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Resumen

El Sindrome de Abstinencia a GABA (SAG) es un modelo
experimental con actividad epileptiforme inducido por el retiro
abrupto de la instilacion intracortical de GABA y que genera un
perfil tipo ansioso en las ratas. Datos previos cuantificaron que la
alopregnanolona es capaz de inhibir la hiperexcitabilidad generada
por el retiro abrupto de la administraciéon de GABA en rebanadas
de cerebro; en estudios in vivo, so6lo el farmaco HEPP logré
disminuir el SAG.

Con el objetivo de disminuir el SAG, se aplic6 un
tratamiento con progesterona, HEPP o crsHEPP a ratas macho de
la cepa Wistar. La administraciébn de un tratamiento crénico de
progesterona disminuye la hiperexcitabilidad del SAG, cuantificado
por la disminucién de la potencia y numero de complejos espiga-
onda del EEG del hemisferio instilado y contralateral. La
administracion aguda de progesterona induce una evolucién
irregular en el EEG del SAG en el hemisferio instilado y disminuye
la propagacién de la hiperexcitabilidad. Se encontr6 que el
crsHEPP es el farmaco mas potente de los utilizados en esta tesis,

para disminuir la actividad epileptiforme de la abstinencia a GABA.

Los resultados indican que la hiperexcitabilidad neuronal del
SAG se puede disminuir mediante la administracion de farmacos
moduladores del receptor GABA, sin embargo, el perfil ansioso

inducido por la abstinencia no se modifica.



Introduccién

La presente tesis tiene como objeto disminuir la
hiperexcitabilidad de un modelo de actividad epileptiforme
resistente a anticonvulsivos, el cual se genera mediante el retiro
abrupto de la instilacién intracortical de acido y -aminobutirico
(GABA). Este fendmeno ocurre por cambios consecutivos vy
dinamicos en la pre y postsinapsis, por lo que los antecedentes se
desarrollan para describir al sistema GABAérgico, su fisiologia,
receptores y farmacologia, continuando con una descripcion del
Sindrome de Abstinencia a GABA (SAG), neuroesteroides y
antecedentes inmediatos en el campo de las neurociencias que
involucran al SAG, a los moduladores del receptor GABA, vy la

ansiedad.

l. Antecedentes

1. Neurotransmisién GABAérgica en el Sistema Nervioso

Central

1.1 Acido y-aminobutirico

La mayoria de las sinapsis inhibitorias en el cerebro utilizan
como neurotransmisor el acidoy -aminobutirico, el cual es el
mensajero quimico de tipo inhibidor mas abundante en el sistema
nervioso central (SNC; Cortes-Romero et al., 2011). Al igual que el

glutamato, el GABA fue identificado en tejido cerebral durante los
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50s, los detalles de su sintesis y degradaciéon fueron descritos poco

después por Ernst Florey y Eugene Roberts.

La primera evidencia de que el GABA actuaba como un
transmisor inhibitorio se encontré estudiando las propiedades de los
potenciales postsinapticos inhibitorios (IPSP). Krnjevié y Schwartz
(1967) encontraron que la accién del GABA era hiperpolarizar a la
neurona postsinaptica, teniendo como consecuencia la disminucion
de la probabilidad de que una neurona genere un potencial de
accion; esta inhibicién se da gracias a que el GABA al unirse con su
receptor ionotrépico GABA,, aumenta la corriente entrante de Cl'y el
interior de la célula se vuelve mas negativo, disminuyendo asi la
excitabilidad y la probabilidad de generar un potencial de accion
(Carlson, 2006). Actualmente se sabe que el GABA es el principal
neurotransmisor inhibitorio (Mendu et al., 2012) del SNC de los
mamiferos y que es utilizado en casi un tercio de las sinapsis del

cerebro (Purves et al., 2006).

1.2 Sintesis y metabolismo del GABA

El precursor predominante para la sintesis del GABA es la
glutamina, la cual es metabolizada a acido glutamico (glutamato). La
ruta de metabolizacion del glutamato es la glucolisis citoplasmica
seguida del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) en la mitocondria. En
esta via, el a-cetoglutarato, el cual es un intermediario en el ciclo del

TCA y un importante precursor del glutamato, es generado (Fig. 1).



\ 4
QN3 g1y 7~ SABA™

GABA entradz B

7

tica

inap

Membrana Pos

11

Glutamato; componentes mokcuaros

AMPA NMDA Komctz mOl,, mOu, mOu, =0k, mOl,,

EAATIR  EAATZ4  VGLUTIG  GLYMY
T
huh}

GABA: componentes mokcwres

GABA, GABA, GATI4  VGAT

Figura 1. Diagrama de los componentes de los sistemas de neurotransmision
GABAérgico y glutamatérgico. Las vias metabdlicas o enzimas estan indicadas con los
siguientes numeros: 1. Glucolisis/ ciclo de Krebs; 2. Glutamina sintetasa; 3. Glutaminasa;
4. Glutamato descarboxilasa (GAD); 5. Succinato deshidrogenasa. En el grafico superior
(sinapsis de Glutamato; Glu) se hace referencia a los recapturadores de Glu gz y 7) asi
como los receptores ionotrépicos (que permiten el ingreso de Na'/Ca™, en el
componente postsinaptico) y metabotrépicos (1,5 y 4,6). En la parte inferior del panel
izquierdo, se observa el papel de metabdlico de la glia e inferior a ella, una sinapsis
GABAérgica, identificando los transportadores de glutamina (GLN-SA1/2), los receptores
GABAgs (B) y el receptor GABAa que permite el ingreso de CI al componente
postsinaptico. A la derecha se muestran los iconos utilizados que hacen referencia a los
diferentes tipos de receptores para estos neurotransmisores (Imagen modificada de

Foster et al., 2006).
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Posteriormente, el glutamato que fue generado dela -
cetoglutarato se descarboxila por una reaccion catalizada por la GAD
(acido glutamico descarboxilasa), la cual es la enzima paso limitante
de la sintesis del GABA que requiere del fosfato de piridoxal (PLP)
para activarse. Una vez que el GABA es sintetizado, es transportado
a las vesiculas sinapticas mediante un transportador vesicular de

aminoacidos inhibidores (Hertz, 2013).

La reaccién de glutamato a GABA es reversible. El catabolismo
del GABA es catalizado por la GABA transaminasa (GABA-T), lo que
produce semialdehido succinico (SSA) el cual a través de una
conversion estequiométrica del a-cetoglutarato pasa a glutamato. El
SSA se oxida rapidamente por la succinato semialdehido
deshidrogenasa (SSADH), y entra al ciclo de TCA como succinato,
por lo tanto, las enzimas que se encuentran en la mitocondria:
GABA-T y SSADH, catalizan al GABA.

1.3 Recaptura del GABA

El sistema de recaptura tiene como funcién principal remover
el GABA del espacio sinaptico para la inactivacién de su efecto.
Tanto las neuronas como la glia contienen transportadores de alta
afinidad para el GABA denominados GAT, los cuales son proteinas
de doce pasos transmembranales cuya activacion depende del
gradiente electroquimico del Na*, por lo que es dependiente de la
ATPasa Na'/K" (Olsen, 2000).
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Se han identificado 4 tipos de transportadores (GAT 1-4). Los
transportadores GAT 1y 4 son los mas abundantes en el SNC de los
mamiferos, localizados principalmente en las terminaciones
nerviosas. El tipo GAT-2 es abundante en la glia y el GAT-3 esta
altamente expresado en las leptomeninges y en el plexo coroideo.
Tiene sitios para ser fosforilado: uno para proteina cinasa A (PKA,
por sus siglas en inglés) y siete para proteina cinasa C (PKC, por sus
siglas en inglés), por lo que el proceso de recaptura es modulado por
la actividad de segundos mensajeros (Bowery, 1990; Nelson et al,
1990).

Los efectos del GABA a nivel pre y post-sindptico son
consecuencia de su interaccion con proteinas que funcionan como
receptores. Los receptores a GABA se expresan a través de todo el
SNC y son responsables de gran parte de la inhibicién tonica y rapida
(Sabaliauskas et al., 2012). Los receptores estan divididos en dos
grandes grupos: el GABA, que es ionotrépico y el GABAg el cual es
de tipo metabotropico. Un subtipo del receptor GABA, es el
denominado GABA., el cual esta localizado principalmente en la

retina.
1.4 El receptor GABAA

El receptor ionotropico GABA. es un heteropentdmero
membranal cuyas subunidades al ensamblarse forman un canal que
permite el paso de iones de CI' o HCOj3 (Fig. 2; Cortes-Romero et al.,

2011). Hasta la fecha se conocen 19 diferentes subunidades (al-6,
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B1-3, y1-3, d, ¢, m, 0, pl-3) cuyas combinaciones determinan la
ubicacion en la membrana (Whiting, 2003), especificidad
farmacoldgica y kinética del receptor (Mendu et al., 2012), siendo la

subunidad B el sitio de reconocimiento para el agonista.

GABA

Benzodiacepinas

GABA Etanol

Neuroesteroides
Barbituricos

Figura 2. Esquema del receptor GABAAa. Es un heteropentdmero que en su forma
mas comun contiene dos subunidades a, dos B y una y o 6. Cada subunidad esta
compuesta de 4 hélices transmembranales (M1-M4); M2 forma el canal central que
permite el paso de iones de Cl- el cual se activa cuando se unen dos moléculas de
GABA entre a y B. El receptor tiene sitios de unién para varias moléculas como las
benzodiacepinas, el etanol y los neuroesteroides. (Imagen modificada de Belelli y
Lambert, 2005).

Cada subunidad consta de un extremo N-terminal
extracelular, que forma parte del sitio de unién para agonistas y
antagonistas, tres segmentos transmembrana (M1-M3), una asa
intracelular y un cuarto dominio transmembrana (M4) con un extremo

C-terminal extracelular (M&hler, 2006).
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Tablal. Ubicacién de isoformas y distribucion del receptor

GABAA
Isoformas - -
GABAR Distribucion en el SNC
Capa granular del bulbo olfatorio, capa de células polimorfas y
a1PB2y2 region CA3 del hipocampo, interneuronas corticales, globo pélido y
varios nucleos subtaldmicos.
Bulbo accesorio olfatorio, el estriado, el septum, la capa molecular
02B3y2 . -
del giro dentado e hipocampo.
P Es posible y se sugiere que se exprese en la glia de Bergmann y en
2PY1 nicleos del sistema limbico.

asPy2 Células monoaminérgicas de varios nucleos cerebrales.

a30¢ Locus coeruleus de la rata.

asBy2 Talamo, caudado, putamen y giro dentado.

04320 Nucleos taldmicos y la corteza cerebral.

Células granulares de giro dentado, la corteza cerebral y
04836 . .
predominantemente en el estriado.
asfBay2 Neuronas piramidales del &rea CA1 del hipocampo.
ueﬁgzﬁagﬁﬁ Células granulares del cerebelo y el nicleo coclear.
6P 3

Tabla 1. Isoformas y distribucion del receptor GABAA. En la columna de la
izquierda se presentan las subunidades que componen las diferentes isoformas del
receptor GABAx, en la columna de la derecha se muestra su distribucion en el SNC
(Tabla modificada de Miguel, 2012).
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La mayoria de los receptores GABA, estan compuestos por
las subunidades afy (en estequiometria 2:2:1 respectivamente). La
isoforma mas abundante es la a;B,y, (Olsen y Sieghart, 2009), la cual
se expresa en membranas sinapticas donde existen altas
concentraciones de GABA (mM) que son liberadas en pulsos
episédicos breves provenientes de terminales de interneuronas
locales. Los receptores GABA, también se expresan en sitios
extrasingpticos como en el soma y las dendritas de la neurona,
donde la inhibicién es tonica y contribuye mas al tono inhibitorio que

las corrientes fasicas de los receptores sinapticos (Smith, 2012).

Los receptores que contienen subunidades y, se expresan en
las membranas sinapticas y extrasinapticas, éstos controlan la
inhibicion sinaptica y ténica; los isébmeros con la subunidad & son
exclusivamente extrasinapticos y modulan sélo la inhibicién ténica
(Wei et al.,, 2003; Farrat y Nusser, 2005); las isoformas que se

expresan dependen de la zona del cerebro (Tabla 1).

1.5 El receptor GABAg

La segunda principal categoria de los receptores GABA son
los metabotrdpicos de siete dominios transmembranales acoplados a
proteinas G, conocidos como GABAg. Se considera metabotrépico
por que tiene una accién lenta y prolongada. Se encuentra
principalmente en la membrana presinaptica y postsinaptica donde
actia como autoreceptor, inhibiendo la liberacion de GABA; puede
jugar el mismo papel en neuronas que liberan otros

neurotransmisores (heteroreceptores). Este receptor esta asociado
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con canales iénicos sensibles de Ca%* o K" involucrando la activacion

de segundos mensajeros (Enna y Méhler; 2007).

Los receptores GABAg se componen de la subunidad GABAg;
y GABAg2, a nivel postsinaptico estos receptores se expresan en
neuronas GABAérgicas o no GABAérgicas, restableciendo el
potencial de membrana en reposo, y debido a la diferencia en la
estructura de este receptor con el receptor ionotrépico GABA4, no es
capaz de reconocer a la bicuculina ni a la isoguvacina, en caso
contrario, es activado por el baclofén (Kaupmann et al.,1998; Enna,
2001)

En las células piramidales del hipocampo, la activacion del
receptor GABAg incrementa la conductancia de K* sin afectar la
conductancia de Ca?". Este hallazgo indica que los receptores y los
canales dependientes de K*y de Ca?* son distintos en la periferia y el
SNC (Carlson, 2006; Brailowsky, 2000; Bormann, 1988).

1.6 Fisiologia del sistema GABAérgico

El GABA se considera como un neurotransmisor inhibitorio en
el cerebro de vertebrados, lo cual se basa en la observacion de que
en la mayoria de los casos el potencial eléctrico del CI en las
neuronas, es menor que el del ambiente extracelular, el cual es de 10
a 20 veces mayor (150 mM). Al unirse el GABA al receptor, se abre
el canal de CI asociado y permite una corriente de CI" a la neurona,
hiperpolarizando la membrana neuronal y haciendo a la neurona

menos reactiva a neurotransmisores excitatorios (Carlson, 2006).



18

El efecto a nivel presinaptico se observa mediante la
activacion del receptor GABAg y una subsecuente disminucién de la
entrada de Ca?" al boton terminal, generando asi una disminucion de
liberacion de neurotransmisores (Bettler et al., 2004). En algunas
neuronas se fortalece la inhibicibn con el incremento de la
conductancia lenta de K*; este evento es conocido como potencial
postsinaptico inhibitorio (IPSP), los cuales pueden ser rapidos

(menos de 100 ms) o lentos (mas de 100 ms; Bowery et al., 2002).

1.7 Moduladores del receptor GABAA

¢Por qué existen tantos subtipos de receptores GABAAL? La
heterogeneidad de los receptores GABA, permite la flexibilidad en la
transduccién de sefiales y la modulacion alostérica (Rey et al., 2013).
El receptor GABA, tiene sitios de unién para varias drogas de uso
clinico, incluyendo las benzodiacepinas (Bz), barbitaricos vy
neuroesteroides (NE). Estos sitios de unién se forman por las
distintas combinaciones de las subunidades (Akk et al., 2005; Veleiro
y Burton, 2009).

Las Bz, como el diazepam, son moduladores alostéricos
positivos del receptor GABA,, lo que significa que se unen al receptor
en un sitio distinto al GABA vy facilitan la transmision GABAérgica
inhibitoria del receptor GABA,. El sitio de union de las Bz se
encuentra entre las subunidades a; y y,; ambas subunidades se
requieren para que aumente la frecuencia de la apertura del canal
permitiendo una corriente entrante de CI° (Cortes-Romero et al.,
2011).
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Las sinapsis GABAérgicas son el blanco farmacolégico de los
barbituricos, y en ellas subyacen los mecanismos moleculares de su
tolerancia y dependencia. Los barbitlricos son farmacos depresores
del SNC, con propiedades sedativas, hipnoticas y anestésicas. El
pentobarbital, por ejemplo incrementa la respuesta a GABA,
prolongando la duracién de apertura de los canales de CI sin afectar
su frecuencia de apertura. Estudios electrofisiol6gicos revelaron que
los anestésicos tienen por lo menos tres mecanismos de accion
distintos: 1) potenciacién de la respuesta a GABA (Lin et al., 1992),
2) activacion directa de los receptores GABA4 (Franks y Lieb; 1994) y
3) en altas concentraciones, un bloqueo del canal de CI" (Brandon y
Fischer; 2006).

Los esteroides tienen sitios de accién distintos a los de las Bz
y barbitdricos, asimismo, pueden abrir de manera directa el canal de
ClI" asociado al receptor GABA, e incrementar la frecuencia y

duracion de apertura del poro (Sieghart, 1995).

Mientras que los agonistas como el muscimol y la isoguvacina
son capaces de unirse al mismo sitio en el que el GABA induce sus
respuestas inhibitorias, los antagonistas como la picrotoxina,
pentilenetetrazol (PTZ), penicilina y la bicuculina, bloquean el poro
del canal de CI acoplado a los receptores GABA., generando

convulsiones (Cortes-Romero et al., 2011).
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1.8 Alteraciones del sistema GABAZérgico

Los desdrdenes psiquiatricos estan asociados a un
desequilibrio entre la excitacién y la inhibicibn neuronal y se ha
demostrado que patologias como la epilepsia, ansiedad y la
depresiéon pueden ser causadas por la alteracién de este equilibrio
(Foster y Kemp, 2006).

Estudios in vivo demostraron que diversas drogas que se
sabe generan convulsiones en animales experimentales y humanos,
como la penicilina, el PTZ, la picrotoxina y la bicuculina son
antagonistas GABAérgicos (Gale, 1992; Gloor et al., 1967; Klitgaard
et al., 1998). Por otra parte, las drogas que potencian la inhibicion
GABAEérgica, como el diazepam (Choi et al., 1977, 1981; Macdonald
Y Berker, 1978) y el pentobarbital (MacDonald y Barker, 1979) tienen
efectos anticonvulsivos. Estas observaciones sugirieron que la
actividad GABAérgica comprometida podria llevar al desarrollo de la

epilepsia.

El desajuste o fallo en la transmisibn GABAérgica genera
hiperexcitabilidad, lo que a su vez desencadena el fenémeno
epileptogénico (Olsen, 2000). La fisiopatologia de la epilepsia tiene
un fuerte determinante genético, puesto que mutaciones puntuales, o
bien deleciones cromosémicas, capaces de alterar la expresion
neuronal de alguna proteina membranal o una determinada
subunidad para un canal i6nico, provocan anomalias funcionales del
paso selectivo de un ion y en consecuencia, alteraciones de la

excitabilidad neuronal (Cabo de la Vega et al., 2006).
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Hoy sabemos que la expresion, trafico y ensamblaje de las
subunidades que componen los receptores sinapticos GABA estan

alteradas en animales epilépticos (Joshi et al., 2013).

La disminucién en la sensibilidad de los receptores GABA a
los neuroesteroides es una alteracion fisiolégica importante asociada
con la epilepsia (Joshi et al., 2013). Estudios inmunohistoquimicos
revelaron una mayor expresion de las subunidadesa 5 yvy 2,
principalmente en la capa molecular de las células granulares del giro

dentado de animales epilépticos (Peng et al., 2004).

Hoy en dia se sabe que el fallo en una correcta expresion de
la subunidad y, del receptor GABA, es la disrupciéon estructural que
da origen a la epilepsia (Cabo de la Vega et al., 2006; Baulac et al.,
2001). Muchos de los cuadros idiopaticos se explican por la
alteraciéon de genes que codifican subunidades de canales de CI,

incluidas las alteraciones del receptor GABA (Joshi et al., 2013).

2. El Sindrome de Abstinencia a GABA

En el transcurso de la investigacion sobre la relacién entre el
GABA y la epilepsia, se demostré un fendmeno de hiperexcitabilidad
cortical consecutivo a la interrupcién del tratamiento con GABA en el
mandril fotosensible Papio papio (Brailowsky, 1991; Brailowsky et al.,
1989). En estos monos, la estimulacion luminosa intermitente inducia
la apariciébn de descargas epilépticas a nivel de la corteza cerebral
acompafiadas de mioclonias generalizadas. La infusién directa de
GABA en la corteza a través de canulas intracorticales fue capaz de

generar un efecto anticonvulsivo. Al dia siguiente de haber cesado la
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instilaciéon intracortical de GABA, en todos los monos se constatod la
presencia de focos de actividad paroxistica. Independientemente del
area de infusion, el electrodo de registro mostrd la apariciéon de
poliespigas y actividad en forma de espiga-onda, que en el caso de la
corteza motora, se correlacionaba con la aparicibn de mioclonias
(Brailowsky et al., 1988).

Posteriormente se confirmé la presencia del fenbmeno de
hiperexcitabilidad en la rata epiléptica (kindling amigdalino) y en la
rata no epiléptica (Brailowsky et al., 1987). El fenébmeno se
caracterizd conductual y electroencefalograficamente (Brailowsky et
al., 1988). A este fenbmeno de hiperexcitabilidad cortical generado
por la interrupcién de la instilacién intracortical de GABA se le llamoé
“Sindrome de abstinencia al GABA” (SAG; Silva-Barrat et al., 1992).

Ademas de las crisis convulsivas, los animales mostraban
otros signos clinicos tales como mioclonus de la pata posterior
contralateral al hemisferio instilado, movimiento incesante de las
vibrisas, irritabilidad y aumento de la conducta exploratoria. Se
presentaron datos de dependencia fisica ya que la re-infusion de
GABA hizo que desaparecieran las manifestaciones EEG. También
existen datos de tolerancia cruzada a Bz (diazepam; Dz) y a
barbituricos (pentobarbital), ya que la administracion de estas drogas
GABAEérgicas no modificaban la frecuencia de disparo de la descarga

epiléptica en las primeras 24 h (Brailowsky et al., 1992).
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Mediante la técnica de la captura/metabolismo de la 2-
desoxiglucosa radioactiva, se cuantificé un aumento significativo (tres
a cinco veces en relacién al control) en el consumo local de glucosa
del area cortical involucrada en la generacion de actividad paroxistica
y también en la zona talamica ipsilateral de proyeccién: nucleos
posterior oralis, ventro-posterolateral, central-lateral, ventro-lateral y
reticular; en cerebros de ratas obtenidos 60 min. después del retiro
abrupto del GABA. Estas regiones con incremento de la actividad
metabdlica oxidativa corresponden con las areas de gliosis-reactiva
identificadas en los cerebros de animales obtenidos 10 dias después

de haberse interrumpido la actividad paroxistica (Menini et al., 1991).

En investigaciones subsecuentes, se encontré que posterior a
las infusiones croénicas intracorticales de GABA, la actividad de la
GAD disminuyd en un 40% a nivel del sitio de infusion del

aminoacido (Salazar et al., 1994).

Experimentos enfocados a determinar el papel de los
receptores GABA. y GABAg en el SAG, indicaron que es un
fenbmeno dependiente del primero. La evidencia que apoya esta
afirmacién es farmacoldgica: por una parte, es posible inducir un foco
epiléptico al interrumpir infusiones localizadas de isoguvacina, un
agonista GABA, especifico, y por la otra, la constatacién de que los
agonistas especificos del receptor GABAg como el baclofén inducen
el foco epiléptico durante su instilacion y no cuando estos se retiran
(Brailowsky et al., 1990, Brailowsky, 1991).
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El incremento de la excitabilidad neuronal de este modelo es
la consecuencia de cambios dindmicos y consecutivos en los
componentes presinapticos y postsinapticos. En la presinapsis existe
una reduccion en la sintesis y liberacion de GABA por la disminucion
en la expresiéon y actividad de la GAD, lo que incide en la disminucion
de la liberacién y la concentracién de GABA en el espacio sinaptico.
En el componente postsinaptico hay una disminucion en la densidad
de receptores GABA, y de forma gradual, los nuevos receptores
GABA, presentan una menor sensibilidad farmacol6gica debido a
cambios en la expresién de las subunidades que lo conforman.
Finalmente el fendmeno de hiperexcitabilidad neuronal se ve
favorecido por un incremento en la entrada de Ca* a la célula
(Calixto, 2012).

En rebanadas de cerebro se identifica por el incremento en la
sincronizacién de disparo de neuronas piramidales y por cambios en
las propiedades activas de la membrana neuronal (Calixto, 2012). A
nivel molecular se ha observado que la presencia continua de una
elevada concentracién de GABA puede producir una down regulation
de los receptores GABA, en las neuronas de la corteza cerebral y del

hipocampo (Calixto et al., 2000).

La fenomenologia de la induccion del SAG indica que primero
son los cambios en la neurotransmisibn GABAérgica y
posteriormente se instalan modificaciones de otras
neurotransmisiones, es decir que la actividad epileptiforme

observada en el EEG, posterior al retiro abrupto de la instilacion
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intracortical de GABA, depende de una modificacién sinaptica que se
inicia por la disminucion del tono GABAérgico. Posteriormente se
agrega el incremento de la actividad de los receptores a glutamato
(NMDA y AMPA), asociado al aumento del tono colinérgico y
adrenérgico. Sin embargo, no se presentan modificaciones en la
actividad serotoninérgica, ni cambios en la sensibilidad de algunos
canales i6nicos sensibles a voltaje como los canales de Ca* tipo L
(Katsura et al., 2007).

Si bien los sucesos sinaptico-moleculares son dificiles de
identificar, nuestra linea de investigacién demuestra que las primeras
24 hrs del SAG dependen exclusivamente de los cambios
excitatorios en la neurotransmision GABAérgica (Araneda et al.,
1994).

Datos previos de nuestra linea de investigacion indican que el
SAG inducido con 6pl a una concentracion de 5mM durante 2 horas
(3ul/h) genera un aumento de potencia (182%) en ambas cortezas
cerebrales el dia de induccién, a comparacion del registro control. El
aumento de potencia se registré en la banda de frecuencia de 5 a 15
Hz (Pimentel, 2013).

Al realizar el Analisis del Espectro de Frecuencia de Wavelets
se encontré que la hiperexcitabilidad en la rata macho tiene una
duracién de 9-10 dias y se presentan 0.9 espigas/seg (Pimentel,
2013). En la rata hembra el aumento de potencia en ambas cortezas

cerebrales fue de un 133% durante el dia de induccion; la
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hiperexcitabilidad neuronal evoluciona progresivamente hasta
regresar a niveles basales en el dia 6 posterior a la instilacion y se
presentan 1.1 espigas/seg. En ambos sexos el SAG induce un perfil

ansioso en la rata (Hernandez, 2013).

En estudios farmacoldgicos preliminares se encontré que el
foco epiléptico del SAG, en sus primeras 24 hrs, es resistente a
anticonvulsivos de uso clinico (fenitoina, barbitlricos, etosuccimida,
valproato, carbamazepinas) e incluso al farmaco de eleccién en
casos de status epiléptico: el diazepam. La frecuencia de descarga
del foco no se modifica significativamente alin empleando dosis

anestésicas de pentobarbital (35 mg/Kg; Brailowsky, 1991).

Ante estas evidencias, en la fase de inicio del SAG nos
encontramos con un modelo de hiperexcitabilidad neuronal intratable

en el cual es posible ensayar farmacos anticonvulsivos y sedantes.

En la blusqueda de nuevos agentes anticonvulsivos, Carvajal
y colaboradores (1964) sintetizaron una serie homéloga de fenil-
alquil-amidas con marcada actividad anticonvulsivante, de las cuales
el DL-3-hidroxi-3-etil-3-fenil-propionamida (HEPP) demostré ser el
menos neurotdxico, por lo que se utilizd en diversos modelos de
crisis convulsivas; en el modelo con pentilentetrazol (PTZ) en ratas,
se encontrd una relacién directa entre el efecto anticonvulsivante y la

concentracién de farmaco en el cerebro (Javier et al., 1996).

Del mismo modo, el HEPP mostré un efecto anticonvulsivo en

el modelo del SAG, en el que por primera vez se cuantific6 una
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disminucion en la frecuencia de descargas del foco epiléptico
producidas por la interrupcién abrupta de la instilaciéon intracortical de
GABA.

En los animales en los que el HEPP fue administrado 60 min
después de iniciado el SAG, la frecuencia de descarga de la
actividad paroxistica disminuy6 significativamente, sin afectar la
amplitud de la descarga ni su propagacion al lado homdélogo
contralateral. Ese efecto sin embargo fue parcial y de corta duracion,
ya que no logré suprimir totalmente las descargas paroxisticas y su
actividad sélo se mantuvo durante 90 min (Brailowsky y Montiel,
1996).

Mientras que en experimentos in vivo el HEPP logré disminuir
de forma paulatina la hiperexcitabilidad del SAG, experimentos in
vitro de nuestra linea de investigacion indican que la aplicacion de
alopregnanolona (AloP) en rebanas de cerebro, previo a la aplicacion

y retiro abrupto de GABA, inhibe la hiperexcitabilidad.

En investigaciones previas (Pimentel, 2013) se encontré que
aunque la induccién del SAG en ratas gonadectomizadas no mostro
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
animales sexualmente expertos en la banda de frecuencia en la que
aparece la hiperexcitabilidad (4-15 Hz), al realizar el analisis
cuantitativo de la potencia del EEG se encontr6 que la
gonadectomizacion incrementa el voltaje de la actividad eléctrica

basal con respecto a los animales sexualmente expertos; esto se
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debe a que las hormonas sexuales son capaces de modificar el EEG
tanto en machos como en hembras (Del Rio-Portillas et al., 1997;

Juarez et al., 1995; Juarez y Corsi-Cabrera, 1995).

Durante la induccién y mantenimiento del SAG el incremento
en la potencia del EEG en los animales GDX fue 40% mayor tanto en
el hemisferio instlado como en el hemisferio contralateral,
comparado con el grupo de animales sexualmente expertos
(Pimentel, 2013). El analisis espectral muestra claramente que los
neuroesteroides tienen influencia en la actividad EEG (Fernandez-
Guasti et al., 2003; Del Rio-Portilla et al., 1997; Juarez et al., 1995)
de esta forma pueden modular la induccion y el mantenimiento de
varias entidades farmacoldgicas y patologicas de la excitabilidad del
SNC.

En el modelo del SAG se encontr6 que se presenta mas
potencia en animales GDX, lo cual indica la importancia de las
concentraciones hormonales de los animales, en especial la
presencia de NE y la susceptibilidad de generar hiperexcitabilidad

neuronal (Pimentel, 2013).

Algunas investigaciones han propuesto que las hormonas
sexuales pueden tener un efecto anticonvulsivo modulando actividad
GABAEérgica en la epilepsia, demostrando que pueden disminuir las
crisis. Por ejemplo, se ha encontrado que pueden tener un efecto
protector en neuronas del hipocampo lesionadas con acido kainico o
por PTZ (Reddy, 2004; Ramsden, et al., 2003; Frye y Reed, 1998;
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Frye, 1995; Kubli-Garfias et al., 1982).
3. Neuroesteroides

Los neuroesteroides (NE) son una subclase de esteroides
gue pueden sintetizarse en el SNC de novo a partir del colesterol,
independientemente de las fuentes periféricas (ovarios, testiculos,
glandulas adrenales, placenta, higado y huesos). En cambio el
término esteroide neuroactivo se refiere a esteroides que,
independientemente de su origen, son capaces de atravesar la
barrera hematoencefalica y tener efectos en el cerebro para regular
funciones del SNC (Martin-Garcia et al., 2007).

Las principales células estereidogénicas en el sistema
nervioso son las neuronas y las células gliales: en el sistema
nervioso periférico (SNP) son las células de Schwann, y en el SNC
los oligodendrocitos y astrocitos (Tsutsui et al., 2000). Las enzimas
responsables de su sintesis se localizan tanto en células gliales
como en neuronas localizadas principalmente en regiones como el

hipocampo, la corteza, el hipotalamo y el cerebelo.

La biosintesis de los NE empieza con la conversiéon
enzimatica del colesterol a pregnenolona. El paso metabélico
limitante en la estereidogénesis es el transporte del colesterol a la
membrana mitocondrial interna donde se encuentra el citocromo
P450 side chain cleavage (P450scc) que transforma el colesterol en
pregnenolona (Martin-Garcia et al., 2007). La pregnenolona es el

esteroide precursor que origina a los NE que regulan al sistema
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GABAérgico entre los que se encuentran los androstanos vy

pregnanos.

Existen dos proteinas que median la traslocacién de
colesterol citoplasmatico a la membrana interna mitocondrial: la
proteina de regulacion aguda de la esteroidogénesis (StAR, del
inglés steroidogenic acute regulatory protein) y el receptor
mitocondrial de benzodiacepinas (MBR del inglés mitocondrial-type
benzodiazepine receptor). El receptor MBR forma un poro a través
del cual transita el colesterol. La proteina StAR parece interactuar
con el receptor MBR para facilitar el transporte de colesterol (Belelli y
Lambert, 2005).

Se ha propuesto que la proteina StAR capta el colesterol de
la membrana mitocondrial externa y lo transfiere al MBR (Fig. 3) que
formaria el canal de colesterol y lo dirigiria a la membrana
mitocondrial interna para usarse como sustrato de la enzima P450scc
(Martin-Garcia et al., 2007).

El principal mecanismo de accidn de los NE en el SNC es la
modulacion alostérica de receptores ionotrépicos (Rupprecht y
Holsboer, 1999). Casi la totalidad de los receptores ionotropicos
conocidos modifican su funcion por los NE, pero la modulacion
alostérica de los receptores GABAA es la que mas extensamente se

ha estudiado.
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Figura 3. Biosintesis de los neuroesteroides moduladores del receptor GABAA.
Se muestra la ruta de sintesis de la AloP (3a,5a-HTP) desde el colesterol. La StAR
podria interactuar con el receptor periférico de benzodiacepinas (MBR) para facilitar
el transporte del colesterol a través de la membrana mitocondrial. P450scc:
citocromo P450 side chain cleavage; 3a o 3B-HSD: 3a o 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa; 5a-DHP: 5a-dihidroprogesterona. Imagen modificada de Belelli y
Lambert (2005).

Algunos NE, en particular los derivados 3a de la progesterona
(P), se comportan como moduladores alostéricos positivos de los
receptores GABA,. Se ha demostrado que la accién de la AloP es 20
veces mas potente que la accion de las Bz y 200 veces mas potente
que la accién de los barbitiricos sobre la activacion de estos
receptores (Harrison y Simmonds, 1984).
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Estudios electrofisiolégicos en neuronas hipocampales
confirmaron que los derivados 3a de la P actian sobre el receptor
aumentando la duracién de apertura del canal de CI y por otra parte,

aumentando su frecuencia de apertura (Lambert et al., 1995).

Otros NE como la dihidroepiandrosterona (DHEA) o el sulfato
de pregnenolona (PregS) actian como moduladores alostéricos
negativos del receptor GABA,, inhibiendo la entrada de CI vy
reduciendo la frecuencia de apertura del canal de CI sin modificar la
duracion (Gee, 1988; Mienville y Vicini, 1989).

La P a través de la AloP potencia las corrientes de CI',este
NE tiene sitios de union especifico en el receptor GABAA que son
distintos a los sitios de union que poseen las Bz, los barbitdricos, el
alcohol e incluso del GABA (Lambert et al., 2003). Aunque el
mecanismo exacto de como los NT interactlan con el receptor
ionotrépico no es muy claro, se han identificado sitios de union
transmembranales que regulan la potenciacién y directa activacion

de los efectos (Hosie et al., 2006).

Hoy se sabe que los NE como la Alop pueden realizar dos
acciones a través del receptor GABA4 : 1) potenciar las corrientes
entrantes de CI en presencia de GABA y 2) activar directamente el
receptor GABAA a concentraciones que van de 2-4 nM (Hosie et al.,
2006; Belleli et al., 2002).

Aungque los NE pueden modular los receptores GABAa

sinapticos y extra-sinapticos, su accion moduladora se ve favorecida
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por los receptores extrasinapticos con aquellas isoformas que

contengan la subunidad & (Herd et al., 2007).

La exposicién crénica de P (o Alop) induce una down-
regulation de la subunidad y, y una up-regulation de la subunidad a;,
gue consecuentemente resulta en alteraciones de la composicion de
los receptores GABA. y que impactan directamente en la
farmacologia del receptor (Foley et al., 2003). En cambio, la
abstinencia a P, induce hiperexcitabilidad neuronal y up-regulation de
la subunidad a4 (Gulinello et al., 2003; Gulinello et al., 2001; Smith et
al., 2007).

Se ha sugerido que el incremento en la suceptibilidad de
inducir crisis convulsivas durante la abstinencia a P se debe a
cambios en las propiedades biofisicas del receptor GABAa: el
incremento de la subunidad a4 (Hsu y Smith, 2003; Smith et al.,
2007).

La subunidad a4: 1) es insensible farmacolégicamente a las
Bz, 2) es capaz de coensamblarse con las subunidadesy, 0 & y 3)
puede acelerar la desensibilizacién de las corrientes de CI (Sur et al.,
1999). Asi, el incremento en la expresion de la subunidad a4 reduce
la inhibicibn mediada por los receptores GABA, y promueve el
aumento en la susceptibilidad de inducir crisis convulsivas e

hiperexcitabilidad neuronal.

Datos previos de nuestra linea de investigacion sefialan que
la interrupcién abrupta de la administracion cronica de P (7 dias,

45mg/Kg; s.c.) induce hiperexcitabilidad neuronal; posterior a la
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Gltima administraciéon de P, el analisis electroencefalografico de
Wavelets identific6 que la potencia del EEG tiene un incremento
significativo en la banda de frecuencia de 4-20 Hz. En el dia de
induccién, la corteza somatomotora derecha muestra un aumento del
226% en la potencia total del EEG, comparado a su registro control.
La amplitud disminuyd discretamente durante los siguientes 4 dias
(Mejia, 2013).

El registro de la actividad electrofisioldgica a partir de la ultima
dosis de P, permitié cuantificar el nimero de complejos espiga-onda
gue se presentaron durante la abstinencia. Se identificé un aumento
del 687% comparado al registro control; durante los dias 3y 4 de la

abstinencia se registr6 la maxima excitabilidad cortical (Mejia, 2013).
4. Ansiedad

Los trastornos de ansiedad tienen una alta prevalencia, y
estan en las primeras causas de atencion médica (Weiller et al.,
1998). Clinicamente se sabe que la ansiedad es la manifestacion de
la conducta de miedo la cual se caracteriza por un estado de alerta
continua ante el peligro (M6hler, 2012). Este es un proceso comun en
la vida adulta del ser humano. La ansiedad es uno de los
componentes de muchos sindromes y patologias relacionados a
cambios en la neurotransmision GABAérgica, glutamatérgica,
serotoninérgica y noradrenérgica (Martin-Garcia et al., 2007;
Czlonkowska et al., 2003; Clement y Chapouthier, 1997).

La farmacologia del sistema GABAérgico sostiene la

perspectiva de que las disfunciones GABAérgicas estan relacionadas



35

causalmente con los sintomas ansiosos. Por ejemplo, el PTZ actla
bloqueando el receptor GABAL Yy genera ansiedad y conductas de
evitacién cuando se utiliza en la clinica (Kalueff y Nutt, 1997). De
manera contraria, aumentar la transmision GABAérgica usando por
ejemplo Bz, es un mecanismo poderoso para inhibir los trastornos

ansiosos.

Estudios clinicos y animales indican que disfunciones pre y
postsinapticas en la transmision GABAérgica pueden ser la causa de
trastornos ansiosos y del estado de animo (Luscher et al.,, 2011;
Smith y Rudolph, 2012; Md&hler, 2012).

Investigaciones con espectroscopia de resonancia magnética
cuantificaron niveles corticales disminuidos de GABA en pacientes
con trastorno de panico (Goddard et al., 2001). Se ha reportado que
una disminucién localizada en la unién de Bz en el I6bulo temporal se
presenta en pacientes con trastornos de ansiedad generalizada
(Tiihonen et al.,, 1997). Estos resultados son consistentes con la
visibn de que al menos algunos trastornos de ansiedad estan
relacionados con procesos inhibitorios GABAérgicos defectuosos
(Nutt y Malizia, 2001).

La subunidad y, del receptor GABA, es de particular interés
ya que estudios sefialan que esta subunidad regula las acciones de
las Bz (Pritchett et al., 1989; Gunther et al., 1995). Ratones que son
heterocigotos para el gen de la subunidad y , muestran conductas

ansiosas y depresivas (Crestani et al., 1999).
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Alteraciones del recetor GABA, se consideran como una
predisposicion para trastornos de ansiedad en humanos. Los
sintomas ansiosos son una manifestacion de una neurotransmision
GABAérgica alterada (Nutt y Malizia, 2001; Crestani et al., 1999;
Mohler, 2002).

Los moduladores del receptor GABAA también pueden afectar
la respuesta al estrés. La administracion sistémica de AloP, provoca
efectos sedativos, hipnéticos anticonvulsivantes y ansioliticos
(Lambert et al., 1995), en cambio el PregS, modulador negativo del
receptor GABAL Yy positivo del NMDA, presenta un perfil ansiogénico

en el laberinto elevado en cruz (LEC; Melchior y Ritzmann, 1994).

Diversos estudios en ratas han demostrado que la ansiedad
se reduce tras la aplicacién de farmacos como las Bz, agonistas del
receptor GABAA (Rodgers y Dalvi, 1997). Esto cuantificado por el
aumento en el nimero de entradas o tiempo de permanencia en los
brazos abiertos (BA) de un laberinto elevado en forma de cruz, que

funciona como paradigma para medir ansiedad en roedores.

La ansiedad estd intimamente relacionada con alteraciones
en la neurotransmision GABAérgica, por lo que es evidente que al
aplicar farmacos que buscan disminuir la hiperexcitabilidad del SAG,
se cuantifiqgue los efectos de tales farmacos en la conducta tipo

ansiosa que induce el SAG.
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Il Justificacion

Reducir los signos y sintomas de las abstinencias a su
minima expresibn es un evento esperado en la terapéutica
hospitalaria. Desde el punto de vista experimental este proceso
puede tener un nuevo enfoque: nuestros resultados proponen lograr
el bloqueo o la reducciéon de la hiperexcitabilidad neuronal por
abstinencia a GABA como consecuencia de la administracion de un
modulador alostérico positivo: progesterona y de cpsHEPP, un
analogo mas potente del Gnico farmaco que demostrd inhibir de

forma paulatina al SAG.

Esta tesis representa una aportacion importante para plantear
nuevas alternativas en el manejo farmacolégico de epilepsias, ya que
hoy sabemos, los mecanismos que subyacen a la actividad

epileptiforme dependen de una alteracion en el sistema GABAérgico.

Se pretende identificar si la aplicacion de: progesterona,
HEPP y crsHEPP disminuyen la hiperexcitabilidad del Sindrome de
Abstinencia a GABA, y si la administracion de estos farmacos

modifican el perfil tipo ansioso que induce el SAG.
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M. Objetivos
General

Disminuir la hiperexcitabilidad neuronal del SAG inducida en
ratas de la cepa Wistar, mediante la aplicacion sistémica de

progesterona, HEPP o cpsHEPP.
Especificos

Cuantificar la disminucién en el nimero de complejos espiga-
onda y potencia de la actividad electroencefalografica caracteristica
del SAG inducido en la corteza cerebral somatomotora, como
resultado de la administracion de progesterona, HEPP 0 cpsHEPP en

la rata con abstinencia a GABA.

Medir los cambios en la conducta tipo ansiosa que se
presenta en el SAG, mediante la cuantificacion del nimero de
entradas y porcentaje en tiempo de permanencia en brazos abiertos
y cerrados en el Laberinto Elevado en Cruz, posterior a la aplicaciéon

de progesterona, HEPP o ¢rsHEPP.
Variables de trabajo de la presente tesis
1) Independiente

Retiro abrupto de la instilacion intracortical de GABA en la
corteza somatomotora derecha para inducir el Sindrome de
Abstinencia a GABA.
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Dependientes

Modificacibn de la excitabilidad cortical en la actividad
electroencefalogréafica (nimero de complejos espiga-onda y potencia

caracteristicos de la abstinencia) en ratas macho.

Cambio de la conducta tipo ansiosa, identificada en el
Laberinto Elevado en Cruz mediante la evaluaciéon del nimero de
entradas y porcentaje en tiempo de permanencia en brazos abiertos

y cerrados.
2) Independiente

Aplicacién de progesterona, HEPP o crsHEPP.
Dependientes

Nivel de la excitabilidad cortical en el EEG cuantificado por
cambios en la potencia y en el nimero de complejos espiga-onda

caracteristicos de la abstinencia.

Numero de entradas y porcentaje en tiempo de permanencia

en brazos abiertos y cerrados en el Laberinto Elevado en Cruz.
Hipo6tesis General

Si se aplica un tratamiento de progesterona o HEPP, o
cesHEPP en ratas en condiciéon de abstinencia a GABA, entonces

habra una disminucién en la potencia electroencefalografica y
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nimero de complejos espiga-onda de la hiperexcitabilidad neuronal
caracteristica del SAG en la corteza somatomotora de la rata; los
tratamientos administrados disminuiran los niveles de ansiedad que
induce el SAG.

Hipo6tesis especificas

1) Si se aplica progesterona al inicio del SAG, entonces habra
una disminucién en la hiperexcitabilidad neuronal, cuantificada por

una menor potencia y frecuencia del EEG.

2) La aplicaciéon de una dosis de HEPP o ¢rsHEPP disminuira la
potencia y frecuencia del EEG en la corteza cerebral somatomotora

de la rata con SAG.

3) En ratas con SAG, la administracion de progesterona, HEPP
0 crsHEPP tendra una disminucion en la conducta tipo ansiosa que
caracteriza al SAG, lo cual se traducirda en un menor nidmero de
entradas y porcentaje en tiempo de permanencia en brazos abiertos

y cerrados en el Laberinto Elevado en Cruz.
V. Material y Método
Sujetos

Se utilizaron 80 ratas macho de la cepa Wistar (250-300g),
proporcionadas por el bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria
“Ramon de la Fuente Mufiiz” (INPRF), las cuales se mantuvieron en

condiciones estandarizadas de temperatura (20-25°C), agua y
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alimento ad libitum, con ciclo de luz oscuridad invertido 12:12 hrs y
de acuerdo a las normas establecidas en la guia para el cuidado y
uso de animales del laboratorio de la Academia Nacional de Medicina
(1999); en todos los procedimientos experimentales se evitd
cualquier dafio o sufrimiento innecesario de los animales. Los sujetos
de experimentacion fueron alojados en cajas individuales de acrilico
transparentes, y permanecieron asi hasta el final del procedimiento.
Cada uno de los experimentos se realizé durante el ciclo de

oscuridad de las ratas macho.
Sustancias utilizadas en este estudio

Para la implantacion del complejo canula/electrodo conector
se anestesié a los animales con pentobarbital sédico (Pisabetal® 50
mg/Kg, México) diluido en cloruro de Sodio (J.T Baker®, USA). Como
anestésico local se us6 xylocaina® (AstraZeneca S.A de C.V

solucién inyectable al 2% /50ml).

Para disminuir la posibilidad de sepsis y de infeccién, se
utilizaron antibiético (bencilpenicilina Benzatinica, Amsa
Laboratorios® antibiéticos de México, S.A. de C.V), iodo povidona
(Quiromed® 0.8%, México), antiséptico (Microdacyn®, Oculus
Technologies de México), peroxido de hidrégeno (J.T Baker®, USA)

y cloruro de benzalconio (Antibenzil®, México).

Para inducir hiperexcitabilidad neuronal tras el retiro abrupto
de instilacién intracortical de GABA (Sigma-Aldrich®, St Lois, MO

U.S.A) en la corteza somatomotora derecha, se utilizé una dosis de 5
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mM; 6 ul/2h de GABA.

Se administré progesterona (45 mg/Kg; sc; Sigma-Aldrich®, St Lois,
MO U.S.A); HEPP (50 mg/Kg; i.p; 3-hidroxy, 3-etil, 3-
fenilpropionamida) y DL-di-CF3;-HEPP (10 mg/Kg; i.p.) con la finalidad

de disminuir la hiperexcitabilidad neuronal que caracteriza al SAG.
Procedimientos
Cirugia Estereotaxica

Para la implantacion del complejo canula/electrodo conector
se anestesio a los animales con pentobarbital sédico (30 mg/Kg, i.p.).
Se aplico lidocaina (0.1 ml) en cada conducto auditivo y se colocé a
la rata en un sistema estereotaxico de una torre (Neuroscience
Physiology Research Equipment Stoelting modelo Lab. Standard®),
después se esterilizé la zona con isodine y se inyectd lidocaina (0.6
ml, sc) en el cuero cabelludo para realizar un corte en la piel. De
acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (1998) se colocaron dos
canulas (Aguja BD Precision Needle®, 23mm x 25mm) de infusion
intracortical a 1.5 mm de profundidad, 2 mm posterior a bregma y a
25 mm de Ila linea media para obtener la sefal
electroencefalografica de la corteza somatomotora. Asimismo, se
situaron 3 electrodos en el craneo (tornillos de acero inoxidable
soldados a pequefias terminales de cobre, dos de registro colocados
a 4 mm posterior a bregma y uno de referencia sin actividad anterior
a bregma) para obtener la sefial EEG de la capa superficial de la

corteza cerebral. Las canulas y los tres electrodos se soldaron a un
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conector mediante un Cautin Steren® y Estafio para soldar Omega®;
posteriormente se fijaron al craneo con resina acrilica y monémero
(Nic Tone Cross Linked®, mdc dental México). Todos los
instrumentos de cirugia fueron esterilizados previamente con un
Horno esterilizador CRAEdental®. Con el fin de asegurar la
permeabilidad de las canulas se les introdujo una “guia removible”. Al
término de la cirugia se les administrd un antibiético de forma
profilactica. Los animales permanecieron una semana en reposo

antes de cualquier manipulacion.
Registro de la actividad electroencefalografica (EEG)

El registro electroencefalografico se llevé a cabo en un cuarto
aislado faradizado, la sefial fue adquirida con un cable de registro (5
terminales faradizadas) adaptado a conexién directa con
amplificadores (P511 AC amplifier GRASS Astro Med In.) La
amplificacion fue de 20, con filtros de baja (3 Hz/1000) y alta
frecuencia (0.3 KHz). Para traducir esta sefial se utiliz6 el software
Poliview 8 (National Instruments). Los registros tuvieron una duracién
de tres horas en los animales en los que se indujo la abstinencia (una
hora de registro para constatar la hiperexcitabilidad neuronal del SAG
y dos horas de registro posteriores a la aplicacion de progesterona,
HEPP o crsHEPP. Los registros control asi como los seguimientos
tuvieron una duracién de 30 min. Los datos electrofisiolégicos se
analizaron con el Software Adg4ch mediante el uso de filtros digitales
de 0-40 Hz y eliminacién de saturacién. Se obtuvo el valor de la

potencia total del EEG (uV?/Hz) en la banda de frecuencia de 4-20
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Hz a partir del espectro de frecuencia de Wavelets.

El conteo de espigas se realizé mediante la identificacién de
las primeras 10 espigas representativas después del inicio del SAG.
Posteriormente se promediaron los valores obtenidos para establecer
un nivel de disparo a partir del cual se cuantific6 el nimero de

complejos espiga-onda.
Induccion del Sindrome de Abstinencia a GABA

Para generar la abstinencia a GABA se realiz6 la instilaciéon
intracortical de GABA (5mM) en la corteza somatomotora derecha
utilizando una bomba de instilacién programable (Kd Scientific®), una
microjeringa (Hamilton Co. Reno) y una manguera de instilacion. Se
instilé a una velocidad de 3 ul por hora, durante 2 h. Inmediatamente
después de la interrupcion de la instilacién se registr6 la actividad
electroencefalogréafica para evaluar los cambios en la excitabilidad

neuronal durante 2 h.
Prueba del Laberinto elevado en cruz (LEC)

El laberinto es una estructura de madera en forma de cruz,
elevada a 50 cm del piso con 4 brazos: un par con paredes de 40 cm
de alto denominados brazos cerrados (BC) de 50 x 10 cm cada uno y
otro par con las mismas dimensiones llamados brazos abiertos (BA).
Los cuatro brazos se encuentran unidos por un cuadro central de 10
x 10 cm. El cuarto donde se realiza la prueba debe estar iluminado

con luz roja (40W).
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Se coloco a la rata en el centro del LEC con la cabeza hacia
uno de los BA y se le dej6 explorar libremente el LEC durante 5 min.
Se evalué: 1) el nimero de entradas a BA y BC; asi como 2) el
porcentaje de tiempo en cada uno de los brazos. El criterio para
considerar una entrada es que la rata cruce con las cuatro patas

hacia el interior de los mismos.

En este paradigma un incremento en el tiempo de
permanencia y el nimero de entradas a BC es interpretado como la
respuesta ansiogénica, mientras que el nimero total de entradas a
ambos brazos proporciona una medida de la actividad general
(Fernandez- Guasti y Picazo, 1999; Pellow et al., 1985). La prueba
fue registrada mediante el uso de una camara de video (Sony
HandycamMod DCR SX40) adaptada a una tarjeta digital de PC para
almacenar los videos en una computadora PC (HP/compac 6000;
software ENLTV).

Andlisis de datos

Los resultados se expresan en medias con su respectivo error
estandar (EE). Para el andlisis estadistico de los resultados, se utilizd
un analisis de varianza de una via (ANOVA) para cada una de las
variables dependientes, con una significancia de p<0.05, seguida de
una prueba Post Hoc de Dunette mediante el uso de los paquetes

estadisticos GraphPad, OriginPro 8 y SigmaPlot 11.0.
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El analisis de los resultados electroencefalograficos consistio
en cuantificar el nimero de espigas y el aumento de la amplitud
mediante el analisis de frecuencia de Wavelets. El analisis
estadistico se llevé a cabo mediante un andlisis de varianza de un
factor haciendo una comparacion intra y entre grupos con un valor de
p<0.05 (ANOVA Post Hoc: Tukey).

La evolucién electrofisiol6gica se considerd6 como un estudio
longitudinal donde se cuantificaron los complejos espiga-onda y se
evalu6 el aumento de la amplitud entre ambas cortezas
somatomotoras, la que recibid instilacién intracortical de GABA y la
contralateral (ANOVA, Post Hoc: Tukey).

Los datos obtenidos del LEC, son mostrados en proporcioén,
tanto en numero de entradas, asi como porcentaje de tiempo

siguiendo esta ecuacion:
t Bxt Bx+t Bx x 100

Donde t es el tiempo y x es el brazo en el que ha
permanecido, se siguid la misma ecuacién para el nimero de
entradas. Los resultados conductuales fueron analizados con una
ANOVA, Post Hoc: Tukey.

Procedimiento Experimental

Cada condicién conté con ratas asignadas aleatoriamente en

uno de 10 grupos. La n de cada uno de los grupos fue de 8 ratas.
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Grupo 1: Se utilizaron 8 ratas macho a las cuales se les realiz6 la
prueba de LEC. Este grupo (control) no tuvo otra manipulacion
ademas de la prueba conductual, con la finalidad de ser el sustento
de comparacion de las modificaciones en los niveles de ansiedad con

el resto de los grupos.

(Laberinto Elevado en Cruz)

1 Dia

Grupo 2: Este grupo de ratas (n = 8) fue sometido a la cirugia
estereotaxica para la colocacién del complejo canulas-electrodos. Se
dieron 7 dias para la recuperaciéon de la intervencion quirargica y al
dia siguiente se evalué la prueba de LEC. El objetivo de este grupo
(SHAM) fue el de evaluar si la cirugia estereotaxica inducia cambios

en la conducta exploratoria de las ratas.

Cirugia Estereotaxica

76-5-4-3-2-101
Dias
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En todos los grupos restantes se dej6 una semana de
recuperacion posterior a la cirugia estereotaxica, al dia siguiente se
realizé un registro EEG de 30 min de duracién con el propdésito de
obtener datos basales de la actividad electroencefalogréafica y se
procedio con el tratamiento especifico de cada grupo, al finalizar éste

se realizo la evaluacion conductual de ansiedad con el LEC.

Grupo 3: El propoésito de este grupo fue replicar y estandarizar la
sefal EEG del SAG para lo cual se indujo el Sindrome de
Abstinencia a GABA en la corteza somatomotora derecha (n = 8). Se
registré la actividad EEG durante las dos primeras horas posteriores

a la instilacion y en los 10 dias siguientes durante 30 min.

Se cuantificé el nimero de espigas, los cambios en la potencia y
frecuencia del EEG del SAG.

Registro
EEG Control

Cirugia (30 min)

Estereotaxica

Recuperacion Post Quirtrgica Seguimiento EEG (30 min)
{ l ¢ ¢
8-76-5-4-3-2-1 0 12345678910
Dias

Induccion del SAG
+

Registro EEG (2 h)
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Grupo 4: Este grupo se realizd para identificar que la aplicaciéon de
un tratamiento de P (n = 8; 45 mg/Kg, s.c.) durante 5 dias, no genera
abstinencia ni modificaciones en la potencia y frecuencia del EEG en
la rata macho. Se aplicoé una dosis diaria de P durante 5 dias, el dia 6
se interrumpié el tratamiento y se inicid6 con los seguimientos de

registro EEG de 30 minutos durante los 5 dias siguientes.

Registro
Cirugia EEG Control
v (30 min)
Esterentaxica ¢ Tratamiento deP
Reglstro EEG

Recuperacion Post Quirargica '30 mln' Segulmlento EEG (30 min)

1312-11-10-9-8-7-6-5-4-3-21 01 234
Dias
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Grupo 5: En este grupo se evalud si la aplicacion previa de 5 dias de
P (n = 8; 45 mg/Kg, s.c.) en ratas a las cuales se les indujo el SAG,
disminuye la hiperexcitabilidad neuronal. La disminucién se cuantificd
por una menor potencia, frecuencia y menor nimero de espigas del
EEG. Al sexto dia de tratamiento de P, se indujo hiperexcitabilidad
neuronal tras el retiro abrupto de instilacién intracortical de GABA
(5mM; 6 pl/2h) en la corteza somatomotora derecha, inmediatamente
después se obtuvo el registro EEG durante 2 h. Al dia siguiente se

inicio con el seguimiento EEG de 30 minutos durante 5 dias.

Registro
Ciruaia EEG Control
ugla (30 min)
Estereotaxica ¢ Tratamiento de P
+
Registro EEG

Recuperacion Post Quirargica 30

min Seguimiento EEG (30 min)

13-12-11-10-9-8-7-6-5-4-3-2-1 012345
Dias

Induccion del SAG
+

Registro EEG (2 h)
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Grupo 6: Estudios in vitro previos indican que la hiperexcitabilidad
neuronal se inhibe con una sola aplicacion de alopregnanolona, por
lo que con este grupo se busco identificar si la aplicacién de una sola
dosis de P (n = 8; 45 mg/Kg; s.c) en una rata a la que se le indujo
SAG, es capaz de disminuir la potencia, frecuencia, el nimero de
espigas del EEG y la conducta tipo ansiosa. En este grupo se indujo
la hiperexcitabilidad neuronal, se registr6 durante la primera hora del
SAG y posteriormente se aplicé una dosis de P; se continué con el
registro EEG que duré 2 horas mas. Al dia siguiente se inici6 con el

seguimiento EEG de 30 minutos durante 10 dias.

Registro
Cirugia EEG Control
Estereotaxica (30 min)
Recuperacién Post Quirurgica Seguimiento EEG (30 min)

¢ ¢ ! ¢
8-76-5-4-3-2-1 0 12345678910
Dias

Induccién del SAG
Registro:EEG (1h)
Aplicac?én de P
Registro+EEG (2 h)
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Grupo 7: En investigaciones anteriores se encontré6 que el HEPP
inhibe la hiperexcitabilidad neuronal, sin embargo no se sabe cual es
el efecto de este farmaco sobre el EEG de la rata sin SAG. El
proposito de este grupo fue determinar si una dosis de HEPP (n = 8;
50 mg/Kg; i.p) modificaba la potencia del EEG y si generaba
conducta tipo ansiosa en la rata. Se realizé un registro EEG de 2

horas posterior a la aplicacion del HEPP.

Registro
EEG Control

Cirugia (30 min)

Estereotaxica

Recuperacion Post Quirarﬂia

.
-8-7-6-5-4-3-2-1 0 1

Dias

Aplicacion de HEPP
+

Registro EEG (2 h)
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Grupo 8: El propdsito de este grupo fue replicar la inhibicion del SAG
por parte del HEPP, ademas de cuantificar la disminucién de
potencia y numero de espigas del EEG, este grupo nos permitio
saber si el HEPP disminuye la conducta tipo ansiosa que caracteriza
al SAG. En este grupo después de inducir la abstinencia a GABA se
realiz6 un registro EEG de 1 hora para constatar la hiperexcitabilidad
neuronal, después se aplic6 el HEPP (n = 8; 50 mg/Kg; i.p) y se

continué con el registro que duré 2 horas mas.

Registro
EEG Control

Cirugia (30 min)

Estereotaxica

Recuperacion Post Quin’lrgilca

.
-8-7-6-5-4-3-2-1 0 1

Dias

Induccion del SAG
Registro+EEG (1h)
Aplicaci(): de HEPP
Registro+EEG (2 h)
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Grupo 9: Los resultados de este grupo nos indicaron si una dosis de
crsHEPP (n = 8; 10 mg/Kg, i.p) tiene efecto en la potencia del EEG de
la rata macho. Para cuantificar los efectos en la potencia se realiz6
un registro EEG de 2 horas posterior a la aplicacion del farmaco.
Este grupo también nos permiti6 saber si el genera conducta tipo

ansiosa.

Registro
EEG Control

Cirugia (30 min)

Estereotaxica

Recuperacion Post Quirurgiia

.
-8-7-6-5-4-3-2-1 0 1

Dias

Aplicacion de .¢,HEPP
+

Registro EEG (2 h)
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Grupo 10: Este grupo nos permiti6 saber si la aplicacién de una
dosis de cpsHEPP (n = 8; 10 mg/Kg, i.p), un derivado del HEPP,
también inhibe el SAG. Ademéas de cuantificar la disminucion de
potencia y el nimero de espigas del EEG, se analizé la conducta tipo
ansiosa mediante el LEC para determinar si el farmaco tiene efectos
en la ansiedad que caracteriza al SAG. Se siguié el mismo
procedimiento que en el grupo 6, pero en este grupo la variable

independiente fue la aplicacién del crsHEPP.

Registro
EEG Control

Cirugia (30 min)

Estereotaxica

Recuperacion Post Quirﬂrgiia

.
-8-7-6-5-4-3-2-1 0 1

Dias

Induccion del SAG
Registro+EEG (1 h)
Aplicaci6n+de crsHEPP
Registro+EEG (2 h)
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V. Resultados
Analisis Electrofisiolégico del SAG

El primer planteamiento de esta tesis fue realizar un analisis
electrofisiolégico que identificara la hiperexcitabilidad neuronal
causada por el SAG, que funcionara como parametro de
comparacion y marco de andlisis a través del numero de complejos

espiga-onda y la potencia de la actividad cortical.

Utilizamos el anadlisis de Wavelets el cual nos permite realizar
un seguimiento electrofisioldgico temporal en distintas bandas de

frecuencia de la sefal.

En la Fig. 4 identificamos la evolucion cuantitativa que tiene el
EEG antes, durante y después de la induccién de la abstinencia a
GABA.

El SAG se caracteriza por un aumento de potencia en la
banda de frecuencia de 4-20 Hz y por la aparicibn de complejos
espiga-onda los cuales van disminuyendo de forma gradual hasta
llegar a niveles basales en el dia 10 después de la induccién. La
hiperexcitabilidad que lo caracteriza se observa en los trazos

representativos del analisis de Wavelets con colores rojos-amarillos
(Fig. 4).
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Espectros de Frecuencia de la Corteza Somatomotora durante el SAG

Actividad Basal -1 dia

Induccion 0 SAG 1° dia

Hz SAG 2° dia SAG 3° dia SAG 4° dia

SAG 5° dia SAG 6° dia SAG 7° dia

Hz SAG 8° dia SAG 9° dia SAG 10° dia

Tiempo (min) Tiempo (min) Tiempo (min)
-
Minimo Maximo

Figura 4. Espectros de frecuencia representativos de la Cx somatomotora
derecha-instilada de una rata; seguimiento de registro electrofisiolégico
durante 10 dias. El aumento en la potencia se refleja en la aparicion del color
rojo, mientras que el color azul indica menor actividad. Notese que la actividad
EEG incrementa significativamente los primeros dias de abstinencia (1-2);
gradualmente se cuantifica una disminucion de la hiperexcitabilidad que dura en
promedio 10 dias (7-10).
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La potencia promedio del EEG antes de la manipulacién
farmacolégica fue de 511.8+1.9 pV3/Hz en el hemisferio instilado y de
493.3+3.13 pV3/Hz en el contralateral. La manifestacion espectral de
esta actividad cortical basal se representa en colores azules-verdes
en la gréafica del espectro (Fig. 4, dia -1). El analisis electrofisiologico
indic6 que no hubo actividad espiga-onda, cambios de amplitud o

frecuencia en la corteza cerebral.

Al realizar el analisis cuantitativo del espectro de frecuencia
de 4-20 Hz en ambos hemisferios durante en el dia de induccién del
SAG (dia 0), se identific6 que la potencia tuvo un promedio de
959.3+2.13 pV?Hz en el hemisferio instilado, incremento
correspondiente al 187.4% comparado con la condicién basal (Fig. 5,
circulos negros, p<0.001). En el hemisferio cerebral contralateral el
incremento fue de 872+1.9 yV?Hz correspondiente a un incremento
de 176.7% comparado con las condiciones basales (Fig. 5, circulos
blancos, p<0.001).

La potencia del EEG disminuye gradualmente en la evolucién
temporal de la abstinencia; es necesario enfatizar que la potencia del
registro es significativamente mayor en el hemisferio instilado

comparado con el contralateral (p<0.001).

Se cuantific6 el nUumero de complejos espiga-onda de alta
amplitud y frecuencia del EEG en el SAG, actividad que caracteriza a
fendbmenos de hiperexcitabilidad neuronal como las epilepsias. En la

Fig. 6, panel |, se muestran trazos electroencefalograficos
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representativos de la condicion control (A, dia -1), del dia de

induccion del SAG (B, dia 0) y del dia 10 de seguimiento (C).

Analisis Cuantitativo del Espectro de Frecuencia de 4 a 20 HZ

1200

1000

800

600

Potencia (uV?*/Hz)

400

Figura 5. Analisis cuantitativo del SAG en su espectro de frecuencia (4-20
Hz/30 min) durante 10 dias. En A se muestra el cambio en la potencia del EEG
(MV3/Hz) del dia control al dia 10 de seguimiento; B corresponde al analisis
cuantitativo de los cambios de potencia durante dos horas del SAG, representado
en cuatro bloques de 30 min. Cx somatomotora instilada con GABA (circulos
negros, @; n=8) y Cx somatomotora contralateral (circulos blancos, o ; n=8).
Induccién del SAG indicada con una flecha roja. Media + Error Estandar (EE).

en ambos Hemisferios durante el SAG

-o- Corteza somatomotora Instilada
-o- Corteza somatomotora Contralateral

B 1200

1000
£
>
3
2 00
2
]
£
o

600

& 400 T
*

0-1800 1800-3600 3600-5400 5400-7200
Minutos

41 0 1 2 3 4 56 7 8 9 10
Dias

ANOVA Post Hoc Tukey (*p<0.001 intra grupos, & p<0.001 entre grupos).
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El andlisis del nUmero de espigas mostré6 que en el dia de
induccion del SAG (dia 0), el hemisferio instilado manifiesta en
promedio 2198.5+130 en un periodo de 30 min (Fig. 6, panel II;
circulos negros, p<0.001). En el dia 1 de la abstinencia, el promedio
de complejos fue de 1402+133, lo que representa una disminucion
del 41.23% comparado al dia de induccion en forma significativa. El
nimero de complejos espiga-onda disminuye en el curso temporal
del fendbmeno, llegando a niveles cercanos al control en el dia 8

después de la induccion.

A diferencia de lo que ocurre en el hemisferio instilado, la
corteza contralateral solo tuvo un incremento significativo en el
numero de complejos espiga-onda el dia de la induccién (dia 0), en el
gue el promedio fue de 1292+105 (Fig. 6, panel Il, circulos blancos,
p<0.001) y corresponde al 41.23% de la activacién del hemisferio
instilado. Es evidente que la disminucion subita de la actividad

epileptiforme es a partir del dia 1 del SAG en la corteza contralateral.

Esta serie de resultados electrofisiolégicos confirmaron lo
descrito anteriormente respecto al SAG: 1) la interrupcién abrupta de
la instilacion intracortical de GABA genera un aumento de la potencia
del EEG vy la aparicién de complejos espiga-onda el dia de induccion,
gue gradualmente regresan a niveles basales en el dia 10. 2) La
actividad epileptiforme del hemisferio instilado se propaga al

hemisferio contralateral, principalmente en los estadios iniciales.
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Incremento de la Actividad neuronal de la Corteza
Somatomotora durante el SAG
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Figura 6. Trazos representativos de un animal y cuantificacién de complejos
espiga-onda. Panel superior: |, en A se aprecia la actividad EEG basal (dia -1).
En B, es evidente |a aparicion de complejos epileptiformes el dia de la induccién
del SAG (dia 0) y en C se exhibe la ausencia de actividad epileptiforme en el dia
10 después de la induccion del SAG. (Cx S: corteza somatomotora, Der: derecha/
instilada; |zq: izquierda/contralateral). En Il se grafican los complejos espiga-onda
de la Cx somatomotora instilada (circulos negros, ® ; n=8) y de la Cx
somatomotora contralateral (circulos blancos,O; n=8). Induccion del SAG indicada
con una flecha roja. Media + Error Estandar (EE) ANOVA Post Hoc Tukey
(*p<0.001 intra grupos, & p<0.001 entre grupos).
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La aplicacién de Progesterona durante 5 dias modifica el EEG

pero no genera abstinencia

La aplicacibn corta de agonistas del receptor GABAa
disminuye la expresion de abstinencias o pueden bloquear una
hiperexcitabilidad, este es el Unico requisito farmacolégico, para que
un agonista no genere abstinencia, con esta premisa realizamos el

siguiente grupo de trabajo.

Resultados previos de nuestra linea de investigacion indican
que la aplicacién de P durante 7 dias (45mg/Kg; s.c.) genera un
potente sindrome de abstinencia (Mejia, 2013). Por lo que
consideramos en esta tesis necesario identificar en el EEG, si la

aplicacion de un tratamiento de 5 dias de P generaba abstinencia.

En la Fig. 7 identificamos la evolucién de la sefial EEG antes,
durante y después de la aplicacion de 5 dias de P (45mg/Kg; s.c.).
En el registro control, el analisis de la frecuencia de 4-20 Hz mostré
una actividad basal con predominio de ondas rapidas de pequefia
amplitud, representada en el analisis de Wavelets con colores
verdes-azules (Fig. 7, Actividad Control). En contraste, identificamos
gue durante los dias 2 y 4 de la aplicacién de P y en los dias 6 y 7,
después de la aplicacién de P, durante el seguimiento EEG, mostrd
un aumento a expensas de ondas lentas, en la potencia en la banda
de frecuencia de 4-10 Hz, que se representa graficamente por la

aparicion de tonalidades amarillas en el andlisis de Wavelets.
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La aplicacién de Progesterona induce la aparicién de ondas lentas en
el EEG pero no genera abstinencia
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Figura 7. Espectros de frecuencia representativos de la Cx somatomotora
derecha de una rata; seguimiento del registro electrofisiolégico durante la
aplicacion de P (5 dias) y seguimientos (5 dias). El aumento en la potencia se
refleja en la aparicion de colores calidos, mientras que el color azul indica menor
actividad. Notese que la actividad se encuentra incrementada durante los dias 2 y
4 de la aplicacion de P (45mg/Kg: s.c.), y durante los dias 6 y 7 del seguimiento
electroencefalografico. Gradualmente se cuantifica una disminucion de la
actividad electroencefalografica (dias 8-10).
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En la Fig. 8 de esta tesis se presentan trazos representativos
de un animal, de esta serie de experimentos en relacion a la
evolucién de la actividad EEG durante el registro control (A),

aplicacion de P (B-C) y seguimientos (D-E) de ambos hemisferios.

La potencia promedio del EEG antes de la manipulacién
farmacolégica fue de 454.2+1.9 yV?/Hz en el hemisferio derecho y de
428.5+1.8 pV3/Hz en el hemisferio izquierdo (Fig. 8, F). Al realizar el
analisis cuantitativo del espectro de frecuencia de 4-20Hz en ambos
hemisferios cerebrales durante la aplicacién de P, se mostré que la
potencia tuvo un incremento significativo en la corteza somatomotora
derecha (F, circulos negros, p<0.001) comparado al dia control (dia
1).

Al realizar un andlisis del EEG entre ambos hemisferios
cerebrales, cuantificamos datos significativos. En el hemisferio
derecho, los dias en los que se presenté mayor potencia fueron el
dia 2 y 5 de aplicacion de P con un promedio de 484.1+2.9 uyV3Hz y
524.1+3.9 uV?/Hz respectivamente, lo que corresponde a un aumento
del 6.5% (dia 2) y 15.36% (dia 5), comparado con el registro control
(p=<0.001). Durante los seguimientos, los dias 6 y 7 tuvieron un
promedio de activacion cortical de 529+4.9 pV3*Hz y 558.8+4.8
MV3/Hz, lo que se traduce en un incremento del 16.4% y 23%

respectivamente, en comparacion a la actividad basal.
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La administracion crénica de Progesterona no induce abstinencia
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Figura 8. Trazos EEG representativos en cinco fases del experimento (A-E) y
analisis cuantitativo del espectro de frecuencia (F; 4-20 Hz/30 min) en ambos
hemisferios de la aplicacién crénica de P. En A se aprecia la actividad basal (dia
1), en B y C se expone la actividad EEG durante la primera y quinta aplicacion de P
(dia 1y 5). En D y E se presentan trazos representativos del EEG en los dias 6 y 10.
(Cx S: corteza somatomotora, Der: derecha; Izq: izquierda). En F, se grafica la
cuantificacién de la potencia del EEG durante los dias de aplicacién de P (flechas
azules, # . 45mg/Kg; s.c) y a través de los siguientes 5 dias de seguimiento
electroencefalografico. La Cx somatomotora derecha (circulos negros, @ . n=8)
manifiesta mayor potencia que la Cx contralateral (circulos blancos, © ; n=8). La
aplicacién diaria de P, si modifica la morfologia del EEG pero no genera la aparicion
de complejos espiga-onda. Media + Error Estandar (EE). ANOVA Post Hoc Tukey
(*p<0.001 intra grupos, & p<0.001 entre grupos).
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En el hemisferio izquierdo, solo el dia 7 se presentdé un
aumento significativo del 16.9% de la potencia electroencefalografica
en comparacién al dia control. El promedio de potencia fue de 501+4
MV2/Hz (F, circulos blancos, p<0.001).

Los resultados que arroja este grupo son: 1) la potencia de
EEG posterior a la aplicacion de P, del hemisferio derecho es
significativamente mayor que la actividad del hemisferio izquierdo
(p=<0.001). 2) La aplicacion de un tratamiento de 5 dias de P aumenta
la potencia total del EEG, pero no induce la aparicién de complejos

espiga-onda, es decir que el tratamiento no genera abstinencia.
La aplicacion de Progesterona reduce el SAG

La aplicacion de alopregnanolona a rebanadas de cerebro
con abstinencia a GABA, inhibe la hiperexcitabilidad. Es decir, la
abstinencia a GABA es susceptible de reducirse si un agonista del
receptor GABA, modifica la estructura proteica del mismo antes de
gue el GABA reconozca a su receptor. Estos resultados plantean una
alternativa en el manejo farmacoldgico de abstinencias que

involucran esta neurotransmision.

La siguiente serie de experimentos estuvo orientada a
identificar por primera vez, a través del registro EEG, si la aplicacion
de P reducia el SAG. Se compararon tres grupos, el primero
consistid en el grupo al que se le indujo SAG, el segundo en la
aplicacion de un tratamiento de P (Progesterona Croénica, 5 dias,

45mg/Kg; s.c.) previo a la induccién del SAG y el tercero en la
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aplicacion de una Unica dosis de P (Progesterona Aguda, 45mg/Kg;

s.c.) posterior a la induccidn de la abstinencia a GABA.

En la Fig. 9 identificamos la evolucion EEG temporal del
hemisferio derecho de los tres grupos: A) SAG, B) Progesterona
Crobnica previa al SAG y C) Progesterona Aguda posterior al SAG en
distintas condiciones: dia control (-1), dia de induccion de SAG (0),

seguimiento EEG 1, 5y 10 dias.

La actividad EEG control durante un periodo de 30 min,
identificd un patrén de frecuencia rapida con baja amplitud, lo cual
coincide con la actividad basal semejante a todos los grupos control
gue se han realizado en esta tesis. El analisis cuantitativo de
Wavelets identific6 que la banda de frecuencia basal correspondio a
un espectro de 5-7 Hz y una potencia promedio de 511.8+4.7 yV?/Hz.
La manifestacién del espectro en color de esta actividad cortical fue
representada en azules-verdes en la grafica del espectro de potencia

(Fig. 9, Actividad Control: paneles superiores A, B y C).

En A (Fig. 9) se muestran los trazos representativos del
analisis de Wavelets del SAG, como se describié previamente en
esta tesis, en el dia de induccién (dia 0) se observa un aumento de
potencia en las bandas de frecuencia de 4-20Hz sefialado por la
aparicién de colores rojos; la hiperexcitabilidad tiene una duracién de
10 dias, la cual va disminuyendo de forma paulatina hasta llegar a

niveles basales.
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Figura 9. Espectros de frecuencia representativos de la Cx somatomotora
derecha. En la columna A, a la izquierda, se muestran los registros
representativos de un animal con SAG, |a hiperexcitabilidad dura 10 dias. En la
columna B, al centro, corresponde al espectro representativo del tratamiento de P
(5 dias, 45mg/Kg; s.c) previo a la induccion de SAG (Progesterona Crénica), el
cual disminuye el SAG. La columna C, a la derecha, corresponde a la aplicacion
de una dosis de P (45mg/Kg: s.c.. Progesterona Aguda) posterior a la induccion
del SAG, la cual sélo disminuye la hiperexcitabilidad en la Cx contralateral. El
aumento en la potencia se refleja en la aparicion de color rojo, mientras que en
menor actividad cortical predomina el color verde-azul.
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En B de la Fig. 9 (Progesterona Croénica previa al SAG) se
identificd en colores rojos que durante el dia de induccién (dia 0)
aumenta la potencia en la banda de frecuencia de 4-20 Hz al igual
gue en el grupo de SAG (A). Sin embargo, es importante notar que la
hiperexcitabilidad solo duré 5 dias, la disminucion de la potencia es
evidente después del tratamiento. En C, el grupo de Progesterona
Aguda posterior al SAG, la hiperexcitabilidad regresa a niveles
basales hasta el dia 10 (Fig. 9). Es decir, no hay diferencias
significativas con el grupo de SAG, solo la aplicacion cronica de P
reduce el SAG.

El andlisis cuantitativo del cambio de potencia de estos tres
grupos se grafica en la Fig. 10 A-B. En el hemisferio instilado, en el
dia de induccion del SAG (dia 0) la aplicacion de P previo a la
abstinencia (circulos azules) tuvo una potencia promedio de
1001.9+7.7 pV3Hz, lo cual en comparacion con el Grupo SAG
(956.745.2 pV3Hz; circulos negros, p<0.001) consisti6 en un
aumento del 4.7%. En el dia 1 de abstinencia, se aprecia el efecto
reductor de la hiperexcitabilidad neuronal que tuvo el tratamiento
crénico de P, la potencia disminuyd significativamente a un promedio
de 621.4+8.7 pyV?Hz, lo cual se traduce en un 17.8% menos de
hiperexcitabilidad del SAG (756.3+7.2 pV3/Hz; p<0.001).



70

La aplicacion de Progesterona previo a la inducciéon del SAG disminuye la
hiperexcitabilidad neuronal
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Figura 10. Analisis cuantitativo de la disminucién en la potencia del EEG en
ambos hemisferios, en la banda de 4-20 Hz/30 min. Se muesitra el cambio en la
potencia del EEG (pV?*Hz) en A la Cx somatomotora instilada con GABAyen B la
Cx contralateral. Grupos, SAG: induccion del SAG (circulos negros, ®; n=8); La
aplicacion de Progesterona Crénica (45mg/Kg; s.c.) previo a la induccion de
SAG si reduce la manifestacion del sindrome (circulos azules, @ ; n=8); La
aplicacion de P una vez inducido el SAG (Progesterona Aguda, 45mg/Kg; s.c:
triangulos naranjas, v, n=8) no modifica la potencia en el hemisferio instilado, pero
si el contralateral. La Inducciéon del SAG se indica con una flecha roja. ANOVA
Post Hoc Tukey (*p=<0.001 intra grupos, & p<0.001 entre grupos).
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Este efecto de reduccion del SAG se mantuvo, contrastando
gue la duracién de la actividad epileptiforme del SAG es de 10 dias,
este grupo presenté 5 dias de duracion. En el dia 5, la potencia
disminuyé significativamente (p<0.001) en el grupo de P Cronica
comparado con el grupo SAG, regresando a niveles control en el dia
5 posterior a la induccidn. Esto se traduce a que la aplicacion de P de
manera previa a la induccién del SAG, disminuye la hiperexcitabilidad

en su potencia en un 17.8% y en 50% la duracion de la abstinencia.

En el hemisferio contralateral (Fig. 10-B) en el dia de
induccion, solo la P crénica disminuyé significativamente la potencia
del SAG (743.848.4 uyV3*Hz, p<0.001) a un promedio de 462.3+5.9
MV3/Hz. Durante los dias posteriores a la induccion del SAG, la
aplicacion de P aguda o crénica disminuye significativamente la

propagacion de la hiperexcitabilidad neuronal (p<0.001).

La aplicacion de un tratamiento cronico de P reduce el SAG y
no induce abstinencia. La pregunta fue si la administraciéon de una
dosis Unica de P tendria efecto en la induccién y mantenimiento de l¢

abstinencia.

La aplicacion aguda de P (Fig. 10, triangulos naranjas) a
diferencia de la administraciobn croénica, no tiene diferencias
significativas con el grupo SAG (956.7+5.2 uV?3/Hz, circulos negros)
en el dia de induccién del SAG (0). Este dia se cuantificé una

potencia de 92244129 uyV?Hz. Identificamos que la
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hiperexcitabilidad neuronal es inconstante en su comportamiento

después de la aplicacién de P posterior a la induccién del SAG,

La aplicacion de Progesterona disminuye la Hiperexcitabilidad del SAG

A SAG B Progesterona c Progestc:rona
Crénica previa al SAG Aguda posterior al SAG
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Figura 11. La aplicacién crénica y aguda de P disminuyen la hiperexcitabilidad del
SAG, trazos EEG representativos en cuatro fases del experimento, en ambos
hemisferios. En el panel superior se observa la actividad eléctrica basal de los tres
grupos. En la induccion es evidente la presencia de complejos espiga-onda caracteristicos
de la fase inicial del SAG (dia 0) en los tres grupos (A,B,C). En el cuarto panel, en B, se
observa la ausencia de actividad epileptiforme en el dia 5 posterior a la induccién del SAG.
Grupos. A: induccion de SAG, B: ratas a las que se les aplico un tratamiento de P (45mg/
Kg; s.c.) durante 5 dias previo a la induccion de SAG (Progesterona Crénica), C: ratas a
las que una vez inducido el SAG, se les aplicd unica dosis de P (45mg/Kg; s.c..
Progesterona Aguda). (Cx S: corteza somatomotora, Der: derechalinstilada; |zq:
izquierda/contralateral).
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Nosotros utilizamos otra variable de analisis, el nimero de
complejos espiga-onda como expresion del SAG en forma de

hiperexcitabilidad.

Se cuantificaron el nUmero de complejos espiga-onda de alta
amplitud y frecuencia que aparecen tras la induccion del SAG. En la
Fig. 11, se muestran trazos electroencefalograficos representativos
de la condicién control, del dia de inducciéon del SAG (dia 0) y de los
dias 1 y 5 de seguimiento del hemisferio instilado de los tres grupos:
A) SAG, B) Progesterona Croénica previa al SAG y C) Progesterona
Aguda posterior al SAG. Se identificé que el dia de induccion (0) en
los tres grupos (A,B,C) existe una caracteristica comun, la aparicion
de complejos espiga-onda. Notese que a partir del dia 1 en el grupo
de P Crénica ya no aparecen complejos espiga-onda, el efecto de la

P crénica es evidente.

Mediante la cuantificacion del namero de complejos espiga-
onda, identificamos que en el hemisferio instilado se manifestaron en
el dia de induccion (0) 2198.5+813, 1130+2 y 1381.6+814.2
complejos espiga-onda en los tres grupos: SAG (circulos negros), P
Crbnica (circulos azules) y P Aguda (triangulos naranjas)
respectivamente. De esta manera es importante sefialar que la
aplicacion de P Crénica o P Aguda disminuyeron en un 48.4% y
36.9% (p=<0.001) el numero de complejos espiga-onda durante el dia

de induccién en comparacion al grupo SAG.
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La Aplicacién aguda y crénica de Progesterona disminuyen la aparicién de
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numero de complejos espiga-onda disminuye

significativamente después de la aplicacion de progesterona, analisis
grafico. En A la Cx somatomotora instilada y en B la Cx contralateral. Grupos,
SAG: animales con SAG (circulos negros.®; n=8); Progesterona Crénica: grupo
al que se le aplicé un tratamiento de P (45mg/Kg: s.c.) durante 5 dias previo a la
induccion de SAG (circulos azules, @ ; n=8); Progesterona Aguda: ratas a las que
una vez inducido el SAG, se les administré una dosis de P (45mg/Kg; s.c:
triangulos naranjas, v , n=8). Induccién del SAG indicado con una flecha roja.
ANOVA Post Hoc Tukey (*p<0.001 intra grupos, & p<0.001 entre grupos).
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En el dia 1 del SAG, solo la aplicacibn de P Cronica
disminuyé significativamente (p<0.001) el promedio de complejos
espiga-onda del SAG (1402+813) a 292490 lo que corresponde a un
79.2% de la hiperexcitabilidad. La P Aguda no disminuyé este indice
(Fig.12), sin embargo a partir del dia 2 y hasta el dia 6, ambos
tratamientos si disminuyeron la hiperexcitabilidad de la abstinencia a
GABA (p<0.001). Llama la atencion que el grupo de la P Aguda no
muestra diferencias significativas con el grupo SAG a partir de los
dias 7-10. La ventana de proteccion de la P aguda es de los dias 2-6,
a partir del dia 7 se observa hiperexcitabilidad. El efecto de la
administracion de P aguda sobre el SAG, es una analogia heuristica,
la irregularidad en la potencia del SAG también se ve reflejada en la

apariciéon de complejos espiga-onda.

Al realizar un analisis cuantitativo del nimero de complejos
espiga-onda en el hemisferio contralateral de la induccion del SAG
(0). En el grupo SAG se cuantificaron 1292+105 complejos espiga-
onda; en el grupo con el tratamiento de P Crbnica este numero
disminuyé a 341.5£167 lo que representa una reducciéon del 73%. En
el grupo de P Aguda se cuantificaron 887.9+42.0 complejos, lo cual
corresponde al 31% de reduccién. No hay diferencias significativas
en los tres grupos en la evolucién del SAG a partir del dia 1, lo cual
indica que la aplicacion de P crénica o aguda disminuye la

propagacion de la hiperexcitabilidad neuronal del SAG.
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Esta serie de experimentos indican 1) la aplicacion crénica de
progesterona, previa a la induccién GABA, disminuye de forma
significativa la hiperexcitabilidad y duracién del SAG; y 2) la
administracion aguda de P disminuye la propagacion e induce una

evolucién irregular del SAG.
Efecto de la aplicacion de HEPP y CF3HEPP en el EEG

Estudios previos indican que el SAG es refractario a diversos
antiepilépticos (Brailowsky et al., 1996), sélo la aplicacion de HEPP
durante la fase temprana del SAG disminuy6é de forma paulatina la
hiperexcitabilidad del fenémeno. No se conoce el efecto
electrofisiol6gico de la administracion de este farmaco por lo que
decidimos estudiar su efecto sobre la potencia del EEG de la corteza
somatomotora. El objetivo del siguiente grupo de trabajo fue
determinar si la aplicacion de una dosis de HEPP (50mg/Kg; i.p.) o
de su analogo més potente, el crsHEPP (10mg/Kg; i.p.) modifican la

expresion del SAG.

En la Fig. 13 se presentan los trazos representativos EEG y
su analisis de Wavelets, y la actividad de ambos hemisferios
cerebrales de un registro basal (A), el registro de 30 minutos después
de la administracion de HEPP (B) y finalmente, el de un animal al que

se le aplic6 una dosis de ¢rsHEPP (C).

El registro control presenté actividad rapida y de baja
amplitud, con un promedio de 400+0.8 pV3Hz en el hemisferio

cerebral derecho y 339+0.8 yV?/Hz en el izquierdo como en todos los
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registros control realizados en esta tesis. Esta actividad se

representa graficamente en colores verdes-azules (Fig.13).

Efecto del HEPP y ..,HEPP en el EEG

B C
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Figura 13. Efecto del HEPP y ..,HEPP en los espectros de frecuencia y
registros EEG representativos de ambos hemisferios En A, se muestra el
espectro y trazo EEG de la actividad cortical control de un animal (Control),
mientras que B corresponde a los trazos de un animal al que se le aplicé una dosis
de HEPP (50mg/Kg; i.p.). En C se presenta el espectro de frecuencia y trazo EEG
representativo de un animal al que se le se aplico una dosis de ~,HEPP (10mg/Kg;
i.p.). Nétese que menor actividad cortical se presenta en color verde-azul.
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La aplicacion del HEPP o de su analogo mas potente
crsHEPP incrementa la potencia total del EEG. En los paneles By C
(Fig. 13) se observa por el analisis de Wavelets, el aumento
potencia en la banda de frecuencia 4-7Hz, representado por __.

aparicién de color amarillo.

La administracion de HEPP aument6 la potencia del EEG en
24% transitoriamente (Fig. 14-A, barra blanca) a 496.2+1.2 pyV3Hz
significativamente en el hemisferio derecho (Fig. 14-A, barra morada,
p<0.01). En el hemisferio cerebral contralateral también se cuantificd
un incremento moderado pero significativo en la potencia (Fig.14-B,
p<0.01). La potencia promedio del EEG por la aplicacién del HEPP
fue de 351.1+0.7 yV?/Hz en comparacion al control (339+0.8 yV3/Hz).

La aplicacion de ¢rHEPP disminuyd transitoriamente la
potencia a 387.5+0.7 yV3Hz en el hemisferio derecho y a 324.9+0.7
MV3/Hz en el izquierdo a comparacion del control (Fig.14-A, barra
verde, p<0.01), lo cual se traduce a una disminucion de 3.25% vy

4.42% respectivamente.

Estos experimentos muestran por primera vez el analisis de la
aplicacion de ambos farmacos y su efecto EEG. Ambos maodifican la
actividad del electroencefalograma pero lo hacen de distinta forma,

en tanto que el HEPP aumenta la actividad, el cr.sHEPP la disminuye.
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La Aplicacion de HEPP y ..HEPP modifican la potencia del EEG
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Figura 14. Una aplicacion de HEPP y ..,HEPP modifican la potencia del EEG,

analisis cuantitativo del espectro de frecuencia (4-20 Hz/30 min) en ambos
hemisferios cerebrales. En A se grafica la Cx somatomotora derecha y en B la Cx
contralateral. Nétese que la aplicacion de una dosis de HEPP aumenta la potencia del
EEG. Grupos, Control: actividad EEG basal (barras blancas, n=8), HEPP: grupo al
que les aplicé una dosis de HEPP (barras moradas, 50 mg/Kg: i.p., n=8), HEPP:
ratas a las que se les aplicé una dosis de .,HEPP (barras verdes, 10mg/Kg; i.p.,
n=8). Media + Error Estandar (EE). ANOVA Post Hoc Tukey (*p<0.01).

La aplicacion de HEPP y ¢esHEPP disminuyen el SAG

El objetivo de esta serie de experimentos fue cuantificar si la
administracién de HEPP (50mg/Kg; i.p.) 0 su analogo mas potente, el
crsHEPP (10mg/Kg; i.p.) pueden disminuir la potencia y namero de
complejos espiga-onda del SAG.
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Los resultados se encuentran resumidos en la Fig. 15. El
analisis de la frecuencia de 4-20 Hz mostr6 una actividad basal con
predominio de ondas rapidas de pequefia amplitud, representada en
el andlisis de Wavelets con colores verdes-azules en la banda de
frecuencia de 4-7Hz (A, Actividad Control). En B, se aprecia el
aumento de la potencia en la banda de 4-20Hz por la apariciéon de
tonos rojos del SAG. En C es notorio que después de la aplicacion
del HEPP, la hiperexcitabilidad neuronal cortical inducida por el SAG
disminuye. Esto se representa graficamente por el regreso inmediato
de tonos verdes-azules, caracteristicos de baja potencia. En D, es
notoria la reduccién de la hiperexcitabilidad neuronal del SAG
posterior a la administracién de cpsHEPP, lo cual se observa por la

presencia de un EEG semejante al control.

El analisis cuantitativo de los datos anteriores se grafican en
la Fig. 16. La aplicacion de HEPP (barras moradas) y crsHEPP
(barras verdes) disminuyen significativamente la potencia promedio
del SAG del hemisferio instilado (Fig. 16-A, barras negras). El HEPP
disminuye en un 32% la actividad epileptiforme del SAG (1142.1+5.2
MV3/Hz) a un promedio de 767.6+2.5 pV*Hz. En contraste el
crsHEPP es mas potente y reduce el promedio a 539.8+2.1 uV?#Hz, lo

gue corresponde a un 52%.
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La aplicacién de HEPP y ..,HEPP disminuyen el SAG
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Figura 15. La administracién de HEPP y ..,HEPP disminuye la expresion
electrofisiolégica del SAG, espectros de frecuencia y registros EEG
representativos de la Cx Somatomotora Instilada. En A, se muestra el
espectro y trazo EEG de la actividad cortical control de un animal; B corresponde
a los trazos de un animal al que se le indujo SAG. En C se exhibe el espectro de
frecuencia y trazo EEG de un animal al que se le indujo SAG y posteriormente se
aplicé una dosis de HEPP (50mg/Kg; i.p.). Finalmente, D muestra un espectro y
trazo EEG representativo de un animal al que se le indujo SAG y de forma
posterior se aplicd una dosis de ,HEPP (10mg/Kg; i.p.). Es de notarse el
importante efecto en la disminucion de la actividad epileptiforme de SAG. El
aumento en la potencia se refleja en la aparicion de color rojo, mientras que en

menor actividad cortical predomina el color verde-azul.
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En el hemisferio cerebral contralateral también se cuantificd
una importante disminucion en la hiperexcitabilidad del fenémeno, la
potencia del SAG (Fig. 16-B, barra negra, 909.13+4.51 pV?#Hz)
disminuye en 41.9% posterior a la aplicacion de HEPP (barra
morada, 528.1+1.5 uV*Hz, p<0.001). El cHEPP disminuye la
potencia en 56.3% (barra verde, 397.7+0.6 pV3/Hz, p<0.001).

El HEPP y el .-,HEPP disminuyen el SAG
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Figura 16. La aplicacién de HEPP y de ..,HEPP disminuyen
significativamente la expresion electrofisiologica que caracteriza al SAG. En
A la Cx somatomotora instilada y en B la Cx contralateral. Grupos: CTL: actividad
EEG basal (barras blancas, n=8), SAG: animales a los que se les indujo SAG
(barras negras; n=8), HEPP+SAG: ratas a las que se les indujo SAG y una hora
después se les aplicé HEPP (50mg/Kg: i.p., barras moradas, n=8), .g,HEPP
+SAG: grupo al que una vez inducido el SAG, se les aplico 1 dosis de
-raHEPP{10mg/Kg; i.p., barras verdes, n=8). ANOVA Post Hoc Tukey (*p<0.001).
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El HEPP y crHEPP disminuyen la actividad espiga-onda
significativamente. La disminucion en el nimero de complejos
espiga-onda del SAG, por el efecto de la administracién del HEPP y

crsHEPP, en ambos hemisferios es evidente y significativa.

El promedio del nimero de complejos espiga-onda el dia de
induccién del SAG en el hemisferio instilado fue de 2242.5+98.2
(Fig.17-A, barra negra), este numero disminuyo 73.8% por la
aplicacion de HEPP (barra morada, 587.6£92, p<0.001). La
disminucion de la actividad epileptiforme fue mayor por la
administracion del cpsHEPP, su promedio de complejos espiga-onda
fue de 112.9+34 (barra verde, p<0.001) lo que corresponde a 95% de
reducciéon de la actividad. EI SAG en el dia de induccion tiene una
gran actividad electrofisioldgica epiléptica, la cual corresponde a 1.2
espigas por segundo. La aplicacion de HEPP disminuye este valor a
0.33 espigas por segundo. Pero en orden de potencia, el que mas
disminuye esta actividad es el ¢crsHEPP, cuya aplicacioén la disminuye

a 0.06 espigas por segundo (Tabla 2).

Tabla 2. Namero de Espigas/Segundo de los grupos experimentales

Grupo Experimental |  Numero de Espigas/Segundo

SAG

Progesterona Aguda + SAG
HEPP + SAG
crsHEPP + SAG
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En relacién a la propagacion de la actividad epileptiforme, en
el hemisferio cerebral contralateral el promedio de complejos espiga-
onda durante el SAG fue de 833.8+97.1 (Fig. 17-B, barra negra), esta
actividad también se disminuyé significativamente (69.8%, p<0.001)
por la administracion de HEPP (barra morada, 251.6+95.3) y en
92.3% por la aplicacion de cesHEPP (barra verde, 64.9+18). Es
importante notar que ambos farmacos disminuyeron la propagacion

en el hemisferio contralateral.

EI HEPP y el ..,HEPP disminuyen la expresion epileptiforme del SAG
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Figura 17. El niumero de complejos espiga-onda del SAG son disminuidos
significativamente por la aplicacién de HEPP y del ..-HEPP. En A la Cx
somatomotora instilada y en B la Cx contralateral. Grupos: SAG: grupo al que se
le indujo SAG (barras negras; n=8); HEPP+SAG: animales a los que se les indujo
SAG y una hora después se les aplico HEPP (50mg/Kg; i.p., barras moradas,
n=8), .;sHEPP+SAG: ratas a las que una vez inducido el SAG, se les aplico 1
dosis de ~,HEPP (10mg/Kg; i.p.. barras verdes, n=8). ANOVA Post Hoc Tukey
(*p=<0.001).



85

Los resultados que arrojan estos experimentos indicaron: 1) la
aplicacion de HEPP y ¢rHEPP disminuyen significativamente la
hiperexcitabilidad del SAG y el nimero de complejos espiga-onda en
ambos hemisferios cerebrales; 2) de los farmacos utilizados en esta
tesis, el crsHEPP en orden de potencia, es el mas efectivo para

disminuir la actividad epileptiforme del SAG.
Medicioén de la Ansiedad en el Estadio Inicial del SAG

El LEC es una prueba cuantitativa para la medicion de la
ansiedad en roedores, en la presente tesis fue utilizado para evaluar
la conducta de ansiedad que acompafia a la abstinencia a GABA en
los primeros estadios. Se obtuvo el porcentaje del tiempo de
permanencia en los BC y los BA; asi como, el nimero de entradas en
cada uno de los brazos. La interpretacion resulta sencilla, si el animal

permanece mas tiempo en los BC, se considera un dato de ansiedad.

Investigaciones previas sefalan que el retiro abrupto de la
instilacion intracortical de GABA induce un perfil tipo ansioso en la
rata (Pimentel, 2013). Uno de los objetivos de esta tesis fue el de
cuantificar si la administracién de los farmacos disminuiria el perfil

tipo ansioso que caracteriza al SAG.
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La administracion de Progesterona, HEPP y de ..,HEPP no modifican el perfil
tipo ansioso que induce el SAG
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Figura 18. La aplicaciéond de 5 dias de P, induce un perfil tipo ansioso en la
rata. En esta prueba, mayor tiempo de permanencia en BC asociado con menor
tiempo en BA indica un perfil tipo ansioso. En A se grafica el porcentaje de tiempo
de permanencia en BA y en B el tiempo de permanencia en BC. La aplicacion de
P durante 5 dias y la induccion de SAG, inducen un perfil tipo ansioso en la rata.
No hay diferencias significativas en el resto de los grupos. ANOVA Post Hoc Tukey
(**p<0.01, ***p=<0.01).
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Los resultados confirmaron que el SAG induce un perfil tipo
ansioso en la rata. Lo cual se observa en el porcentaje de tiempo de
permanencia en BA (Fig. 18-A, barras negras, 11.74£3.2, p<0.001) y
BC (Fig. 18-B, 88.2+3.2, p<0.001) en comparacion al grupo Control
(Fig. 18, A-B, barras blancas, BA: 44.7+6.5, BC:55.2+6.5). También
la aplicacion del tratamiento de 5 dias de progesterona (45mg/Kg;
s.c.) induce un perfil tipo ansioso en la rata, lo cual se cuantifica en el
tiempo de permanencia en BC (Fig. 18-B, barras azules, 88.02+4.5,
p<0.01) y BA (Fig. 15-A, 11.88+4.49, p<0.001) en relacion al grupo

Control.

En el resto de los grupos, el porcentaje de tiempo
permanencia en brazos cerrados y abiertos, y en el niumero de

entradas, no se presentan diferencias significativas (Fig. 18-19).

Los resultados que arrojaron esta serie de experimentos
fueron: 1) se confirmd que la induccién del SAG en la rata macho
genera un perfil tipo ansioso. 2) Asimismo la administracion del
tratamiento de 5 dias de progesterona genera un perfil tipo ansioso
en la rata macho y 3) la progesterona, HEPP o ¢rsHEPP no modifican

el perfil tipo ansioso que induce la abstinencia a GABA.
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La administracion de Progesterona, HEPP y de ..,HEPP no modifican el perfil
tipo ansioso que induce el SAG
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Figura 19. No hay diferencias significativas en el nimero de entradas a BC ni
BA. En B y C se grafica el numero de entradas a BA y en B el nimero de
entradas a BC. No hay diferencias significativas en los grupos. ANOVA Post Hoc
Tukey.
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VI. Discusioén
Generalidades

Los resultados de la presente tesis muestran que la
administracion de progesterona, HEPP y cesHEPP disminuyen la
hiperexcitabilidad del Sindrome de Abstinencia a GABA pero no
modifican el perfil tipo ansioso que lo caracteriza. Se identificé que la
administracion de 5 dias de progesterona aumenta la potencia del
EEG pero no genera la aparicion de abstinencia. La administraciéon
previa de progesterona a la induccion del SAG es mas efectiva para
disminuir la actividad epileptiforme del SAG en ambos hemisferios,
en contraste, la administracién de una dosis de progesterona una vez
inducida la abstinencia, solo disminuye la potencia y nimero de
complejos espiga-onda en el hemisferio no instilado. Por primera vez
se cuantificé que la administracion de una dosis de HEPP o crzsHEPP
modifican la potencia del EEG y en relacién a los efectos de la
progesterona cronica, el crsHEPP es el farmaco mas potente para

disminuir la actividad epileptiforme del SAG.
Analisis espectral de Wavelets durante el SAG

No obstante el analisis de dominio de frecuencia por medio de
la transformada de Fourier obtiene una serie de numeros que
representan a los componentes de la frecuencia, la coleccién de
datos electrofisiolégicos de esta tesis tiene el inconveniente
metodologico de que las caracteristicas estadisticas de la sefal

deben ser las mismas en cualquier punto, lo que hace al analisis de
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Fourier excelente para evaluar una sefial estacionaria en términos de

su distribucién de amplitud en un determinado momento.

El EEG de una crisis convulsiva o de una hiperexcitabilidad
neuronal no es estacionario, existen eventos transitorios como
complejos espiga-onda y descargas de potenciales sinapticos
poblacionales que son estocasticos, es decir, no estan sincronizadas
como el registro EEG que se obtiene en condiciones control
(Fernandez-Mas et al., 1998). Esta es la razén por la que se utilizo6 el
analisis de frecuencia de Wavelets para analizar la sefal

electrofisioldgica del SAG.

El andlisis de Wavelets puede describir espectralmente un
fendmeno eléctrico sincrénico o con cambios en su frecuencia sin
importar sus caracteristicas estadisticas, este método representa a la
mejor herramienta matematica para el analisis espectral de eventos
estacionarios y transitorios. Un incremento en la actividad (amplitud)
lo transforma en colores calidos (rojo-naranja) y en contraparte, su
reduccién se cuantifica con colores frios como verdes-azules. En
esta tesis identificamos que la actividad control de los animales en
vigilia, se encontraba en una banda de frecuencia de 4 a 10 pV?/Hz,
lo cual ha sido ampliamente descrito en el campo de las
neurociencias. Asimismo, se identificé que la hiperexcitabilidad
neuronal que genera un incremento en la potencia de la actividad
electroencefalogréafica, se traduce en colores amarillo-rojos que
corresponden a bandas de frecuencias de 4-15 Hz; presentandose

durante la hiperexcitabilidad 1.2 espigas/seg. En esta tesis se
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corrobora que el SAG tiene semejantes caracteristicas

electrofisioldgicas a las que previamente se le han descrito.
Neurobiologia de los cambios del SAG

Datos previos de nuestra linea de investigacién indican que el
SAG inducido con la misma concentraciéon (5 mM) y velocidad de
instilacion (3 pl/h durante 2h), genera hiperexcitabilidad de la corteza

cerebral instilada con una duracién de 9-10 dias (Pimentel, 2013).

La induccidon del SAG genera varios cambios en ambos
componentes de la sinapsis. En los estadios tempranos, en la
membrana presinaptica disminuye la sintesis y la liberacién de GABA
de la hiperexcitabilidad neuronal y en consecuencia, la cantidad de
GABA es hasta dos veces menor que en condiciones control
(Salazar, 1994). En el componente postsinaptico existe una
disminucion en el nimero de receptores GABA, asociado a cambios
en la expresion de subunidades del receptor ionotrépico, como lo son
los cambios en la expresibn de la subunidad a que reducen
significativamente la sensibilidad farmacoldgica del receptor
(Brailowsky et al., 1988; Will et al., 1988).

La fenomenologia de la induccién del SAG indica que primero
son los cambios en la neurotransmisibn GABAérgica y
posteriormente se instalan modificaciones en otro tipo de
neurotransmisiones (Brailowsky, 1991; Calixto 2012); es decir, la
actividad epileptiforme (complejos espiga-onda) que se observa en el

EEG después de la interrupcién de la infusion de GABA depende de
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una modificacién de la actividad sinaptica que se inicia por la
disminucion del tono GABAérgico al cual gradualmente se agrega el
incremento de la actividad de los receptores a glutamato (NMDA y
AMPA), asociado al aumento del tono colinérgico y adrenérgico, sin
modificaciones en la actividad serotoninérgica, asi como cambios en
la sensibilidad de algunos canales i6nicos sensibles a voltaje como
los canales de Ca*" tipo L. Si bien la ventana temporal de los
sucesos sinaptico-moleculares son dificiles de indicar, nuestra linea
investigacidn muestra que en las primeras 24 horas, el evento
depende exclusivamente de los cambios de la neurotransmision
GABAEérgica (Araneda et al., 1994; Calixto 2012).

Datos previos indican que para el inicio del SAG es
sumamente importante que las neuronas de la corteza somatomotora
instilada, que a su vez son el foco de la descarga epiléptica,
presenten un incremento en su actividad y en la concentracion
intracelular de Ca** asociado a una disminucién de la corriente
saliente de K", favoreciendo un aumento del consumo de glucosa. En
contra parte, la corteza que solo es instilada con el vehiculo del
GABA (solucion salina) no presenta modificaciones en su EEG
(Silva-Barrat et al., 2005; Silva-Barrat et al., 2001; Silva-Barrat et al.,
1995; Araneda et al., 1994; Menini et al., 1991).

Resulta importante indicar, que la corteza contralateral tiene
un papel muy importante en la propagacion de la actividad
hiperexcitable. La interrupcion abrupta de la instilacion del

aminoacido genera un foco epiléptico, pero la corteza contralateral
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también se activa en forma importante y genera un mecanismo de
reverberancia de comunicacion neuronal que es posible identificar en
el electroencefalograma. En esta tesis se identific6 que no obstante
gue la instilacion intracortical del hemisferio cerebral derecho es el
inductor del foco epiléptico, la corteza contralateral tiene un papel
importante en la modulacién del SAG. De acuerdo al analisis
matematico realizado en esta tesis, la actividad del hemisferio
contralateral durante el SAG es s6lo 25% menor que el hemisferio
gue inici6 la actividad epiléptica. Esta proporcion es semejante desde
la induccion hasta el dia 8 de haberse interrumpido la instilacién de
GABA. Estos datos indican una importante propagacion de la
actividad epiléptica la cual no habia sido considerada para su analisis
e importancia en la actividad farmacolégica de posibles sustancias

antiepilépticas.

Amplitud y nUmero de eventos espiga-onda en el SAG

La actividad del SAG es una actividad epileptiforme de gran
amplitud en sus estadios iniciales, la potencia promedio reportado en
esta tesis para el dia de induccion del fenémeno fue de 959.3 + 2.1
MV3/Hz, semejante a lo previamente reportado en diferentes trabajos
de nuestra linea investigacion. Esta potencia corresponde al primer
dia del SAG, en la cual se cuantificaron 2198 + 13 complejos
espiga/onda en un periodo de 30 minutos; lo cual corresponde a 1.2
espigas/seg. Lo anterior es semejante en magnitud y frecuencia a
cualquier tipo de epilepsia. Es muy claro que le excitabilidad

disminuye en la evolucién temporal. Se propone a la progesterona en
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dos diferentes tratamientos asi como al HEPP y al crsHEPP como
futuros antiepilépticos. Enfocandose en el inicio del SAG pero no en
sus mecanismos de mantenimiento, de ahi la importancia con la que

se analiza el efecto de estas drogas en la primera etapa del SAG.

Efecto en el EEG de la aplicacién de Progesterona

durante 5 dias

La progesterona es una hormona esteroide de 21 carbonos
ampliamente estudiada por su actividad sobre el receptor GABAAa.
Este neuroesteroide es un modulador alostérico positivo que
incrementa el pegado del agonista a su receptor, incrementa la
frecuencia y tipo de apertura del canal de CI" disminuye la actividad
del receptor NMDA, incrementa la actividad de dopamina, disminuye
la conductancia de Ca®" y favorece la actividad colinérgica en el
cerebro. Es decir, es un excelente neuromodulador de le excitabilidad

neuronal.

Los datos indican que la aplicacién de P durante 5 dias es un
tratamiento que modifica la actividad electroencefalografica pero no
genera abstinencia, la banda de frecuencia sobre la que aparece el
aumento en la potencia se encuentra entre los 4-10 Hz (Fig. 7). Se
identifica que estos cambios EEG son transitorios y que el
incremento en la potencia de la actividad electroencefalografica es
por la aparicién de ondas lentas de gran amplitud las cuales han sido
identificadas en la aplicacion aguda de diferentes agonistas

GABAEérgicos como lo son las Bz y los barbitlricos. Con esto, se
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demuestra que la aplicaciébn de P no obstante a que modifica la
actividad EEG, no induce un fenédmeno de abstinencia. Datos previos
de nuestro laboratorio indican que la misma dosis utilizada en esta
tesis (45mg/Kg S.C.) pero administrada durante siete dias si es
capaz de generar un potente sindrome de abstinencia. Es decir, que
cinco dias de tratamiento de P son capaces de modificar la
neurotransmision GABAérgica sin generar un incremento en la
excitabilidad neuronal. Datos previos indican que algunos
tratamientos farmacolégicos de agonistas pueden modificar la
expresion de receptores, por su relacion con las proteinas, cambios
en la expresion de segundos mensajeros que solos o0 en conjunto,
son suficientemente fuertes para disminuir farmacolégicamente el

inicio de una abstinencia.

Evidencia en el campo de las neurociencias muestran que la
P es capaz de generar sindromes de abstinencia como los que
desarrollan las Bz y el alcohol (Khisti et al.,, 2005; Kaufman et al.,
2010: Gonsalvez y Gallager, 1986; Ward et al., 1998; Toki et al.,
1996). Por ejemplo, la epilepsia catamenial, en la cual la disminucion
abrupta de la concentracion de P desarrolla 1) un incremento en la
apariciéon de los episodios convulsivos asi como 2) un aumento en su
gravedad en la etapa estrogénica. En contraste, en la etapa
progestacional hay disminucién de ambos eventos; esto indica
claramente como el fenbmeno de hiperexcitabilidad neuronal se
reduce en presencia de P. Otros trastornos clinicos relacionados con

la abstinencia a P son a) el trastorno ¢ disforia del sindrome
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premenstrual y b) la depresidon posparto. Ambos eventos indican
claramente que la ausencia de P se asocia en forma proporcional a
la aparicibn de ansiedad, irritabilidad, labilidad emocional y
anhedonia (Reddy et al.,, 2009; Quigg et al, 2009; Zheng,
2009;Gutiérrez et al., 2000, Maguire et al., 2009). Siendo el comln
denominador de estos trastornos el incremento crénico de los niveles

plasmaticos de P y una subita disminucion.

Estos datos apoyan que la P puede disminuir la excitabilidad
neuronal, pero también puede favorecer la aparicion de focos
epilépticos si los niveles plasmaticos de este esteroide disminuyen.
Estos resultados coinciden con investigaciones previas que reportan
gue la administracion conjunta de alopregnanolona con GABA, o la
administracion posterior del neuroesteroide, prolonga
significativamente el SAG (Calixto et al., 1995), es decir, una dosis de
P una vez instaurada la abstinencia potencia la desensibilizacién del

receptor, generando un incremento en la hiperexcitabilidad.

En esta tesis se identificd que la administracién de P en forma
crénica es un potente inhibidor de la actividad epiléptica un dia
después de haberse iniciado el SAG; el tratamiento cambia
significativamente la potencia del EEG asi como la aparicién de
descargas de complejos espiga onda, el dia de induccién la
hiperexcitabilidad que caracteriza al SAG se incrementa en un 4%,
sin embargo, un dia después de la induccién el proceso epileptiforme
se reduce un 17%. En este contexto la duracién del SAG se reduce

un 50% en comparacion a la abstinencia inducida por GABA. El
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niamero de complejos espiga-onda que caracterizan a la actividad
epileptiforme del SAG disminuye significativamente por el tratamiento
crénico de progesterona en un 48%. Dada la ventana de tiempo, la
farmacocinética y farmacodinamia de este esteroide, es posible que
estos efectos se deban a una actividad genémica en el cerebro y no

solamente a la actividad sobre el receptor GABAA..

La P es rapidamente biotransformada por las neuronas y las
células de la glia a un metabolito reducido de gran actividad sobre el
receptor GABA., denominado alopregnanolona (AloP); diversas
evidencias indican que la AloP es el neuroesteroide con mayor efecto
sobre el mismo sustrato biolégico que condiciona la apariciéon del
incremento en la actividad neuronal (Balboa et al, 2006; Chisari et al,
2009, 2010; Hosie et al, 2006, 2008; Akk et al, 2004, 2005; 2010;
Tsutsui et al, 2000; Lambert et al, 2009; Belelli et al, 2006). Sin
embargo, es la AloP la que realizan los efectos no genémicos de la
progesterona, por esta razén se propone que los resultados de este
tratamiento crénico de P, no sean a través de AloP sino de la misma
P que se involucré directamente sobre el material genémico de las
neuronas y de las células gliales. Cambiando la actividad de la
neurotransmision GABAérgica y glutamatérgica, modificando con ello

los mecanismos de inicio y mantenimiento del SAG.

En contraste a los efectos cronicos de P, se realiz6 la
aplicacion aguda de este NE y se evalué de la misma forma sus
efectos sobre la hiperexcitabilidad neuronal de SAG. La aplicacion

Unica de P una hora después de inducirse la abstinencia a GABA,
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tuvo efectos electroencefalograficos tendientes a una disminucién de
la actividad epileptiforme del SAG, pero farmacolégicamente no tan
potentes como la administracion crénica. Una sola dosis de P,
disminuye alrededor de 4% al SAG el dia de induccién sin modificar
la duracién de la abstinencia. Sin embargo, es capaz de disminuir la
apariciéon de complejos espiga onda en un 36% el dia de induccion
del SAG.

En ambos tratamientos de P tanto el agudo como el croénico,
llama la atencién su efecto sobre el hemisferio cerebral contralateral
(izquierdo) en relacion al que inicia el proceso epiléptico (instilado
con GABA, derecho). La propagaciéon de la actividad del SAG se ve
disminuida por la aplicacién de P, siendo mayormente inhibido por el
tratamiento crénico en relacion al tratamiento agudo. Nosotros
consideramos que este efecto sobre el hemisferio que proyecta la
hiperexcitabilidad neuronal, que es responsable de la propagacién y
reverberancia de un foco epiléptico, es sumamente importante para

ser considerado como antiepiléptico.

Esta tesis propone que el efecto agudo sea por una
modulacion directa sobre el receptor GABA, (actividad no gendémica),
contrastando con los efectos a largo plazo (gendémicos) de la P. La
dosis utilizada en los experimentos de esta tesis ha sido previamente
validada por nuestro grupo de trabajo (Mejia, 2013). Se sugiere que
el efecto de la aplicacion aguda de P, al modular un receptor que se
encuentra disminuido en su expresiéon o en su funcionalidad, esta

disminuida, por lo que se genera una pérdida en la eficiencia como
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agonista alostérico, de esta manera la aplicacién de P disminuyo su

eficiencia farmacoldgica.

Ante estas evidencias, es posible pensar que una forma
viable de disminuir la abstinencia que induce una droga GABAérgica

es mediante la aplicacién de otra que ocupe el mismo receptor.

La propuesta de este trabajo es que la P tiene efectos
gendémicos a mediano-largo plazo y que los efectos vistos por la
administracion crénica, previo a la instilacién intracortical de GABA
se debe a cambios en la expresion de subunidades del receptor,
especificamente un cambio de la subunidad a; (down-regulation) por
un incremento en la expresion de la subunidad a4, en el espacio
sinaptico y un incremento en la expresion de la subunidad & en el
espacio extrasinaptico, lo cual contribuye farmacol6gicamente a una
disminucion de la sensibilidad del receptor. En resumen estos efectos
son: 1) cambio en la activacién, 2) modificacién de la fosforilacién y
3) disminucion del cambio conformacional del receptor en presencia
del neurotransmisor (Maguire y Mody, 2009; Gangisetty et al, 2010;
Maguire et al, 2009; Lawrence et al, 2010; Krishek et al, 1996; Mc
Donald et al, 1998; Hosie et al, 2003).
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El HEPP y el crsHEPP son potentes inhibidores del SAG

El HEPP es un derivado de la fenil alquil amida, cuya
estructura es altamente anticonvulsivante, entre sus propiedades que
se conocen desde hace 50 afos se encuentra su efecto altamente
efectivo para las crisis de ausencia generalizadas. Ha sido
previamente identificado que el HEPP tiene pocos efectos
neurotoxicos y una potencia muy grande de inhibir las crisis
inducidas por PTZ. Su concentracién plasmatica efectiva es de
50ug/mi* y alcanza su dosis méaxima a los 15 minutos después de
haberse administrado, pero tiene una rapida eliminaciéon del plasma
(Gémez y Lehman, 1996). El HEPP se une a proteinas plasmaticas
en un 40% lo cual indica una alta biodisponibilidad para sus efectos
(Garcia et al., 1999).

El HEPP es el Unico medicamento que ha disminuido el SAG,
datos previos indican que las descargas paroxisticas pueden
disminuir significativamente apenas a los cinco minutos de haberse
administrado via intraperitoneal. Nuestra linea de investigacion habia
mostrado previamente que el SAG es un modelo de epilepsia parcial
refractario a la accion de medicamentos anti epilépticos en los
estadios iniciales de la abstinencia, lo cual representaba un excelente
modelo de estatus epiléptico o de epilepsia refractaria. Con los
estudios de este medicamento, qued6 demostrado que el HEPP es el
Unico medicamento capaz de reducir la hiperexcitabilidad neuronal
gue ningun otro medicamento agonista de la neurotransmision

GABAEérgica habia logrado disminuir. Investigaciones farmacolégicas
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llegaron a la culminacién de encontrar analogos mas potentes que el
HEPP en su funcion antiepiléptica, como es el caso de crsHEPP

(Feria Velasco et al., 1997).

La actividad antiepiléptica del HEPP es inmediata, su efecto
ademas de disminuir la descarga epiléptica también contribuye a una
disminucidon en la actividad del hemisferio contralateral activado, lo
cual contribuye a inhibir el proceso de reverberacion epiléptica que
se observa en el SAG, lo anterior ha sido previamente estudiado por
nuestra linea de investigacion. La dosis utilizada en estos estudios ha
sido de 50 mg/Kg de peso. Por primera vez en el campo de las
neurociencias se publica que el analogo del HEPP, el csHEPP es
cinco veces mas potente y que su efecto es practicamente
bloqueador de la expresién del SAG, lo que nunca habia sido

demostrado.

El mecanismo de accién de estos farmacos sugiere sea por
una activacion directa del receptor GABA, sin embargo no queda
descartada la inhibicién de la actividad glutamatérgica a través de su
receptor NMDA. Lo anterior obedece a que Ilos efectos
anticonvulsivos tienen lugar durante las primeras horas de

generacion del SAG y no en sus fases tardias.

Los datos de la presente tesis muestran una diferencia
significativa sobre la actividad EEG basal, en tanto que el HEPP
incrementa la actividad, probablemente expensas de ondas lentas

como lo hacen las benzodiacepinas, el cpsHEPP disminuye la
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actividad de la linea base del EEG. Esto sugiere un posible
mecanismo distinto de la actividad de estos farmacos en el sistema
nervioso central. Experimentos posteriores habran de demostrar si

esta premisa €s correcta.

La dosis utilizada de cpsHEPP fue de 10mg/Kg la cual es
cinco veces menor del Unico farmaco que hasta ahora habia
disminuido al SAG, quedando de manifiesto una nueva
caracterizacion de un farmaco con un gran potencial en el manejo de
crisis convulsivas y capaz de reducir la hiperexcitabilidad neuronal de
un fendmeno epiléptico. Esta es la primera vez que se reporta el

potente efecto del crsHEPP.

La actividad epileptiforme del SAG muestra que es una
actividad epiléptica de alta frecuencia (1.24 espigas/seg) como si se
tratara de una crisis tonico-clonica generalizada; esta tesis demostré
gue el tratamiento con progesterona aguda reduce 61% la actividad
del SAG en su expresion espiga-onda. En tanto que el tratamiento
con progesterona crénica disminuye un 51% la hiperexcitabilidad
neuronal del SAG, el tratamiento con HEPP lo disminuyé un 75%.
Llama la atencion que el cpzsHEPP aminoré hasta un 95% la
expresion del SAG. De acuerdo a estos datos, en orden de potencia
inhibitoria sobre la hiperexcitabilidad neuronal que caracteriza SAG,
el cesHEPP es el farmaco mas potente que se ha conocido sobre la

inhibicién de este modelo de epilepsia parcial.
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No obstante a los potentes efectos antiepilépticos que han
mostrado los diversos tratamientos utilizados en esta tesis, no
tuvieron efecto sobre la actividad ansiogénica que se manifiesta en el
SAG. El potente efecto del perfil antiepiléptico dista mucho de la
eficiencia ansiolitica de estas drogas. Esto sugiere que el efecto de
estos farmacos tiene practicamente un efecto nulo sobre la actividad

de la neurotransmisién serotoninérgica.

Un analisis de la informacién de estos ultimos resultados, es
gue una droga con un potente efecto antiepiléptico no
necesariamente tiene efectos ansioliticos. Por lo tanto, la propuesta
de esta tesis indica que el perfil de proteccion antiepiléptico, no

revierte la ansiedad del sindrome.

Estos datos sugieren que el SAG inicia con un cambio en la
liberacion de GABA y en la expresion de sus receptores lo cual
continlla con cambios en la expresion y funcionamiento de otras
neurotransmisiones lo que sugiere un incremento en la actividad

glutamatérgica y una disminucion en la expresion serotoninérgica.

La propuesta de esta tesis es que una vez iniciados los
cambios GABAérgicos, estos son un periodo critico para la expresion
de las siguientes modificaciones en diferentes sistemas de
neurotransmision. Por lo tanto los farmacos que tengan actividad pro

GABAEérgica no tienen efectos sobre la ansiedad.
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VII. Conclusiones

La aplicacion de un tratamiento de progesterona previo a la
induccion del SAG, disminuye la hiperexcitabilidad y duracion
del sindrome en ambos hemisferios.

La aplicacion aguda de progesterona soélo disminuye la
propagacion de la hiperexcitabilidad.

El HEPP vy el cssHEPP disminuyen la potencia del EEG vy el
nimero de complejos espiga-onda del SAG.

En orden de potencia, el crisHEPP es el farmaco utilizado en
esta tesis, mas eficaz para disminuir la hiperexcitabilidad del
SAG.

La progesterona, HEPP y el cpsHEPP disminuyen la actividad
epileptiforme pero ninguno de estos farmacos tiene efectos en

el perfil tipo ansioso que induce la abstinencia a GABA.
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