; Parker, et al., 2006; Florez y
Pazos, 2008).

Fue identificado como un componente quimico unico del cerebro en 1950, pero
su potencia como depresor del SNC no fue reconocida inmediatamente. EI GABA
inicialmente fue identificado como el Unico aminoacido inhibidor que se encontraba
exclusivamente en los nervios inhibidores de crustaceo, ya que la potencia inhibidora de
los extractos obtenidos de estos medios se debia a su contenido de GABA. Ademas, la
liberacion de GABA se correlaciond con la frecuencia de estimulacion del nervio
inhibitorio y el incremento idéntico en la conductancia de CI" en el musculo. Mas tarde
estas mismas propiedades fisioldgicas y farmacoldgicas ayudaron a establecer el papel
del GABA en el SNC de los mamiferos, hoy en dia se cuenta con datos importantes que
apoyan la idea de que el GABA media las acciones inhibitorias de las interneuronas en
el cerebro y permite la inhibicion presinaptica en la médula espinal (Parker, et al.,
2006).

2.3.1 - Sintesis y metabolismo del GABA

Mediante métodos inmunocitoquimicos se han localizado tanto neuronas como
terminaciones nerviosas GABAérgicas y gracias a esto se ha podido determinar que este
es sintetizado a partir del principal neurotransmisor excitatorio, el glutamato (fig. 7). El
glutamato es el neurotransmisor mas comun en todo el SNC, este se sintetiza a partir del
a-cetoglutarato, un metabolito intermediario en el ciclo del &cido tricarboxilico.
Después de su liberacion, el glutamato es captado de la hendidura sinaptica tanto por las
neuronas asi como por los astrocitos, en donde se biotransforma en glutamina por la
accion de la enzima glutamina sintetasa (Kandel, et al., 2000).

El GABA se produce del acido glutdmico por la accion de la enzima del acido
glutdmico descarboxilasa (GAD), también conocida como L-glutamato-1-carboxilasa-
liasa, que elimina un grupo carboxilo, de la que se han encontrado isoformas diferentes;
GADG65 y GAD67 y estan codificadas en diferentes genes, ademas la GAD necesita
como cofactor para su funcionamiento de vitamina Bg 0 fosfato de piridoxal
(Brailowsky, 1995; Carlson, 2006). Experimentos con el compuesto aliglicina han
descubierto que ésta inactiva a la GAD e impide asi la sintesis de GABA y por lo tanto
incrementa la excitabilidad neuronal y se fomenta la aparicion de crisis convulsivas.
(fig. 7; Carlson, 2006).
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Figura 7 - Sintesis, liberacion, recaptura y metabolismo del GABA. 1) Sintesis: el GABA es sintetizado en el
citosol a partir del glutamato por la accién de la enzima acido glutdmico descarboxilasa (GAD; Shelp, et al., 1999). 2)
Liberacion: el GABA puede liberarse hacia el espacio sindptico a través de almacenes vesiculares, una vez fuera de la
terminal puede acoplarse a receptores metabotropicos (GABAg) tanto presindpticos como postsindpticos y a
receptores ionotrdpicos (GABA, y GABA() postsindpticos (Brailowsky, 1995; Carlson, 2006). 3) Recaptura: la
recaptura del GABA se da por medio de autorreceptores presinaticos (GABAg) o por el transportador GABA (GAT1-
4) el cual puede ser glial o neuronal (el transportador introduce GABA a las vesiculas liberando una molécula de H").
Por ultimo, el GABA es catabolizado por medio de la enzima GABA transaminasa (GABA-T) en succinato
semialdehido (SSA), en la mitocondria y el succinato semialdehido (SSA) es oxidado a succinato via un NAD*-
dependiente de la SSA deshidrogenasa o SSADH (Shelp, et al., 1999; Clark, et al., 2009; imagen tomada de Feldman
y Quenzer, 1984).

Un detalle curioso es que el acido glutamico no proviene del torrente sanguineo,
sino que la misma neurona posee un mecanismo enzimatico de sintesis a partir de la
transaminacion oxidativa a traves de la a-cetoglutarato transaminasa (GABA-T) o por
un proceso de desaminacién de la glutamina a través de la enzima glutaminasa

(DeLorcy y Olsen, 1994; Deutch y Roth, 1999). Otro aspecto interesante a resaltar es
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que la misma enzima (GABA-T), que provee el sustrato del glutamato para la sintesis
de GABA también lo degrada. EI GABA es transformado a semialdehido succinico por
la GABA-T en presencia de a-cetoglutarato como co-sustrato para la reaccion, por otro
lado la inyeccion intravenosa del acido aminooxiacético (AOAA) inhibe a la GABA-T
generando la acumulacion del GABA. Asi, la enzima GABA-T es la clave de la sintesis
y del catabolismo del GABA (fig. 7; Carmona, et al., 1980; Bolin y DaVanzo, 1982;
Shelp, et al., 1999; Clark, et al., 2009).

2.3.2 — Fisiologia del GABA

Ante la estimulacion eléctrica o quimica, se inicia una respuesta por parte de las
neuronas, estas pueden ser respuestas sinapticas excitatorias o en su defecto inhibitorias.
Las primeras favorecen la propagacion de los impulsos eléctricos ya sea por la
liberacién de neurotransmisores o por modificaciones en el nivel de receptores
postsinapticos que potencien el efecto de los neurotransmisores, en tanto que los
eventos sindpticos inhibitorios, pueden operar mediante dos mecanismos generales: por
reduccion en la liberacion de aminoécidos excitadores a través de una accion pre-
sindptica o por reduccion en la excitabilidad de la célula postsinaptica (Kuriyama, et al.,
1993).

El GABA tiene efectos en ambas membranas de la sinapsis. El efecto a nivel
presinaptico (fig. 7), se observa mediante la activacion del receptor GABAg Yy una
subsecuente disminucién de la entrada de Ca®* al botén terminal. Debido a que el Ca**
es un cation involucrado en la maquinaria de liberacion de neurotransmisores en la
terminal nerviosa, el GABA en el componente presindptico genera una disminucién en
la liberacion de diversos neurotransmisores (Krnjevi¢, 1997).

A nivel post-sindptico (fig. 7), el mecanismo principal se debe a un rapido
incremento en la conductancia de CI', lo cual tiene un efecto hiperpolarizante de la
membrana neuronal (Brailowsky, 1995). Ademas, en algunas neuronas se incrementa
una conductancia lenta de K* fortaleciendo la hiperpolarizacién. A todo el evento
postsinaptico se le denomina potencial post-sinaptico inhibitorio (IPSP) (Krnjevic,
1997). Recientemente se ha demostrado que durante la activacion prolongada de los
receptores de GABA en la dendrita, la respuesta de la membrana post-sindptica cambia
de hiperpolarizacion a despolarizacion. Una explicacion para el cambio del efecto
inhibitorio del GABA es la siguiente: el incremento del flujo de CI" y HCO;3 a traveés del
receptor ionotropico tipo A para GABA (GABA,), incrementa la concentracion de estos

18



aniones en el interior de la célula, por lo que disminuye su fuerza electroquimica y en
consecuencia su flujo al interior de la neurona también disminuye. Ademas, al cambiar
su potencial de equilibrio, se favorece un egreso del HCOj3, produciendo un evento
despolarizante. Esta despolarizacion disminuye el bloqueo dependiente de voltaje del
receptor N-metil D-Aspartato (NMDA), por parte del idbn magnesio, por lo que esta
actividad mediada por GABA es suficiente para la activacion sinaptica del receptor
NMDA. De tal forma, que las respuestas postsinapticas GABAérgicas en neuronas
corticales pueden consistir en una temprana ‘“hiperpolarizacion somatica” (también
denominada respuesta h-GABA,) Yy una respuesta “despolarizante dendritica” (o
respuesta d-GABAA,). En conclusién, los flujos de HCO3 contribuyen a la respuesta d—
GABAA,, en tanto que la respuesta h-GABAA, es principalmente debida al CI” (Staley y
Proctor, 1999).

2.3.3 - Receptores GABAA

Los receptores GABA tipo A, son canales ionotropicos dependientes de CI,
estos pueden ser abiertos por la liberacién de GABA a partir de neuronas presinapticas
(Parker, et al., 2006) y también pueden ser modulados por una importante variedad de
farmacos neuroactivos clinicamente relevantes, incluyendo las BDZs, los barbituricos,
los anticonvulsivantes, el alcohol, los anestésicos volatiles y también existen
compuestos enddgenos como los esteroides neuroactivos, los cuales son moduladores
alostéricos de la funcién del receptor (Follesa, et al., 2006; Parker, et al., 2006).

Muchas de las acciones fisioldgicas del GABA son producidas via receptores
GABA\ (Sieghart, et al., 1999), por ejemplo las acciones inhibitorias rapidas del GABA
son mediadas por los receptores GABAA en el cerebro, ademas los déficits en la
expresion de receptores GABA, funcionales es critica en patologias tales como:
epilepsia, desordenes de ansiedad, déficits cognitivos, esquizofrenia, depresion y abuso
de sustancias (Jacob, et al., 2008), los receptores GABAA son antagonizados por los
convulsivos alcaloides como la bicuculina (Loh y Ball, 2000).

El receptor de GABAa, por su analogia con los receptores colinérgicos
nicotinicos, puede ser una proteina tetramérica o pentamérica por lo que las subunidades
pueden reunirse en torno a un ion central del poro tipico de todos los receptores
ionotrépicos (fig. 8; Parker, et al., 2006). En el SNC, los receptores GABAA son

compuestos heteropentameros formados por diversas subunidades que van de oz a ag, B1

19



aPsv127s 0, € m, 0y p1 apscada una de estas subunidades con funciones, expresion y
distribucion diferente (Follesa, et al., 2006).

GABA GABA

benzodiacepinas

neuroesteroides
crd barbittricos

Figura 8 - Esquema del receptor GABA, asi como sus sitios de acoplamiento. Estos son compuestos
heteropentameros que en su forma mas comun estan conformados por dos subunidades «, dos subunidades f y una
subunidad y. Los receptores GABA, contienen sitios de reconocimiento para diversas moléculas. La union del
GABA se da en dos sitios de acoplamiento al GABA en la interface entre las subunidades o y B, lo que conlleva la
apertura del receptor asociado al canal de CI'. El sitio de acoplamiento de las benzodiacepinas esta localizado entre
las subunidades a y y2. Los sitios de acoplamiento de los barbituricos, los neuroesteroides y el etanol se encuentran
en regiones trasmembranales (Uusi-Oukari y Korpi, 2010).

Durante el desarrollo diferencial se incrementa la expresion de las subunidades
a, By v, esto sugiere, diferencias en la composicion de las subunidades y propiedades
funcionales del receptor GABAA durante el desarrollo (Kardos, 1999). En neuronas
maduras, bajo condiciones normales, la activacion de los receptores GABAA, llevan a
una hiperpolarizacion del potencial de membrana celular y una inhibicién de la
actividad neuronal, sin embargo en neuronas inmaduras, en las cuales el gradiente de
iones forma transportadores de aniones que no son completamente funcionales dan
como consecuencia, que la activacion del receptor GABAA produzca despolarizacion,
este proceso opuesto esté relacionado en condiciones patoldgicas por ejemplo; el dolor
neuropatico (Uusi-Oukari y Korpi, 2010).

Basandose en estas propiedades farmacoldgicas, los receptores GABA,, estan
involucrados en el control de la excitabilidad en el cerebro, la modulacion de la
ansiedad, en las conductas de ingesta de alimento y agua, en los ritmos circadianos y
procesos cognitivos como son la vigilia, aprendizaje y memoria (Sieghart, et al. 1999).
Asimismo, se cree que la mayoria de los receptores GABAA estdn compuestos por las

subunidades o, B y v en un rango de 2:2:1 respectivamente, aungque existe una gran
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diversidad de patrones en la expresion de complejos de subunidades GABAA Yy sus
combinaciones, las subunidades mas comunes y las que se distribuyen abundantemente
en el SNC son las a; y op, en cuanto a los subtipos de receptor GABAA el mas
abundante es el a1f3,y2, el cual estd presente en muchas regiones cerebrales (Parker, et

al. 2006), como lo muestra la tabla 1.

Tabla 1 — Subtipos y distribucion del receptor GABAA,.

Subtipos GABAAR Regiones de distribucién en el SNC

Se encuentra en la capa granular del bulbo olfatorio, capa de células
a1B2y2 polimorfas y region CA3 del hipocampo, interneuronas corticales, globo

palido y varios nucleos talamicos.

Han sido colocalizados en el bulbo accesorio olfatorio, el estriado, el
azpat: septum, la capa molecular del giro dentado e hipotalamo

Esta combinacion de la subunidad o, es posible y se sugiere que se
wpt: expresa en la glia de Bergmann y en nucleos del sistema limbico.

Este subtipo es predominantemente expresado en muchas células
aapr: monoaminérgicas de varios nucleos cerebrales

Esta combinacion de subunidades es probable porque sus ARNm son
asbe encontrados en altas concentraciones en el locus ceruleus de la rata

Este subtipo del receptor GABA, es expresado en el talamo, caudado,
wapr: putamen y giro dentado

El relevo de los nlcleos taldmicos y corteza cerebral expresan este
wep20 subtipo.

Es expresado en células granulares dentadas, corteza cerebral y
@pa0 predominantemente en el estriado.
asPsy2 Este subtipo es expresado en neuronas piramidales de CAl

Estos subtipos son expresados en las células granulares del cerebelo y

agPy2, 0eP20, 0eP3d ,
nucleo coclear.

Tabla 1. En la columna de la izquierda se presentan las subunidades que componen los diferentes subtipos
del receptor GABAA (GABAAR) y en la columna de la derecha se describe la distribucién en el SNC de
los diferentes subtipos del receptor GABA 4 (Uusi-Oukari y Korpi, 2010).

2.3.4 - Receptores GABAg

El segundo tipo de receptores GABA son los GABAg, estos se clasifican como
receptores metabotropicos, por lo que tienen una accion lenta y prolongada (Jacob, et al.
2008), los cuales son miembros de la familia de receptores acoplados a proteinas G y
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actla tanto en vias bioguimicas como en la regulacion de canales iénicos (Parker, et al.
2006), es decir, interactdan con las proteinas G; para inhibir la adenilatociclasa, activar
canales de K* y reducir la conductancia de Ca?*, ademas, son insensibles a la bicuculina
y a la actividad estereoselectiva del baclofen. Los receptores GABAg funcionan a nivel
presinaptico como autorreceptores, inhibiendo la liberacion de GABA y pueden jugar el
mismo rol en neuronas que liberan otros neurotransmisores (es decir en neuronas no-
GABAérgicas como heterorreceptores) y se componen de las subunidades GABAgla y
GABAg2, mientras que a nivel postsinaptico los receptores GABAg se expresan en
neuronas GABAGérgicas o no-GABAérgicas, regulando la expresion de receptores
idnicos y estan constituidos por las subunidades GABAglb y GABAg2 (Loh y Ball,
2000; Malgorzata y Malgorzata, 2008).

Los receptores GABAg se han identificado tanto en el SNC como en el SNP.
Dentro del SNC, los receptores GABAg son en su mayoria localizados en neuronas de
los nacleos talamicos del cerebelo, la amigdala y la corteza. Una concentracion
considerable de estos receptores también ha sido detectada en el hipocampo, la
habénula, la sustancia nigra, el area tegmental ventral, nicleo accumbens, el globo
palido y el hipotdlamo. Otros estudios revelaron que los receptores GABAg también se
expresan en la médula espinal (asta ventral y dorsal). Es importante destacar que el
patrén de distribucién de las subunidades GABAg1 y GABAg2 en muchas estructuras
del SNC es similar, a excepcion de la baja expresion del ARNm para GABAg2 en los
ganglios basales (nucleo caudado, putamen), el hipotdlamo, bulbo olfatorio y la médula
espinal. A nivel periférico, los receptores GABAg se producen en los ganglios
auténomos, en el bazo, la vejiga, el intestino delgado, los pulmones, los testiculos, el
estomago, el pancreas, el rifion, el higado, el miocardio y musculos esqueléticos

(Malgorzata y Malgorzata, 2008).

2.4 - Papel de los neurotransmisores en el neurodesarrollo embrional.

Para responder la pregunta planteada en esta tesis, en relacion a dilucidar si las
BZDs pueden generar un cambio en la conducta del animal adulto cuando son
administradas durante el desarrollo prenatal, es necesario conocer el papel de los
neurotransmisores en el desarrollo prenatal, las exposiciones a BZDs y sus principales
efectos en el desarrollo. En este contexto los neurotransmisores cumplen con funciones
importantes en el desarrollo neuronal y de circuitos cerebrales, ya que estudios que

comenzaron hace casi 50 afios demostraron que los neurotransmisores aparecen mucho
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antes de que se formen las sinapsis, por lo que se han postulado varios roles de los
neurotransmisores en los procesos del neurodesarrollo, aunque no todos han sido
demostrados, algunos ejemplos de tales funciones no-sinapticas son: la dopamina regula
la cinética del ciclo celular progenitor y el crecimiento dendritico (Ohtani, et al. 2003;
Song, et al. 2002), la serotonina modula la proliferacion celular (Bonnin, et al. 2007), el
GABA es una de las primeras sustancias que aparecen en el desarrollo cerebral de los
roedores, ejerce una accion trofica en el desarrollo de neuronas monoamineérgicas en el
tallo cerebral a través de la interaccion con el receptor GABAA y activa la migracion de
las neuronas en desarrollo (Liu, et al. 1997; Behar, et al. 2000) y el glutamato regula la

supervivencia de los precursores de los oligodendrocitos (Brazel, et al. 2005).

Humano Raton Eventos del Neurodesarrolio Desarrollo del sistema de neurotransmision
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Figura 9 - Eventos del desarrollo y ontogenia que son blancos de la administracion de drogas. En esta imagen se
esquematizan los periodos criticos de los principales eventos del neurodesarrollo referentes al desarrollo de los
sistemas de neurotransmision, que incluyen la apariciéon de receptores, transportadores y la maquinaria de sintesis.
Hay que tener en cuenta que algunos de estos elementos de neurotransmisién pueden continuar madurando en la
pubertad. La edad de desarrollo en que se dan los principales eventos del desarrollo de los sistemas de
neurotransmision en ambos el humano y el raton es comparada en las primeras dos columnas del extremo izquierdo
de la figura a manera de linea del tiempo. Finalmente, se muestran en la columna de la derecha los principales
objetivos farmacoldgicos (receptores, transportadores, estructuras cerebrales etc) en el neurodesarrollo que pueden
afectar diversos aspectos de la conducta tanto del humano como de los roedores.

Abreviaturas: serotonina (5-HT: 5-hidroxitriptamina), noradrenalina (NA). acido y-aminobutirico (GABA), dopamina
(DA), placa cortical (CP), subplaca (SP), zona proliferativa (PZ), zona marginal (MZ), corteza (CTX), eminencia
ganglionar (GE), locus ceruleus (LC), area tegmental ventral (VTA), aferencias (Aff), dia embrionario. (E), dias
postnatales (P), semanas (S) Meses (M). Imagen tomada de Rakic, 1995; Thompson et al. 2009.

Las drogas psicoactivas modulan receptores, transportadores y otros

componentes implicados en una neurotransmisién, muchos de estos componentes son
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expresados durante periodos prenatales del desarrollo cerebral, aunque en este caso sus
patrones de expresion y las funciones son a veces muy diferentes de los roles mas
tipicos que tienen en las etapas tardias en la vida. Asi, la presencia de estas proteinas en
el desarrollo cerebral, subyacen al impacto bien documentado de la exposicion prenatal
de drogas en la arquitectura del cerebro, la quimica y la funcién neuroconductual en
seguimientos clinicos y modelos animales (Thompson, et al. 2009).

La linea del tiempo de hitos del desarrollo neurolégico se ha documentado en
seres humanos y para la mayoria de los animales utilizados como modelos, por lo tanto,
el disefio de modelos animales expuestos a drogas durante determinadas etapas del
desarrollo fetal se puede correlacionar con el tiempo de exposicion durante el embarazo

humano, al menos en una primera aproximacion (fig. 9; Clancy, et al. 2001).

2.4.1 — Efectos sinapticos de las exposiciones prenatales a BZDs.

El GABA es uno de los primeros neurotransmisores que aparecen en el
desarrollo cerebral de los roedores y ejerce una accion tréfica en las neuronas
monoaminérgicas en el tallo cerebral a traves de la interaccion con el receptor GABAA,,
consistentemente con esta interpretacion los antagonistas GABAérgicos (como la
bicuculina) tienen un efecto negativo en el desarrollo de las neuronas monoaminérgicas
(Liu, et al. 1997). Estos datos realzan la posibilidad de que una exposicién prenatal a
drogas que actuen en los receptores GABA,, pueden interferir positiva o negativamente
la influencia regulatoria del GABA en el desarrollo cerebral, ademés de producir
desbalances en las neurotransmisiones monoaminérgicas y GABAérgicas, estos efectos
tienen consecuencias funcionales y conductuales en los animales a largo plazo.

Algunos aspectos del funcionamiento del sistema GABAEérgico pueden ser
modificados por factores tanto prenatales como posnatales, los cuales pueden alterar la
funcion de este sistema de neurotransmision en regiones cerebrales especificas, de ahi
que puedan influenciar el curso normal del desarrollo neuronal y conductual de las crias
en mamiferos (kellogg, et al. 1993; Liu, et al. 1997; Kellogg, 1999). La exposicién en
animales experimentales a BZDs en la etapa prenatal, ha sido claramente asociada a
teratogenicidad (malformaciones cardiacas), con alteraciones en las respuestas
conductuales, neurales, hormonales y respuestas inmunes a estresores ambientales,
ademas la exposicion a BZDs da como consecuencia un retraso en el desarrollo, con

mayores efectos después del comienzo de la pubertad mucho después de que el farmaco
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ha sido eliminado del organismo (kellogg, et al. 1993; Kellogg, 1999; Cannizzaro, et al.
1995, 2001, 2002, 2005).

Estudios controlados con tratamientos prenatales de Dz en ratas, han encontrado
cambios a largo plazo en la funcion del receptor GABAA en el tallo cerebral, el
hipocampo y la corteza cerebral, en particular estos han sido descritos como una
disminucion en el ndmero de sitios de union para BZDs y para GABA (atenuando el
efecto farmacologico de los agonistas GABAérgicos en el canal de CI), una
disminucion en la expresion del ARNm para receptores GABAA (Cannizzaro, et al.
2005). Ademas, la exposicion prenatal de BZDs en ratas, durante el desarrollo
ontogeénico del cerebro, resulta en un decremento en la maduracién y una disminucién
en la funcion de los receptores GABAA, asi como una disminucion en la expresion de
subunidades al, a2 y y2. Estos cambios repercuten en alteraciones conductuales y en la
incapacidad de estos animales para adaptarse a los desafios ambientales (Cannizzaro, et
al. 2002; Picard, et al. 2008).

La exposicion crénica de las BZDs durante la gestacion de la rata, sugiere que se
producen alteraciones en las respuestas hacia los estresores ambientales en estos
animales a una edad adulta (por ejemplo generando un incremento en los niveles
plasmaticos de corticosterona y prolactina ante estresores ambientales), asi como
generando cambios en la liberacion de noradrenalina en el hipotalamo y de dopamina en
la corteza prefrontal (Kellogg, et al. 1993; Cannizzaro, et al. 2001, 2002, 2005).

La mayoria de las alteraciones conductuales probadas por los tratamientos con
Dz gestacional aparecen después de la pubertad en el macho, lo que sugiere que las
hormonas pueden jugar un papel fundamental (Kellogg, 1999), dentro de estas
alteraciones se han reportado disfunciones en la conducta reactiva, en la conducta
ansiosa, en la interaccion social, en el aprendizaje y memoria, asi como en procesos
asociativos y motivacionales (Simmons, et al. 1984; Cannizzaro, et al. 1995, 2002) esto
sugiere que la exposicion prenatal a Dz puede interferir con la capacidad del animal

adulto para procesar la informacion de su medio ambiente.

2.4.2 - Mecanismos implicados en la administracion prenatal de Dz

Aln no se conocen los mecanismos mediante los cuales el Dz ocasiona un
cambio en el sistema GABAérgico durante la etapa prenatal, Kellogg en 1999 descubrio
una evidencia que indica, que los receptores GABAA de las neuronas en desarrollo

poseen sitios de reconocimiento para diversas hormonas esteroideas, en particular los
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metabolitos 5-o reducidos como la desoxicorticosterona, la progesterona y la
testosterona, dichos esteroides han demostrado actuar como moduladores positivos de
los receptores GABAA. Por ello, se propone que exposicion prenatal a Dz altera la
funcion del receptor GABAA en animales adultos, y algunos de los efectos reportados
estan relacionados al género (por ejemplo; se han encontrado alteraciones en la
sensibilidad cortical de los receptores GABAA en machos adultos expuestos a Dz in
Gtero, en contraste esto no fue observado en las hembras). Ademas, la accion del Dz en
los receptores GABA, in Utero podria afectar también la diferenciacion neuronal y el
crecimiento, con consecuencias especificas del género, que afectan la expresion de otros

factores troficos.

BDNF mRNA

@ BI%:F

NEURONA EN DESARROLLO

Figura 10 - Mecanismos de accidn del Dz en el desarrollo de las neuronas. No todos los mecanismos descritos
necesariamente estan presentes en cada neurona. El Dz puede interactuar con el receptor GABA, en el que podria
alterar la accion despolarizante del GABA en las neuronas en desarrollo. La estimulacion GABAérgica en cultivos se
ha asociado con un aumento el flujo de cloro (CI) al exterior e indirectamente calcio (Ca ) al interior y un aumento
en los niveles de ARNm para BDNF. El calcio puede influir en la transcripcion de genes a través de varias rutas. El
dimorfismo sexual de esta via de interaccion se da a partir de: 1) la distribucion de dimorfismo sexual de las proteinas
de union de calcio especificas [CBP] 6, 2) la presencia de testosterona (TEST) sexo-especifica, que puede ser
aromatizada a estradiol [E2,]. EI E2 formado por la union de la testosterona al receptor de estrdgenos (ER), pueden
influir la transcripcion del ARNm para BDNF. El Dz también se une a los receptores mitocondriales de BZD (MBR).
La estimulacion del MBR afecta la sintesis de esteroides en el cerebro, este proceso puede estar teniendo lugar en
neuronas durante el desarrollo temprano. La DHP pueden unirse a receptores de progesterona (PR) e influenciar de la
transcripcion de genes. Otras abreviaturas: colesterol (COL), pregnanolona (PREG), progesterona (PROG). Imagen
tomada de (Kellogg, 1999).

El GABA ejerce un efecto regulatorio en los mecanismos de crecimiento y
organizacion neuronal en el tallo cerebral (Liu et all., 1997; Liu et al.,, 1998),
hipotalamo (Deng et al., 2007), hipocampo, estriado y corteza cerebral (Kellogg, 1999;
Liu et al., 2009) por medio de los receptores GABAA Yy los receptores mitocondriales a

BZDs (o también denominados receptores periféricos), estos Ultimos considerados los
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mediadores en los efectos retardados al Dz prenatal (fig. 10), cuya funcion es
incrementar el transporte de colesterol al interior de la membrana mitocondrial para la
formacion de pregnanolona por el complejo enzimatico citocromo P450 (Martin-Garcia
et al., 2007).

El GABA tiene una influencia tréfica en el desarrollo cerebral, por lo que la
presencia de Dz en el cerebro fetal afecta negativamente la influencia trofica del GABA.
También se ha documentado que el GABA puede ejercer influencias despolarizantes en
las neuronas en desarrollo, en contraste con su accién predominante que es de
hiperpolarizacion en el cerebro maduro. La accion despolarizante del GABA en las
neuronas en desarrollo promueve la salida CI" en las células. Por lo tanto, ya que el
GABA puede ejercer una gran influencia sobre la excitabilidad neuronal y el control de
las corrientes ionicas durante el desarrollo cerebral, lo que convierte a esta
neurotransmision en un factor critico en la regulacion de la diferenciacion neuronal, por
lo tanto la modulacién de los receptores GABA (GABAA Yy mitocondriales a BZDs)
pueden influir en el crecimiento y conexion neuronal (Kellogg, 1999).

El Dz también se une al receptor mitocondrial a BZDs (fig. 10), un sitio que se
ha asociado con la regulacién de la esteroidogénesis (facilitando el flujo de colesterol al
interior de la mitocondria) en varios 6rganos. El cerebro tiene la capacidad de sintetizar
nuevos esteroides a partir del colesterol, la evidencia reciente indica que el complejo
enzimatico P450scc es esencial para la conversion de colesterol a pregnanolona (el
precursor de la progesterona y de la dehidroepiandrosterona), la cual ha sido
identificada en el SNC y SNP durante la embriogénesis (Kellogg, 1999). La enzima 5a-
reductasa, es la responsable de la conversion de esteroides como la progesterona y la
testosterona a sus metabolitos Sa-reducidos, que se han observado en zonas germinales
y campos de diferenciacion durante el desarrollo fetal del tallo cerebral, hipotalamo,
hipocampo, estriado y corteza cerebral en la rata (Liu et al., 1997; Liu et al., 1998;
Kellogg, 1999; Deng et al., 2007; Liu et al., 2009). Considerando en conjunto, estas
observaciones se ha sugerido que la formacién sincronizada de hormonas vy
neuroesteroides precursores So-reducidos pueden tener lugar en neuronas en desarrollo,
en lugar de la glia como es tipico en el cerebro adulto. Por ultimo, los farmacos que
acttan en los receptores mitocondriales a BZDs influencian la génesis de nuevos
neuroesteroides, facilitando el flujo intramitocondrial de colesterol. La presencia de Dz

durante el desarrollo fetal podria afectar la esteroidogénesis del cerebro (en lugar de la
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esteroidogénesis gonadal), que a su vez, podria afectar los niveles de esteroides Sa.-

reducidos, potentes moduladores de la funcién del receptor GABAA (Kellogg, 1999).

2.5 - Drogadiccion.

Para esta tesis es necesario abordar el tema de las adicciones a drogas desde una
perspectiva social, farmacoldgica y fisioldgica, por lo que en los siguientes capitulos se
hara una descripcion conceptual de la adiccion, el mecanismo de accién de las drogas,
las principales vias neurales implicadas en el reforzamiento, asi como en los cambios
fisiologicos tras la administracion cronica de drogas en el sistema mesolimbico
dopaminérgico.

La drogadiccion es un desorden crénico recurrente que se define por dos
caracteristicas principales: 1) una compulsién por tomar una droga, asi como conductas
dirigidas para su consumo y 2) una pérdida del control en la limitacion de la ingesta
(APA, 1994; OMS 1992). Las drogas de abuso actuan en sitios locales de la membrana
celular, dentro de los sistemas neuroquimicos que forman parte de las vias del sistema
de recompensa, el principal es el sistema dopaminérgico del cerebro medio, el cual tiene
un papel fundamental no s6lo en los sistemas de recompensa y control motor, sino
también en las funciones de orden superior; incluidas la cognicion y la memoria. Los
péptidos opioides han sido implicados en el procesamiento emocional en todo el
neuroeje (Koob y Le Moal, 2001).

Por lo general, las drogas adictivas pueden actuar como reforzadores positivos
(produciendo euforia) o como reforzadores negativos (aliviando sintomas de abstinencia
o de disforia). Ademas, los estimulos ambientales (sefiales) son asociados con el
consumo de drogas, en si también puede inducir una respuesta condicionada (retirada o
deseo) en ausencia de la droga (Spanagel y Weiss, 1999); con el uso continuo de las
drogas se inducen cambios adaptativos en el SNC, se presenta la tolerancia,
dependencia fisica, sensibilizacion, el craving (anhelo/compulsion) y recaidas
farmacologicas, es necesario conocer las definiciones de los adjetivos y procesos

anteriores para la comprension y el diagnéstico de una adiccion farmacoldgica (tabla 2).
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Tabla 2.- Definiciones de los términos méas usados en el estudio de adicciones.

Antes este concepto era conocido como dependencia psicolégica y es definido

Craving como un intenso deseo de volver a experimentar los efectos de una sustancia
(anhelo/compulsion) | psicoactiva. El craving es una causa de recaida después de largos periodos de
abstinencia.

Se refiere a una nueva exposicion de una sustancia, de la cual anteriormente el
sujeto abuso. Esta exposicion puede precipitar una rapida reanudacion del
abuso.

Este concepto se refiere una reanudacion en la conducta de blsqueda de alguna
droga, o el consumo de alguna droga después de un periodo de abstinencia. El
Recaida Priming, las sefiales ambientales (personas, lugares o cosas asociadas con el
uso de drogas en el pasado), y el estrés pueden desencadenar el deseo intenso y
causar una recaida.

Es un estimulo que el cerebro interpreta como intrinsecamente positivo 0 como
algo que hay que alcanzar para generar placer.

Este término se refiere al aumento en el efecto esperado de un farmaco tras la
administracion repetida (por ejemplo, el aumento de la activacion del aparato
locomotor después de la administracibn de psicoestimulantes). La
Sensibilizacion sensibilizacion también se refiere a la hipersensibilidad persistente, para el
efecto de un farmaco en una persona con antecedentes de exposicion a drogas
(o al estrés). La sensibilizacién es uno de los mecanismos neurobiolégicos
implicados en el craving y en la recaida.

Se caracteriza por las consecuencias adversas recurrentes y relacionadas
clinicamente con el uso repetido de sustancias, como es el incumplimiento de
las obligaciones principales, uso de drogas en situaciones en las que hacerlo es
fisicamente peligroso, la aparicion de problemas legales relacionados con las
drogas y el uso continuo de drogas a pesar de la presencia de problemas
sociales o interpersonales persistentes o recurrentes.

Es un conjunto de sintomas cognitivos, conductuales y fisioldgicos que indican
que una persona continua con el consumo de una sustancia a pesar de tener
problemas clinicamente significativos relacionados con el uso de sustancias.
Para ser diagnosticada una dependencia a sustancias, la Asociacién Americana
de Psiquiatria (APA), requiere que el paciente deba cumplir con al menos tres
de los siguientes criterios; 1) sintomas de tolerancia, 2) sintomas de
abstinencia, 3) uso de una sustancia en dosis superiores a las terapéuticas o
durante periodos mas largos de los prescritos o previstos, 4) deseo persistente 0
esfuerzos infructuosos para reducir o controlar el consumo, 5) gasto de tiempo
considerable en los esfuerzos para obtener la sustancia, 6) una reduccion de
actividades sociales, laborales o recreativas importantes debido al consumo de
drogas y 7) el uso continuo de una sustancia descuidando la atencién a su
salud, la socializacién, o tener problemas econémicos.

Este término engloba un conjunto de signos y sintomas que siguen a la
interrupcion brusca o reduccién en el uso de una sustancia o después de la
obstruccion de las acciones de una sustancia por antagonistas (por ejemplo, la
Sindrome de naloxona en la adiccion a heroina). El sindrome también puede ser producido
Abstinencia por las sefiales asociadas con el consumo de sustancias (abstinencia
condicionada). Los sintomas tienden a ser lo opuesto a los producidos después
de la exposicidn a corto plazo a un farmaco. La abstinencia es una de las causas
del consumo compulsivo de las drogas y de recaidas a corto plazo.

Tabla 2 - La columna de la izquierda refiere los términos usados en clinica para el diagnéstico de un paciente con
drogadiccion, mientras que en la columna de la derecha se hace referencia a las definiciones de dichos términos
(tomada de Cami y Farré, 2003).

Priming
(Sublimacion)

Recompensa

Abuso de Sustancias

Dependencia a
Sustancias
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También algunos investigadores han hecho hincapié en la disociacion entre el
valor incentivo de la droga y sus efectos placenteros o hedonicos, para que el sistema
cerebral esté implicado en el mecanismo de recompensa debe volverse hipersensible a
los efectos directos de la droga y a los estimulos asociados que no son directamente
atribuibles a la misma, esta hipersensibilizacion causa deseo Yy craving,
independientemente de la presencia de sintomas de abstinencia y conducen a un
comportamiento compulsivo de busqueda y consumo de drogas. Aunque las sensaciones
agradables disminuyen progresivamente, las drogas se vuelven patolégicamente
deseables (Robinson y Berridge, 2001; Robinson y Berridge, 2003; Robinson y
Berridge, 2008). Por ultimo, las conductas compulsivas de busqueda y consumo de
drogas se ven facilitadas, por la dificultad en la toma de decisiones y en la capacidad de
realizar juicios de las consecuencias de las propias acciones, estas dificultades
cognitivas se han relacionado con un déficit en la activacion de la corteza prefrontal
(Goldstein y Volkow, 2002), ademas de una sobreactivacion de los mecanismos de

memoria y de reforzamiento adictivo (Hyman y Malenka, 2001).

2.5.1 - Drogadiccion y alostasis.

Los mecanismos neurobioldgicos de la adiccion son complejos y aun no han
sido completamente evidenciados ya que, la conducta involucra diversos sistemas de
neurotransmision, asi como diversas estructuras cerebrales y ocasiona cambios plasticos
en estos, por lo que diversos investigadores han hecho teorias acerca del origen y
desarrollo de la adiccion. Los hallazgos realizados por Koob y Le Moal han propuesto
que el organismo intenta contrarrestar los efectos de una droga, dados por un circulo
vicioso en el cual, el set point heddnico (el punto en el que el placer es alcanzado),
cambia continuamente en respuesta a la administraciéon de una sustancia. Ademas
sugieren que la drogadiccidn resulta de la desregulacion del mecanismo de recompensa
y alostasis (capacidad de lograr la estabilidad a través del cambio subsecuente; Koob y
Moal, 1997; Koob y Le Moal, 2001).

La homeostasis corresponde a mecanismos que mantienen la estabilidad dentro
de los sistemas fisiol6gicos y condicionan a todos los parametros del medio interno
dentro de los limites que permiten a un organismo sobrevivir. En este contexto la
homeostasis es un proceso de auto-regulacion para el sostén de parametros corporales

en torno a un punto de referencia fundamental para la supervivencia. En contraste la
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“alostasis” propone el mantenimiento de una estabilidad del sistema fuera de los rangos
homeostaticos normales, esto se refiere al concepto fisiolégico donde un organismo
debe variar todos los parametros de su medio interno y repartirlos de manera apropiada,
para percibir y anticipar las demandas ambientales crdnicas con el fin de mantener una
estabilidad, es decir, si las demandas al sistema contintan produciendo un desequilibrio,
el proceso de alostasis sigue regulando que el organismo movilice enormes cantidades
de energia para mantener una estabilidad aparente en un estado patoldgico "set point".
Por ejemplo: cuando una persona se somete a estrés se producen ciertas respuestas
auténomas, induciendo un aumento en la liberacion de neurotransmisores promotores de
vigilancia, aumento en la frecuencia cardiaca, entre otras. Pero cuando este estado se
hace crénico dichas respuestas también se prolongan, promoviendo un estado de
alostasis y modificando el “set point” para estas respuestas (McEwen y Stellar, 1993;
Koob y Le Moal, 2001).

Cuando el organismo ha alcanzado un estado de alteracién tan grave, que no
puede recuperarse mediante la movilizacion de sus propios recursos, la alostasis ha
llegado a un punto que normalmente se considera como una enfermedad. El estado de la
desregulacién en el sistema de recompensa puede producir la pérdida del control en el
consumo de drogas, uso compulsivo o adiccion a las drogas (Koob y Moal, 1997).
Dicha teoria podria explicar la vulnerabilidad a desarrollar una adiccién a drogas en
ciertas poblaciones que cursan con diversos trastornos psiquiatricos como la depresion,

la ansiedad, el estrés cronico o la esquizofrenia.

2.5.2 - Neurocircuito del reforzamiento

Una adiccion se desarrolla por cambios neuroquimicos y fisioldgicos, las
investigaciones realizadas en este sentido, apuntan al sistema dopaminérgico como una
pieza clave en el desarrollo y mantenimiento de conductas reforzantes, por lo que a
continuacion se describiran los aspectos generales de la neurotransmision
dopaminérgica, asi como las principales estructuras implicadas en la evaluacion de los
estimulos reforzantes.

La dopamina se sintetiza a partir de la I-tirosina, la cual es transformada por
medio de la enzima tirosina hidroxilasa a I-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y esta a su
vez es transformada por la DOPA-descarboxilasa a dopamina (Brailowsky, 1995;
Kandel, et al., 2000). La dopamina al ser liberada, se une a receptores metabotrépicos

los cuales estan divididos en dos familias: la primera familia estd comprendida por los
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receptores D1 y D5, los cuales estan acoplados a proteinas Gs y ejercen un efecto
excitatorio en la enzima adenilato-ciclasa, la cual incrementa los niveles intracelulares
de AMPc. La segunda familia de receptores dopaminérgicos estd compuesta por los
receptores D2, D4 (postsinépticos) y D3 (presinapticos), que estan acoplados a proteinas
Gi, las cuales inhiben a la enzima adenilato-ciclasa, cabe resaltar que los receptores D1
son aproximadamente 10 veces mas sensibles a la dopamina que los D2. Finalmente, la
dopamina puede ser recapturada, puede ocupar autorreceptores (D3) o puede ser
metabolizada por la enzima monoamino-oxidasa (Brailowsky, 1995; Pellicer, et al.,
2009).

Todo estimulo neutro es evaluado por ciertas estructuras cerebrales (hipocampo,
amigdala y corteza prefrontal), las cuales determinan el valor de dicho estimulo que
puede ser reforzante o aversivo, por lo que la descripcion de estas estructuras cerebrales
es necesaria para comprender el fendbmeno de la adiccion. Las vias neuronales
implicadas en la drogadiccion estdn compuestas por el sistema mesocorticolimbico (fig.
11), originado en neuronas del area tegmental ventral (sitio de los cuerpos celulares
dopaminérgicos) y el nicleo accumbens (Cami y Farré, 2003; Koob y Volkow, 2010).
Algunas drogas de abuso tienen una accién sobre este sistema mesocorticolimbico a
diferentes niveles, por lo tanto, no es sorprendente que la evidencia acumulada a lo
largo de la ultima década demuestre, que las drogas de abuso pueden influir en los
mecanismos de plasticidad sinaptica de los circuitos cerebrales implicados en el
refuerzo y el procesamiento de la recompensa, de hecho, una hipoétesis influyente es que
la adiccion representa una forma patoldgica potente, de aprendizaje y memoria (Hyman
y Malenka, 2001; Kalivas y Volkow, 2005; Hyman, et al. 2006).

El circuito mesolimbico del reforzamiento incluye proyecciones de
cuerpos neuronales desde el VTA a estructuras limbicas las cuales incluyen el NAc
implicado en los efectos reforzantes (evaluacion de estimulos), amigdala la cual esta
implicada en los cambios emocionales y motivacionales del sindrome de abstinencia e
hipocampo el cual ha sido relacionado con procesos de memoria y respuestas
condicionadas vinculadas al craving (Koob y Le Moal, 2001). En cuanto al circuito
mesocortical incluye las proyecciones desde el VTA a la corteza prefrontal, la corteza
orbitofrontal y al cingulo anterior, las cuales estan involucradas en la experiencia
consciente dada por los efectos de las drogas, el craving por las drogas y la compulsién
por consumir drogas (Koob y Le Moal, 2001; Di Chiara, 1999). Tanto el circuito

mesolimbico como el mesocortical pueden funcionar en paralelo, interactuar entre si y
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con otras areas cerebrales. La liberacion de dopamina a partir de neuronas del VTA
aumenta en respuesta a la administracion de todas las drogas de abuso, ademas éstas
neuronas también disparan en respuesta a estimulos novedosos y sus patrones de
disparo pueden codificar sefializaciones que predicen el valor reforzante de un estimulo,

en relacion a su valor esperado o a sus expectativas (Kauer y Malenka, 2007).

Figura 11 - Circuito mesocorticolimbico del sistema de recompensa en la rata. Esquema simplificado de las
principales proyecciones del neurocircuito de la recompensa, destacando las principales aferencias y eferencias del
VTA y el NAc. Dentro de los principales neurotransmisores y neuropéptidos implicados en el circuito de la adiccion,
se pueden observar las proyecciones glutamatérgicas (azul), dopaminérgicas (rojo), GABAérgicas (naranja) y
orexinérgicas (verde), asi como algunas de las principales estructuras implicadas en el circuito de la adiccion como
son; el area tegmental ventral (VTA), el nicleo accumbens (NAc), la corteza prefrontal (CPF), la amigdala (AMG),
ndcleo basal de la estria terminalis (BNST), nucleo tegmental laterodorsal (LDTg), hipocampo, hipotdlamo lateral
(LH) y el palido ventral (VP) tomada de Kauer y Malenka (2007).

El principal tipo de células en el VTA son las neuronas dopaminérgicas que
reciben entradas excitatorias glutamatérgicas de la corteza prefrontal, el nicleo
tegmental laterodorsal, el nucleo basal de la estria terminalis, el hipotdlamo lateral
(Omelchenko y Sesack, 2007) y proyecciones orexinérgicas del hipotdlamo lateral
(Kauer y Malenka, 2007). Las neuronas dopaminérgicas del VTA a su vez ofrecen
proyecciones importantes al NAc y a la corteza prefrontal. EI NAc ademés puede recibir
proyecciones glutamatérgicas de la corteza prefrontal, amigdala e hipocampo. Las
neuronas dopaminérgicas del VTA son inhibidas por las interneuronas GABAérgicas
desde el palido ventral y el NAc (figura 12; Hyman y Malenka, 2001; Koob y Le Moal,
2001; Goldstein y Volkow, 2002; Hyman, et al. 2006).

AUn no existe consenso sobre todas las estructuras cerebrales implicadas en el
neurocircuito del reforzamiento y la adiccién, muchos investigadores siguen

encontrando nuevos hallazgos y postulando nuevas estructuras generando una matriz
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muy compleja y dificil de estudiar en su conjunto. Podemos resumir que tanto los
reforzadores naturales (comer, beber y la actividad sexual), asi como las drogas
adictivas estimulan la liberacion de dopamina en neuronas presindpticas desde el area
VTA hacia el NAc y a la corteza prefrontal, causando euforia y reforzamiento de la
conducta, pero en el caso de los reforzadores naturales, existe un cambio adaptativo
muy rapido o habituacion después de algunas experiencias, lo cual ha llevado a pensar
que la novedad y lo inesperado juegan un papel muy importante en la respuesta inicial,
en tanto que la respuesta a las drogas adictivas no es influenciada por la habituacion y
cada dosis de la droga estimula la liberacion de dopamina, por otra parte, la dopamina
media las sensaciones heddnicas de un estimulo reforzante, promueve el aprendizaje
asociativo sobre ese estimulo o anticipando sus efectos recompensantes (Di Chiara,
1999; Schultz, 2007). Durante el sindrome de abstinencia asociado a opioides,
canabinoides, etanol, psicoestimulantes y nicotina, se ha cuantificado un decremento

significativo en los niveles de dopamina en el NAc (Nestler, 2001).

2.5.3 - Interaccion del NAc en procesos de reforzamiento y aversion.

La base bioldgica de los componentes relacionados con el estado de &nimo,
como son la recompensa y la aversion, no esta bien definida. Las formulaciones clasicas
de estos estados implican al sistema mesocorticolimbico en la recompensa, que
comprende areas cerebrales como el NAc, el VTA vy la corteza prefrontal. Asi como
otras areas cerebrales incluyendo la amigdala, la sustancia gris periacueductal y el locus
coeruleus, implicadas a menudo en la aversion, sin embargo, la nocion de que ciertas
areas cerebrales de manera rigida y restrictiva median recompensa o aversion (Carlezon
y Thomas, 2009).

En este sentido hasta el 35% de las eferencias neuronales del VTA son
GABA¢érgicas, proyectadas desde el palido ventral y el NAc, por lo que las neuronas
dopaminérgicas del VTA son inhibidas por las proyecciones GABAGérgicas via
receptores GABAA a traves del NAc y el palido ventral (Roitman, et al. 2005). En este
contexto, muchas lineas de investigacion en electrofisiologia soportan la idea de que
una inhibicién en el disparo del NAc puede relacionarse con un mayor reforzamiento,
ya que los estimulos reforzantes producen inhibiciones en el NAc in vivo, ademas, las
manipulaciones neurobioldgicas que promueven especificamente la inhibicién de
disparo del NAc parecen aumentar los efectos reforzantes de un estimulo, asi como la

inhibicion de las neuronas de proyeccion espinosa media (MSNSs) e interneuronas
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GABAérgicas del NAc, induce en estructuras inferiores sefiales relacionadas a las
cualidades hedonicas de un estimulo (Carlezon y Thomas, 2009). En el NAc, las MSNs
constituyen la gran mayoria (90-95%) son inhibitorias, las células restantes son
interneuronas colinérgicas y GABAGérgicas, dichas subpoblaciones de MSNs se
comunican por vias "directas" e "indirectas" con areas mesencefalicas y subtalamicas,
por lo que la inhibicion en el disparo de estas areas generan conductas aversivas
(Carlezon y Thomas, 2009; Xia, et al., 2011).

Las MSNs de la via directa (fig. 12), co-expresan predominantemente receptores
a dopamina (D,) y péptidos opioides enddgenos (dinorfina), estas neuronas proyectan
directamente al mesencéfalo (sustancia nigra/VVTA), inhibiendo a las neuronas
dopaminérgicas de dichas areas. Formulaciones tradicionales plantean que las acciones
de la dopamina en los receptores D1, se acoplan a proteinas Gs (estimulantes) y esto se
asocian a la activacion de la adenilatociclasa, las cuales tienden a excitar las MSNs de la
via directa, con esto se espera que una elevada actividad de estas neuronas, provea de un
incremento en las entradas GABAGérgicas y de dinorfina (un ligando endogeno a
receptores opioides «), al sistema mesolimbico y una retroalimentacién negativa en las

neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo (Nestler, 2001; Xia, et al., 2011).
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Figura 12 - Las neuronas de proyeccion espinosa media (MSNs) de la via directa. La neuronas dopaminérgicas
del area tegmental ventral (VTA), son inervadas por proyecciones neuronales GABAérgica del nicleo accumbens, las
cuales expresan a su vez dinorfina. La dinorfina (DYN) constituye un mecanismo de retroalimentacion negativa en
este circuito: la dinorfina, liberada desde las terminales neuronales del nlcleo accumbens, actta sobre los receptores
opioides (x), ubicados en las terminales nerviosas y cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas para inhibir su
funcionamiento. La exposicion cronica a cocaina o a opiaceos regula a la alta la actividad de esta curva de
retroalimentacién negativa, a través de la regulacion positiva via AMPc, la activacién de CREB Yy la liberacion de
dinorfinas. Abreviaturas: area tegmental ventral (VTA), nicleo accumbens (NAc) dopamina (DA), receptor
dopaminérgico D, (DR), receptor opioide (OR), dinorfina (DYN), adenosin monofosfato ciclico (AMPc), proteina de
union al elemento que responde al AMPc (CREB) Imagen tomada de (Nestler, 2001).
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Por el contrario, las MSNs de la via indirecta co-expresan predominantemente
receptores a dopamina (D2) y el péptido opioide enddgeno (encefalina), estas neuronas
proyectan indirectamente al mesencéfalo a través de areas de relevo como son el palido
ventral y los nacleos subtaldmicos. La accion de la dopamina en los receptores D2, los
cuales estan acoplados a proteinas G; (inhibitoria), se asocia con una inhibicion de la
enzima adenilatociclasa, lo cual tiende a inhibir a las MSNs de la via indirecta. Con la
inhibicion de estas neuronas se espera una reduccion de las entradas GABAérgicas y de
encefalinas (un ligando enddgeno a receptores opioides 8) al palido ventral, una region
que normalmente inhibe a neuronas subtalamicas (Tindell, et al. 2004; Tindell , et al.,
2006).

En este contexto, la manipulacion genética molecular de las propiedades
sinpticas e intrinsecas de membrana, aumentando la excitabilidad de las neuronas del
nacleo accumbens puede cambiar la respuesta conductual hacia un estimulo de
gratificante por una respuesta de aversion. Por ejemplo, la sobreexpresion de CREB
mediada viralmente en el ndcleo accumbens produce un aumento en la excitabilidad
neuronal de las MSNs. Bajo estas condiciones de mayor excitabilidad en el NAc, los
animales muestran una aversion a la cocaina en la prueba condicionamiento de aversion
de sitio (fig. 12; Roitman, et al. 2005; Dong, et al. 2006; Wheeler, et al. 2008).

En circunstancias normales, las influencias excitatorias por la accién de los
receptores glutamatérgicos (AMPA/NMDA), o la accién de los receptores
dopaminérgicos (D1) en el NAc, son mediadas por la accion inhibitoria de los
receptores dopaminérgicos (D2). Por lo tanto, la administracion de drogas como la
cocaina, morfina, los antagonistas NMDA, los antagonistas tipo-L de los canales de
Ca’* o los reforzadores naturales como la comida agradable o el sexo, generan una
reduccion en la actividad del nicleo accumbens, lo cual reduce la influencia inhibitoria
del nucleo accumbens en vias del reforzamiento, esto es directamente proporcional al
valor incentivo del estimulo (Carlezon, Jr., y Wise, 1996; Dong, et al. 2006; Wheeler, et
al., 2007; Wheeler, et al., 2008).

La exposicion repetida a drogas que reducen la actividad de las neuronas del
NAcC y estrés crénico pueden inducir adaptaciones compensatorias que hacen que el
sistema sea mas excitable durante la abstinencia, lo que conduce a condiciones
caracterizadas por anhedonia o disforia (Todtenkopf, et al., 2006; Dong, et al. 2006;
Carlezon y Thomas, 2009).

36



2.5.4 - Cambios plasticos en el sistema mesolimbico dopaminérgico derivados de
una exposicion cronica a drogas de abuso

Las diferentes clases de drogas de abuso incrementan la liberacion de dopamina,
por ejemplo: la morfina obtiene su efecto reforzante, en un inicio promoviendo la
liberacion de dopamina por medio de la accion de los receptores opioides p y por medio
de un mecanismo indirecto que disminuye la actividad inhibitoria de las interneuronas
GABAérgicas en el VTA (fig. 13; De Vries y Shippenberg, 2002; Nugent, et al., 2007),
las anfetaminas actGan en los transportadores de monoaminas vesiculares vy
membranales promoviendo la liberacién de dopamina (Sulzer, et al., 2005); la cocaina
desactiva las proteinas del transportador a dopamina bloqueando asi la recaptura de
dopamina después de ser liberada (Carlson, 2006). EI mecanismo por el cual las BZDs
generan adiccidn tiene nuevas teorias que proponen: la administracion crénica de Dz
genera una hiperpolarizacion sostenida de las neuronas GABAérgicas del NAc y en
consecuencia se genera una deshinibicién de las neuronas dopaminérgicas del VTA lo
cual ha sido corroborado mediante la administracion de mucimol (agonista GABAA) y

la subsecuente liberacion de dopamina en el VTA (Tan, et al., 2010; Tan, et al., 2011).
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Figura 13 —Modulacién de la funcion y plasticidad sinaptica en el area tegmental ventral (VTA) por las drogas
de abuso. La imagen muestra los principales efectos de algunas drogas de abuso, en la plasticidad sinaptica del VTA.
En la imagen de la derecha se esquematiza una sinapsis excitatoria glutamatérgica entre la corteza prefrontal (CPF) y
el area tegmental ventral (VTA), en la que varias clases de drogas de abuso (que se indican en el cuadro blanco), asi
como el estrés agudo, provocan potenciacion a largo plazo (LTP), mediante el aumento de receptores glutamatérgicos
postsinapticos AMPA. La activacion de los receptores glutamatérgicos NMDA activan la enzima dxido nitrico sintasa
(ONS), la cual lleva a la produccion de 6xido nitrico (ON). El 6xido nitrico es un mensajero difuso que se libera de
las neuronas postsinapticas (VTA) y activa a la guanilato ciclasa (GC) en las terminales presinépticas inhibitorias
provenientes del nicleo accumbens (NAc) representadas en la imagen de la izquierda. Un aumento en el GMPc,
provoca un incremento en la liberacion de GABA a los receptores GABA, de la neurona postsinaptica del VTA. La
morfina inhibe la sefializacién de 6xido nitrico a guanilato ciclasa (Carlezon et al., 1997; Malinow y Malenka, 2002;
Saal, et al. 2003; Kauer y Malenka, 2007).
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El incremento de la liberacion de dopamina del VTA al NAc a la corteza
prefrontal (Kauer y Malenka, 2007), genera respuestas excitatorias (glutamatérgicas) en
la corteza prefrontal formando sinapsis selectivas con las neuronas dopaminérgicas del
VTA que proyectan de nuevo a la corteza prefrontal, pero no con las neuronas
dopaminérgicas vecinas del VTA que proyectan al NAc (Carr y Sesack, 2000). Las
glutamatérgicas en las celulas dopaminérgicas del VTA expresa una forma de
potenciacion a largo plazo (LTP) dependiente de receptores NMDA (Bonci y Malenka,
1999).

Investigaciones recientes han encontrado que una sola exposicion a cocaina,
causa un gran aumento en la proporcion de receptores AMPA/NMDA en las neuronas
dopaminérgicas del VTA al medirse 24 h después en rebanadas de cerebro. Ensayos
adicionales indicaron que este cambio inducido por la cocaina, en la LTP dependiente
de receptores NMDA, se debe a una regulacion a la alta de los receptores tipo AMPA.
Ademas, se observOo que esta LTP inducida por drogas, fue impedida cuando los
animales son pretratados con un antagonista de los receptores NMDA (Kauer y
Malenka, 2007).

111 - Justificacion
El Dz es uno de los farmacos mas usados clinicamente para tratar tanto
trastornos psiquiatricos (ansiedad, compulsiones) como neurologicas (insomnio y
epilepsia). En México, el seguimiento asi como el registro del consumo de estos
farmacos es inexacto, pero se estima de acuerdo con la Encuesta Nacional de
Adicciones del INPRFM (2008) que el consumo de tranquilizantes es mayor en
mujeres a una edad de entre 26 a 34 afos, el cual comprende un periodo reproductivo.
El consumo de Dz durante el embarazo induce teratogenicidad. La convergencia entre el
consumo de Dz y el embarazo se puede dar por varias causas:
1. Porque en promedio un alto namero de los embarazos no son planeados y
a menudo estos farmacos son consumidos durante el primer trimestre del
embarazo (Austin y Mitchell, 1998; Friedman y Polifka, 2000; Leppée, et al.
2010), ademaés, de acuerdo con los datos recabados por Leppé en 2010, la
proporcion de mujeres europeas que consumen Dz durante el primer trimestre
del embarazo es del 8.3%, durante el segundo trimestre por el 14.2%, durante el
tercer trimestre por el 23.7%, durante el postparto estos farmacos son

consumidos por el 6%.
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2. Por el riesgo que conlleva el retiro abrupto de estos farmacos en las

mujeres embarazadas, ya que la gestacion es una etapa en la cual se pueden

generar severas recaidas en los padecimientos psiquiatricos y neurologicos de
base (como el desorden de ansiedad que afecta al 10% de las mujeres
embarazadas o en la eclampsia), se pueden producir sindromes de abstinencia

mas intensos (Marinucci, et al., 2011).

3. Debido a sus propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas, una

absorcion rapida y completa por el tracto gastrointestinal, tener inicio rapido de

sus efectos y atravesar con facilidad la barrera hematoencefalica alcanzando
niveles altos en el cerebro, lo cual incrementa su potencial adictivo por lo que

son usualmente preferidas por los pacientes adictos (Roset, et al. 2001; Cami y

Farré, 2003; O'Brien, 2005; Rang, et al. 2007).

4. Debido a que se desconoce el factor de un tratamiento crénico a Dz

durante el embarazo y la lactancia que predisponga a la siguiente generacion a

inducir adiccion a otras drogas.

Por ultimo, la cada vez mas creciente joven poblacion que sufre de alguna
adiccion se ha convertido en uno de los principales puntos de interés dentro de la
agenda del sector salud en México. La justificacion de la presente tesis, es estudiar y
proponer una variable causal de adiccidn a un opiaceo. Esto con el proposito de generar
mejores estrategias de intervencion y prevencion de la adiccién a drogas como la
morfina. Sentando bases para nuevas investigaciones béasicas y clinicas y ofrecer mayor

conocimiento acerca de las consecuencias del abuso de las BZDs.

IV - Objetivos

El principal objetivo de la presente tesis es estudiar y correlacionar el uso
cronico de Dz en ratas hembras embarazadas, con alteraciones conductuales en las crias
de dichas ratas en la edad adulta y si estas modificaciones en la conducta se encaminan
a una mayor predisposicion de generar adiccion a la morfina. Para lo que se plantearon
los siguientes objetivos:

1. Cuantificar la conducta de ansiedad en las ratas madre durante la abstinencia en
fase inicial inducida por un tratamiento crénico con Dz, comprendiendo los
periodos de gestacion y lactancia.

2. ldentificar un estado de ansiedad en las ratas macho hijos de madres a las que se

les administr6é un tratamiento cronico con Dz.
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3. ldentificar los cambios en la susceptibilidad de generar crisis convulsivas a
través de un antagonista GABAeérgico (PTZ), en ratas macho adultos expuestos
a Dz durante su desarrollo prenatal y posnatal temprano.

4. ldentificar si existe una correlacion entre la predisposicion o facilitacion, para
generar una conducta adictiva con una dosis baja de morfina, en ratas macho

adultos expuestos a Dz durante su desarrollo prenatal y posnatal temprano.

V - Hipdtesis
Este proyecto de investigacion propone:

1. La administracion cronica de Dz a ratas hembra durante los periodos de
embarazo y lactancia, genera un estado de abstinencia caracterizado por
ansiedad.

2. La exposicion cronica a Dz durante el desarrollo prenatal/neonatal de ratas
macho induce a una edad adulta un mayor estado de ansiedad.

3. La exposicion cronica de Dz durante el desarrollo prenatal/neonatal de ratas
macho favorecerd a una edad adulta un incremento en la susceptibilidad de
induccion de crisis convulsivas.

4. Una exposicién cronica a Dz durante el desarrollo prenatal/neonatal en ratas

macho favorecera el desarrollo de adiccién a la morfina en una edad adulta.
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VI - METODO

6.1 - Material
Dentro de este protocolo se usaron diversos materiales los cuales se enlistan a

continuacion: Comederos de acero inoxidable, jeringas de insulina y guantes de latex.

6.1.1 - Aparatos
e Bascula OHAUS.
Balanza Analitica OHAUS.

Caja de Condicionamiento de Preferencia de Lugar (dimensiones: 60cm largo x
40cm ancho x 20cm alto, la cual consta de tres compartimentos, de los cuales
dos son exteriores de 24cm largo x 40cm ancho x 20cm alto, y el
compartimento central de 12cm largo x 40cm ancho x 20cm alto).

Cémara de video SONY HD.

Computadora de escritorio (con los siguientes softwares: chrono v.0.9?

reproductor de medios VLC 1.0.3 golden eye y paqueteria office 2007.

Laberinto Elevado en Cruz (compuesto por 2 brazos abiertos opuestos de 50cm
de largo x 10cm de ancho sin paredes y 2 brazos cerrados opuestos de 50cm de
largo x 10cm de ancho con paredes de 40 cm de alto, entrecruzados
convergiendo en un cuadro central de 10cm?.

Molino marca Estrella.

Redondel de acrilico trasparente.

6.1.2 - Drogas
e Diazepam (Valium®, Roche, en comprimidos.)
e Morfina (Analfin-S.1.®, Tecnofarma.)
e Pentilenetetrazol (Sigma-Aldrich, St Lois, MO, U.S.A))

6.2 - Animales

Los experimentos se realizaron bajo las normas éticas del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiz (INPRFM) y de la Academia Nacional de
Medicina (1999). Para este protocolo se utilizaron en una primera fase: 23 ratas Wistar
hembras de 250 a 300 g, alojadas en el bioterio del INPRFM, en cajas individuales de
acrilico transparente, las cuales se mantuvieron en un ciclo Luz-Oscuridad de 12-12h
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(7:00hrs a 19:00hrs.), con una temperatura constante (22 £ 2°C) y una humedad de 24 a
25%, con agua ad libitum y fueron habituadas a consumir alimento igual al 3% de su
peso corporal en forma de pellets molidos. Para la segunda fase del experimento: se
usaron 80 ratas Wistar macho de 200-250 g., las cuales fueron separadas de sus madres
a los 68 dias posnatales, para ser alojadas en parejas del mismo sexo en un cuarto de
habituacion con el fin de invertir su ciclo de luz-oscuridad 12-12h (7:00hrs a 19:00hras)

durante 7 dias y donde permanecieron durante el resto del experimento.

6.3 - Procedimiento.

Este protocolo se dividio en dos fases, las cuales se describiran a continuacion.

6.3.1 - Fase 1 (Administracion de Dz y pruebas realizadas a ratas gestantes)

Para esta primera fase se utilizaron ratas hembras de 250 a 300 g., las cuales
fueron inseminadas y divididas en dos grupos aleatoriamente; uno experimental (N=11)
integrado por ratas prefiadas, las cuales recibieron Dz (10mg/Kg) diariamente durante su
gestacion y su lactancia. En tanto el grupo control (N=12) fue integrado por ratas
inseminadas las cuales no recibieron tratamiento con Dz. A continuacion se
profundizara en las caracteristicas de ambos grupos.

Grupo Experimental (Madres Dz):

Copula: Al mismo tiempo que las ratas se habituaron a ingerir pellets molidos,
fueron pareadas con un macho con el fin de ser inseminadas. Para llevar un control de la
inseminacion, en el momento en que la rata hembra presentaba el boton seminal se
registraba como el dia 1 de gestacion (1 DG), posterior a esto la rata se mantuvo con el
macho por un periodo de 7 dias, y al octavo dia (8 DG) el macho fue separado de la
hembra y esta permanecid en una caja individual.

Tratamiento Farmacol6gico: Las ratas recibieron dosis diaria de diazepam
(Valium, Roche) via oral de 10 mg/Kg, el cual fue mezclado en su alimento (pellets
molidos), el alimento recibido por el animal fue calculado diariamente, suministrando
una cantidad igual al 3% del peso corporal del animal. El periodo de tratamiento
farmacol6gico comprendio de 35 dias, a partir del dia 8 al dia 21 de gestacion y del dia
1 al dia 21 de lactancia (Kellogg, 1999; Frieder, et al. 1984; fig. 14). Las ratas que no

ingirieran el farmaco diariamente fueron excluidas del protocolo.
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Pruebas: 2 dias posterior a la interrupcion abrupta del farmaco, las ratas madres
fueron evaluadas con la prueba LEC, con el fin de valorar su perfil ansiogénico (fig.
14).

Posterior a la realizacion de la prueba, las ratas fueron regresadas con sus crias. 68 dias
después del nacimiento las crias, los machos fueron separados de sus madres, al ser
separadas de las ratas macho, las madres y las ratas hembras del grupo experimental

fueron sacrificadas bajo los criterios de ética.

Nacimiento: inicio de Aplicacion de
Inicio de gestacion 1DG lactancia LEC a las madres

me

;H 1 I 1

Habituacion y Tratamiento Farmacoldgico con Dz
Apareamiento 10mg/kg/dia durante 14 dias de
gestacion y 21 dias de lactancia.

DG: Dia de Gestacion.
LEC: Laberinto Elevado en Cruz.

Figura 14 - Procedimiento realizado en ratas hembras pertenecientes al grupo experimental. El cual consistio 7
dias de habituacion y apareamiento (rojo), 21 dias de gestacion (azul), 21 dias de lactancia (verde). El tratamiento
farmacol6gico con Dz se llevo a cabo a partir del dia 8 de la gestacion hasta el dia 21 de lactancia (35 dias)
finalmente la evaluacién conductual de ansiedad con el LEC se llevo a cabo 2 dias después de la suspensién del
tratamiento de Dz (naranja)

Grupo Control (Madres Control):

Copula: Al mismo tiempo que las ratas se habituaron a ingerir pellets molidos,
fueron pareadas con un macho con el fin de ser inseminadas. Para llevar un control de la
inseminacion, en el momento en que la rata hembra present6 el botén seminal se
registr6 como el dia 1 de gestacion (1 DG), posterior a esto la rata se mantuvo con el
macho durante un periodo de 7 dias, y al octavo dia (8 DG) el macho fue separado de la
hembra y esta permanecié en una caja individual.

Tratamiento Farmacoldgico: EI grupo control no recibio tratamiento
farmacoldgico, solamente se le suministr6 diariamente pellets molidos en cantidad igual
al 3% del peso corporal del animal como Unica fuente de alimento, asi como agua ad

libitum, por un periodo de 35 dias.
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Pruebas: 23 dias posterior al nacimiento de las crias, las ratas madre fueron
evaluadas con la prueba LEC, con el fin de valorar su perfil ansiogénico (fig. 15).
Posterior a la realizacion de la prueba las ratas se regresaron con sus crias y se les

separé de ellas hasta el dia 68 posterior al nacimiento. Al terminar este periodo las ratas

hembra madres fueron sacrificadas.

Nacimiento: inicio de Aplicacion de
Inicio de gestacion lactancia LEC a las madres
Habituacion y Término de lactancia (dia 21 posnatal)

Apareamiento

DG: Dia de Gestacion.
LEC: Laberinto Elevado en Cruz.

Figura 15 - Procedimiento realizado en ratas hembras pertenecientes al grupo control. El cual consistié 7 dias
de habituacion y apareamiento (rojo), 21 dias de gestacion (azul), 21 dias de lactancia (verde), finalmente la
evaluacion conductual de ansiedad en el LEC se llevo a cabo 2 dias después del término de la lactancia (naranja)

6.3.2 - Prueba de Laberinto Elevado en Cruz (LEC).

El LEC (fig. 16), es utilizado para poder evaluar conductualmente un estado de
ansiedad en la rata (Pellow, et al. 1985). Ya que en condiciones normales una rata que
presenta ansiedad, tendrd un mayor tiempo de permanencia y un mayor nimero de
entradas a brazos cerrados (BC), en contraste una rata sin ansiedad, las cuales tienen un
mayor tiempo permanencia asi como un mayor numero de entradas a brazos abiertos
(BA).

Esta prueba se realizd en una habitacion iluminada con luz roja, la tarea
consistié en tomar al animal y colocarlo en el cuadro central del laberinto mirando hacia
un BA permitiéndole explorar libremente todo el laberinto, durante un periodo de 10
minutos (600 segundos) y esta prueba solo fue aplicada una vez, para evitar procesos de
habituacion y/o aprendizaje. Al terminar la prueba el animal fue colocado en su caja con
sus crias y cada uno de los brazos del LEC fueron limpiados. Para obtener un registro de

la conducta desplegada por el animal, se realizaron grabaciones en video, en las cuales

44



fueron recabados los siguientes datos: 1) nimero de entradas a BA y BC, 2) la
proporcion (%) de entradas a BA'y BC y 3) el tiempo total que permanecio el animal en
cada BA 'y BC. El analisis estadistico se llevo a cabo mediante una prueba “ANOVA de
dos vias” con el objetivo de descartar un efecto atribuido a las diferencias entre las
muestras, en donde el nivel de significancia estadistica fue de p < 0.05, cualquier p

mayor a este valor fue considerada como no significativa.

CC

Figura 16 - EL laberinto elevado en cruz (LEC), esta compuesto por 2 brazos abiertos (BA) opuestos de 50cm de
largo x 10cm de ancho sin paredes y 2 brazos cerrados (BC) opuestos de 50cm de largo x 10cm de ancho con paredes
de 40cm de alto. Los BA y BC estan entrecruzados convergiendo en un cuadro central (CC) de 10cm?, en donde la
rata tiene libre acceso a cualquier brazo. El laberinto se encuentra elevado 50cm del piso (Pellow, et al. 1985)

6.3.3 - Fase 2 (Grupos de ratas macho hijos de madres tratadas crénicamente con
Dz)

Para esta fase se utilizaron 91 ratas Wistar macho de 200 a 250 g, las cuales se
dividieron en 3 grupos experimentales (integrado por ratas macho productos de madres
con tratamiento farmacologico con Dz 10mg/Kg/dia, durante 35 dias) y 4 grupos
controles (compuesto de ratas macho productos de madres sin tratamiento
farmacoldgico con Dz). Estos animales se mantuvieron en todo momento con alimento
y agua ad libitum. Las ratas macho fueron separadas de sus madres al dia 68 después del
nacimiento y se alojaron por parejas en un cuarto de habituacion con el fin de invertir su
ciclo de luz-oscuridad 12-12h (7:00hrs a 19:00hras) durante 7 dias (del dia 68 al dia 74
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posnatal) y a partir del dia 75 posnatal se inici6 la aplicacion de las pruebas. A
continuacion se describiran las caracteristicas de cada uno de los grupos (Tabla 3).

Grupo Dz 1 induccion de crisis convulsivas (PTZ 30mg/Kg): Este grupo se
conformo por ratas macho (N=16) productos de madres tratadas con Dz durante 35 dias,
en las que fue evaluado su perfil ansiogénico al dia 75 posnatal con la prueba de LEC.
24 horas después se les administré una dosis unica de PTZ (30 mg/Kg), con el fin de
estudiar la susceptibilidad para generar crisis convulsivas.

Grupo control 1 induccion de crisis convulsivas (PTZ 30mg/Kg): Este grupo se
conformo por ratas macho (N=10) productos de madres sin tratamiento farmacologico,
en las que fue evaluado su perfil ansiogénico al dia 75 posnatal con la prueba de LEC.
24 horas después se les administré una dosis unica de PTZ (30 mg/Kg), con el fin de
estudiar la susceptibilidad para generar crisis convulsivas.

Grupo Dz 2 condicionamiento conductual (CPL, salina 1ml/Kg): Este grupo se
conformo por ratas macho (N=8) productos de madres tratadas con Dz durante 35 dias.
En las que fue evaluado su perfil ansiogénico al dia 75 posnatal con la prueba de LEC.
24 horas después se inicié la etapa de precondicionamiento (del dia 76 al dia 80
posnatal) registrando la conducta del animal (pre-tratamiento) en la caja de CPL, a partir
del dia 81 posnatal las ratas pasaron a la etapa de condicionamiento: se les administro
solucion salina (Iml/Kg) en forma subcutanea por la mafiana y otra aplicacion por la
tarde durante un periodo de 3 dias, finalmente, se cuantificé la conducta de dichos
animales (post-tratamiento) en la caja de CPL 24 horas después de la Gltima aplicacion
(dia 84 posnatal).

Grupo control 2 condicionamiento conductual (CPL, salina 1ml/Kg): Este grupo
se conformo por ratas macho (N=8) productos de madres sin tratamiento farmacoldgico.
En las que fue evaluado su perfil ansiogénico al dia 75 posnatal con la prueba de LEC.
24 horas después se inicid la etapa de precondicionamiento (del dia 76 al dia 80
posnatal) registrando la conducta del animal (pre-tratamiento) en la caja de CPL, a partir
del dia 81 posnatal las ratas pasaron a la etapa de condicionamiento: se les administrd
solucion salina (Iml/Kg) en forma subcutanea por la mafiana y otra aplicacion por la
tarde durante un periodo de 3 dias, finalmente, se cuantifico la conducta de dichos
animales (post-tratamiento) en la caja de CPL 24 horas después de la Gltima aplicacion
(dia 84 posnatal).

Grupo Dz 3 condicionamiento conductual (CPL, morfina 1mg/Kg): Este grupo

se conformo por ratas macho (N=18) productos de madres tratadas con Dz durante 35
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dias. En las que fue evaluado su perfil ansiogénico al dia 75 posnatal con la prueba de
LEC. 24 horas después se inicio la etapa de precondicionamiento (del dia 76 al dia 80
posnatal) registrando la conducta del animal (pre-tratamiento) en la caja de CPL, a partir
del dia 81 posnatal las ratas pasaron a la etapa de condicionamiento: se les administrd
solucidn salina (1ml/Kg) en forma subcutanea por la mafiana y morfina (1mg/Kg) en
forma subcutanea por la tarde durante un periodo de 3 dias, finalmente, se cuantifico la
conducta de dichos animales (post-tratamiento) en la caja de CPL 24 horas después de
la Gltima aplicacion (dia 84 posnatal), esto con el fin de estudiar la adquisicion de la
adiccion a morfina.

Grupo control 3 condicionamiento conductual (CPL, morfina 1mg/Kg): Este
grupo fue conformado por ratas macho (N=11) productos de madres sin tratamiento
farmacoldgico. En las que fue evaluado su perfil ansiogénico al dia 75 posnatal con la
prueba de LEC. 24 horas después se inici0 la etapa de precondicionamiento (del dia 76
al dia 80 posnatal) registrando la conducta del animal (pre-tratamiento) en la caja de
CPL, a partir del dia 81 posnatal las ratas pasaron a la etapa de condicionamiento: se les
administré solucion salina (1ml/Kg) en forma subcutanea por la mafiana y morfina
(Img/Kg) en forma subcutanea por la tarde durante un periodo de 3 dias, finalmente, se
cuantifico la conducta de dichos animales (post-tratamiento) en la caja de CPL 24 horas
después de la dltima aplicacién (dia 84 posnatal), esto con el fin de estudiar la
adquisicion de la adiccion a morfina.

Grupo control 4 condicionamiento conductual (CPL, morfina 5mg/Kg): Este
grupo fue conformado por ratas macho (N=10) productos de madres sin tratamiento
farmacologico. En las que fue evaluado su perfil ansiogénico al dia 75 posnatal con la
prueba de LEC. 24 horas después se inicio la etapa de precondicionamiento (del dia 76
al dia 80 posnatal) registrando la conducta del animal (pre-tratamiento) en la caja de
CPL, a partir del dia 81 posnatal las ratas pasaron a la etapa de condicionamiento: se les
administré solucién salina (Iml/Kg) en forma subcutanea por la mafiana y morfina
(5mg/Kg) en forma subcutanea por la tarde durante un periodo de 3 dias, finalmente, se
cuantifico la conducta de dichos animales (post-tratamiento) en la caja de CPL 24 horas
después de la ultima aplicacion (dia 84 posnatal), esto con el fin de estudiar la
adquisicion de la adiccién a morfina.

Las diferencias en el nimero de animales utilizados en los grupos han sido
consecuencia directa de la exclusion de sujetos, asi como la variabilidad en el namero

de crias macho por camada.
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Tabla 3.- Grupos de ratas macho para la Fase 2
Procedimiento
Grupos 68-74 75
76 (DP) 81-83 (DP) 84 (DP)
(DP) (DP)
Dz1 Ciclo
_ ) LEC PTZ (30mg/Kg) X X
(N=16) | invertido
Ctrl 1 Ciclo
_ ) LEC PTZ (30mg/KQ) X X
(N=10) | invertido
Dz 2 Ciclo LEC Precondicionamiento | Condicionamiento | Evaluacion
(N=8) | invertido CPL (Salina 1ml/Kg) CPL
Ctrl 2 Ciclo LEC Precondicionamiento | Condicionamiento | Evaluacion
(N=8) [ invertido CPL (Salina 1ml/Kg) CPL
Dz 3 Ciclo LEC Precondicionamiento | Condicionamiento | Evaluacion
(N=18) | invertido CPL (Morfina 1mg/Kg) CPL
Ctrl 3 Ciclo LEC Precondicionamiento | Condicionamiento | Evaluacion
(N=11) | invertido CPL (Morfina 1mg/Kg) CPL
) o _ Condicionamiento .
Ctrl 4 Ciclo Precondicionamiento ) Evaluacion
) ) LEC (Morfina 5mg/
(N=10) | invertido CPL Kg) CPL
g

Abreviaturas: Exp. (experimental), Ctrl. (control), DP (dia posnatal), LEC (laberinto elevado en cruz), CPL
(condicionamiento de preferencia de lugar), X (sin procedimiento experimental). Esta tabla presenta en resumen, las
caracteristicas de cada grupo realizado durante la segunda etapa del protocolo.

6.3.4 - Induccion de crisis convulsivas por Pentilenetetrazol (PTZ).

El siguiente experimento tuvo como fin determinar las diferencias en la
excitabilidad cerebral entre los grupos de ratas macho control y experimental. Para esto
se utilizd el PTZ, el cual es un antagonista del receptor GABAA y un potenciador de la
actividad glutamatérgica, extensamente utilizado en modelos animales para el estudio
de ansiedad y epilepsia (Emmett-Oglesby, et al. 1990; Jung, et al. 2002).

Las ratas sometidas a esta prueba recibieron una inyeccion intraperitoneal de
PTZ (30 mg/Kg; dosis subumbral: la probabilidad de incidencia en la génesis crisis
convulsivas es menor a 50%), en seguida los animales fueron puestos en un redondel y
grabados en video durante 5 minutos, terminada esta prueba las ratas fueron
sacrificadas. En este protocolo se consideré como conducta epiléptica, Gnicamente si el
animal presentaba espasmos tonico-clonicos (Emmett-Oglesby, et al. 1990; Jung, et al.
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2002). Para el andlisis estadistico se cuantificd el tiempo de aparicion de la primera
crisis convulsiva tonico-clonica (latencia en segundos) después de la administracion de
PTZ, mediante la prueba estadistica “t-Student para muestras independientes (no
pareada)”, ademas se compararon entre grupos, la proporcion (%) de casos en los que se
presentaron crisis convulsivas mediante la prueba exacta de Fisher. En ambas pruebas la
significancia estadistica fue de p < 0.05, cualquier p mayor a este valor fue considerada

como no significativa.

6.3.5 - Prueba de Condicionamiento de Preferencia de Lugar (CPL)

En el modelo de preferencia de lugar, las propiedades reforzantes de un
compuesto son asociadas con las caracteristicas de un ambiente (lugar) en particular,
después del condicionamiento, el animal preferird pasar mas tiempo en el ambiente
asociado con la droga (Cami y Farré, 2003). Para la realizacion de esta prueba se disefio
una caja de condicionamiento de preferencia de lugar (fig. 17). La prueba se dividié en
tres fases: la fase de precondicionamiento, la de condicionamiento y la fase de prueba,
las 3 fases de la prueba se realizaron en un cuarto aislado de ruido y con luz blanca

tenue. Al término del experimento las ratas fueron sacrificadas.

Compartimento Compartimento
Blanco/Empedrado Negro/Rugoso
Puertas

i
s

Compartimento
Neutro/Gris/Liso

Figura 17 - Disefio de la caja de condicionamiento de preferencia de lugar (CPL). La caja tiene las siguientes
caracteristicas: las dimensiones son de 60cm de largo x 40cm de ancho x 20cm de alto, compuesta de tres
compartimentos, de los cuales dos son exteriores de 24cm de largo x 40cm de ancho x 20 cm de alto, los cuales
cuentan con diferentes caracteristicas: 1) completamente blanco con el piso empedrado, 2) el otro compartimento es
completamente negro con el piso rugoso. 3) Mientras que el tercer compartimento se encuentra en el centro de la caja
y se considera como un espacio neutro, sus dimensiones son de 12cm de largo x 40cm de ancho x 20cm de alto, este
compartimento es completamente gris y con textura lisa en el piso. Las puertas que dividen los tres compartimentos
podréan estar abiertas para permitir el libre acceso del animal o cerradas para impedir el paso del animal a través de los
compartimentos.
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1. Fase de precondicionamiento.

Esta fase consta de un periodo de habituacion a la caja de CPL de cinco dias, del
dia 1 al 4 se coloco al animal en el compartimento neutro (central) y se le dejo explorar
libremente los tres compartimentos por un periodo de 45 minutos, enseguida el animal
fue regresado a su caja de alojamiento. En el dia 5 la rata se coloc6 nuevamente en el
compartimento neutro (central) y se le dej6 explorar libremente los tres compartimentos
por un periodo de 15 minutos, este procedimiento fue videograbado con el fin de
determinar el tiempo total que permanecié el animal en cada uno de los tres
compartimentos, enseguida el animal fue regresado a su caja de alojamiento.
Posteriormente, se determind de manera estadistica el compartimento preferido por el
animal (Rodriguez De Fonseca, et al. 1995; Zarrindast, et al. 2006). De manera general,
los animales que son expuestos al modelo condicionamiento de preferencia de lugar
prefieren los compartimentos negros sobre los blancos (Mattson, 2003; Ribeiro Do
Couto, et al. 2005; Lenard, et al. 2007; Aguilar, et al. 2009; Wang, et al. 2010).

2. Fase de condicionamiento

Esta fase consta de un periodo de tres dias (del dia 6 al 8) en los cuales se
realizaron dos sesiones de condicionamiento por dia. La primera sesion de
condicionamiento fue realizada durante la mafiana entre las 7:00 y 11:00 hrs, en la cual
los animales recibieron una inyeccion subcutdnea de solucion salina (1 ml/Kg) e
inmediatamente después se colocé al animal por 45 minutos en el compartimento
preferido (negro) con la puerta cerrada (fig. 18-A), lo cual impidié al animal explorar
cualquier otro compartimento. La segunda sesion de condicionamiento se realizd seis
horas después entre las 13:00 y 17:00 hrs., durante esta sesion los animales recibieron
una inyeccién subcutanea de solucion salina (1ml/Kg) o morfina (1mg/Kg 6 5mg/Kg),
inmediatamente después la rata fue colocada por 45 minutos en el compartimento
menos preferido (blanco) con la puerta cerrada (fig. 18-B), lo cual impidi6 al animal
explorar cualquier otro compartimento, esto con el fin de asociar los efectos reforzantes
de una droga con un ambiente especifico (Rodriguez De Fonseca, et al. 1995;
Zarrindast, et al. 2006; Billa, et al. 2010).
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Morfina/Salina
o

........

Figura 18 — Esquema del procedimiento realizado durante la fase de condicionamiento en la prueba de CPL.
(A y B); A representa la asociacion hecha entre la inyeccion con solucion salina 1ml/kg y el compartimento
negro/rugoso de la caja de CPL y B representa la asociacion hecha entre la inyeccion con morfina (1mg/kg o 5mg/kg)
o con salina 1ml/kg con el compartimento blanco/empedrado de la caja de CPL. Finalmente C representa la fase de
prueba en donde el animal decide libremente su preferencia de lugar después de un tratamiento farmacoldgico o
placebo.

3. Fase de Prueba

24 horas después de la ultima sesion de condicionamiento (dia 9 del protocolo)
se realizd la fase de prueba de la siguiente manera: el animal fue colocado en el
compartimento neutro (central) de la caja de CPL, con acceso libre a los tres
compartimentos por un periodo de 15 minutos (figura 18-C), éste procedimiento fue
videograbado, con la finalidad de determinar el tiempo total que el animal permanecié
en cada uno de los compartimentos, y asi poder determinar los cambios en la
preferencia de lugar, al compararlo con los videos registrados en la fase de
precondicionamiento (basales: no pareados con morfina o salina), terminada esta prueba
el animal fue sacrificado (Rodriguez De Fonseca, et al. 1995; Zarrindast, et al. 2006;
Billa, et al. 2010). El resumen del procedimiento realizado durante la prueba de
condicionamiento de preferencia de lugar se muestra en la figura 19.

El analisis estadistico se realizd de la siguiente manera: 1) se recolectaron las

medias de tiempo total (900 segundos), que los animales permanecieron en cada uno de
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los compartimentos (pre-tratamiento) y estas se compararon con el tiempo total que los
animales permanecieron en cada uno de los compartimentos (post-tratamiento con
salina 6 morfina) por grupo, mediante una prueba “t-Student parcada”, esto para
determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativa entre el pre-
tratamiento y el post-tratamiento. 2) El segundo andlisis consistio en la comparacion
entre grupos del resultado de la resta del tiempo total (segundos) del post-tratamiento
menos el pre-tratamiento mediante una ANOVA de medidas repetidas, con post-hoc
(prueba de Tukey), para determinar el cambio de preferencia neto en cada uno de los
compartimentos por cada grupo. En ambas pruebas la significancia estadistica asignada

fue de p <0.05, cualquier p mayor a este valor se consideré como no significativa.

A. Linea del Tiempo de la Prueba CPP

| | .
| !

Precondicionamiento § d Fase de Seslén de prueba 1 dia
condicionamioento

3 ciclos de apareo y
no apareo con la
morfina /3 dins

B, Procedimiento Conductual durante Ias sesiones de entrenamiento y prueba

1. Fase de Precondicionamieto (dia 1 a 4).

Exploracion de Ia caja de
CPP

v

Caja Hogar 45 min. Caja Hogar

2. Fase de Precondicionamiento (dia §)

Exploracion de la caja de

| CPP | =
Caja Hogar I 16 min.  videograbacioén para l
determinar el lado preferido Caja Hogar
3. Fase de Condicionamiento (dia 6 a dia 8).
Sesiones desapareadas con
droga: Compartimento CPP
l _profolldo |
Caja Hogar l 46 min. I Caja Hogar
Salina. Por la mafana

Sesiones pareadas

Compartimento CPP
con droga:

| menos preferido |

Caja Hogar I 45 min. I Caja Hogar
Morfina. Por la tarde

4. Fase de Prueba (dia 9).

Prueba CPP

15-min  Videograbacién

Caja Hogar Regreso a la caja hogar

Figura 19 — Procedimiento realizado durante la prueba de condicionamiento de preferencia de lugar.
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VIl - RESULTADOS

7.1 - Medicion de la ansiedad en el LEC en las ratas madre con abstinencia a Dz

El analisis del tiempo de permanencia en cada uno de los brazos del LEC,
mostré que el grupo de madres con abstinencia a Dz (fig. 20; barras rojas; panel A;
N=11) presentaron una diferencia significativa en el tiempo de permanencia de los
animales en los brazos abiertos (BA), el cual fue de 61+19 seg; con respecto al tiempo
del grupo control, 131+26 seg (barras azules; N=12; *p<0.05, tabla 4). Ademas, el
mismo grupo de animales con abstinencia a Dz se le cuantificO un mayor tiempo de
permanencia en los brazos cerrados (BC): 539419 seg; en contraste con el grupo control
que tuvieron un menor tiempo de permanencia en los BC: 469+26 seg. Esta diferencia
es estadisticamente significativa (*p<0.05, tabla 4). Los datos de la presente tesis fueron

analizados mediante la prueba estadistica de ANOVA de dos vias.

Perfil ansiogénico en ratas madre con abstinencia a Diazepam.
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Figura 20 - Perfil ansiogénico en ratas madre con abstinencia a Dz (tratamiento crénico de 35 dias
interrumpido de manera abrupta). En barras azules al grupo de madres control (N=12) y en barras rojas el grupo
de madres con abstinencia a Dz (N=11). El eje de las abscisas de todos los graficos muestra los grupos en los brazos
abiertos o brazos cerrados del laberinto. En el panel A se muestra la comparacion en el tiempo de permanencia: el
grupo con abstinencia tiene un menor tiempo de permanencia (seg) en los BA y mayor tiempo de permanencia en los
BC, estadisticamente esto fue significativo *p<0.05. En el recuadro B, el grupo de ratas madres con abstinencia a Dz
muestra una significativa reduccion en el nimero de entradas a BA, *p<0.05. En el panel C, se muestra que el grupo
de madres con abstinencia a Dz presenté una disminucion en el porcentaje de entradas a BA como un aumento
significativo en las entradas a BC **p<0.01.
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En esta serie de experimentos fue cuantificado el nimero de entradas a cada uno
de los brazos del LEC, se corrobord que el grupo de madres con abstinencia a Dz
presentd un menor numero de entradas a los BA: 3%1, el cual contrasta
significativamente con el grupo control: 7£1, (*p<0.05, tabla 4, fig. 20-B), sin embrago
no hay diferencias significativas entre en el nimero de entradas a BC del grupo de
madres con abstinencia a Dz (10+2) con respecto al grupo de madres control (9+1;
p>0.05, tabla 4, fig. 20-B).

El andlisis del nimero de entradas cuantificado en proporcion o porcentaje que
tienen los animales en abstinencia con respecto al control, se identificé que las madres
con abstinencia a Dz tuvo una mayor proporcion de entradas a BC: 78+4%, el cual
contrata significativamente con el grupo de madres control que fue de: 60+3%
(**p<0.01, tabla 4, fig. 20-C). Asimismo, se cuantific6 una menor proporcion
estadisticamente significativa de entradas a BA del grupo de madres con abstinencia a
Dz (22+4%), comparado con su grupo control (40+£3%; **p<0.01, tabla 4, fig. 20-C).

En conjunto estos datos muestran que el grupo de ratas tratadas cronicamente
con Dz y en estado de abstinencia presentan un perfil de ansiedad cuantificable a través
de esta prueba. Tienen una preferencia de mantenerse en los BC y de entrar mas a los
BC.

Tabla 4 — Resultados de la prueba LEC a ratas madre

Grupos N Promedio F p
Tiempo BA Madres control 12 131+ 26
(seg.) _ _ 4.399 *<0.05
’ Madres en abstinencia a Dz 11 61+ 19
Tiempo BC Madres control 12 469 * 26
(seg.) ) ) 4.399 *<0.05
: Madres en abstinencia a Dz 11 539+ 19
Entradas BA Madres control 12 7+1 4819 20,05
(NGmero) Madres en abstinenciaa Dz | 11 3+1 ' o
Entradas BC Madres control 12 9+1 0.037 0.05
, . >0.
(NGmero) Madres en abstinencia a Dz 11 10+ 2
Porcentajes BA |Madres control 12 40+3
(%) ) ) 10.087 **<0.01
Madres en abstinencia a Dz 11 22+4
Porcentajes BC |Madres control 12 60+ 3
(%) i i 10.087 **<0.01
Madres en abstinencia a Dz 11 78+ 4

Se muestra los datos obtenidos de los diferentes aspectos analizados para determinar un perfil ansiogénico
en la prueba del laberinto elevado en cruz (LEC). Nomenclatura: brazos abiertos (BA), brazos cerrados
(BC), segundos (seg.), proporcion (%), nimero de sujetos (N), significancia estadistica (p), valores
estadisticamente significativos (*), significancia entre grupos (F).
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7.2 — Medicion de la ansiedad en el LEC de las ratas macho cuyas madres tuvieron
abstinencia a Dz

El siguiente analisis de resultados de la presente tesis fue realizado en la
basqueda de cuantificar si las crias de las madres con abstinencia a Dz también
muestran un estado de ansiedad como consecuencia de que en su desarrollo prenatal y

postnatal temprano recibieron BZDs durante la formacion de su cerebro.

Perfil ansiogénico de ratas macho expuestas a Diazepam durante su
desarrollo pre-postnatal temprano
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Figura 21 — Perfil ansiogénico en ratas macho cuyas madres tuvieron abstinencia a Dz (machos-Dz). En barras
azules se grafica al grupo control (N=37) y en barras rojas al grupo mchos Dz (N=39). El eje de las abscisas de todos
los graficos muestra los grupos en los brazos abiertos o brazos cerrados del laberinto. En el panel A se muestra un
menor tiempo de permanencia (seg) en los BA asociado a un significativo incremento en la permanencia en los BC de
las ratas macho-Dz, comparado con el grupo control **#p<0.001. En el panel B, se muestra la grafica del nimero de
entradas a los BA y BC, no obstante que hay una tendencia semejante al tiempo de permanencia de los machos-Dz en
esta comparacion no hay diferencias estadisticamente significativas p<0.3. En el recuadro C se grafica el porcentaje
de entradas a los BA y BC, comparado con el grupo control, los machos-Dz presentaron una disminucion en el
porcentaje de entradas a BA asociado a un aumento significativo en el porcentaje de entradas a los BC ***p<0.001.

En este contexto, el grupo de las ratas macho, cuyas madres presentaron
abstinencia a Dz, a partir de la presentacion de estos resultados los denominaremos:
machos-Dz (barras rojas, N=39) presentaron un menor tiempo de estancia en los BA:
97412 seg; el cual es estadisticamente significativo al compararlo con ratas macho
control: 188+17 seqg (barras azules, N=37; ***p<0.001, tabla 5, fig. 21-A). Asimismo, el
grupo de machos-Dz presentd un incremento significativo en el tiempo de estancia en
los BC: 503+12 seg comparado con el grupo de machos control: 412+17 seg
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(***p<0.001, tabla 5, fig. 21-A). El analisis de estos resultados se realizé con la prueba
estadistica de ANOVA de dos vias.

En andlisis de nimero de entradas a cada uno de los brazos del LEC identifico
que el grupo de machos-Dz presentd un promedio de 5+1 entradas semejante al grupo
control: 6+1 de entradas a los BA (p>0.05, tabla 5, fig. 21-B). EI nimero de entradas a
los BC fue también semejante en ambos grupos: los machos-Dz mostraron un promedio
de entradas de 10+1 con respecto al grupo control de 9+1 (p>0.05, tabla 5, fig. 21-B).

No obstante a los datos anteriores, el analisis del porcentaje de entradas entre
ambos grupos machos-Dz contra el grupo control, permitié identificar que los machos
provenientes de un tratamiento en su desarrollo prenatal y posnatal temprano impacta en
su perfil ansiogénico: el porcentaje de entradas a los BA es significativamente menor en
el grupo de machos-Dz (32+2%) comparado con el control (42+2%; ***p<0.001, tabla
5, fig. 21-C). En esta secuencia de resultados, el porcentaje de entradas a los BC es
significativamente mayor en los machos-Dz (68+2%) comparado con el promedio del
grupo control con (58+2%; ***p<0.001, tabla 5, fig. 21-C).

De acuerdo a los datos obtenidos las ratas macho que en el desarrollo de su SNC
fueron expuestas a un tratamiento con Dz, en su edad adulta muestran un importante
perfil de ansiedad, el cual es muy semejante al que presentaron sus madres durante una
abstinencia aguda: las ratas macho-Dz también muestran una preferencia de estancia en

los BC y una disminucion de entrada a los BA.

Tabla 5 — Resultados de la prueba LEC a ratas machos

Grupos N Promedio F p
Tiempo BA (seg.)|Machos control 37 188 = 17
19.159 ***<0.05
Machos Dz 39 97+ 12
Tiempo BC (seg.)|Machos control 37 412 + 17
19.176 ***<0.05
Machos Dz 39 503 12
Entradas BA Machos control 37 6+1 3.590 .
. . >0.
(Ndmero.) Machos Dz 39 5+1
Entradas BC Machos control 37 9+1 1502 0.05
. . >0.
(Numero.) Machos Dz 39 10+1
Porcentajes BA |Machos control 37 42+ 2
(%) 10.774 ***<0.05
Machos Dz 39 32+2
Porcentajes BC |Machos control 37 58+ 2
(%) 10.774 ***<0.05
Machos Dz 39 68+ 2

Se muestra los datos obtenidos de los diferentes aspectos analizados para determinar un perfil ansiogénico
en la prueba del laberinto elevado en cruz (LEC). Nomenclatura: brazos abiertos (BA), brazos cerrados
(BC), segundos (seg.), proporcién (%), nimero de casos (N), significancia (p), significancia entre grupos

(F).
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7.3 — Estudio del umbral de las crisis convulsivas inducidas por PTZ en ratas
macho expuestas a Dz en etapas de su desarrollo fetal y posnatal temprano.

En esta tesis hemos identificado que los machos-Dz muestran un estado de
ansiedad evaluado en el LEC. Este se debe a la exposicion a Dz durante el desarrollo
fetal y posnatal temprano. Debido a que esta condicion se puede desarrollar por un
cambio en la excitabilidad neuronal del SNC, la siguiente serie de experimentos fue
disefiada para investigar si el cambio en la susceptibilidad de induccion farmacoldgica
de crisis convulsivas. Por lo que sometimos a estos animales a una dosis subumbral de
un agente epileptogénico como lo es el PTZ (bloqueador del receptor GABA,), se
aplicé una dosis de 30mg/Kg de PTZ y se evaluaron dos variables: 1) latencia de la
aparicion de primer crisis tonico-clonica. 2) Porcentaje de ocurrencia de crisis

convulsivas

Induccion de crisis convulsivas por PTZ

A B

Latencias en la génesis de crisis convulsivas Porcentaje de ocurrencia de crisis convulsivas

Figura 22 — (A) Latencia y (B) incidencia de la génesis de crisis convulsivas inducidas por PTZ en ratas macho
expuestas a Dz en etapas de su desarrollo fetal y posnatal temprano. Las barras azules representan el grupo
control y las rojas las ratas macho-Dz; se muestra el promedio * error estandar. Las ratas provenientes de madres con
abstinencia a Dz tienen una reduccion en la latencia y un incremento en la incidencia de crisis ténico-clonicas por la
administracion de PTZ, sin embargo, no hay diferencias significativas con respecto al grupo control.
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Los resultados obtenidos fueron los siguientes, la latencia en la aparicion de la
primera crisis convulsiva después de la administracion i.p. de PTZ, en el grupo de
machos-Dz fue de 227+22 seg (barras rojas; fig. 22, N=16) comparada con el grupo
control: 269+19 seg (barras azules, N=10). Esta diferencia no fue significativa (p>0.05,
figura 22-A, tabla 7).
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Los resultados muestran la incidencia de casos de crisis convulsivas tonico-
clonicas (analizadas mediante una prueba exacta de Fisher). El grupo de machos-Dz
presentd un total de 7 casos/16 expuestos representa un 44% de la poblacion con
respecto al grupo control en el que se presentaron 3 casos/ 10 expuestos, lo que
representa un 30% de la poblacién. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05, figura 22-B, tabla 7).

En resumen con los datos obtenidos, se puede identificar que no obstante a que
el grupo de machos-Dz muestra un perfil de ansiedad, este evento no se encuentra
asociado a un cambio en la susceptibilidad de desarrollar crisis convulsivas con respecto
al grupo control. Es decir, los machos-Dz no modifican su umbral de induccién de crisis

convulsivas.

Tabla 7 — Latencia e incidencia de crisis convulsivas inducidas por PTZ.

Incidencia (%)

Grupos N Latencia (seg.) | T (p) ) Sin Fisher (p)
Convulsiones

convulsiones

Machos Ctrl. (PTZ 30 mg/kg) 10 269 + 19 30% 70%
>0.05 >0.05

Machos-Dz (PTZ 30 mg/kg) 16 228 + 22 44% 56%

Tabla 7 - En la primera columna se encuentran los grupos disefiados para esta prueba, en la segunda columna el
nimero de animales por grupo (N). En la tercera columna el promedio de la latencia en la aparicion de la primera
crisis tonica-clonica medida en segundos. El valor de T es expuesto en la cuarta columna en la que se muestra la
significancia. En la quinta y sexta columna se muestra la incidencia de casos de animales que convulsionaron y que
no convulsionaron respectivamente. En la ultima columna, la significancia obtenida de la comparacion en la
incidencia de casos con crisis convulsivas entre grupos con la prueba exacta de Fisher.
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7.4 — Efecto de la exposicion a Dz en etapas del desarrollo fetal y posnatal
temprano en la susceptibilidad para adquirir adiccion a morfina en ratas macho.

Se analizo una correlacion entre la exposicion de Dz en etapas tempranas del
desarrollo y la susceptibilidad para adquirir adiccion a morfina mediante la prueba de
condicionamiento de preferencia de lugar (CPL). Para identificar si los machos-Dz
tienen una mayor susceptibilidad para ser adictos a morfina, realizamos el siguiente
experimento: los animales fueron entrenados en una caja con ambientes diferentes, en
condiciones normales los sujetos prefieren un ambiente oscuro, con una textura rugosa,;
en contraste, el lugar menos preferido (blanco con textura empedrada) se asocia con la
administracion de morfina; de esta manera los animales con tendencia a la adiccion
invertiran su preferencia a permanecer en un lugar que antes no era el preferido pero en
el que se les administra una droga reforzante.

Los resultados indican que el grupo de animales control (N=8) prefiere estar en
un lugar oscuro (tiempo permanencia: 574+53 seg; fig 24-A; barras azules) con respecto
a quedarse en un compartimento blanco (tiempo de permanencia: 184+37 seg) 0 un
compartimento neutro (tiempo de permanencia: 142+28 seg) esta condicion es
denominada pre-tratamiento la cual aduce que al animal no se le ha administrado ningun
tratamiento o droga. Eventualmente 24, 48 y 72 horas después, este mismo grupo de
animales recibieron solucion salina s.c.: una aplicacion dentro del compartimento
blanco y otra aplicacion en el compartimento oscuro (N=8; barras rojas; fig 23-A), en
esta nueva condicion, los animales presentaron una reduccion significativa en la
permanencia en el compartimento negro (tiempo de permanencia: 447+52 seg;
**p<0.01), sin cambios significativos en la permanencia en el compartimento menos
preferido (blanco; tiempo de permanencia: 218+27 seg, p>0.05) y un incremento
significativo en el compartimento neutro (tiempo de permanencia: 235+36 seg.,
**p<0.01). Esto indica que los animales control con tratamiento con solucién salina
manifiestan una aversion dirigida hacia la permanencia en los compartimentos negro y
blanco y dirige su nueva preferencia hacia un compartimento sin estimulo asociado
(neutro), esta aversion se debe a dos factores: 1) la solucion salina no genera
reforzamiento y 2) resulta aversivo la aplicacion dolorosa parenteral de la solucién
salina (tabla 8).

Un segundo grupo control pero administrando una dosis baja de morfina
(Img/Kg; N=11) fue realizado para identificar el factor condicionante que tiene el

opioide a una dosis pequefia (fig 23-B). El perfil de preferencia del compartimento antes
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de la administracion de la morfina (condicién pre-tratamiento; barras azules) es el
siguiente: este grupo de sujetos prefieren el compartimento negro (tiempo de
permanencia: 605+47 seg) que el neutro (tiempo de permanencia: 152+23 seg) vy el
blanco (tiempo de permanencia: 143+27 seg). Sin embargo, la administracion s.c. de
morfina (Img/Kg una dosis cada 24 hrs durante tres dias; barras rojas) en el
compartimento blanco asociada a la aplicacién de solucién salina s.c. en el
compartimento negro (una dosis cada 24 hrs durante tres dias) permitio identificar que
hubo una reduccion significativa en el tiempo de permanencia en el sitio preferido
(compartimento negro; tiempo de permanencia: 410+44 seg; *p<0.05), sin cambios
significativos en la estancia en el compartimento neutro (tiempo de permanencia:
301457 seg; p>0.05) y el sitio menos preferido (compartimento blanco; tiempo de
permanencia: 190+£21 seg; p>0.05). Esto indica que la aplicacion morfina a una dosis
baja no es un reforzador suficiente para que el animal prefiera el sitio blanco (tabla 8).

Un tercer grupo control le fue administrada morfina a altas concentraciones
(5mg/Kg; N=10; fig 23-C), previa a la aplicacién del opioide los animales mostraron el
clasico perfil de preferencia (barras azules): los animales prefieren estar en el
compartimento negro (tiempo de permanencia: 550+56 seg) con respecto al neutro
(tiempo de permanencia: 208+39 seg) y al blanco (tiempo de permanencia: 142+25
seg). La administracién de morfina s.c. (5 mg/Kg cada 24 hrs durante tres dias en el
compartimento blanco; barras rojas) asociado a la aplicacion de solucion salina s.c. (una
dosis cada 24 hrs durante tres dias en el compartimento negro), el perfil de preferencia
es modificado significativamente: el tiempo de permanencia en el compartimento
preferido disminuyo (39035 seg; **p<0.01) y el tiempo de permanencia en el
compartimento blanco se incremento: 32334 seg (***p<0.001). El tiempo de
permanencia en el compartimento neutro no se modificd (186+18 seg; p>0.05). Estos
datos indican que la administracion de una dosis alta de morfina induce un cambio
conductual en el animal, el cual consiste en un efecto reforzador que es capaz de reducir
la aversion y asociar el efecto farmacoldgico de la morfina con el sitio menos preferido
(tabla 8).

Los datos obtenidos en esta tesis muestran que animales sin ningln tratamiento
previo con Dz solamente modifican su preferencia por el espacio blanco o menos
preferido solamente si se aplica morfina a altas dosis. Para conocer cual es el efecto de
los tratamientos de morfina en animales cuyo desarrollo embrioldgico y lactancia fueron

expuestos a Dz (machos-Dz), se realizaron los siguientes grupos.
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Comparacion en el cambio de preferencia de lugar pre y postratamiento
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Figura 23 — Cambio en la preferencia de los animales hacia los compartimentos de la caja de CPL antes y
después del tratamiento con solucion salina o morfina. Se grafica promedios + error estandar. A-C son grupos de
animales control en tanto que D y E son grupos expuestos prenatal y poshatalmente a Dz (machos-Dz). Los
resultados muestran que el perfil de preferencia inicial en todos los grupos (antes de la aplicacién de cualquier droga;
barras azules) es el de un mayor tiempo de estancia en el sitio negro. En todos los casos en el sitio oscuro se aplico
solucion salina, en contraste en los grupos que se indica aplicacion de morfina ésta fue administrada en el
compartimento blanco de la CPL. (A) La aplicacién de solucion salina reduce la permanencia en el compartimento
negro y aumenta el tiempo de permanencia en el compartimento que no esta asociado a ninguna sustancia (neutro).
(B) La aplicacion de morfina a dosis bajas reduce el tiempo de permanencia en el compartimento negro. (C) La
aplicacion de dosis altas de morfina cambia el perfil de preferencia, incrementa la estancia en el sitio blanco y la
reduce en el sitio negro. (D) El perfil de los machos-Dz tratados con solucién salina tiene un perfil semejante a su
grupo control. (E) Nétese que el tratamiento con dosis bajas de morfina en los machos-Dz tiene un importante efecto
en el incremento de la preferencia por un sitio adverso y reduccion por un sitio preferido. Prueba de t-pareada
*p<0.05; **<0.01; ***p<0.001.
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Los resultados del grupo de machos-Dz indican que tienen un perfil de
preferencia de permanencia por los lugares oscuros semejante que el grupo control
(barras azules; N=8; fig 23-D), antes del tratamiento con salina 0 morfina, los animales
invierten mas tiempo en el cuarto negro (tiempo de permanencia: 492+31 seq), en el
cuarto neutro (tiempo de permanencia: 22343 seg) y menos en el compartimento
blanco (tiempo de permanencia: 186+26 seg). La administracion pareada de solucion
salina s.c. en el compartimento negro alternada por una dosis en el compartimento
blanco (dosis cada 24 hrs durante tres dias; barras rojas; N=8; fig 23-D), Disminuyd
significativamente la preferencia por el sitio preferido previamente, el tiempo de
permanencia disminuyo (compartimento negro: 352+63 seg; *p<0.05), asociado con un
incremento significativo en la estancia del compartimento neutro (tiempo de
permanencia: 37957 seg; **p<0.01). La estancia en el sitio menos preferido no se
modifico (tiempo de permanencia: 169+33 seg; p>0.05). En conjunto estos datos
indican que la exposicion a Dz durante el desarrollo fetal y posnatal temprano en ratas
macho, no cambia la conducta del animal dentro de la caja de CPL y la respuesta de los
machos-Dz ante la aplicacion de solucion salina no tiene efectos reforzantes, es decir,
que estos animales son semejantes en sus conductas al grupo control bajo las mismas
condiciones.

Ante la pregunta de si el Dz administrado durante el desarrollo prenatal y
posnatal temprano, induce una predisposicion a generar adiccion a la morfina en las
ratas macho adultos, se realizé el siguiente grupo experimental

En el grupo de machos-Dz antes de recibir cualquier tratamiento farmacoldgico
se identifico un perfil de preferencia por el compartimento negro (tiempo de
permanencia: 522+28 seg; N=18; fig 23-E; barras azules), con respecto al
compartimento neutro (tiempo de permanencia: 20323 seg) y el compartimento blanco
(tiempo de permanencia: 17519 seg). El tratamiento farmacoldgico con morfina s.c. a
estos animales (dosis 1mg/Kg; cada 24 hrs durante tres dias en el compartimento blanco
pareado con aplicacion de solucién salina s.c. en el compartimento negro; fig 23-E;
barras rojas), permitio identificar un incremento significativo de preferencia por el sitio
que previamente era aversivo (compartimento blanco; tiempo de permanencia: 457+34
seg; ***p<0.001). Asociado a este hallazgo también se cuantificO en este grupo una
reduccion en el tiempo de estancia del compartimento preferido (negro; tiempo de
permanencia: 22634 seg; ***p<0.001), sin cambios significativos en el compartimento

neutro (tiempo de permanencia: 217+26 seg., p>0.05). Esto indica que la exposicion a
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Dz durante el desarrollo prenatal y posnatal temprano puede estar correlacionada con la

disminucion de la dosis umbral de morfina necesaria para generar un efecto reforzante

en el animal, es decir, una facilitacion de la adiccion a la morfina.

Tabla 8 — Preferencia de lugar pre y pos-tratamiento con solucion salina/morfina.

A) Grupo Ctrl. salina-salina N Tiempo (seg.) p
Compartimento menos preferido-blanco (pretratamiento) 8 184 + 37
Compartimento menos preferido-blanco (salina) 8 218 + 27 >0.05
Compartimento neutro-gris (pretratamiento) 8 142 + 28 »
Compartimento neutro-gris (salina) 8 235 + 36 <0.01
Compartimento preferido-negro (pretratamiento) 8 574 + 53 "
Compartimento preferido-negro (salina) 8 447 + 52 <0.01
B) Grupo Ctrl. salina-morfina 1mg/kg N Tiempo (seg.) p
Compartimento menos preferido-blanco (pretratamiento) 11 143 + 27
Compartimento menos preferido-blanco (morfina 1mg/kg) 11 190 + 21 >0.05
Compartimento neutro-gris (pretratamiento) 11 152 + 23
Compartimento neutro-gris (morfina 1mg/kg) 11 301 + 57 >0.05
Compartimento preferido-negro (pretratamiento) 11 605 + 47 <
Compartimento preferido-negro (morfina 1mg/kg) 11 410 + 44 =0.05
C) Grupo Ctrl. salina-morfina 5mg/kg N Tiempo (seg.) p
Compartimento menos preferido-blanco (pretratamiento) 10 142 + 25
- *%k%.
Compartimento menos preferido-blanco (morfina 5mg/kg) 10 323 + 34 <0.001
Compartimento neutro-gris (pretratamiento) 10 208 + 39
Compartimento neutro-gris (morfina 5mg/kg) 10 186 + 18 >0.05
Compartimento preferido-negro (pretratamiento) 10 550 + 56 <0 01
Compartimento preferido-negro (morfina 5mg/kg) 10 390 + 35 o
D) Machos-Dz salina-salina N Tiempo (seg.) P
Compartimento menos preferido-blanco (pretratamiento) 8 186 + 26
Compartimento menos preferido-blanco (salina) 38 169 + 33 >0.05
Compartimento neutro-gris (pretratamiento) 8 223 + 43 e
Compartimento neutro-gris (salina) 8 379 + 57 =0.05
Compartimento preferido-negro (pretratamiento) 8 492 + 31 <
Compartimento preferido-negro (salina) 8 352 + 63 <0.05
E) Machos Dz salina-morfina 1mg/kg N Tiempo (seg.) P
Compartimento menos preferido-blanco (pretratamiento) 18 175 + 19
- *k*,
Compartimento menos preferido-blanco (morfina 1mg/kg) 18 457 + 34 <0.001
Compartimento neutro-gris (pretratamiento) 18 203 + 23
Compartimento neutro-gris (morfina 1mg/kg) 18 217 £ 26 >0.05
Compartimento preferido-negro (pretratamiento) 18 522 + 28 g
Compartimento preferido-negro (morfina 1mg/kg) 18 226 + 34 <0.001

La tabla 8. Se muestra por grupo (machos Ctrl. y Machos-Dz), el tiempo promedio de permanencia en cada uno de
los compartimentos (preferido, neutro, menos preferido) y la comparacion pre-tratamiento (registro basal) y pos-
tratamiento (administracion de solucion salina o morfina 1mg/Kg, 5mg/Kg) y su significancia estadistica (p).

63



7.5 - Analisis cuantitativo de los tiempos de preferencia en el CPL

Descrito previamente en el método de esta tesis nosotros realizamos un analisis
cuantitativo del tiempo invertido por los animales en cada compartimento de la caja de
CPL y cuantificamos el cambio de su preferencia inducido por la morfina. Obteniendo
la diferencia de tiempo real (At, en segundos), el cual fue calculado a través de la
diferencia del tiempo de permanencia del dia en el que se aplicé la droga con respecto al
dia de pre-condicionamiento (pre-tratamiento; Zarrindast, et al. 2006). El anélisis se
realizé con un ANOVA de medidas repetidas con post-hoc (prueba de Tuckey). Por lo
que At positiva representa un incremento en la permanencia del compartimento, en
contraste el valor negativo de At expresa una disminucién en la permanencia del
compartimento. Si un grupo de animales tenia un valor el cual después de la inyeccion
de una droga se hizo positivo significa un cambio cuantitativo en la preferencia por ese
sitio.

El analisis de los grupos control y machos-Dz (ambos grupos con N=8) muestra
claramente que ambos tienen el mismo perfil de preferencia: una reduccion por el sitio
oscuro y un incremento en el espacio neutro sin cambios en la permanencia por el sitio
blanco. En este contexto, la aplicacion de morfina a dosis baja (Img/Kg; N=11; barras
amarillas) comparandola con el grupo control (barras cafés) los At de permanencia en el
compartimento negro, neutro y blanco son semejantes y sin diferencia significativas
(fig. 24-A). Esto se reduce a afirmar que la solucion salina no tiene efectos reforzantes y
que la dosis de 1mg/Kg de morfina es muy debil para inducir un cambio de preferencia
(tabla 9).

La aplicacion de morfina a una dosis de 5mg/Kg (N=10; barras moradas) a
animales control en el espacio blanco o menos preferido permite un cambio en la
eleccion de permanencia por este compartimento, la At fue de 181+23 seg; el cual es
significativamente mayor al grupo control que recibié solucion salina (N=8; barras
cafés) 34428 seg (**p<0.01, tabla 9), sin encontrar diferencias entre estos grupos en la
permanencia del compartimento neutro y por el compartimento preferido (negro; fig.
24-B). Este resultado indica que cuantitativamente la morfina induce un cambio de

preferencia en animales control siempre y cuando su dosis sea alta.
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omparacion del cambio de preferencia de lugar entre grupos.
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Figura 24 — Comparacion en el cambio de preferencia de lugar entre grupos. Se grafica promedios * error
estandar. Los resultados en (A) muestran la comparacion hecha entre los At de los grupos control salina y morfina
(Img/Kg) en los que no se obtuvieron cambios estadisticamente significativos en los compartimentos blanco, neutro
y negro. En (B) se grafica una mayor preferencia significativa por el compartimento blanco (menos preferido) del
grupo control al cual se le administré una dosis alta de morfina (5mg/Kg) con respecto al grupo control salina. La
comparacion hecha en (C) muestra una mayor preferencia por el compartimento blanco en el grupo control con dosis
altas de morfina (5mg/Kg) frente al grupo control con dosis bajas de morfina (1mg/Kg). (D) Los machos-Dz a los que
se les administr6 una dosis baja de morfina (1mg/Kg) cuantificaron una mayor preferencia (At) por el sitio blanco al
ser comparados contra los machos-Dz a los cuales se les administr solucion salina. Finalmente en (E) se muestra que
la administracion de dosis bajas de morfina inducen una mayor preferencia significativa por el sitio blanco en el
grupo de machos-Dz con respecto al grupo control. Por otro lado no se encontraron cambios significativos en los
deméas compartimentos (neutro y negro) en las comparaciones B, C, D y E. Prueba ANOVA de medidas repetidas;
**<0.01; ***p<0.001.
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Al realizar la comparacion de At entre los grupos de animales control a los cuales se les
aplico dosis de morfina bajas (1mg/Kg; N=11; fig. 24-C; barras amarillas) o altas
(5mg/kg; N=10; barras moradas) se constatd que el cambio de preferencia por el
compartimento blanco va relacionado con el incremento en la dosis del opiaceo: los
animales con altas dosis de morfina prefieren estar en un sitio aversivo (permanencia
181423 seg) en contraste con los animales con dosis bajas con una reduccién
significativa en este tiempo (46+32 seg; tabla 9; **p<0.01). El tiempo de permanencia
en ambos compartimentos neutro y negro no tuvieron diferencias significativas por el
incremento de la dosis de morfina.

El grupo de ratas macho tratadas con Dz durante su desarrollo prenatal y
posnatal temprano tiene una preferencia por estar en el compartimento negro de la CPL.
Nuestros resultados indican que este grupo de animales pueden cambiar su preferencia
de estancia en el compartimento blanco en el que han recibido un tratamiento con
morfina a dosis bajas, aspecto farmacoldgico que en los animales control no se
manifiesta de esta forma. El analisis del cambio de preferencia de este grupo se
encuentra graficado en la figura 24-D. Los animales que recibieron 1mg/Kg de morfina
s.c. tienen un incremento significativo de preferencia en el compartimento blanco
(At=282+27 seg; N=18; barras verdes), en contraste con el grupo de machos-Dz que
recibieron solucion salina s.c. (At=-17+15 seg; N=8; barras anaranjadas; ***p<0.001;
tabla 9). De la misma forma como en grupos anteriores, la preferencia en los
compartimentos gris y negro no se modifica por la aplicacion de morfina a dosis bajas.

Finalmente, el analisis de la aplicacion de una dosis baja de morfina entre el
grupo control y el grupo de machos-Dz nos permiten identificar un hallazgo de
interesantes implicaciones farmacologicas. La misma dosis en animales control no
modifica la preferencia del compartimento blanco sin embargo, un animal expuesto a
Dz en etapas tempranas de su desarrollo, esta dosis de morfina es lo suficientemente
fuerte para modificar la preferencia por el compartimento blanco. Estos datos son el
sustento de nuestra discusion en la que aducimos la facilidad de adiccion que tienen
estos animales al opiaceo. En este contexto los animales control tratados con morfina
(Img/Kg; N=11; barras amarillas) tienen una At de 46+32 seg, mientras que el grupo de
machos-Dz tratados con morfina (1mg/Kg; N=18; barras verdes) tienen una At de

282427 seg (***p<0.001; figura 24-E; tabla 9). No se obtuvieron diferencias
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significativas al comparar la preferencia en los tiempos de permanencia en los
compartimentos neutro y negro en ambos grupos.

Tabla 9 — Comparacion entre grupos de la diferencia tiempo (At ) en cada compartimento.

Lugar | Grupo () [N ()| At (seg) Grupo (1) N (1) | At (seg) | Tukey (p) | DMS (p)
Control morfina 5mg/Kg 10 181 +23 **<0.01 **<0.01
Control ‘
) 8 34 +28 |Machos-Dz salina 8 -17 +15 >0.05 >0.05
salina
Machos-Dz morfina 1mg/Kg 18 282 + 27 | ***<0.001 | ***<0.001
Control Control morfina 5mg/Kg 10 181 + 23 **<0.01 **<0.01
morfina 11 46 + 32 |Machos-Dz salina 8 -17 + 15 >0.05 >0.05
1mg/Kg Machos-Dz morfina img/kg | 18 | 282+27 |*+<0.001 | **+*<0.001
Control salina 8 34 +28 **<0.01 **<0.01
Control Control morfina 1mg/Kg 11 | 46+32 | <001 | #<0.01
Menos morfina 10 | 181+23
i - i - Kk, *kk.
;zkr;lefend()) 5mg/Kg Machos-Dz salina 8 17+ 15 <0.001 <0.001
anco
Machos-Dz morfina 1mg/Kg 18 282 £ 27 >0.05 **<0.01
Control morfina 1mg/Kg 11 46 + 32 >0.05 >0.05
Machos-Dz .
i 8 -17 £ 15 |Control 4 morfina 5mg/Kg 10 181 + 23 | ***<0.001 | ***<0.001
salina
Machos-Dz morfina 1mg/Kg 18 282 + 27 | ***<0.001 | ***<0.001
Control salina 8 34+28 | **<0.001| ***<0.001
Machos-Dz Control morfina 1mg/Kg 11 46 +32 | ***<0.001 | ***<0.001
morfina 18 | 282+27
Control 4 morfina 5mg/Kg 10 181 + 23 >0.05 **<0.01
1mg/Kg
Machos-Dz salina 8 -17+15 | ***<0.001 | ***<0.001
Control morfina 1mg/Kg 11 149 + 72 >0.05 >0.05
Control _
i 8 93+ 19 |Control morfina 5mg/Kg 10 -21+42 >0.05 >0.05
salina
Machos-Dz morfina 1mg/Kg 18 14 £ 22 >0.05 >0.05
Control Control morfina 5mg/Kg 10 -21+42 >0.05 **<0.01
morfina 11 | 14972
Machos-Dz morfina 1Img/Kg | 18 14 £ 22 >0.05 >0.05
1mg/Kg
Control salina 8 93+19 >0.05 >0.05
el Control morf Img/Kg 11 | 149:72 | >0.05 *+<0.01
morfina 10 | -21+42
o H *%
l\éegtr)o 5mg/Kg Machos-Dz salina 8 157 + 61 >0.05 <0.01
ris
J Machos-Dz morf 1mg/Kg 18 14 £ 22 >0.05 >0.05
Control morf 1mg/Kg 11 149 + 72 >0.05 >0.05
Machos-Dz
i 8 157 £ 61 |Control morf 5mg/Kg 10 -21+42 >0.05 **<0.01
salina
Machos-Dz morf 1mg/Kg 18 14 £ 22 >0.05 *<0.05
Control salina 8 93+ 19 >0.05 >0.05
I Control morf 1mg/Kg 11 149+ 72 >0.05 *<0.05
morfina 18 14 £ 22
1mg/Kg Control morf 5mg/Kg 10 -21+42 >0.05 >0.05
Machos-Dz salina 8 157 + 61 >0.05 *<0.05
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Preferido
(negro)

Control morf 1mg/Kg 11 -196 + 83 >0.05 >0.05
Control Control morf 5mg/Kg 10 -160 + 40 >0.05 >0.05
, 8 | -127+34
salina Machos-Dz salina 8 -140 + 59 >0.05 >0.05
Machos-Dz morf 1mg/Kg 18 -296 + 34 >0.05 *<0.05
Control salina 8 -127 + 34 >0.05 >0.05
el Control morf 5mg/Kg 10 | -160+40 | >0.05 >0.05
morfina 11 | -196 + 83
Machos-Dz salina 8 -140 + 59 >0.05 >0.05
1mg/Kg
Machos-Dz morf 1mg/Kg 18 -296 = 34 >0.05 >0.05
Control salina 8 -127 £ 33 >0.05 >0.05
Control Control morf Img/Kg 11 | -196+83 | >0.05 >0.05
morfina 10 | -160 = 40
Machos-Dz salina 8 -140 £ 59 >0.05 >0.05
5mg/Kg
Machos-Dz morf 1mg/Kg 18 -296 + 34 >0.05 *<0.05
Control morf 1mg/Kg 11 -196 + 83 >0.05 >0.05
Machos-Dz
; 8 | -140 £ 59 |Control morf 5mg/Kg 10 -160 + 40 >0.05 >0.05
salina
Machos-Dz morf 1mg/Kg 18 -296 = 34 >0.05 *<0.05
Control salina 8 -127 £ 34 >0.05 *<0.05
Machos-Dz Control morf Img/Kg 11 | -196+83 | >0.05 >0.05
morfina 18 | -296 + 34
Control morf 5mg/Kg 10 -160 + 40 >0.05 *<0.05
1mg/Kg
Machos-Dz salina 8 -140 + 59 >0.05 *<0.05

Tabla 9 - Se muestra la At obtenida de la resta del pos-tratamiento menos el pre-tratamiento por cada uno de los
grupos (grupo 1), se compara, las At del pos-tratamiento menos At del pre-tratamiento entre grupos (grupo 1) en cada
uno de los compartimentos de la caja de CPL, mediante una ANOVA de medidas repetidas. Nota: los promedios
positivos representan un aumento en el tiempo de estancia en el compartimento, en tanto que los negativos representa
una disminucién en el tiempo de estancia. En la penultima columna se presentan las significancias arrojadas por la

ANOVA con post-hoc Tuckey y en la tltima columna los valores con DMS.
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VIl - DISCUSION
La presente tesis es un estudio secuencial de dos enfoques complementarios; el

primero conductual (ansiedad y adiccidn) y el segundo farmacoldgico. La hipotesis
general de este trabajo fue demostrar que la exposicién a Dz durante el desarrollo fetal y
posnatal temprano en la rata macho genera en la edad adulta de dichos animales una
susceptibilidad a desarrollar adiccion con una dosis baja de morfina, a generar un estado
basal de ansiedad y a modificar la susceptibilidad para generar crisis convulsivas. Lo
cual sugiere que la administracion de BZDs durante el desarrollo no solo tiene
implicaciones en la correcta formacion del sistema GABAérgico sino también en otros
neurotransmisores como las aminas biogénicas.

Esto se demostro realizando un experimento en dos fases. En la primera etapa, a
ratas hembra a partir de la segunda semana de gestacion se les administr6 Dz
(10mg/Kg), este tratamiento fue cronico y durd 35 dias (madres en abstinencia a Dz, ver
capitulo 6.3.1). Cabe resaltar que para el objetivo de este protocolo la administracion de
Dz fue via oral principalmente por dos razones, la primera es que al usar ratas gestantes
se vuelve poco funcional la administracion del farmaco por via i.p. y la segunda es
evitar algun tipo de estrés en la rata gestante, ya que diversos autores coinciden en que
eventos ambientales estresantes durante periodos criticos del desarrollo producen
cambios en el desarrollo neuroendocrino perdurables, los cuales pueden influenciar las
respuestas ante drogas reforzantes y predisponen a las crias a desarrollar adiccion,
ademas, el estrés prenatal tiene efectos a largo plazo en la actividad del sistema
dopaminérgico asi como en las conductas relacionadas a este neurotransmisor (Fride y
Weinstock, 1989; Henry et al., 1994). Al término de dicho tratamiento se identifico en
las madres con sindrome de abstinencia a Dz, una mayor proporcién de entradas asi
como un mayor tiempo de permanencia en los BC del LEC, lo cual se correlaciona
directamente con un estado de ansiedad, efecto que no fue cuantificado en esta tesis en
ratas madre sin tratamiento farmacoldgico (tabla 4, figura 20).

Para la segunda fase del experimento fueron evaluadas las ratas macho adultas,
hijos de las ratas hembra usadas durante la primera fase del experimento. En la prueba
de LEC se identificé un estado basal de ansiedad en las ratas macho que recibieron Dz
durante su desarrollo (machos-Dz) al compararlos con aquellos animales que no
recibieron ningdn tratamiento farmacoldgico durante su desarrollo (tabla 5, figura 21).
Por otro lado al evaluar la susceptibilidad para generar crisis convulsivas en ratas macho

que fueron expuestas a Dz durante su desarrollo, estas no presentaron cambios
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significativos con respecto a las ratas que no fueron expuestas a Dz durante su
desarrollo (tabla 7, figura 22).

Los datos obtenidos en la prueba de CPL permiten un andlisis cuantitativo: las
ratas macho-Dz durante su desarrollo y dentro de la caja de CPL se les administro
solucién salina en ambos compartimentos preferido “negro” y no preferido “blanco”, al
final del tratamiento prefirieron el compartimento “neutro” el cual no estuvo asociado
con la administracion solucion salina (tabla 8, figura 23), esta conducta fue similar a la
presentada por el grupo de ratas macho que no recibieron Dz durante su desarrollo
(tabla 9, figura 24).

En este contexto, cuando a las ratas macho expuestas a Dz durante su desarrollo
se les administré morfina (1mg/Kg) en el compartimento menos preferido y solucién
salina en el compartimento preferido de la caja de CPL, cuantificamos un cambio de
preferencia por el compartimento pareado con morfina (1mg/Kg), efecto que no fue
observado en ratas que no fueron expuestas a Dz durante su desarrollo. A otro grupo de
ratas se les administré morfina se les administré morfina (5mg/Kg) en este grupo se
obtuvo un efecto equiparable al de las ratas macho-Dz (tabla 8, figura 23). Es decir,
ratas macho expuestas a Dz durante su desarrollo y que son expuestas a una dosis baja
de morfina presentan mayor craving con respecto a las ratas sin exposicion a Dz, pero

con una dosis de morfina 5 veces mayor (tabla 9, figura 24).
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8.1 — La interrupcion abrupta de un tratamiento cronico con Dz genera un
sindrome de abstinencia en ratas madre: evaluacion de la ansiedad.

Debido a que la presente tesis tuvo como objetivo principal correlacionar el
tratamiento cronico de Dz y la facilitacion para adquirir la adiccion a morfina en los
roedores hijos de ratas gestantes; nuestros resultados muestran que la evaluacién de la
ansiedad en las ratas madre es un parametro para identificar que el tratamiento con Dz
es suficiente para generar cambios en la conducta de las madres asi como modificar la
conducta, la excitabilidad cortical y la generacién de adiccion a morfina en sus crias. La
aparicion y la evaluacion de la ansiedad es un pardmetro cuantitativo de que el
tratamiento farmacolégico con la BZD tuvo impacto negativo en la plasticidad neuronal
de las ratas madre.

En conjunto los resultados muestran que las ratas hembras (en estado gestante y
asociado a la etapa de lactancia) son susceptibles de inducir un sindrome de abstinencia
como consecuencia de la interrupcidn abrupta de un tratamiento crénico con Dz (fig 20;
barras rojas).

La evaluacién de la ansiedad que caracteriza a este sindrome fue cuantificada
por medio del LEC, a partir de la medicion de dos criterios basicos: 1) incremento en el
tiempo de permanencia en los BC (15%) asociado a una reduccion en el tiempo de
permanencia en los BA (46%) y 2) el incremento en el porcentaje de entradas a los BC
(30%) tambien acompafado por la reduccion en el porcentaje de entradas a los BA
(45%), comparado con animales control (fig. 20), los promedios * error estandar asi
como la evaluacion de la prueba estadistica ANOVA marcd la significancia estadistica
entre estos grupos quedando de manifiesto cuantitativamente la ansiedad en las ratas
madre.

Datos previos en nuestra linea de investigacién muestran que diversas drogas
(GABA, alcohol y neuroesteroides) que reconocen al receptor GABAA son capaces de
inducir sindromes de abstinencia cuando estas son interrumpidas en su administracién
(Smith, et al., 1998; Spies , et al., 2003). Sin embargo, los sindromes de abstinencia de
estas drogas muestran diferentes caracteristicas conductuales (Mellerio, 1980) y
electrofisiologicas (Wala, et al., 1999). Las abstinencias a BZDs (Dz y flunitrazepam)
son las que mas se relacionan con cambios electroencefelograficos (aparicion de
descargas epileptiformes en el EEG; asi como las propiedades de disparo de neuronas
piramidales tendientes a descargas en rafaga y modificaciones en el umbral de disparo)

y conductuales (aparicion de ansiedad, depresion y modificaciones importantes en la

71



conducta sexual). Diversos grupos de investigacion soportan también estos hallazgos:
mostrando la abstinencia a las BZDs como un modelo de induccion de cambios
sinapticos tendientes a un incremento reversible de la excitabilidad neuronal.

¢Cudl es el mecanismo inductor de estos cambios en la hiperexcitabilidad
neuronal que se traduce en la aparicion de la ansiedad? EI comin denominador de estas
abstinencia son: A) en la etapa temprana hay una reduccion en la sintesis y en la
expresion de los receptores GABA, principalmente en corteza cerebral e hipocampo
(Casasola, et al., 2001); B) una disminucion en la sintesis y liberacion de GABA
(Calixto, et al., 2000; Salazar, et al. 1994); C) eventualmente cambios en la expresion y
ensamblaje de las subunidades del receptor GABAa (Rudolph, et al., 1999;
Impagnatiello, et al., 1996; Longone, et al., 1996; Follesa, et al., 2001; Uusi-Oukari y
Korpi, 2010); D) incremento en la expresion y actividad de canales de Ca* tipo Ly T
(Katsura, et al., 2007); y E) modificaciones tardias de otros receptores a
neurotransmisores como el incremento de los receptores AMPA/NMDA
glutamatérgicos (lzzo, et al., 2001; Allison, et al., 2005; Xianga y Tietza, 2007; Shen y
Tietz, 2011), incremento en los receptores o, y f adrenérgicos, aumento en la expresion
de los receptores dopaminérgicos y alteraciones en la liberacion de serotonina (Langen
y Rundfeldt, 2007; Authier et al, 2009; Caputo y Bernardi, 2010; Uzun et al, 2010). En
conjunto o por separado estos cambios sinapticos han sido estudiados en nuestro
laboratorio validando la concentracion y el tiempo utilizado de Dz con el cual se trabajo
en esta tesis. En resumen, las diversas investigaciones realizadas indican que el
componente conductual de las modificaciones sindpticas GABAérgicas son la aparicion
de una disminucion del tono inhibitorio en etapas tempranas y en forma tardia el
incremento de la actividad de otras neurotrasnsmisiones.

Es importante mencionar que las ratas hembras de este grupo fueron tratadas con
Dz durante los periodos de gestacién y en la lactancia, lo cual puede ser un factor que
modifica la farmacocinética y farmacodinamia de la BZD utilizada. Por una parte las
ratas prefiadas tienen un incremento significativo en la produccion de neuroesteroides
pregnanos (progesterona y alopregnanolona), lo cual puede potenciar el efecto
GABAérgico del Dz, incrementando los efectos de la induccion de la abstinencia
(Robinson y Stewart, 1986; Zheng, 2009; Frye, et al., 2011). Sin embargo, es sabido que
el Dz es un inductor microsomal hepéatico lo cual permite un incremento en la
biotransformacion del Dz reduciendo significativamente en dias la biodisponibilidad de
la BZD reduciendo su efecto farmacolégico (Parker, et al., 2006). Este evento reduciria

72



la eficacia de la BZD. Los datos de la presente tesis muestran contundentemente que las
ratas hembras después de 36 dias manifiestan una ansiedad, la cual depende
directamente de la interrupcion del tratamiento crénico de Dz.

El Dz puede atravesar diversas barreras bioldgicas en el organismo entre ellas la
barrera placentaria, por esta razon y no obstante que no se realizaron mediciones de Dz
plasmaticas, la aparicion de la ansiedad en las madres indica el efecto del Dz y que este
se encuentra en la circulacion feto-placentaria en formacion asi como en la
organogénesis temprana de las crias. Investigaciones previas identifican el poder
teratogénico que tienen las BZDs (lIgbal, etal., 2002; Neutel, 2005; Leppée, et al. 2010;
Marinucci, et al., 2011). No obstante a que no fueron presentados estos datos en la
seccion de los resultados, se tuvieron animales con datos de malformaciones cardiacas
asociados a mortalidad temprana en las crias, retraso en el desarrollo al nacer y durante
la juventud de las crias (baja talla y peso) en una proporcién del 90%. Es por esto, que
el efecto sobre las madres y la generacion de teratogénesis puede asociarse a que el Dz

atraveso la barrera feto-placentaria en las ratas en gestacion.

8.2 — La exposicion de Dz durante el desarrollo prenatal y posnatal temprano,
genera un estado de ansiedad en las ratas macho adultas.

Al corroborar la efectividad del Dz para generar plasticidad en la
neurotransmision GABAérgica de las ratas madre (perfil ansiogénico). Se estudiaron las
posibles alteraciones conductuales en las ratas cria (ratas macho) a una edad adulta al
ser expuestas a Dz durante su desarrollo fetal y posnatal temprano. Diversas
investigaciones publicadas soportan la idea que trastornos de la personalidad como la
ansiedad y la depresion predisponen a los sujetos a generar adicciones (Robinson y
Berridge, 2001; Cami y Farré, 2003; Robinson y Berridge, 2008). Este fue uno de los
puntos centrales que estudio la presente tesis.

Los resultados de esta tesis indican que las ratas macho expuestas a Dz durante
su desarrollo temprano a través de sus madres, muestran en la edad adulta un importante
grado de ansiedad con un perfil semejante al cuantificado en sus madres (fig. 21; barras
rojas).

La evaluacion de la ansiedad cuantificada en el LEC, fue semejante a la
realizada en las madres. En este caso los hijos de estas ratas también muestran una
ansiedad muy marcada. Estos animales tienen un incremento en el tiempo de

permanencia en los BC (18%) asociado a una reduccion en el tiempo de permanencia en
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los BA (51%; fig.21). No obstante a que la evaluacion fue hecha 61 dias después del
retiro abrupto de Dz a las madres, estos animales muestran un perfil significativo de
ansiedad.

Un tratamiento con Dz durante el desarrollo prenatal y posnatal temprano tiene
un impacto negativo en la plasticidad del sistema de neurotransmision GABAérgico en
las crias similar al presentado por sus madres.

Al igual que en nuestros resultados, diversos autores coinciden en que algunas
de las alteraciones conductuales més frecuentes en estos animales incluyen la
reactividad al estrés, baja interaccion social, conductas de indefension y conductas de
ansiedad, medidas con diversas pruebas (Cannizzaro, et al., 1995, 2001, 2002), estos
fendmenos han sido encontrados con mayor frecuencia en machos que en hembras
(Kellogg, et al., 1991).

Diversas investigaciones soportan la idea que exposiciones a BZDs durante el
desarrollo prenatal o posnatal estan asociadas con retaso en el desarrollo (Igbal, etal.,
2002; Neutel, 2005; Leppée, et al. 2010; Marinucci, et al., 2011), asi como alteraciones
en las respuestas conductuales, neurales, hormonales e inmunes ante estimulos
ambientales, dichas alteraciones se presentan con mayor fuerza después del comienzo
de la pubertad (Kellogg, 1999).

No se conoce el mecanismo directo por el cual se da este proceso de plasticidad
neuronal a largo plazo sin embargo, se han propuesto posibles mecanismos
involucrados en la generacion de la ansiedad en las ratas hijas de madres tratadas con
BZDs. A) Disminucion en la expresion de receptores GABAA en la corteza cerebral, el
tallo cerebral, el telencéfalo y el hipotdlamo (Kellogg, et al. 2001; Roberts, et al. 2001);
B) Cambios en la estructura conformacional y expresion de las subunidades de los
receptores GABAA (Cannizzaro, et al. 2002; Picard, et al. 2008); C) Cambios en la
sensibilidad farmacoldgica: disminucion o modificacion de los sitios de unién para
BZDs, GABA vy neuroesteroides en el receptor GABA,, atenuando la accion de estos
agonistas GABAGérgicos sobre el canal de CI" (Miller, et al., 1988; Miller, et al., 1989;
Rothe y Bigl, 1989; Cannizzaro, et al., 1995, 2001, 2005); D) Modificaciones en otras
neurotransmisiones y cambios en respuestas hormonales. Se ha identificado que en
condiciones semejantes a las realizadas en esta tesis se presenta el incremento en la
liberacion de noradrenalina en el hipotalamo e hipocampo, una mayor concentracion de
corticoesterona plasmatica (Simmons, et al., 1984; Martire, et al., 2002), alteraciones en

los receptores [-adrenérgicos en la corteza cerbral, estriado e hipotdlamo (Rothe y
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Langer, 1988). Alteraciones semejantes en el eje hipotalamo-pituitario-adrenal también
han sido cuantificadas con la administracion prenatal de otras drogas GABAEérgicas
como el alcohol (Champagne, et al., 2001; Zhang, et al., 2005; Wilcoxon et al., 2005).
Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren, que el tratamiento crénico de Dz
en la etapa intrauterina induce modificaciones sinapticas cuyo impacto farmacoldgico y

conductual es permanente.

8.3 — La susceptibilidad para generar crisis convulsivas no se modifica por la
exposicion prenatal y posnatal de Dz.

Los resultados obtenidos en la presente tesis sugieren que las ratas macho
expuestas a Dz durante su desarrollo y que manifiestan datos de ansiedad en la etapa
adulta, no modifican el umbral para generar crisis convulsivas inducidas por PTZ (fig.
22; barras rojas). Datos previos de nuestro laboratorio muestran, que en animales macho
de la misma edad con una exposicion aguda de Dz (7mg/Kg; durante 10 dias), generan
ansiedad y un incremento en la susceptibilidad de induccion de crisis convulsivas en los
primeros estadios de la abstinencia a Dz (24 horas después de la interrupcion del
tratamiento). Esos animales, a nivel electroencefalografico muestran en los primeros
dias de abstinencia, una actividad epileptiforme caracterizada por la aparicion de
complejos espiga-onda en las regiones fronto-parietales (Cornejo, 2011). Es decir,
previamente nosotros corroboramos que la interrupcion del tratamiento agudo con Dz
desarrolla un estado de hiperexcitabilidad neuronal, que al aplicarle un antagonista
GABAGérgico a dosis subumbral (PTZ; 30mg/Kg) fue suficiente para inducir crisis
tonico-clonicas generalizadas. En este contexto, nosotros identificamos que no obstante
a la interrupcion del tratamiento con Dz sea aguda en animales adultos o en etapas de
gestacion y lactancia, se logra inducir ansiedad, sin embargo, la vulnerabilidad para
generar crisis convulsivas sélo se cuantifica en la abstinencia aguda y no en un proceso
de plasticidad a largo plazo.

Los datos encontrados en esta investigacion son consistentes con otras
evidencias publicadas previamente, las cuales sefialan que la exposicion prenatal de
BZDs no afecta el umbral para generar crisis convulsivas en ratas macho adultas por la
administracion de PTZ, sin embargo, este efecto si es cuantificable con otros
antagonistas del receptor GABAa (bicuculina, DMCM vy pricotoxina; Bitran, et al.,

1991; Cannizzaro, et al., 1995, 2001). Es posible que los cambios reportados se deban a
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la accién farmacoldgica diferencial del PTZ, en las neurotransmisiones GABAérgica y
glutamatérgica (Doi, et al. 2009).

¢Por qué se inducen cambios en la ansiedad de las ratas expuestas a Dz durante
su desarrollo y no modifica el umbral de induccion de crisis convulsivas? Los resultados
de la presente tesis sugieren que la ansiedad es un efecto de plasticidad neuronal a largo
plazo, sin embargo, el nulo efecto en el umbral de induccion de crisis convulsivas indica
un cambio sinaptico de latencia y duracion corta.

Datos previos de nuestro laboratorio y diversas publicaciones en la literatura
indican que las abstinencias a drogas GABAérgicas modifican en forma aguda la
sintesis de GABA (Calixto, et al., 2000; Salazar, et al. 1994), la expresion de receptores
e integracion de las subunidades del receptor GABAA cambiando la sensibilidad
farmacoldgica del receptor a muy corto plazo (Rudolph, et al., 1999; Impagnatiello, et
al., 1996; Longone, et al., 1996; Follesa, et al., 2001; Uusi-Oukari y Korpi, 2010); sin
embargo, a mediano y largo plazo en estos sindromes de abstinencia se asocian a
cambios en otras neurotransmisiones (Langen y Rundfeldt, 2007; Authier et al, 2009;
Caputo y Bernardi, 2010; Uzun et al, 2010). Es decir, que en el sindrome de abstinencia
a Dz primero se suscitan modificaciones GABAérgicas sobre las cuales eventualmente
se integran los cambios de otras neurotransmisiones. Es posible que los cambios
sinapticos a largo plazo se asistan de modificaciones sindpticas como: la glutamatérgica,
la serotoninérgica, la adrenérgica y la dopaminérgica. El proceso de la ansiedad es
cronico y registrable despues de 61 dias de la ultima administracion de Dz, esto sugiere
que este trastorno tiene sustratos neurofisioldgicos y neurogquimicos diversos. En
contraste, la modificacion al umbral de crisis convulsivas es agudo y mas relacionado

con modificaciones GABAEérgicas puntuales.

8.4 — La exposicion a Dz durante el desarrollo fetal y posnatal temprano
incrementa la susceptibilidad para inducir adiccion a morfina en ratas macho.

Los resultados presentados en esta tesis muestran que la exposicion de Dz en
etapas del desarrollo prenatal y posnatal, favorece en ratas adultas la adiccion a morfina
(fig. 23), cumpliendo con esto el objetivo general planteado inicialmente. El estudio
conductual de la adiccion en esta tesis fue realizado mediante el modelo del
condicionamiento de preferencia de lugar (CPL), el cual tiene como paradigma,
combinar las propiedades motivacionales de un farmaco, con una serie de estimulos

ambientales, los cuales durante el transcurso del condicionamiento adquieren
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propiedades motivacionales secundarias, de tal manera que pueden actuar como un
estimulo condicionado generando placer o aversion (Tzschentke, 1998; Tzschentke,
2007).

En este estudio farmacoldgico se utilizaron dos dosis de morfina en grupos
independientes: dosis baja (1mg/Kg) y alta (5mg/Kg) en animales control y en animales
previamente expuestos a Dz. Los resultados en animales expuestos a Dz indican, que
una dosis baja de morfina incrementa significativamente la preferencia por el
compartimento asociado con esta droga que previamente era aversivo (fig. 23). A
diferencia de los animales control que s6lo mostraron este cambio cuando se trataron
con dosis altas del opioide (fig. 23). Esto indica que los animales tratados con Dz
durante su desarrollo prenatal y posnatal farmacologicamente son mas susceptibles de
adquirir una adiccion con dosis pequefias de morfina.

No existen evidencias cientificas publicadas que correlacionen el efecto prenatal
de las drogas de abuso GABAEérgicas, con modificaciones en la susceptibilidad para
generar una adiccion. No obstante que la alteracién del sistema opioide y
dopaminérgico en etapas tempranas del desarrollo si hipersensibilizan para la
facilitacién de la adiccion a estas drogas en etapas adultas, es decir, la exposicion
prenatal de morfina y cocaina inducen alteraciones en la evaluacion de las propiedades
reforzantes de estas drogas (Mattson, et al., 2003; Stanwood y Levitt, 2003).

Nosotros hemos discutido que los cambios inducidos por el tratamiento con Dz
en etapas tempranas, modifican en forma aguda la actividad GABAérgica y
eventualmente se asocian cambios de otras neurotransmisiones como la glutamatérgica,
la dopaminérgica, la adrenérgica y la serotoninérgica (Langen y Rundfeldt, 2007;
Authier et al, 2009; Caputo y Bernardi, 2010; Uzun et al, 2010). ;.Como puede este
evento de modificaciones en la neurotransmisién cambiar o favorecer la adquisicién de
adiccion a un opioide? La neurotransmision GABAérgica modula el desarrollo de
diversas neurotransmisiones en el cerebro en formacion, se conoce que el GABA tiene
efecto trofico en las neuronas monoaminérgicas del tallo cerebral (Liu et al., 1997
Lauder, et al., 1998; Behar, et al., 2000; Verney, 2003). La exposicion prenatal con Dz,
se ha asociado con modificaciones en las respuestas conductuales, hormonales y
respuestas inmunoldgicas a estresores, ademas de generar teratogénesis y retrasos en el
desarrollo, lo cual puede ser evaluado hasta la pubertad (Kellogg, 1999).

Especificamente la administracion prenatal y posnatal de Dz genera cambios en

el sistema GABAérgico que impactan en la edad adulta como: (1) la disminucién en la
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expresion de receptores GABA, en la corteza cerebral, el tallo cerebral y el hipotalamo
(Kellogg, et al. 2001; Roberts, et al. 2001); (2) cambios en la estructura conformacional
de los receptores GABAa (Cannizzaro, et al. 2002; Picard, et al. 2008); y (3) la
disminucidn en los sitios de union para BZDs, GABA y neuroesteroides en el receptor
atenuendo la accion de estos agonistas sobre el canal de CI" (Miller, et al., 1988; Miller,
et al., 1989; Rothe y Bigl, 1989; Cannizzaro, et al., 1995, 2001, 2005).

Los receptores GABAA estan relacionados con efectos de dependencia a drogas
de abuso (Tan, et al., 2010; Tan, et al., 2011), estos receptores son importantes en la
modulacién de las aferencias del NAc, el VTA vy la interaccion dinamica entre ellos
(figura 12; Hyman y Malenka, 2001; Koob y Le Moal, 2001; Goldstein y Volkow,
2002; Kalivas y Volkow, 2005; Hyman, et al. 2006). Estas proyecciones funcionan
como un mecanismo de retroalimentacion negativa del neurocircuito del reforzamiento
(figura 12; Nestler, 2001; Billa, et al., 2010; Wee y Koob, 2010; Xia, et al., 2011).
Drogas como la morfina, obtienen su efecto reforzante, promoviendo la liberacion de
dopamina en el VTA y disminuyendo la actividad inhibitoria de las interneuronas
GABAérgicas del NAc que proyectan hacia el VTA (figura 13; De Vries y Shippenberg,
2002; Nugent, et al., 2007). Los resultados de esta tesis sugieren que la vulnerabilidad
para desarrollar drogadiccién en animales expuestos a Dz durante su desarrollo, puede
deberse a una desregulacion de los mecanismos de recompensa, modulados
directamente por la actividad GABAérgica (Koob y Moal, 1997; Koob y Le Moal,
2001). Es decir, los cambios cuantificados en esta tesis es posible se deban a que la
exposicion repetida de Dz reduzcan la actividad en las neuronas del NAc que hacen que
el sistema de reforzamiento sea mas excitable lo que puede conducir a una condicion de
reforzamiento proporcional al incentivo del estimulo. Es decir se genera una
desinhibicion de las neuronas dopaminérgicas del VTA facilitando un fendmeno de
adiccion.

Estos cambios pueden dar como consecuencia, que el ciclo de retroalimentacién
positiva en el cual se encuentra el sistema de recompensa bajo la administracion de una
droga, induzca que el umbral heddnico (el punto en el que el placer es alcanzado)
cambie continuamente. Es decir, el estado de desregulacion en el sistema de recompensa
puede desencadenar el consumo compulsivo de alguna droga y por consecuencia la
adiccion (Koob y Moal, 1997).
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IX - CONCLUSIONES

> Las ratas hembras en periodos de gestacion y lactancia que recibieron un
tratamiento crénico con Dz inducen la aparicién de un sindrome de abstinencia

el cual se caracteriza por la aparicion de ansiedad.

» La exposicion a Dz durante el desarrollo fetal y posnatal temprano en ratas

macho genera un estado de ansiedad el cual perdura hasta la edad adulta.

» La exposicion a Dz durante el desarrollo fetal y posnatal temprano en ratas
macho, no favorece la induccion de crisis convulsivas ante la administracion de
PTZ.

» La exposicion a Dz durante el desarrollo fetal y posnatal temprano en ratas
macho, favorece el cambio de preferencia de lugar en una caja de CPL, este

hecho se relaciona con la desarrollo de adiccién a morfina.
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