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$$Resumen!

El$síndrome$de$abstinencia$a$GABA$(SAG)$es$un$modelo$de$

incremento$ en$ la$ excitabilidad$ neuronal,$ originado$ por$ la$

interrupción$ abrupta$ de$ la$ instilación$ intracortical$ de$ GABA.$

Estudios$ previos$ indican$ que$ antagonistas$ del$ receptor$ GABAA,$

mejoran$ el$ rendimiento$ en$ tareas$ de$ memoria,$ en$ contraste,$

agonistas$como$muscimol$y$diazepam,$disminuyen$la$formación$de$

la$ memoria.$ Por$ sus$ cambios$ sinápticos,$ el$ SAG$ asemeja$ los$

efectos$ epileptiformes$ de$ la$ bicuculina,$ pero$ no$ conocemos$ si$

modifica$la$memoria.!

Con$ el$ objetivo$ de$ cuantificar$ las$ diferencias$

electrofisiológicas$ y$ conductuales$ del$ SAG$ en$ dos$ distintas$ áreas$

cerebrales:$corteza$cerebral$ (SAG$Cx)$y$área$CA1$del$hipocampo$

(SAG$H),$y$su$ impacto$en$ la$memoria.$Se$ realizó$ la$ instilación$de$

GABA$en$ la$ corteza$ cerebral$ y$ área$CA1$del$ hipocampo$en$ ratas$

macho$ de$ la$ cepa$ Wistar.$ Los$ resultados$ indican$ que$ la$

hiperexcitabilidad$neuronal$generada$por$la$abstinencia$a$GABA$en$

la$ corteza$ cerebral$ tiene$ una$ duración$ de$ 10$ días,$ presenta$ una$

frecuencia$de$descarga$de$1.2$espigas/seg$y$un$ incremento$en$ la$

potencia$ EEG$ de$ 173%r$ en$ el$ área$ CA1$ del$ hipocampo$ hay$ un$

incremento$mayor$ en$ la$ potencia$ EEG$de$ 210%$ se$ presenta$ una$

frecuencia$de$descarga$de$1.6$espigas/seg$y$tiene$una$duración$de$

15$ días,$ el$ SAG$ en$ dos$ distinta$ áreas$ cerebrales$ no$ modifica$ la$

memoria$ a$ corto$ y$ largo$ plazo$ validado$ por$ la$ prueba$ de$

reconocimiento$de$objetos.$Asimismo,$la$interrupción$abrupta$de$la$
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instilación$ de$ GABA$ en$ la$ corteza$ cerebral$ y$ el$ área$ CA1$ del$

hipocampo$induce$un$perfil$tipo$ansioso$semejante.$Los$resultados$

muestran$ que$ el$ SAG$ H$ tiene$ mayor$ potencia$ electrofisiológica,$

mayor$ duración$ y$ presenta$ un$ incremento$ mayor$ en$ la$ actividad$

epileptiforme$comparado$con$el$SAG$Cx,$sin$embargo$la$inducción$

de$ la$abstinencia$en$dos$distintas$áreas$cerebrales$no$modifica$ la$

memoria$ de$ reconocimiento$ a$ corto$ y$ largo$ plazo,$ aunque$ se$

presenten$ niveles$ de$ ansiedad$ similares.$ No$ obstante$ de$ la$

similitud$de$cambios$que$ tienen$ambas$estructuras$cerebrales:$en$

la$disminución$de$liberación$de$GABA,$down"regulation$del$receptor$

GABAA$e$ incremento$en$ la$conductancia$de$Ca
2+$post$sináptico$el$

hipocampo$ muestra$ una$ mayor$ excitabilidad$ sin$ inferir$ en$ los$

cambios$conductuales$y$de$memoria.$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$



10"
"

Introducción!

La$ presente$ tesis$ tiene$ como$ objetivo$ cuantificar$ las$

diferencias$electrofisiológicas,$conductuales$del$SAG$Cx$y$el$SAG$

H,$y$su$efecto$mediante$la$interrupción$abrupta$de$la$instilación$del$$

ácido$γaaminobutírico$(GABA).$La$interrupción$del$GABA$genera$un$

aumento$en$la$actividad$neuronal$seguida$de$cambios$sinápticos$y$

electrofisiológicos.$ El$ SAG$ es$ un$ modelo$ de$ hiperexcitabilidad$

neuronal$ validado$ mediante$ el$ electroencefalograma$ (EEG)$ en$ el$

que$ aparecen$ complejos$ espigaaonda$ de$ gran$ amplitud$ y$

frecuencia.$En$esta$tesis$primero$se$exponen$ los$antecedentes$en$

donde$se$describe$el$sistema$GABAérgico,$su$fisiología,$receptores$

y$ farmacología,$ continuando$ con$ la$ descripción$ del$ Síndrome$ de$

Abstinencia$ a$ GABA$ (SAG),$ los$ hallazgos$ relacionados$ con$ la$

correlación$entre$GABA,$memoria$y$antecedentes$inmediatos$en$el$

campo$ de$ las$ neurociencias$ que$ involucran$ al$ SAG$ con$ los$

moduladores$del$receptor$GABAA$y$la$ansiedad.$$

$

$

$

$

$

$

$

$
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I.! Antecedentes!$

I.1! Neurotransmisión! GABAérgica! en! el! Sistema! Nervioso!

Central!

I.1.1!Ácido!γ_aminobutírico!(GABA)!

$Dentro$ del$ sistema$nervioso$ central$ (SNC)$ las$ sinapsis$más$

abundantes$ son$ inhibitorias,$ estas$ sinapsis$ inhibitorias$ utilizan$ el$

neurotransmisor$ ácido$ γaaminobutírico$ (GABAr$ Olsen$ y$ Betz,$ 2006r$

Schousboe$ y$Waagepetersen,$ 2007r$ Schousboe$ y$Waagepetersen,$

2008r$CortesaRomero$et"al.,$2011).$$

En$los$50’s$del$siglo$pasado$Eugene$Roberts$y$Jorge$Awapara$

descubrieron$que$el$cerebro$era$el$órgano$que$más$GABA$contenía,$

sin$embargo,$fue$aceptado$como$neurotransmisor$hasta$la$década$de$

los$60’s$(Jorgensen,$2005).$

En$ 1967,$ Krnjeviè$ y$ Schwartz$ encontraron$ la$ primera$

evidencia$ de$ que$ el$ GABA$ actuaba$ como$ un$ neurotransmisor$

inhibitorio$mediante$el$análisis$de$las$propiedades$de$los$potenciales$

postsinápticos$ inhibitorios$ (IPSP)$ demostraron$ que$ la$ acción$ del$

GABA$era$hiperpolarizar$a$la$neurona$postsináptica,$disminuyendo$de$

esta$manera$ la$posibilidad$de$que$una$neurona$genere$un$potencial$

de$ acciónr$ el$ mecanismo$ de$ esta$ inhibición$ se$ da$ debido$ a$ que$ el$

GABA$ al$ unirse$ a$ su$ receptor$ ionotrópico$ GABAA,$ aumenta$ la$

corriente$ entrante$ de$ Cla$ volviendo$ el$ interior$ de$ la$ célula$ más$

negativo,$disminuyendo$así$la$excitabilidad$neuronal$(Carlson,$2006).$

Posteriormente,$ se$ demostró$ que$ además$ de$ actuar$ como$principal$
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neurotransmisor$ inhibidor$ en$el$ cerebro$de$ los$mamíferos,$ el$GABA$

podía$ ejercer$ otras$ funciones$ como$ promotor$ de$ la$ sinaptogénesis$

(Wolff,$1981).$

I.1.2!Síntesis!y!metabolismo!del!GABA!

El$ ácido$ glutámico$ (glutamato)$ es$ el$ aminoácido$ precursor$

inmediato$ de$ la$ biosíntesis$ del$ GABA$ (Fig.$ 1),$ mediante$ la$

intervención$específica$de$ la$enzima$ácido$glutámico$descarboxilasa$

(GAD),$ esta$ enzima$ produce$ una$ descarboxilación$ y$ para$ activarse$

requiere$ como$coenzima$ la$presencia$de$ fosfato$de$piridoxal$ (PLP).$

Al$ concluir$ la$ síntesis$ del$GABA,$ es$ transportado$ y$ almacenado$ en$

vesículas$sinápticas$hasta$el$momento$de$su$liberación$en$el$espacio$

sináptico$(Waagepetersen$et"al.,$2001).$

$

El$GABA$es$catabolizado$por$reacciones$de$transferencia$del$

grupo$amino$para$posteriormente$entrar$al$ciclo$de$Krebs$(ciclo$de$los$

ácidos$tricarboxílicos),$por$medio$de$ la$enzima$GABAaTransaminasa$

(GABAaT),$ esta$ enzima$ se$ encuentra$ localizada$ en$ la$ fracción$

mitocondrial$de$la$célula$donde$transforma$el$GABA$en$semialdehído$

succínico$ (SSA),$metabolito$ que$ se$ utiliza$ para$ la$ síntesis$ de$ ácido$

glutámico$ y$ que$ se$ oxida$ mediante$ el$ succinato$ semialdehído$

deshidrogenasa$ (SSADH)$ formando$ ácido$ succínico$ (Mendoza,$

2008).$$

$
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Figura! 1.! Gráfico$ representativo$ de$ los$ sistemas$ de$ neurotransmisión$ GABAérgico$ y$
glutamatérgico.$ Las$ rutas$ metabólicas$ o$ enzimas$ están$ indicadas$ con$ los$ siguientes$
números:$ 1.$ Glucolisis/$ ciclo$ de$ Krebsr$ 2.$ Glutamina$ sintetasar$ 3.$ Glutaminasar$ 4.$
Glutamato$ descarboxilasa$ (GAD)r$ 5.$ Succinato$ deshidrogenasa.$ En$ la$ parte$ superior$
(sinapsis$ de$Glutamator$Glu)$ se$hace$ referencia$ a$ los$ recapturadores$de$Glu$ (2$ y$ 7)$ así$
como$los$receptores$ionotrópicos$(que$permiten$el$ingreso$de$Na+/Ca2+,$en$el$componente$
postsináptico)$ y$metabotrópicos$ (1,5$ y$ 4,6).$ En$ el$ gráfico$ inferior$ del$ panel$ izquierdo,$ se$
observa$ el$ papel$ de$ metabólico$ de$ la$ glía$ e$ inferior$ a$ ella,$ una$ sinapsis$ GABAérgica,$
identificando$los$transportadores$de$glutamina$(GLNaSA1/2),$los$receptores$GABAB$(B)$y$el$
receptor$GABAA$ que$ permite$ el$ ingreso$ de$Cl

a$ al$ componente$ postsináptico.$ En$ la$ parte$
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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I.1.3!Recaptura!del!GABA!

El$ GABA$ es$ recapturado$ por$ un$ mecanismo$ de$ transporte$

activo$ a$ la$ presinapsis,$ donde$ nuevamente$ es$ incorporado$ a$ las$

vesículas$ sinápticas$ (Mendoza,$ 2008).$ La$ función$ primordial$ del$

sistema$de$recaptura$es$remover$del$espacio$sináptico$el$GABA$para$

la$ inactivación$ de$ su$ efecto.$ Esto$ es$ modulado$ por$ una$ serie$ de$

transportadores$ de$ alta$ afinidad$ para$ el$ GABA,$ denominados$GAT,$

los$ cuales$ son$ proteínas$ de$ doce$ pasos$ transmembranales$ cuya$

activación$depende$del$ gradiente$ electroquímico$del$Na+$ por$ lo$ que$

es$dependiente$de$la$ATPasa$Na+/K+$(Olsen,$2000).$

Actualmente$ se$ han$ identificado$ 4$ tipos$ de$ transportadores$

(GAT$1a4).$Los$ transportadores$más$abundantes$dentro$del$SNC$de$

los$ mamíferos$ son$ GAT$ 1$ y$ GAT$ 4$ se$ encuentran$ localizados$

principalmente$ en$ las$ terminaciones$ nerviosas.$ En$ la$ glía,$ están$

presentes$ GATa2$ y$ el$ GATa3$ está$ altamente$ expresado$ en$ las$

leptomeninges$ y$ en$ el$ plexo$ coroideo.$ El$ proceso$ de$ recaptura$ es$

modulado$por$la$actividad$de$segundos$mensajeros.$Tiene$sitios$para$

ser$ fosforilado:$ uno$para$proteína$ cinasa$A$ (PKA,$por$ sus$ siglas$en$

inglés)$y$siete$para$proteína$cinasa$C$(PKC,$por$sus$siglas$en$inglés),$

(Bowery,$1990r$Nelson$et"al,$1990).$

Las$sinapsis$GABAérgicas$a$nivel$pre$y$post$sináptico$ejercen$

su$ función$ en$ relación$ a$ interacciones$ macromoleculares$ que$ se$

realizan$ a$ través$ de$ distintos$ receptores.$ El$ GABA$ desempeña$ su$

papel$inhibidor$por$medio$de$dos$tipos$de$receptoresr$ionotrópicos$en$
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los$cuales$se$encuentra$el$receptor$GABAA$y$metabotrópicos$GABAB$

(Schousboe$y$Waagepetersen,$2008).$

I.1.4!El!receptor!GABAA!$

El$ receptor$ GABAA$ (Fig.$ 2),$ es$ una$ estructura$ heteromérica$

conformada$ por$ cinco$ subunidades$ de$ naturaleza$ proteica,$ que$

constituyen$y$forman$un$canal$que$permite$la$entrada$de$iones$de$Cla$

o$bicarbonato$(Magnaghi,$2007).$Se$han$identificado$19$subunidades$

diferentes$ (α1a6,$ β1a3,$ γ1a3,$ δ,$ ε,$ π,$ θ,$ ρ1a3)$ que$ al$ combinarse$

determinan$ principalmente$ las$ propiedades$ farmacológicas$ y$

biofísicas$ del$ receptor$ (Cuzon$ y$ Yeh,$ 2011).$ La$ heterogeneidad$ de$

las$ combinaciones$ de$ subunidades$ del$ receptor$ GABAA$ forman$

diferentes$ sitios$ de$ unión$ para$ varios$ fármacos$ clínicamente$

importantes,$ incluyendo$ las$ benzodiacepinas,$ barbitúricos,$ etanol$ y$

neuroesteroides.$Cada$subunidad$está$compuesta$de$un$dominio$Na

terminal$ extracelular$ (NH2),$ cuatro$ segmentos$ transmembranales$

(M1aM4)$con$un$extremo$Caterminal$extracelular$y$un$asa$intracelular$

(Watanabe$2002).$$

El$ mecanismo$ sináptico$ de$ los$ receptores$ GABAA$ está$

implicado$en$la$regulación$de$la$vigilancia,$la$ansiedad,$la$depresión,$

funciones$ de$ la$ memoria$ y$ desempeña$ una$ función$ crítica$ para$

mantener$el$nivel$adecuado$en$la$transmisión$sináptica$inhibitoria$y$la$

función$fisiológica$(Gasbarri$y$Pompili,$2014).$

!
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Figura! 2.! Representación! de! la! estructura! del! receptor! GABAA.$ Es$ un$
heteropentámero$que$en$su$forma$más$común$contiene$dos$subunidades$α,$dos$β$y$
una$γ$o$δ,$que$en$conjunto$comprenden$el$canal$iónico$central,$que$permite$el$paso$
de$ iones$de$Cla$hiperpolarizando$ la$neurona.$El$ receptor$ tiene$sitios$de$unión$para$
varios$fármacos$clínicamente$importantes$como$los$barbitúricos,$benzodiacepinas,$el$
etanol$y$los$neuroesteroides.$(Imagen$modificada$de$Reddy,$2003).$

El$subtipo$de$receptor$GABAA$más$común$está$constituido$por$

las$ subunidades$ αβγ,$ pero$ existen$ múltiples$ combinaciones,$ varían$

en$ diferentes$ regiones$ del$ cerebro$ (Tabla$ 1),$ tipos$ de$ células$ y$

etapas$del$desarrollo,$en$el$SNC$la$isoforma$predominante$es$α1β2γ2$

(Lagrange,$ Botzolakis$ y$ Macdonald,$ 2007).$ La$ composición$ de$ las$

subunidades$ del$ receptor$ GABAA$ tiene$ un$ papel$ importante$ en$ las$

propiedades$ intrínsecas,$ incluyendo$ la$ afinidad$ por$ el$ GABA,$ la$

cinética$ del$ canal,$ la$ conductancia,$ la$ modulación$ alostérica,$ la$

probabilidad$de$apertura$de$los$canales$y$la$interacción$con$proteínas$

moduladoras$(Scharfman$y$BrooksaKayal,$2014).$

α
βγ Barbitúricos+

GABA

Benzodiacepinas

Bicuculina

Cl6

Etanol+ PTX6

6
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Tabla!1.!Isoformas!y!distribución!en!el!SNC!del!receptor!GABAA$

Isoformas!
GABAA!

Distribución!en!el!SNC!

α1β2γ2$
Capa$granular$del$bulbo$olfatorio,$capa$de$células$polimorfas$y$

región$CA3$del$hipocampo,$corteza$cerebral,$globo$pálido$y$varios$
núcleos$subtalámicos.$

α2β3γ2$
Bulbo$accesorio$olfatorio,$el$estriado,$el$septum,$la$capa$molecular$

del$giro$dentado$e$hipocampo.$

α4βγ2$ Tálamo,$caudado,$putamen$y$giro$dentado.$

α4β3δ$
Células$granulares$de$giro$dentado,$la$corteza$cerebral$y$

predominantemente$en$el$estriado.$

α4β3γ2$ Neuronas$piramidales$del$área$CA1$del$hipocampo.$

!

Tabla! 1.! Isoformas! y! distribución! del! receptor! GABAA.$ En$ la$ columna$ de$ la$
izquierda$se$presentan$las$subunidades$que$componen$las$diferentes$isoformas$del$

receptor$GABAA,$en$la$columna$de$la$derecha$se$muestra$su$distribución$en$el$SNC$

(Tabla$modificada$de$Miguel,$2012).$

La$activación$de$los$receptores$GABAA$da$como$resultado$dos$

tipos$ de$ inhibición$GABAérgica:$ fásica$ y$ tónica.$ La$ inhibición$ fásica$

se$ produce$ por$ la$ activación$ de$ receptores$ postsinápticosr$ y$ la$

inhibición$ tónica$ se$ produce$ mediante$ la$ activación$ continúa$ de$

receptores$extrasinápticos$(Feng,$2010).$

I.1.5!El!receptor!GABAB!

Los$ receptores$ GABAB$ son$ receptores$ metabotrópicos$

acoplados$a$proteínas$G,$de$siete$dominios$ transmembranales,$que$

modulan$ la$ actividad$ de$ los$ canales$ de$ potasio$ (K+)$ y$ calcio$
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dependientes$ de$ voltaje$ (Ca$2+),$ así$ como$ también,$ inhiben$ la$

actividad$ de$ la$ enzima$ adenilato$ ciclasa$ y$ participan$ en$ el$

componente$ lento$ y$ prolongado$de$ la$ inhibición$ sináptica$ (Bettler$et"

al.,$ 2004$ y$ Bowery$ et" al.,$ 2004).$ Los$ receptores$ GABAB$ pueden$

funcionar$ como$ autoreceptores,$ inhibiendo$ la$ liberación$ de$GABA$ y$

heteroreceptores,$inhibiendo$la$liberación$de$otros$neurotransmisores$

(Pinard,$Seddik$y$Bettler,$2010).$

La$activación$de$los$receptores$postsinápticos$GABAB$activa$a$

los$canales$de$K
+,$hiperpolarizando$ la$membrana$(Heaney$y$Kinney,$

2016).$Farmacológicamente$ los$receptores$GABAB$se$diferencian$de$

los$ receptores$ GABAA$ por$ ser$ insensibles$ a$ la$ bicuculina$ y$ por$ su$

activación$selectiva$con$el$baclofén$(Bormann,$2000r$Pin$et"al.,"2004).$

Se$han$identificado$receptores$GABAB$en$el$sistema$nervioso$

central$ (SNC),$ el$ sistema$ nervioso$ periférico$ (SNP),$ así$ como$ en$

varios$órganos$periféricos.$ Las$ regiones$del$SNC$que$ tienen$mayor$

expresión$ de$ receptores$ GABAB$son$ el$ hipocampo,$ núcleos$

talámicos,$$el$cerebelo,$la$amígdala$cerebral,$la$corteza$y$la$habénula$

(Filip$et"al.,$2015).$

I.1.6!Fisiología!del!sistema!GABAérgico$

El$ GABA$ es$ el$ principal$ neurotransmisor$ inhibitorio$ del$ SNC$

de$ los$ mamíferos,$ tiene$ un$ papel$ fundamental$ en$ la$ modulación$ y$

regulación$ de$ la$ actividad$ neuronal.$ Sus$ efectos$ fisiológicos$ se$

producen$ a$ través$ de$ tres$ diferentes$ tipos$ de$ receptores$ (Nazari$et"

al.,"2016).$A$nivel$presináptico$se$observa$una$activación$del$receptor$

GABAB$que$produce$una$disminución$de$la$entrada$de$Ca
2+$al$botón$



19"
"

terminal,$ ocasionando$ así$ una$ disminución$ de$ liberación$ de$

neurotransmisores$ (Pinard$ et" al.," 2010).$ En$ algunas$ neuronas,$ el$

incremento$ de$ la$ conductancia$ lenta$ de$ K+$ genera$ potenciales$

postsinápticos$ inhibitorios$ (IPSP),$ los$ cuales$ pueden$ ser$ rápidos$

(menos$de$100$ms)$o$lentos$(más$de$100$ms)$(Bowery$et"al.,$2002).$

Al$unirse$el$GABA$al$receptor$postsináptico,$se$abre$un$canal$

de$Clar$en$la$mayoría$de$los$casos$el$potencial$eléctrico$del$Cla$en$las$

neuronas,$es$menor$que$el$del$ambiente$extracelular,$el$cual$es$de$10$

a$20$veces$mayor$(150$mM).$La$apertura$de$ los$canales$de$Cla$crea$

un$ flujo$ al$ interior$ de$ la$ célula$ aumentando$ el$ número$ de$ cargas$

negativas$hiperpolarizando$la$membrana$neuronal$contribuyendo$a$la$

inhibición$(Carlson,$2006).$

I.1.7!Moduladores!del!receptor!GABAA$

Los$ receptores$ GABAA$ tienen$ un$ papel$ primordial$ en$ la$

regulación$ de$ la$ excitabilidad$ neuronal,$ la$ heterogeneidad$ de$ sus$

receptores$brinda$las$bases$para$la$flexibilidad$de$la$transducción$de$

señales$ y$ la$ modulación$ alostérica$ inducida$ por$ fármacos$ (Sigel$ y$

Steinmann,$ 2012).$ El$ receptor$ GABAA$ se$ compone$ de$ diferentes$

subunidades$con$varios$dominios$funcionales$para$diversos$fármacos$

clínicamente$ importantes$ incluyendo$ las$ benzodiacepinas$ (Bz),$

neuroesteroides$ (NE),$ etanol$ y$ barbitúricos$ (UusiaOukari$ y$ Korpi,$

2010).$$

Las$ benzodiacepinas,$ se$ utilizan$ clínicamente$ como$

anticonvulsivos,$ sedantes,$ hipnóticos,$ ansiolíticos$ y$ relajantes$

musculares.$ Son$ moduladores$ alostéricos$ positivos$ del$ receptor$
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GABAA,$ las$ subunidades$α1$ y$ γ2$ son$el$ sitio$ de$unión$de$ las$Bz,$ su$

acción$ farmacológica$ reside$ principalmente$ por$ el$ aumento$ de$ la$

frecuencia$ de$ apertura$ del$ canal$ mejorando$ así$ la$ conductancia$

(Jacob$et"al.,$2012).$

Los$ mecanismos$ moleculares$ que$ subyacen$ la$ acción$

farmacológica$ de$ los$ barbitúricos$ se$ han$ identificado$ mediante$

estudios$ electrofisiológicos$ que$ demostraron$ que$ los$ anestésicos$

tienen$por$ lo$menos$ tienen$ tres$mecanismos$de$acción$ distintos:$ 1)$

mejoran$ la$respuesta$a$GABA$(Lin$et"al.,$1992),$2)$activan$de$forma$

directa$los$receptores$GABAA$(Franks$y$Lieb,$1994)$y$3)$bloquean$el$

canal$de$Cla$en$altas$concentraciones$(Brandon$y$Fischerr$2006).$Los$

barbitúricos$ son$ potentes$ depresores$ del$ SNC$ con$ propiedades$

sedativas,$ hipnóticas$ y$ anestésicas,$ disminuyen$ el$ consumo$ de$

oxígeno$cerebral$(Belelli$y$Lambert,$2005).$

El$efecto$de$los$NE$sobre$el$receptor$GABAA$depende$del$tipo$

de$ esteroide$ (agonista$ o$ antagonista),$ el$ tipo$ de$ receptor,$ la$

composición$ de$ subunidades$ y$ la$ estructura$ del$ esteroide.$ Se$ han$

identificado$al$menos$dos$acciones$de$los$NE,$la$acción$agonistar$que$

modula$de$forma$positiva$al$receptor,$por$medio$de$un$incremento$en$

la$ corriente$ de$ entrada$ de$ Cla$ y$ una$ activación$ directa$ del$ receptor$

(Wang,$ 2011).$ En$ contraste$ la$ modulación$ negativa$ del$ receptor$

GABAA$por$parte$de$los$NE$parece$implicar$específicamente$a$los$NE$

sulfatados.$Así,$la$presencia$o$ausencia$del$grupo$sulfato$modifica$la$

interacción$ del$NE$ con$ el$ receptor$GABAA,$ inhibiendo$ la$ entrada$ de$

Cla$ y$ reduciendo$ la$ frecuencia$de$apertura$del$ canal$ sin$modificar$ la$
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duración$ de$ apertura$ (Darnaudéry,$ Pallarès,$ Piazza,$ Le$ y$ Mayo,$

2002).$$

Los$ agonistas$ GABAérgicos$ como$ el$ muscimol$ y$ la$

isoguvacina$ potencian$ la$ actividad$ GABAérgica,$ en$ cambio$ los$

antagonistas$ como$ la$ bicuculina$ y$ flumazenil$ bloquen$ la$ actividad$

GABAérgica.$Kim$et$al."(2012),$demostraron$que$la$administración$de$

bicuculina$en$el$área$CA1$del$hipocampo$mejora$la$consolidación$de$

la$memoria,$en$contraste$la$administración$de$agonistas$tales$como$el$

muscimol$y$el$diazepam$interrumpen$la$formación$de$la$memoria.$$

I.1.8!Alteraciones!del!sistema!GABAérgico! $

La$ alteración$ del$ equilibrio$ entre$ la$ excitación$ e$ inhibición$

neuronal$ genera$ condiciones$ patológicas$ que$ se$ manifiestan$ en$

distintos$trastornos$psiquiátricos$como:$la$esquizofrenia,$la$ansiedad,$

la$epilepsia$y$la$depresión$(Hines$et"al.,$2012$).$$

La$ administración$ crónica$ de$ moduladores$ alostéricos$

positivos$ del$ receptor$GABAA$ genera$ alteraciones$ conformacionales$

de$los$receptores$(Saari$et"al.,$2011).$Las$hormonas$esteroideas$son$

neuromoduladoras$ del$ estado$ de$ ánimo,$ se$ ha$ demostrado$ que$ la$

exposición$ crónica$ de$ alopregnanolona$ durante$ el$ ciclo$ estral$ y$ el$

embarazo$ induce$ tolerancia$ que$ se$ acompaña$ de$ cambios$ en$ la$

expresión$de$la$subunidad$del$receptor$(Turkmen$et"al.,$2011$).$$

Cambios$ en$ la$ neurotransmisión$ GABAérgica$ están$

relacionados$ con$ la$ generación$ de$ la$ epilepsia$ (Pirker$et" al.,$ 2003).$

La$patogénesis$de$la$epilepsia$tiene$un$fuerte$determinante$genético,$

teniendo$ en$ cuenta$ que$ mutaciones$ secuenciales$ o$ anomalías$
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estructurales$ cromosómicas,$ alteran$ la$ expresión$ neuronal$ de$ una$

determinada$ subunidad$ para$ un$ canal$ iónico$ o$ alguna$ proteína$

membranal,$ provocando$ anomalías$ estructurales$ y$ funcionales$ del$

paso$ selectivo$ de$ Cl
a
$ dando$ como$ resultado,$ alteraciones$ de$ la$

excitabilidad$ neuronal$ (Cabo$ de$ la$ Vega$ et" al.,$ 2006r$ Macdonald,$

Kang,$y$Gallagher,$2010).$

En$ pacientes$ con$ epilepsia,$ se$ han$ identificado$ distintas$

mutaciones$en$las$subunidades$γ2,$α1$y$δ$de$los$receptores$GABAA$

(Jacob,$ Moss$ y$ Jurd,$ 2008).$ Fisher,$ (2004)$ identificó$ que$ una$

mutación$de$ la$ subunidad$α1$del$ receptor$GABAA$que$es$el$ subtipo$

de$ expresión$más$ amplia$ de$ la$ subunidad$α,$ reduce$ la$ sensibilidad$

farmacológica$aumenta$ la$ tasa$de$desactivación$y$ reduce$el$ tiempo$

de$apertura$del$canal,$sin$afectar$la$conductancia.$Los$efectos$sobre$

la$sensibilidad$de$GABA,$la$desactivación$y$el$tiempo$de$apertura$del$

canal$ se$ cuantificaron$mediante$ una$ reducción$ en$ la$ eficacia$ de$ la$

compuerta$ del$ canal$ y$ una$ disminución$ en$ la$ neurotransmisión$

GABAérgica,$ causando$ hiperexcitabilidad$ en$ el$ cerebro$ y$

convulsiones$ generalizadas.$Estos$ resultados$ mostraron$ que$ la$

mutación$ de$ la$ subunidad$ de$ receptor$ GABAA$ puede$ contribuir$ al$

desarrollo$de$la$epilepsia$por$media$de$una$variedad$de$efectos$sobre$

la$función$del$receptor.$$

$

$

$
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I.2! El! Síndrome! de! Abstinencia! a! GABA! un! modelo!!!

experimental!de!hiperexcitabilidad!neuronal$

Durante$ el$ proceso$ de$ una$ investigación$ que$ analizaba$ la$

relación$ entre$ el$ GABA$ y$ la$ epilepsia,$ se$ identificó$ y$ cuantificó$ un$

fenómeno$de$hiperexcitabilidad$cortical$consecutivo$a$ la$ interrupción$

del$ tratamiento$ con$ GABA$ en$ el$ mandril$ fotosensible$ Papio" papio$

(Brailowsky,$1991r$Brailowsky$et"al.,$1989).$La$estimulación$luminosa$

intermitente$ en$ estos$ monos,$ inducía$ la$ aparición$ de$ descargas$

epilépticas$a$nivel$de$la$corteza$cerebral$acompañadas$de$mioclonías$

generalizadas.$ Por$ medio$ de$ cánulas$ intracorticales$ se$ realizó$ la$

infusión$ directa$ de$ GABA$ en$ la$ corteza,$ generando$ así,$ un$ efecto$

anticonvulsivo.$No$obstante,$al$día$siguiente$de$haber$suspendido$la$

instilación$intracortical$de$GABA,$se$constató$en$todos$los$monos,$la$

presencia$ de$ focos$ de$ actividad$ paroxística.$ Mediante$ el$ análisis$$

electroencefalográfico$se$observó$que,$ independientemente$del$área$

de$ infusión,$ el$ electrodo$ de$ registro$ EEG$ mostró$ la$ aparición$ de$

poliespigas$y$actividad$en$forma$de$espigaaonda,$que$en$el$caso$de$la$

corteza$ motora,$ se$ correlacionaba$ con$ la$ aparición$ de$ mioclonías$

(Brailowsky$et"al.,$1988).$

Posteriormente$ se$ confirmó$ la$ presencia$ del$ fenómeno$ de$

hiperexcitabilidad$ en$ la$ rata$ epiléptica$ (kindling$ amigdalino)$ y$ en$ la$

rata$ no$ epiléptica$ (Brailowsky$ et" al.,$ 1987).$ El$ fenómeno$ se$

estandarizó,$ valido$ conductual$ y$ electroencefalográficamente$

(Brailowsky$ et" al.,$ 1988).$ A$ este$ fenómeno$ de$ hiperexcitabilidad$

cortical$ generado$ por$ la$ interrupción$ abrupta$ de$ la$ instilación$
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intracortical$de$GABA$se$le$llamó$“Síndrome$de$abstinencia$al$GABA”$

(SAGr$SilvaaBarrat"et"al.,$1992).$

Además$ de$ las$ crisis$ convulsivas,$ los$ animales$ mostraban$

otros$ signos$ clínicos$ tales$ como$ mioclonus$ de$ la$ pata$ posterior$

contralateral$ al$ hemisferio$ instilado,$ movimiento$ incesante$ de$ las$

vibrisas,$ irritabilidad$ y$ aumento$ de$ la$ conducta$ exploratoria.$ Se$

cuantificaron$ datos$ de$ dependencia$ física$ ya$ que$ la$ reainfusión$ de$

GABA$hizo$que$desaparecieran$las$manifestaciones$EEG.$Asimismo$

existen$ datos$ de$ tolerancia$ cruzada$ a$ (Dz)$ y$ a$ barbitúricos$

(pentobarbital),$ debido$ a$ que$ la$ administración$ de$ estas$ drogas$

GABAérgicas$no$modificaban$la$frecuencia$de$disparo$de$la$descarga$

epiléptica$en$las$primeras$24$h$(Brailowsky$et"al.,$1992).$

Se$ cuantificó$mediante$ la$ técnica$ de$ la$ captura/metabolismo$

de$ la$ 2adesoxiglucosa$ (2DG)$ radioactiva,$ un$ aumento$ significativo$

(tres$ a$ cinco$ veces$ en$ relación$ al$ control)$ en$ el$ consumo$ local$ de$

glucosa$ del$ área$ cortical$ involucrada$ en$ la$ generación$ de$ actividad$

paroxística$ y$ también$ en$ la$ zona$ talámica$ ipsilateral$ de$ proyección:$

núcleos$posterior$ oralis,$ ventroaposterolateral,$ centralalateral,$ ventroa

lateral$y$reticularr$en$cerebros$de$ratas$obtenidos$60$min$después$del$

retiro$ abrupto$ del$ GABA.$ El$ incremento$ de$ la$ actividad$ metabólica$

oxidativa$ en$ estas$ regiones,$ corresponde$ con$ las$ áreas$ de$ gliosisa

reactiva$identificadas$en$los$cerebros$de$animales$obtenidos$10$días$

después$de$haberse$ interrumpido$ la$actividad$paroxística$ (Menini$et"

al.,$1991).$

$
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En$investigaciones$consecutivas,$se$encontró$que$posterior$a$

las$ infusiones$ crónicas$ intracorticales$ de$ GABA,$ la$ actividad$ de$ la$

descarboxilasa$del$ácido$glutámico$(GAD)$disminuyó$un$40%$a$nivel$

del$sitio$de$infusión$del$aminoácido$(Salazar$et"al.,$1994).$

Experimentos$ dirigidos$ a$ evaluar$ el$ papel$ de$ los$ receptores$

GABAA$ y$GABAB$ en$ el$ SAG,$ demostraron$ que$ para$ el$ inicio$ es$ un$

fenómeno$ dependiente$ del$ primero.$ El$ fundamento$ que$ apoya$ esta$

afirmación$ es$ farmacológico:$ por$ una$ parte,$ se$ identificó$ que$ es$

posible$inducir$un$foco$epiléptico$al$interrumpir$infusiones$localizadas$

de$ isoguvacina,$ un$ agonista$ GABAA$ específico,$ y$ por$ la$ otra,$ la$

constatación$ de$ que$ los$ agonistas$ específicos$ del$ receptor$ GABAB$

como$el$baclofén$inducen$el$foco$epiléptico$durante$su$instilación$y$no$

cuando$estos$se$retiran$(Brailowsky$et"al.,$1990,$Brailowsky,$1991).$

El$ mecanismo$ neuronal$ de$ la$ hiperexcitabilidad$ de$ este$

modelo$es$la$consecuencia$de$cambios$consecutivos$y$dinámicos$en$

los$ componentes$ presinápticos$ y$ postsinápticos.$ Dentro$ de$ los$

componentes$ presinápticos,$ hay$ una$ reducción$ en$ la$ síntesis$ y$

liberación$de$GABA$por$la$disminución$en$la$expresión$y$actividad$de$

la$ GAD,$ lo$ que$ incide$ en$ la$ disminución$ de$ la$ liberación$ y$ la$

concentración$de$GABA$en$el$espacio$sináptico.$Las$modificaciones$

postsinápticas$ implican$ una$ disminución$ en$ la$ densidad$ de$

receptores$GABAA$y$de$forma$gradual,$los$nuevos$receptores$GABAA$

tienen$una$menor$sensibilidad$farmacológica$a$causa$de$los$cambios$

en$la$expresión$de$las$subunidades$que$lo$conforman.$Finalmente$el$

incremento$ de$ la$ excitabilidad$ neuronal$ se$ ve$ favorecido$ por$ un$
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aumento$ en$ la$ entrada$ de$ Ca2+$ a$ la$ célula$ (Calixto,$ 2012r$ Calixto,$

2016).$$

$Este$ modelo,$ en$ rebanadas$ de$ cerebro$ se$ identífica$ por$ el$

incremento$en$ la$sincronización$de$disparo$de$neuronas$piramidales$

y$ por$ cambios$ en$ las$ propiedades$ excitables$ de$ la$ membrana$

neuronal$(Calixto,$2016).$En$las$neuronas$de$la$corteza$cerebral$y$del$

hipocampo,$a$nivel$molecular$se$ha$observado$una$down" regulation"

de$los$receptores$GABAA$causada$por$una$presencia$continua$y$una$

elevada$concentración$de$GABA$(Calixto$et"al.,$2000).$

El$ estudio$ del$ sistema$de$ inducción$ del$SAG,$ indica$ que$ los$

mecanismos$de$inicio$de$la$abstinencia$se$dan$mediante$cambios$en$

la$ neurotransmisión$ GABAérgica$ y$ posteriormente$ se$ involucran$

modificaciones$de$otras$neurotransmisiones,$es$decir$que$la$actividad$

epileptiforme$observada$en$el$EEG,$inducida$por$el$retiro$abrupto$de$

la$ instilación$ intracortical$ de$ GABA,$ depende$ de$ una$ modificación$

sináptica$ que$ comienza$ por$ la$ disminución$ del$ tono$ GABAérgico.$

Consecutivamente$ se$ incrementa$ la$ actividad$ de$ los$ receptores$ a$

glutamato$(NMDA$y$AMPA),$asociado$al$aumento$del$tono$colinérgico$

y$ adrenérgico.$ No$ obstante,$ no$ se$ producen$ modificaciones$ en$ la$

actividad$serotoninérgica$(Katsura$et"al.,$2007).$

Estudios$ realizados$ en$ nuestra$ línea$ de$ investigación$

identificaron$ que$ la$ abstinencia$ a$ GABA$ en$ las$ primeras$ 24$ h,$ es$

dependiente$ exclusivamente$ de$ cambios$ excitatorios$ de$ la$

neurotransmisión$GABAérgica$(Araneda$et"al.,$1994).$

$
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El$SAG$inducido$con$6µl$a$una$concentración$de$5mM$durante$

2$horas$(3µl/h)$genera$un$aumento$en$la$potencia$del$EEG$(187%)$en$

ambas$ cortezas$ cerebrales$ el$ día$ de$ inducción.$ El$ aumento$ de$

potencia$ se$ registró$ en$ la$ banda$ de$ frecuencia$ de$ 5$ a$ 15$ Hz$

(Segovia,$2014).$$

Mediante$ el$ análisis$ del$ espectro$ de$ frecuencia$ de$Wavelets$

se$cuantificó$que$en$la$rata$macho,$el$SAG,$tiene$una$duración$de$9a

10$ días$ y$ se$ presentan$ una$ frecuencia$ de$ descarga$ de$ 1.1$

espigas/seg$(Segovia,$2014).$En$contraste,$ la$ rata$hembra$el$día$de$

inducción$ presenta$ un$ aumento$ de$ potencia$ de$ un$ 133%.$ El$ SAG$

induce$ un$ perfil$ ansioso$ en$ la$ rata$ macho$ y$ hembra$ (Hernández,$

2013).$

A$partir$de$investigaciones$farmacológicas$se$identificó$que$el$

foco$ epiléptico$ del$ SAG,$ en$ sus$ primeras$ 24$ hrs,$ es$ resistente$ a$

anticonvulsivos$ de$ uso$ clínico$ (fenitoína,$ barbitúricos,$ etosuccimida,$

valproato,$carbamazepina)$e$incluso$al$fármaco$de$elección$en$casos$

de"status$epiléptico:$el$diazepam.$La$frecuencia$de$descarga$del$foco$

no$ se$modifica$ significativamente$aún$empleando$dosis$anestésicas$

de$pentobarbital$(35$mg/Kgr$Brailowsky,$1991).$$

Sin$embargo,$Segovia,$en$el$2014$ identificó$que$el$HEPP$un$

derivado$ de$ la$ fenilaalquilaamida,$ es$ el$ único$ medicamento$ que$

disminuye$ significativamente$ la$ actividad$ epileptiforme$ aguda$ del$

SAG.$ Sus$ propiedades$ anticonvulsivas$ son$ inmediatas$ y$ su$ efecto$

además$ de$ disminuir$ la$ hiperexcitabilidad$ neuronal$ del$ hemisferio$

instilado,$ contribuye$a$ una$disminución$de$ la$ actividad$epileptiforme$
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del$hemisferio$contralateral,$inhibiendo$de$esta$manera$el$proceso$de$

reverberación$epiléptica$representativa$del$SAG.$$

La$ hiperexcitabilidad$ neuronal$ generada$por$ la$ abstinencia$ a$

GABA$ favorece$ la$ inducción,$ la$expresión$y$el$mantenimiento$de$un$

fenómeno$de$plasticidad$neuronal$denominado:$potenciación$a$ largo$

plazo$ (LTP$ por$ sus$ siglas$ en$ inglés,$ Long" Term" Potentiation)$ que$

representa$un$modelo$y$sustrato$electrofisiológico$de$los$procesos$de$

memoria.$ Este$ fenómeno$ es$ un$ incremento$ en$ la$ eficacia$ sináptica$

que$se$caracteriza$por$un$aumento$de$la$actividad$sináptica$posterior$

a$una$estimulación$de$alta$frecuencia$en$la$vía$aferente$del$sitio$en$el$

que$se$ registra.$Estos$experimentos$ fueron$ realizados$en$ la$corteza$

cerebral$ y$ en$ el$ hipocampo$ estructuras$ cerebrales$ relacionadas$

directamente$ con$ los$ procesos$ de$ aprendizaje$ y$ memoria$ en$ los$

mamíferos$(Montiel$et"al.,$2000r$Casasola$et"al.,$2004).$

!!!!!!!!!!!I.3!Memoria!!

La$memoria$ es$ un$ término$amplio$ que$designa$una$ serie$ de$

funciones$cerebrales$diferentes.$El$rasgo$común$es$ la$recreación$de$

las$ experiencias$ pasadas$ mediante$ la$ activación$ sincrónica$ de$ las$

neuronas$que$intervinieron$en$la$experiencia$original.$$

Las$ características$ que$ comparte$ la$ memoria$ implican$

aprendizaje$ y$ reconstrucción$ total$ o$ parcial$ de$ una$ experiencia$

pasada.$El$aprendizaje$es$un$proceso$en$el$que$las$neuronas$que$se$

excitan$ conjuntamente$ para$ crear$ una$ experiencia$ concreta$ se$

alteran$ de$ tal$ forma$ que$ tendrán$ a$ reaexcitarse$ al$ unísono$ en$ el$

futuro.$La$ulterior$excitación$conjunta$de$las$neuronas$reconstruye$la$
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experiencia$ original,$ generando$ un$ recuerdo$ de$ ésta.$ El$ acto$ de$

recordar$hace$más$probable$que$ las$neuronas$ implicadas$vuelvan$a$

excitarse$ en$ el$ futuro,$ así$ que$ la$ reconstrucción$ repetida$ de$ un$

suceso$facilita$cada$vez$más$su$recuerdo.$$

La$memoria$es$un$proceso$neurobiológico$mediante$el$cual$la$

información$se$codifica,$almacena$y$es$evocada$(Kandel$et"al.,$2000).$

Las$ principales$ estructuras$ involucradas$ con$ la$ memoria$ son:$

hipocampo$ (transformación$ de$ experiencias$ en$ recuerdos),$ tálamo$

(dirige$ la$ atención),$ amígdala$ cerebral$ (genera$ conductas$ que$

potencian$ atención$ y$ activación$ de$ varias$ áreas$ cerebrales),$ lóbulo$

temporal$ (guarda$ los$ conocimientos$ generales),$ lóbulo$ frontal$

(funciones$ cerebrales$ superiores$ asociadas$ a$ memorias),$ putamen$

(asociado$ a$ habilidades$ de$ procedimiento),$ cuerpos$ mamilares$

(memoria$episódica),$corteza$parietal$ (memorias$espaciales),$núcleo$

caudado$ (asociado$ con$ memoria$ de$ las$ destrezas$ instintivas)$ y$ el$

cerebelo$ (recuerdos$ condicionados$ a$ eventos$ vinculados$ con$ el$

tiempo$Solís$y$LópezaHernández,$2009).$

Con$ base$ en$ su$ duración$ o$ temporalidad$ la$ memoria$ se$

clasifica$ en$memoria$ a$ corto$ plazo$ (MCP)$ y$memoria$ a$ largo$ plazo$

(MLP,$ Kandel,$ 2001).$ La$ MCP$ involucra$ la$ retención$ y$ el$

almacenamiento$de$la$ información$durante$segundos$o$minutos.$Por$

medio$de$un$proceso$denominado$consolidación$la$MCP$se$convierte$

en$MLP$ la$ cual$ es$ una$ forma$ de$ almacenamiento$más$ permanente$

que$puede$durar$días,$semanas$o$incluso$toda$la$vida$(Purves,$2006r$

Purves,$2007).$
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El$ proceso$ de$ la$ formación$ de$ la$ memoria$ tiene$ varios$

estadios$ naturales,$ desde$ la$ selección$ inicial$ y$ la$ retención$ de$

información$hasta$ la$ evocación$ y$ en$ocasiones$ cambiar$ o$ perder$ el$

recuerdo.$ Cada$ estadio$ presenta$ características$ específicas$ y$

aspectos$ que$ pueden$ fallar.$ 1°$ Selección:$ la$ corteza$ cerebral$ está$

diseñada$para$almacenar$ información$que$ le$ será$útil$ en$el$ futuro$y$

descarta$ lo$ que$ no$ le$ funciona.$ 2°$ Retención:$ experiencia$

seleccionada$ para$ que$ quede$ memorizada$ y$ se$ almacene$ de$ tal$

modo$ que$ se$ asocia$ con$ recuerdos$ preexistentes$ pertinentes$ y$ se$

retiene$ durante$ un$ periodo$ apropiado.$ 3°$ Evocación:$ los$

acontecimientos$actuales$deben$estimular$la$evocación$de$recuerdos$

apropiados.$4°$Cambio:$cada$vez$que$se$evoca$un$recuerdo$éste$se$

altera$ ligeramente$ para$ dar$ cabida$ a$ una$ nueva$ información.$ 5°$

Olvido:$ las$ experiencias$ empiezan$ a$ olvidarse$ tan$ pronto$ como$ se$

han$ registrado,$ a$ menos$ que$ se$ refresquen$ su$ recuerdo$ con$

regularidad.$Todo$la$información$innecesaria$se$borra$(Carter,$2011).$

I.3.1!Tipos!de!memoria!

Existen$ cinco$ tipos$ de$memoria,$ cada$ una$ con$ un$ propósito$

concreto.$La$memoria$episódica$comprende$ las$ reconstrucciones$de$

las$experiencias$pasadas,$ incluidas$sensaciones$y$emociones,$éstas$

suelen$desplegarse$como$una$película$y$se$experimentan$del$punto$

de$ vista$ de$ uno$ mismo.$ La$ memoria$ semántica,$ es$ conocimiento$

factual,$ autónomo$ y$ no$ personal.$ La$ memoria$ de$ trabajo$ es$ la$

capacidad$ de$ retener$ información$ en$ la$ mente$ el$ tiempo$ necesario$

para$ usarla.$ La$ memoria$ de$ procedimiento$ comprende$ acciones$
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aprendidas$ como$ andar$ y$ nadar.$ La$memoria$ implícita$ es$ la$ de$ los$

recuerdos$ que$ conservamos$ sin$ ser$ conscientes$ de$ ello,$ y$ afecta$ a$

nuestras$acciones$de$modo$sutil:$así,$puede$que$una$persona$nueva$

nos$ disguste$ de$ modo$ inexplicable$ porque$ nos$ recuerda$ a$ alguien$

desagradable$(Carter,$2011).$

I.3.2!Neurofisiología!de!la!memoria!

El$ hipocampo$ y$ la$ corteza$ cerebral$ son$ dos$ estructuras$

cerebrales$ fundamentales$para$ la$elaboración$de$ la$ red$de$memoria$

cada$ uno$ de$ los$ elementos$ que$ conforman$ un$ recuerdo:$ visual,$

sonoro,$verbal$y$emotivo,$se$codifican$en$la$misma$red$neuronal$que$

creo$ese$fragmento.$Cuando$evocamos$una$experiencia$reactivamos$

los$ patrones$ neurales$ que$ se$ generaron$ durante$ la$ experiencia$

original$ que$ se$ codificó$ en$ la$ memoria$ (O'$ Reilly$ y$ Rudy,$ 2001r"$

Moses$et"al.,"2002).$

La$ excitación$ sincrónica$ neuronal$ hace$ que$ las$ neuronas$

implicadas$ tiendan$ a$ reaexcitarse$ en$ el$ futuro,$ este$ fenómeno$ es$

conocido$ como$ potenciación,$ recrea$ la$ experiencia$ original.$ Si$ las$

mismas$ neuronas$ se$ excitan$ juntas$ a$ menudo,$ a$ la$ larga$ se$

sensibilizaran$siempre$unas$a$otras,$de$manera$que$cuando$una$se$

excite$ las$ otras$ también$ lo$ harán.$ El$ cual$ es$ un$ fenómeno$ que$

depende$ de$ la$ neurotransmisión$ glutamatérgica$ y$ GABAérgica,$

favorecida$ por$ trenes$ de$ frecuencia$ de$ activación$ de$ acetilcolina,$

activada$ la$ atención$ por$ dopamina$ y$ adrenalina$ (Siegelbaum,$ y$

Kandel,$1991).$$

La$ memoria$ se$ forma$ por$ activaciones$ estructurales$
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cerebrales$ que$ permiten$ la$ actividad$ neuronal$ para$ reconstruirla$

posteriormente$(Carter,$2011).$Sólo$las$experiencias$que$originan$una$

actividad$ neural$ prolongada$ o$ intensa$ quedan$ codificadas$ como$

recuerdos.$$

Recuerdos!a!largo!plazo!

Atención! 0.2! seg:$ debido$ a$ que$ el$ cerebro$ solo$ puede$

analizar$ una$ cantidad$ limitada$ de$ información$ la$ atención$ debe$

circunscribirse$ en$ uno$ solo$ y$ extraer$ la$ mayor$ cantidad$ de$

información.$ La$ atención$ hace$ que$ las$ neuronas$ que$ registran$ el$

suceso$ se$ exciten$ con$ más$ frecuencia.$ Esta$ actividad$ hace$ más$

intensa$la$experiencia$e$incrementa$la$probabilidad$de$que$el$evento$

sea$codificado$como$un$recuerdo.$A$mayor$excitabilidad$neuronal$las$

conexiones$sinápticas$son$más$fuertes,$este$proceso$depende$mucho$

del$tálamo$y$el$lóbulo$frontal.$$

Emoción! 0.25$ seg:$ la$ experiencia$ se$ intensifica$ con$ la$

emoción$ la$ información$ de$ un$ estímulo$ se$ procesa$ al$ principio$ por$

diversas$vías$neuronales$que$conducen$a$la$amígdala$cerebral,$por$lo$

tanto$se$ incrementa$ la$atención$ favoreciendo$el$almacenamiento$de$

esta$en$estructuras$límbicas.$

Sensación!0.2_0.5!seg:$cuando$más$intensa$es$la$sensación$

la$ probabilidad$ $ de$ que$ se$ recuerde$ la$ experiencia$ es$ mayor,$ las$

sensaciones$combinan$la$activación$de$$varias$áreas$cerebrales$parta$

realizar$ percepciones$ conscientes$ prácticamente$ toda$ esta$

información$fluye$al$hipocampo.$

$
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Memoria!de! trabajo!0.5!seg_10!min:$ la$memoria$de$ trabajo$

activa$dos$circuitos$neuronales$para$conservar$la$información$que$se$

necesita.$ Uno$ para$ la$ información$ viso$ espacial$ y$ el$ otro$ para$ los$

sonidos.$ Las$ rutas$ de$ los$ circuitos$ abarcan$ cortezas$ sensoriales$

donde$ se$ registra$ la$ experiencia,$ y$ los$ lóbulos$ frontales$ donde$ se$

anota$ conscientemente,$ la$ corteza$ prefrontal$ controla$ el$ flujo$ de$ la$

información.$

Procesamiento! hipocampal! 10! min_! 2! años:$ en$ el$

hipocampo$ el$ procesamiento$ de$ la$ memoria$ provoca$ una$ actividad$

neural$que$circula$comúnmente$en$dirección$del$giro$dentado$al$área$

CA3$ y$ de$ ahí$ al$ área$CA1.$ La$ información$más$ intensa$ se$ envía$ y$

reproduce$ a$ las$ partes$ del$ cerebro$ que$ registraron$ primero.$ Por$

ejemplo,$una$imagen$regresa$a$la$corteza$visual$donde$se$reproduce$

como$ un$ eco$ del$ acontecimiento$ original.$ De$ tal$ manera$ que$ el$

hipocampo$ es$ fundamental$ para$ que$ los$ recuerdos$ duren$ toda$ la$

vida.$

Consolidación!2!años!o!más:!en$promedio$hacen$ falta$dos$

años$ para$ que$ un$ recuerdo$ se$ consolide$ en$ el$ cerebro$ humano$ e$

incluso$el$recuerdo$puede$alterarse$o$perderse.$Durante$este$tiempo$

los$patrones$de$excitación$neuronal$que$codifican$una$experiencia$se$

van$ recreando$ entre$ el$ hipocampo$ y$ la$ corteza$ y$ viceversa$ $ Este$

diálogo$electrofisiológico$prolongado$ y$ repetitivo$ hace$que$el$ patrón$

se$ desplace$ del$ hipocampo$ a$ la$ corteza.$ $ Y$ tiene$ lugar$ durante$ el$

sueño.$Por$lo$que$el$dormir$ayuda$a$este$proceso.$$

!
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I.3.3!Hipocampo!!

El$ hipocampo$ es$ una$ estructura$ cerebral$ localizada$ en$ el$

lóbulo$ temporal$ medial$ y$ forma$ parte$ del$ sistema$ límbico,$ tiene$ un$

papel$ fundamental$ en$ los$ procesos$ de$ la$memoria$ y$ el$ aprendizaje$

(O'$Reilly$y$Rudy,$2001).$Anatómicamente,$está$organizado$en$varias$

regiones:$ Giro$ Dentado$ (GD)$ formado$ en$ su$ mayoría$ por$ células$

granulares$ y$ áreas:$ CA1,$ CA2$ y$ CA3$ constituidas$ por$ neuronas$

piramidales$e$interneuronas$(Figura$3).$$

!

!

!

Figura! 3.$ Esquema! de! los! circuitos! del! hipocampo! adulto.$ La$ tradicional$ vía$
excitatoria$trisináptica$(Corteza$entorrinal$(CE),$Giro$Dentado$(GD)aCA3aCA1aCE)$es$
descrita$por$las$flechas$de$colores$(flecha$azul:$vía$perforante$VPr$flecha$naranjar$vía$
de$ las$ fibras$ musgosasr$ flecha$ verder$ colaterales$ de$ Schafferr$ flecha$ rojar$
proyecciones$ de$ CA1$ a$ CE.$ $ (Imagen$ modificada$ de$ Olivares,$ Juárez$ y$ García,$
2015).$$

Señal&excitatoria

Señal&inhibitoria&

Fibras&Musgosas

Colaterales de Schaffer
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El$circuito$trisináptico$hipocampal$inicia$en$la$vía$perforante$de$

la$ corteza$ entorrinal$ (CE).$ Las$ neuronas$ de$ la$ CE$ envían$ sus$

proyecciones$ hacia$ las$ células$ granulares$ del$ GD.$ La$ células$

granulares$a$su$vez$proyectan$un$haz$de$fibras$musgosas$(FM)$hacia$

las$ células$ piramidales$ del$ área$ CA3,$ las$ cuales$ finalmente$ envían$

sus$ axones$ hacia$ las$ neuronas$ piramidales$ de$ CA1$ mediante$ las$

colaterales$ de$ Schaffer.$ La$ aferencia$ de$ esta$ vía$ es$ que$ el$

hipocampo$envía$información$a$varias$estructuras$cerebrales$a$partir$

del$área$CA1$(Balderas,$RamírezaAmaya,$BermudezaRattoni,$2004).$

Las$ interneuronas$ GABAérgicas$ del$ hipocampo$ son$

fundamentales$ para$ la$ modulación$ de$ la$ memoria$ y$ muchas$

funciones$ de$ esta$ estructura.$ Sin$ la$ modulación$ GABAérgica$ del$

hipocampo$no$podría$priorizarse$ la$entrada$de$un$estímulo$e$ inhibir$

los$ estímulos$ de$ poca$ importancia:$ las$ neuronas$ GABAérgicas$ son$

fundamentales$para$el$filtro$de$información$en$el$hipocampo.$Se$sabe$

que$agonistas$GABAérgicos$disminuyen$ la$ función$de$ la$memoria$ y$

sus$antagonistas$mejoran$su$consolidación$(McGaugh$y$Roozendaal,$

2009).$ Estudios$ farmacológicos$ han$ demostrado$ que$ la$ bicuculina$

genera$una$mejora$en$la$memoria$cuando$se$infunde$en$el$área$CA1$

del$ hipocampo$ inmediatamente$ o$ 1.5$ h$ después$ del$ entrenamiento$

(Luft$ et" al.," 2004).$ Kim$ et$ al,$ (2012)$ demostraron$ que$ la$

administración$ de$ bicuculina$ en$ el$ área$ CA1$ del$ hipocampo$

administrada$1h$después$de$la$prueba$de$evitación$pasiva$mejora$la$

consolidación$de$la$memoria,$aumentado$de$manera$significativa$los$

niveles$ del$ factor$ neurotrófico$ derivado$ de$ cerebro$ (BDFN).$

Concluyendo$ que$ existe$ una$ ventana$ de$ tiempo$ posterior$ a$ la$
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formación$ de$ la$ memoria$ para$ mejorar$ la$ consolidación$ y$ que$ el$

incremento$ de$ los$ niveles$ de$ BDFN$ está$ relacionado$ directamente$

con$una$mejora$de$la$consolidación.$$

$Inyecciones$ de$ muscimol$ en$ el$ hipocampo,$ disminuyen$ la$

recuperación$ de$ la$memoria$ en$ la$ prueba$ del$ laberinto$ acuático$ de$

Morris$ (Moser$ y$Moser,$ 1998).$ de$ Lima$ et$ al,$ (2006)$ demostró$ que$

una$ inyección$ de$ muscimol$ en$ el$ hipocampo$ después$ de$ un$

entrenamiento$ deteriora$ la$ memoria$ a$ corto$ plazo$ en$ la$ prueba$ de$

memoria$de$reconocimiento$de$objetos.$$

Las$ redes$ neuronales$ en$ sincronía$ favorecen$ la$ adquisición$

de$la$memoria.$Por$lo$tanto$esta$tesis$propone$que$el$incremento$de$

la$actividad$neuronal$ del$SAG$por$ sus$cambios$sinápticos,$asemeja$

los$efectos$epileptiformes$de$la$bicuculina,$por$lo$que$se$sugiere$que$

la$hiperexcitabilidad$neuronal$del$SAG$puede$tener$modificaciones$en$

los$ mecanismos$ de$ duración$ y$ temporalidad$ de$ la$ memoria.$ El$

presente$ trabajo$ pretende$ realizar$ el$ contraste$ del$ efecto$ sobre$ la$

memoria$de$reconocimiento$de$una$hiperexcitabilidad$neuronal$en$la$

corteza$cerebral$con$respecto$a$una$del$área$CA1$del$hipocampo.$$

I.3.4!Memoria!de!Reconocimiento!

La$ memoria$ de$ reconocimiento$ se$ ha$ definido$ como$ la$

capacidad$ de$ saber$ que$ algo$ se$ ha$ experimentado$ previamente,$

desde$ estímulos$ individuales$ hasta$ todo$ un$ evento$ (Mandler,$ 1980r$

Brown$y$Aggleton,$ 2001).$Dentro$del$ proceso$de$ reconocimiento$ se$

han$ identificado$ dos$ componentes.$ El$ primero$ es$ la$ familiaridad$ el$

cual$da$la$capacidad$de$saber$que$un$estímulo$se$ha$presentado$con$
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anterioridad$ pero$ no$ el$ recuerdo$ de$ un$ episodio$ especifico,$ y$ el$

segundo$es$el$recuerdo$que$está$basado$en$la$información$contextual$

así$sea$espacial$o$temporal$de$los$eventos,$es$decir$cuándo$y$dónde$

se$experimentaron$los$estímulos$(Yonelinas,$2002).$

Se$ ha$ demostrado$ que$ diferentes$ estructuras$ cerebrales$

como:$la$corteza$entorrinal,$la$corteza$perirrinal,$la$corteza$insular$y$el$

hipocampo$que$forman$parte$del$lóbulo$temporal$medial$participan$de$

manera$ diferencial$ en$ la$ memoria$ de$ reconocimiento$ (Murray$ y$

Richmond,$ 2001).$ Diferentes$ estudios$ han$ mostrado$ que$ el$

hipocampo$ está$ involucrado$ en$ la$ memoria$ contextual,$ codificando$

información$ sobre$ la$ posición$ en$ el$ espacio,$ lo$ cual$ sugiere$ que$ el$

hipocampo$es$un$estructura$que$está$ involucrada$en$ la$memoria$de$

reconocimiento$ dentro$ de$ un$ contexto,$ pero$ no$ en$ la$ memoria$ de$

reconocimiento$ (Mumby$ et" al.,$ 2005r$ Winters$ et" al.,$ 2004r$

Eichenbaum,$Yonelinas$y$Ranganath,$2007r$Balderas$et"al.,$2008).$

Una$ de$ las$ pruebas$ que$ cuantifica$ la$ memoria$ de$

reconocimiento$ mediante$ la$ cual$ se$ puede$ identificar$ la$ correlación$

conductual$ a$ nivel$ del$ procesamiento$ y$ almacenamiento$ de$ la$

información$es$ la$prueba$de$memoria$de$reconocimiento$de$objetos,$

la$ cual$ fue$ propuesta,$ estandarizada$ y$ validada$ en$ ratas$ por$

Ennaceur$y$Delacour$(1998)$está$basada$en$ la$ tendencia$natural$de$

los$roedores$por$preferir$estímulos$novedosos$sobre$los$familiares.$La$

prueba$consiste$en$ introducir$al$animal$en$una$caja$experimental$en$

la$ cual$ se$ encuentran$ dos$ objetos$ idénticos$ durante$ un$ tiempo$

determinado.$ Posteriormente$ se$ les$ coloca$ de$ nuevo$ en$ la$ misma$
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caja,$pero$esta$vez$con$un$objeto$anteriormente$presentado$llamado$

familiar$y$un$nuevo$objeto$llamado$novedoso.$

$La$ tendencia$ natural$ de$ los$ roedores$ es$ explorar$ por$ más$

tiempo$un$objeto$novedoso$que$uno$que$fue$explorado$previamente.$

Es$ importante$ destacar$ que$ esta$ prueba$ es$ un$ modelo$ análogo$ a$

pruebas$ utilizadas$ en$ humanos$ que$ cuantifican$ la$ memoria$ de$

reconocimiento,$en$las$cuales$se$evalúa$el$material$verbal:$palabras,$

frases$e$historias$y$material$no$verbal:$imágenes,$objetos,$fotografías$

y$series$de$ líneas$y$puntos.$Además$estas$pruebas$se$han$utilizado$

ampliamente$para$evaluar$y$caracterizar$síndromes$amnésicos$(Reed$

y$Squire,$1997).$

!!!!!I.4!Ansiedad!

La$ ansiedad$ es$ una$ respuesta$ fisiológica$ (activación$

vegetativa)$esencial.$Con$alteraciones$cognitivas$conductuales,$cuyo$

estímulo$ provocador$ es$ difuso$ y$ subjetivamente$ peligroso.$ Su$

respuesta$ es$ generalizada$ y$ duradera.$ La$ ansiedad$ es$ necesaria$

para$ la$ supervivencia$ bajo$ condiciones$ ambientales$ cambiantes,$ no$

obstante,$ la$ ansiedad$ generalizada$ persistente$ y$ exagerada$ son$

manifestaciones$ patológicas$ que$ disminuyen$ la$ calidad$ de$ vida$

(Norholm$y$Ressler,$2009).$Aproximadamente$el$30%$de$la$población$

experimenta$ síntomas$ relacionados$ con$ la$ ansiedad$ en$ su$ vida$

(Kessler$et" al.,$ 2005$).$Se$ sabe$ que$ la$ ansiedad$ clínicamente$ es$ la$

manifestación$ de$ la$ conducta$ de$ miedo$ que$ se$ caracteriza$ por$ un$

estado$de$alerta$continua$ante$el$peligro$(Möhler,$2012).$
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La$ neurotransmisión$ GABAérgica$ ha$ sido$ implicada$ en$ la$

patogénesis$ y$ tratamiento$ de$ la$ ansiedad,$ se$ ha$ descrito$ que$ los$

moduladores$alostéricos$positivos$del$receptor$GABAA$tienen$efectos$

ansiolíticos$mientras$los$moduladores$alostéricos$negativos$producen$

efectos$ ansiogénicos$ (Nash$ y$Nutt,$ 2007r$Sandford,$Argyropoulos$ y$

Nutt,$2000r$Argyropoulos,$Sandford$y$Nutt,$2000).$La$caracterización$

de$ los$ estados$ de$ ansiedad$ en$ los$ seres$ humanos$ presenta$ una$

conducta$de$evitación$del$daño$y$una$polarización$de$las$señales$de$

amenaza$(Crestani"et"al.,$1999).$

Se$ha$demostrado$mediante$ estudios$ clínicos$ y$ en$animales$

que$disfunciones$pre$y$postsinápticas$en$la$transmisión$GABAérgica$

pueden$ ser$ la$ causa$ de$ trastornos$ ansiosos$ y$ del$ estado$ de$ ánimo$

(Luscher$et"al.,$2011r$Smith$y$Rudolph,$2012r$Möhler,$2012).$

A$ partir$ de$ investigaciones$ con$ técnicas$ en$ neuroimagen:$

tomografía$ computarizada$ y$ tomografía$ por$ emisión$ de$ positrones$

(PET)$ en$ pacientes$ con$ trastorno$ de$ pánico$ se$ cuantificaron$ e$

identificaron$ déficits$ en$ los$ niveles$ de$ receptores$ GABAA$ en$ el$

hipocampo,$ en$ la$ corteza$ orbitofrontal$ y$ parahipocampal$ (Abadie$et"

al.,$ 1999).$ Ratones$ knockNout,$ de$ la$ subunidad$ γ2,$ del$ receptor$

GABAA$ aumentaron$ el$ comportamiento$ relacionado$ a$ conductas$

ansiosas,$ lo$ que$ sugiere$ que$ una$ disfunción$ en$ la$ subunidad$ γ2$

predispone$a$la$ansiedad$(Crestani$et"al.,$1999).$

Estudios$ neuroquímicos$ han$demostrado$ que$modificaciones$

en$el$ receptor$GABAA$pueden$desencadenar$ trastornos$de$ansiedad$

en$ humanos.$ Clínicamente$ las$ alteraciones$ en$ la$ neurotransmisión$
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GABAérgica$dan$como$resultado$síntomas$ansiosos$(Crestani$et"al.,$

1999r$Millan,$2003r$Rudolph$y$Möhler,$2004).$

Diversos$estudios$han$demostrado$que$existe$una$correlación$

no$ lineal$ entre$ la$ ansiedad$ y$ la$ memoria$ (Wall$ y$ Messier,$ 2000r$

Maren$ y$ Quirk,$ 2004r$ Kalueff$ et$ al,$ 1997r$ Kalueff,$ 2007)$ lo$ que$

sugiere$ que$ ambos$ dominios$ pueden$ afectarse$ de$ manera$

independiente.$ Modulaciones$ en$ la$ actividad$ GABAérgica$ está$

correlacionado$ con$ conductas$ tipo$ ansiosas,$ por$ lo$ que$ es$ posible$

que$ al$ inducir$ hiperexcitabilidad$ neuronal$ en$ dos$ áreas$ cerebrales:$

corteza$ cerebral$ y$ el$ área$ CA1$ del$ hipocampo,$ se$ cuantifiquen$ las$

diferencias$en$la$manifestación$de$la$ansiedad.$$

$

$

$

$

$

$
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II.! Justificación!

La$neurotransmisión$GABAérgica$está$implicada$en$diferentes$

trastornos$ neuropsiquiátricos,$ además$ de$ regular$ diferentes$

conductas,$ es$ parte$ fundamental$ del$ equilibrio$ de$ la$ excitabilidad$

neuronal.$ La$ participación$ del$ GABA$ tiene$ consecuencias$ directas$

para$ la$ formación$ de$ redes$ neuronales$ y$ plasticidad$ neuronal,$

desempeñando$un$papel$ importante$en$la$memoria$y$el$aprendizaje.$

La$ hiperexcitabilidad$ neuronal$ generada$ por$ la$ inducción$ de$ la$

abstinencia$ a$ GABA$ comprende$ un$ modelo$ validado$ EEG$ y$

conductualmente$ que$ es$ análogo$ a$ la$ sintomatología$ de$ las$

abstinencias$a$diversas$drogas$GABAérgicas.$Esta$tesis$identífica$por$

primera$ vez$ la$ correlación$ electrofisiológica$ y$ conductual$ de$ la$

abstinencia$a$GABA$con$la$memoria$y$la$disociación$en$dos$distintas$

áreas$ cerebrales$ en$ un$ aspecto$ de$ la$ plasticidad$ neuronal$ y$ esto$

puede$ser$una$diana$terapéutica$para$el$manejo$de$las$abstinencias$a$

drogas$ GABAérgicas.$ Nuestros$ resultados$ proponen$ estandarizar$ y$

cuantificar$ las$ diferencias$ de$ la$ hiperexcitabilidad$ neuronal$ por$

abstinencia$a$GABA$en$una$estructura$cortical$y$otra$límbica.$

Se$ pretende$ identificar$ las$ diferencias$ electrofisiológicas$ y$

modificaciones$en$la$memoria$a$corto$y$largo$plazo$de$la$abstinencia$

a$GABA$en$la$corteza$cerebral$y$área$CA1$del$hipocampo,$además$si$

la$hiperexcitabilidad$neuronal$de$ la$abstinencia$genera$un$perfil$ tipo$

ansioso.$

$
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III.! Objetivos!

"

General!

Identificar$ las$ diferencias$ electrofisiológicas$ y$ conductuales$

entre$el$SAG$del$hipocampo$y$el$SAG$de$la$corteza$cerebral$inducido$

en$ratas$macho$de$la$cepa$Wistar.$

Específicos!

Analizar$ diferencias$ y$ similitudes$ del$ número$ de$ complejos$

espigaaonda$ y$ potencia$ de$ la$ actividad$ electroencefalográfica$

característica$del$SAG$inducido$en$la$corteza$cerebral$somatomotora,$

e$hipocampo.$$

Cuantificar$ los$ índices$de$ reconocimiento$ (IR)$en$ la$memoria$

de$corto$y$largo$plazo$en$el$SAG$H$y$el$SAG$Cx.$$

Cuantificar$ las$ diferencias$ en$ la$ conducta$ tipo$ ansiosa$

inducida$ por$ la$ interrupción$ abrupta$ de$ la$ instilación$ en$ la$ corteza$

cerebral$ o$ el$ área$ CA1$ del$ Hipocampo,$ mediante$ el$ número$ de$

entradas$y$porcentaje$en$tiempo$de$permanencia$en$brazos$abiertos$

y$brazos$cerrados$en$el$Laberinto$Elevado$en$Cruz$(LEC),$$posterior$

a$la$inducción$del$SAG.$

!

!

!
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Variables!de!trabajo!de!la!presente!tesis$

1)!Variable!Independiente!(SAG!H)$

a$Retiro$abrupto$de$la$instilación$intrahipocampal$de$GABA$en$

el$ área$ CA1$ del$ hipocampo$ derecho$ para$ inducir$ el$ Síndrome$ de$

Abstinencia$a$GABA$(SAG).$

2)!Variables!Dependientes$

a$ Incremento$ de$ la$ excitabilidad$ neuronal$ en$ la$ actividad$

electroencefalográfica$en$ratas$macho.$

a$ $Cambios$en$ la$memoria$a$corto$y$ largo$plazo,$mediante$ la$

cuantificación$ de$ un$ índice$ de$ la$ prueba$ de$ reconocimiento$ de$

objetos$

a$ Modificación$ de$ la$ conducta$ tipo$ ansiosa,$ evaluada$ en$ el$

LEC$ mediante$ el$ número$ de$ entradas$ y$ porcentaje$ en$ tiempo$ de$

permanencia$en$brazos$abiertos$y$cerrados.$

1)!Variable!Independiente!(SAG!Cx)$

a$Retiro$abrupto$de$la$instilación$intracortical$de$GABA$en$la$

corteza$somatomotora$derecha$para$inducir$un$SAG$cortical.$

2)!Variables!Dependientes$

a$Cambios$de$la$excitabilidad$neuronal$en$el$EEG$cuantificado$

por$ la$ potencia$ y$ en$ el$ número$ de$ complejos$ espigaaonda$

característicos$del$SAG.$

a$Tiempo$de$exploración$por$objeto$cuantificado$por$un$índice$
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de$reconocimiento$(análisis$de$ latencia$y$duración)$definido$como$ la$

cantidad$ de$ tiempo$ que$ pasa$ en$ un$ objeto,$ dividido$ entre$ la$

exploración$total.$

a$ Tiempo$ de$ permanencia$ en$ brazos$ abiertos$ y$ cerrados$ y$

número$de$entradas$en$el$LEC.$

Hipótesis!General$

Si$se$realiza$un$retiro$abrupto$de$la$instilación$de$GABA$en$el$

área$CA1$del$hipocampo$derecho$o$la$corteza$cerebral$somatomotora$

derecha$ en$ ratas$ macho,$ entonces$ habrá$ un$ incremento$ de$ la$

excitabilidad$ neuronal$ y$ está$ generará$ cambios$ en$ la$ memoria$ de$

reconocimiento$y$en$la$conducta$de$ansiedad.$

!

!

!

!

!

!

!

!

!
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Hipótesis!específicas$

1.$ Si$se$ interrumpe$abruptamente$ la$ instilación$de$GABA$(en$ la$

corteza$ cerebral$ o$ en$ el$ área$CA1$ del$ hipocampo)$ generará$

modificaciones$ electroencefalográficas$ tendientes$ a$ un$

incrementó$en$la$actividad$neuronal.$$

2.$ El$SAG$H$tendrá$mayor$potencia$EEG,$actividad$epileptiforme$

y$propagación$que$el$expresado$en$la$corteza$cerebral.$

3.$ El$SAG$Cx$y$el$SAG$H$modificará$el$desempeño$en$la$prueba$

de$ reconocimiento$ de$ objetos,$ cuantificado$ mediante$ un$

índice$de$reconocimiento.$

4.$ La$ interrupción$ abrupta$ de$ la$ instilación$ intracortical$ e$

intrahipocampal$de$GABA$inducirá$un$perfil$tipo$ansioso$en$la$

rata,$ cuantificado$ por$ un$ aumento$ en$ el$ tiempo$ de$

permanencia$ y$número$de$entradas$a$brazos$cerrados$en$el$

LEC.$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$
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IV.! Material!y!Método!

Sujetos!experimentales$

Se$utilizaron$110$ ratas$macho$de$ la$cepa$Wistar$ (250a300g),$

proporcionadas$ por$ el$ bioterio$ del$ Instituto$ Nacional$ de$ Psiquiatría$

“Ramón$de$la$Fuente$Muñiz”$(INPRF),$ las$cuales$se$mantuvieron$en$

condiciones$ estandarizadas$ de$ temperatura$ (20a25°C),$ agua$ y$

alimento$ad" libitum,"con$ciclo$de$ luz$oscuridad$ invertido$12:12$hrs$y$

de$acuerdo$a$ las$normas$establecidas$en$ la$guía$para$el$ cuidado$y$

uso$de$animales$del$laboratorio$de$la$Academia$Nacional$de$Medicina$

(1999,$y$ la$norma$oficial$de$la$SAGARPA$y$aprobados$por$el$comité$

de$ética$del$INPRF).$$En$todos$los$procedimientos$experimentales$se$

evitó$ cualquier$ daño$o$ sufrimiento$ innecesario$ de$ los$animales.$ Los$

sujetos$de$experimentación$fueron$alojados$en$cajas$ individuales$de$

acrílico$ transparentes,$ y$ permanecieron$ así$ hasta$ el$ final$ del$

procedimiento.$Cada$uno$ de$ los$ experimentos$ se$ realizó$ durante$ el$

ciclo$de$oscuridad$de$las$ratas$macho.$

Sustancias!utilizadas!en!esta!investigación$

Para$la$colocación$del$complejo$cánula/electrodo$conector$se$

anestesió$ a$ los$ animales$ con$ pentobarbital$ sódico$ (Pisabetal®$ 50$

mg/Kg,$ México)$ diluido$ con$ cloruro$ de$ Sodio$ (J.T$ Baker®,$ USA).$

Como$anestésico$ local$se$usó$xylocaína®$(AstraZeneca$S.A$de$C.V$

solución$inyectable$al$2%$/50ml).$

Para$ disminuir$ la$ posibilidad$ de$ infección,$ se$ utilizaronr$

(bencilpenicilina$ benzatinica,$ Amsa$ Laboratorios®$ antibióticos$ de$
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México,$S.A.$de$C.V,$aplicación$única).$$Antiséptico$con$base$en$iodo$

povidona$ (Quiromed®$ 0.8%,$ México),$ antiséptico$ (Microdacyn®,$

Oculus$Technologies$de$México),$peroxido$de$hidrógeno$(J.T$Baker®,$

USA)$y$cloruro$de$benzalconio$(Antibenzil®,$México).$

Para$ inducir$ la$hiperexcitabilidad:$ retiro$abrupto$de$ instilación$

intracortical$ de$ GABA$ (SigmaaAldrich®,$ St$ Lois,$ MO$ U.S.A)$ en$ la$

corteza$ somatomotora$ derecha,$ o$ el$ área$ CA1$ del$ hipocampo$ se$

utilizó$dosis$de$5$mMr$6$μl/2h.$$

Procedimientos!

Cirugía!Estereotáxica$

Para$ la$ implantación$ del$ complejo$ cánula/electrodo$ conector$

se$anestesió$a$los$animales$con$pentobarbital$sódico$(30$mg/Kg,$i.p.).$

Se$aplicó$lidocaína$(0.1$ml)$en$cada$conducto$auditivo$y$se$colocó$a$

la$ rata$ en$ un$ sistema$ estereotáxico$ de$ una$ torre$ (Neuroscience$

Physiology$Research$Equipment$Stoelting$modelo$ Lab.$Standard®),$

después$se$esterilizó$la$zona$con$isodine$y$se$inyectó$lidocaína$(0.6$

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$dos$

cánulas$ (Aguja$ BD$ Precision$ Needle®,$ 23mm$ x$ 25mm)$ de$ infusión$

intracortical$a$1.5$mm$de$profundidad,$2$mm$posterior$a$bregma$y$a$

2.5$ mm$ de$ la$ línea$ media$ para$ obtener$ la$ señal$

electroencefalográfica$ de$ la$ corteza$ somatomotora$ derecha,$ para$ el$

área$ CA1$ del$ hipocampo$ las$ coordenadas$ fueron:$ 3$ mm$ de$

profundidad,$2$mm$posterior$a$bregma$y$a$2.5$mm$de$la$línea$media.$
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Asimismo,$ se$ colocaron$ 3$ electrodos$ de$ registro$ en$ el$ cráneo$

(tornillos$ de$ acero$ inoxidable$ soldados$ a$ pequeñas$ 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$señal$EEG$

de$ la$ capa$superficial$ de$ la$ corteza$cerebral.$ Las$cánulas$y$ los$ tres$

electrodos$se$soldaron$a$un$conector$mediante$un$Cautín$Steren®$y$

estaño$ para$ soldar,$ posteriormente$ se$ fijaron$ al$ cráneo$ con$ resina$

acrílica$y$monómero$ (Nic$Tone$Cross$Linked®,$mdc$dental$México).$

Todos$ los$ instrumentos$ de$ cirugía$ fueron$ esterilizados$ previamente$

con$un$Horno$esterilizador$CRAEdental®.$Con$el$ fin$ de$asegurar$ la$

permeabilidad$de$las$cánulas$se$les$introdujo$una$“guía$removible”.$Al$

término$ de$ la$ cirugía$ se$ les$ administró$ antibiótico$ de$ forma$

profiláctica.$ Los$ animales$ permanecieron$ una$ semana$ en$ reposo$

antes$de$cualquier$manipulación.$

Registro!electroencefalográfico!(EEG)$

El$registro$de$la$actividad$electroencefalográfica$se$realizó$en$

un$cuarto$aislado$faradizado,$ la$señal$ fue$adquirida$con$un$cable$de$

registro$ (5$ terminales$ faradizadas)$adaptado$a$ conexión$directa$ con$

amplificadores$ (P511$ AC$ amplifier$ GRASS$ Astro$ Med$ In.)$ La$

amplificación$ fue$de$20,$con$ filtros$de$baja$ frecuencia$ (3$Hz/1000)$y$

alta$frecuencia$(0.3$KHz).$Para$la$traducción$de$esta$señal$se$utilizó$

el$ software$Poliview$8$ (National$ Instruments).$ Los$ registros$ tuvieron$

una$duración$de$dos$horas$en$los$animales$en$los$que$se$les$indujo$la$

abstinencia.$ Todos$ los$ registros$ EEG$ tuvieron$ una$ duración$ de$ 30$

min.$ Los$ datos$ electrofisiológicos$ se$ analizaron$ con$ el$ Software$
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Adq4ch$mediante$el$uso$de$filtros$digitales$de$0a40$Hz$y$eliminación$

de$ saturación.$ Se$ obtuvo$ el$ valor$ de$ la$ potencia$ total$ del$ EEG$

(µV2/Hz)$en$ la$banda$de$frecuencia$de$4a20$Hz$a$partir$del$espectro$

de$frecuencia$de$Wavelets.$

El$conteo$de$espigas$se$ realizó$mediante$ la$ identificación$de$

las$primeras$10$espigas$representativas$en$el$registro$EEG$después$

del$ inicio$ del$ SAG.$ Posteriormente$ se$ promediaron$ los$ valores$

obtenidos$para$establecer$una$frecuencia$de$disparo.$$

$

Inducción!del!Síndrome!de!Abstinencia!a!GABA!(SAG)$

Para$ la$ inducción$ de$ la$ abstinencia$ a$ GABA$ se$ realizó$ la$

instilación$ intracortical$ o$ intrahipocampal$ de$ GABA$ (5mM)$ en$ la$

corteza$ somatomotora$ derecha$ o$ en$ el$ área$ CA1$ del$ hipocampo,$

mediante$una$bomba$de$instilación$programable$(Kd$Scientific®),$una$

microjeringa$(Hamilton$Co.$Reno).$Se$instiló$a$una$velocidad$de$3$µl$

por$hora,$durante$2$h.$Inmediatamente$después$de$la$interrupción$de$

la$ instilación$ se$ registró$ la$ actividad$ electroencefalográfica$ para$

evaluar$los$cambios$en$la$excitabilidad$neuronal$durante$2$h.$

Prueba!del!laberinto!elevado!en!cruz!(LEC)!

Para$la$cuantificación$de$la$ansiedad$se$utilizó$LEC,$el$cual$es$

una$estructura$de$madera$en$cruz,$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$
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donde$se$realiza$la$prueba$debe$estar$iluminado$con$luz$roja$(40W).$

Para$ la$ evaluación$ de$ la$ ansiedad$ se$ colocó$ a$ la$ rata$ en$ el$

centro$ del$ LEC$ con$ la$ cabeza$ hacia$ uno$ de$ los$ BA$ y$ se$ le$ dejó$

explorar$libremente$el$LEC$durante$5$min.$Se$evaluó:$1)$el$número$de$

entradas$ a$BA$ y$BCr$ así$ 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$número$de$entradas$a$BC$es$interpretado$como$la$

respuesta$de$tipo$ansiosa,$mientras$que$el$número$total$de$entradas$

a$ ambos$ brazos$ proporciona$ una$ medida$ de$ la$ actividad$ general$

(Fernándeza$Guasti$ y$Picazo,$ 1999r$Pellow$et$ al.,$ 1985).$ La$ prueba$

fue$ registrada$ mediante$ el$ uso$ de$ una$ cámara$ de$ video$ (Sony$

HandycamMod$DCR$SX40)$adaptada$a$una$tarjeta$digital$de$PC$para$

almacenar$ los$ videos$ en$ una$ computadora$ PC$ (HP/compac$ 6000r$

software$ENLTV).$

Prueba!de!Reconocimiento!de!Objetos!

Se$ utilizaron$ cajas$ de$madera$ de$ color$ gris$ (cuyas$medidas$

fueron$40X40X60$cm)$con$el$piso$cubierto$de$aserrín$y$colocadas$en$

un$ cuarto$ separado$ del$ bioterio.$ Todas$ las$ sesiones$ fueron$

videograbadas$ con$ una$ cámara$ de$ video$ (Steren$ SEGa3000)$

adaptada$ a$ una$ tarjeta$ digital$ de$PC$ para$ almacenar$ los$ videos$ en$

una$computadora$PC$(HP/compac$6000r$software$ENLTV).$Todas$las$

cajas$ se$ mantuvieron$ en$ el$ mismo$ cuarto$ experimental,$ con$ las$

mismas$ condiciones$ de$ luz$ y$ temperatura.$ Los$ objetos$ a$ reconocer$
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fueron$ focos$ blancos$ (6cm$ de$ diámetro$ y$ 5$ cm$ de$ largo),$ frascos$

transparentes$ de$ vidrio$ (5.5acm$ diámetro$ y$ 5acm$ alto).$ Todos$ los$

objetos$ fueron$ fijados$ al$ piso$ con$ velcro$ para$ evitar$ que$ fueran$

desplazados$ por$ los$ animales,$ fueron$ colocados$ en$ las$ esquinas$

traseras$de$la$caja,$a$una$distancia$de$10$cm$de$las$paredes.$Cuando$

los$ objetos$ fueron$ presentados$ más$ de$ una$ vez$ al$ animal,$ se$

utilizaron$ copias$ idénticas$ para$ evitar$ que$ el$ reconocimiento$ de$ los$

objetos$no$ fuera$por$ la$presentación$del$objeto.$Para$evitar$ señales$

olfativas$ en$ cada$ ensayo$ el$ aserrín$ de$ la$ caja$ fue$ removido$ y$ los$

objetos$se$limpiaron$minuciosamente$con$etanol$al$70%.$

Procedimiento!Conductual$

Posterior$a$la$cirugía,$todos$los$animales$tuvieron$una$semana$

de$ recuperación$ antes$ de$ cualquier$ procedimiento$ conductual.$ En$

cada$ ensayo$ los$ animales$ fueron$ llevados$ al$ cuarto$ experimental$ 2$

horas$antes$del$inicio$de$cada$sesión$y$2$horas$después$de$la$sesión$

para$ evitar$ condiciones$ de$ estrés$ que$ afectarán$ la$ ejecución$ de$ la$

tarea,$ así$ como$ la$ consolidación$ de$ la$ misma.$ Durante$ todas$ las$

fases,$la$rata$se$introdujo$a$la$caja$mirando$hacia$la$pared$opuesta$al$

lugar$ donde$ se$ colocaron$ los$ objetos,$ para$ evitar$ inducir$ alguna$

tendencia$hacia$alguno$de$los$objetos.$$

Habituación!

Todos$los$animales$tuvieron$una$fase$de$habituación$durante$

5$días$antes$de$cada$experimento,$que$consistió$en$la$manipulación$

de$ la$ rata$ durante$ un$ minuto$ en$ el$ regazo$ del$ experimentador.$ De$

inmediato$se$introdujo$a$la$caja$sin$objetos$por$3$minutos.$Al$finalizar$
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la$exploración,$ los$animales$fueron$manipulados$durante$otro$minuto$

y$regresados$a$su$caja$individual$(Fig.$4).$

$

!

!

Tarea!de!Reconocimiento!de!Objetos!

Fase!de!muestra!

En$ la$ fase$ de$ muestra,$ las$ ratas$ se$ colocaron$ en$ la$ caja$

mirando$hacia$ la$pared$opuesta$para$evitar$ inducir$alguna$tendencia$

de$ atención$ hacia$ alguno$ de$ los$ objetos,$ donde$ previamente$ se$

habían$colocado$dos$objetos$idénticos$(A1$y$A2),$durante$10$minutos$

se$ les$permitió$explorar$ libremente$ los$objetos.$Al$ finalizar$el$ tiempo$

de$exploración$el$animal$fue$regresado$a$su$caja$individual.$

!

Habituación

Día,1, Día,2, Día,3, Día,4, Día,5,

3,min,

Exploración

Figura! 4.! Esquema! del! protocolo! conductual! de! habituación! para! la! tarea! de!
reconocimiento!de!objetos.!Durante!un!minuto!se!manipuló!a! la! rata!en!el! regazo!
del!experimentador!inmediatamente!después,!se!colocó!en!la!caja!y!se!le!permitió!
explorar! libremente.! Durante! 5! días! consecutivos! se! llevó! a! cabo! este!
procedimiento!con!duración!de!tres!minutos!en!cada!ensayo.!$

"
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Prueba!de!memoria$

La$ prueba$ de$ memoria$ de$ corto$ plazo$ se$ realizó$ 15$ min$

después$de$ la$ instilación,$o$24$h$después$(memoria$de$ largo$plazo).$

En$ cada$ ensayo$ se$ les$ permitió$ explorar$ libremente$ una$ copia$

idéntica$del$objeto$previamente$presentado$(familiar,$A3)$y$un$nuevo$

objeto$(B1)$durante$3$minutos$(Fig.$5).$$

$

$

!

Análisis!de!resultados!de!memoria!

Se$ analizó$ la$ conducta$ de$ exploración$ mediante$ la$

cuantificación$de$un$ índice$de$ reconocimiento$ (IR)$ definido$ como$ la$

cantidad$de$tiempo$total$de$exploración$del$objeto$novedoso$dividido$

entre$ la$ cantidad$ de$ tiempo$ total$ de$ ambos$ objetos$ (tiempo$ de$

exploración$ del$ objeto$ novedoso$ /$ tiempo$ de$ exploración$ del$ objeto$

familiar$+$ tiempo$de$exploración$del$objeto$novedoso).$Un$IR$de$0.5$

expresa$ que$ no$ hay$ preferencia$ de$ un$ objeto$ sobre$ otro,$ mientras$

Figura!5.!Después!de!5!días!de!habituación!se!realizó!la!fase!de!muestra,!en!la!cual!
se!introdujo!a!la!rata!en!la!caja!con!dos!objetos!idénticos!(A1!A2)!durante!10!min.!Al!
finalizar!se!realizó!la!Instilación!de!GABA.!La!prueba!de!memoria!a!corto!plazo!se!
realizó!15!min!post!instilación!y!24!h!después!la!de!largo!plazo.$

"



54"
"

que$un$IR$mayor$de$0.5$represente$ la$preferencia$por$alguno$de$ los$

objetos.$

Análisis!Estadístico!$

Los$resultados$están$expresados$en$medias$y$error$estándar$

(EE).$Para$la$cuantificación$de$los$resultados,$se$utilizó$un$análisis$de$

varianza$ de$ una$ vía$ (ANOVA)$ para$ cada$ una$ de$ las$ variables$

dependientes,$ con$ una$ significancia$ de$ p≤0.05,$ seguida$ de$ una$

prueba$Post"Hoc$de$Dunette$por$medio$de$los$paquetes$estadísticos$

GraphPad$y$SigmaPlot$11.0.$

Mediante$ el$ análisis$ de$ frecuencia$ de$ Wavelets,$ se$

cuantificaron$ el$ número$ de$ complejos$ espiga$ onda,$ la$ potencia$ y$

frecuencia$ de$ los$ resultados$ electroencefalográficos.$ La$ evaluación$

estadística$se$ realizó$mediante$un$análisis$de$varianza$de$un$ factor$

haciendo$ una$ comparación$ intra$ y$ entre$ grupos$ con$ un$ valor$ de$

p≤0.05$(ANOVA$Post"Hoc:$Tukey).$

La$ evolución$ electrofisiológica$ fue$ considerada$ como$ un$

estudio$ longitudinal$ donde$ se$ cuantificaron$ los$ complejos$ espigaa

onda,$el$ aumento$de$amplitud$y$donde$se$evaluaron$ las$diferencias$

electrofisiológicas$ entre$ las$ cortezas$ somatomotoras$ y$ los$

hipocampos,$ los$ que$ recibieron$ la$ instilación$ intracortical$ o$

hipocampal$ de$ GABA$ con$ respecto$ al$ área$ contralateral$ (ANOVA,$

Post"Hoc:$Tukey).$

En$ la$ prueba$ del$ LEC,$ los$ datos$ cuantificados$ están$

cuantificados$en$proporción,$tanto$en$número$de$entradas,$así$como$

porcentaje$de$tiempo$siguiendo$esta$ecuación:$$
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t"Bx$t"Bx+$t"Bx$x$100$ $

Donde$ t$ es$ el$ tiempo$ y$ x$ es$ el$ brazo$ en$ el$ que$ ha$

permanecido,$se$usó$la$misma$ecuación$para$el$número$de$entradas.$

Los$ resultados$ conductuales$ fueron$ analizados$ con$ una$ ANOVA,$

Post"Hoc:$Tukey.$

Procedimiento!Experimental!

Cada$ condición$ experimental$ contó$ con$ ratas$ asignadas$

aleatoriamente$en$uno$de$11$grupos.$La$n$de$cada$uno$de$los$grupos$

fue$de$10$ratas.$$

Grupo!1.!Control:$se$realizó$con$ la$ finalidad$de$ser$el$punto$

de$comparación$de$las$modificaciones$en$los$niveles$de$la$conducta$

de$ansiedad$para$el$resto$de$los$grupos.$Se$utilizaron$10$ratas$macho$

a$las$cuales$se$les$realizó$la$prueba$del$LEC.$$

$

$

$

$

$

$

$

$

LEC!

Laberinto!Elevado!en!
Cruz!
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Grupo! 2.! Control! de! memoria! a! corto! plazo:$ tuvo$ como$

objetivo$ ser$ el$ punto$ de$ comparación$ para$ la$ evaluación$ de$ las$

modificaciones$ de$ la$ memoria$ a$ corto$ plazo$ con$ los$ grupos$ de$

evaluación$ experimental$ de$ la$ abstinencia$ a$ GABA$ en$ la$ corteza$

cerebral$ e$ hipocampo,$ de$ la$ prueba$ de$ reconocimientos$ de$ los$

objetos.$ Todos$ los$ animales$ tuvieron$ 5$ días$ de$ habituación$ y$ su$

respectiva$prueba.$$

$

$

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Días%

&6%%%&5%%%&4%%%&2%%%&1%%%%%%0%%%%%%1%

Habituación%

Fase%de%Muestra%
+%

Prueba%Memoria%%
Corto%Plazo%

%
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Grupo!3.!Control!de!memoria!a!largo!plazo:$el$propósito$de$

este$ grupo$ fue$ identificar$ los$ IR$ en$ condiciones$ basales$ de$ la$

memoria$a$ largo$plazo$de$ la$prueba$de$reconocimiento$de$objetos$y$

cuantificar$ las$ modificaciones$ con$ los$ gruposr$ SAG$ Cx$ y$ SAG$ H.$

Todos$ los$ animales$ tuvieron$ 5$ días$ de$ habituación$ y$ su$ prueba$ de$

evaluación.$$

$

$

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Días%

&6%%%&5%%%&4%%%&2%%%&1%%%%%%0%%%%%%1%

Habituación%

Fase%de%Muestra%
%

Prueba%
Memoria%%

Largo%Plazo%
!
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Grupo! 4.! SHAM! Memoria:$ para$ evaluar$ si$ la$ prueba$ de$

memoria$ de$ reconocimiento$ de$ objetos$ induce$ cambios$ en$ la$

conducta$de$ansiedad,$la$cual$fue$cuantificada$mediante$la$prueba$de$

LEC.$ Todos$ los$ animales$ tuvieron$ el$ mismo$ protocolor$ 5$ días$ de$

habituación$y$su$respectiva$prueba$conductual.$$

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Días%

&6%%%&5%%%&4%%%&2%%%&1%%%%0%%%%%%%

Habituación%

LEC%
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Grupo! 5.! SHAM:$ se$ realizó$ para$ determinar$ si$ la$ cirugía$

estereotáxica$ inducía$ cambios$en$ la$ conducta$motora$ y$exploratoria$

de$ las$ ratas.$ Se$ utilizaron$ 10$ ratas$ macho$ que$ fueron$ implantadas$

para$ la$ colocación$ del$ complejo$ cánulasaelectrodos.$ Los$ animales$

tuvieron$7$días$para$la$recuperación$de$la$intervención$quirúrgica$y$al$

día$siguiente$se$evaluó$la$conducta$de$ansiedad$mediante$la$prueba$

de$LEC.$!

$

$

$

!!!!

$

$

Todos$ los$ grupos$ tuvieron$ una$ semana$ de$ recuperación$

posterior$a$ la$cirugía$estereotáxica,$siete$días$después$de$ la$cirugía$

se$realizó$un$registro$electroencefalográfico$con$duración$de$30$min$

con$ el$ objetivo$ de$ cuantificar$ datos$ basales$ de$ la$ actividad$ EEG.$

Todos$ los$ grupos$ fueron$ evaluados$ para$ identificar$ la$ conducta$ de$

ansiedad$mediante$el$LEC.$

$

$

!

!

!

Días%
%&8%%%&7%%%&6%%%&5%%%4%%%&3%%%&2%%%&1%%%0%%%1%%%%%%!

%

Cirugía%
Estereotáxica%

LEC%

Seguimiento%EEG%(30%Min)%
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Grupo!6.!SAG!Cx:!con$el$objetivo$de$replicar$y$estandarizar$la$

señal$electroencefalográfica$del$SAG$de$la$corteza$cerebral$se$indujo$

el$ SAG$ en$ la$ corteza$ somatomotora$ derecha$ (n$ =$ 10).$ Durante$ las$

primeras$dos$horas$post$ instilación$ se$ realizó$ un$ registro$EEG$y$ se$

hizo$un$seguimiento$de$registrar$el$EEG$10$durante$días.$$

Se$cuantificaron$los$cambios$en$la$potencia,$la$frecuencia$y$el$

número$ de$ complejos$ espiga$ onda$ del$ EEG$ del$ SAG$ de$ la$ corteza$

cerebral.$!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Días%
%&8%%%&7%%%&6%%%&5%%%4%%%&3%%%&2%%%&1%%%%%%%%%0%%%%%%%1%%%2%%%3%%%4%%%5%%%6%%%7%%%8%%%9%%%10%!

%

Inducción%
del%SAG%
Corteza%

+%
EEG%(2h)%

%%

Cirugía%
Estereotáxica%

EEG%Control%
(30%min)%

LEC%

Recuperación%Post%Quirúrgica%% Seguimiento%EEG%(30%Min)%

!
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Grupo!7.!SAG!H:$para$estandarizar$por$primera$vez$ la$señal$

electroencefalográfica$ del$ SAG$ del$ hipocampo$ en$ el$ área$ CA1.$ Se$

realizó$ la$ instilación$ de$ GABA$ (5mMr$ 6$ µl/2h)$ en$ el$ área$ CA1$ del$

hipocampo$derecho$(n$=$10).$Inmediatamente$después$se$realizó$un$

registro$EEG$durante$2h$y$un$seguimiento$de$15$días$con$duración$

de$30$min.$Se$cuantificaron$los$cambios$en$la$potencia,$la$frecuencia$

y$el$número$de$complejos$espiga$onda.$

$

!

$

$

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Días%

%&8%%%&7%%%&6%%%&5%%%4%%%&3%%%&2%%%&1%%%%%%%%%%0%%%%%%%%1%%%2%%%3%%%4%%%5%%%6%%%7%%%8%%%9%%%10%%%11%%%12%%%13%%%14%%%15!

%

Cirugía%
Estereotáxica%

EEG%Control%
(30%min)%

LEC%

Recuperación%Post%Quirúrgica%%

Inducción%
del%SAG%

Hipocampo%
+%

EEG%(2h)%
%%

Seguimiento%EEG%(30%Min)%

!
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Grupo! 8.$Memoria! a!Corto!Plazo/SAG!Cx:$ se$ realizó$ para$

evaluar$si$la$hiperexcitabilidad$neuronal$generada$por$la$inducción$del$

SAG$ en$ la$ corteza$ somatomotora$ derecha$ en$ ratas$ macho$

modificaría$ la$memoria$ de$ reconocimiento$de$objetos$a$ corto$ plazo.$

Todos$ los$ animales$ tuvieron$ 5$ días$ de$ habituación$ antes$ de$ cada$

fase$de$la$prueba$de$reconocimiento$de$objetos.$El$día$6$se$realizó$la$

instilación$de$GABA$(5mMr$6$µl/2h)$30$min$después$de$la$ instilación$

se$ realizó$ la$ evaluación$ a$ corto$ plazo.$ Se$ cuantificó$ un$ IR$ para$

evaluar$sí$existían$modificaciones$en$ la$memoria$de$ reconocimiento$

de$objetos.$

$

$

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Días%

&13%%%&12%%%&11%%%&10%%%&9%%%&8%%%&7%%%%%&6%%%&5%%%&4%%%&2%%%&1%%%%%%0%%%%%1%%%2%%%3%%%4%%%5%%%6%%%7%%%8%%%9%%%10%%!

%

Cirugía%
Estereotáxica%

EEG%Control%
(30%min)%

Habituación%Recuperación%Post%Quirúrgica%% Seguimiento%EEG%(30%Min)%

!

LEC%

Fase%de%Muestra%
+%

Inducción%del%
SAG%Hipocampo%

+%
EEG%(2h)%

+%
%Prueba%Memoria%%
Corto%Plazo%
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Grupo! 9.! Memoria! a! Largo! Plazo! /SAG! Cx:$ nos$ permitió$

saber$ si$ la$ inducción$ del$ SAG$ Cx$ en$ ratas$ macho$ modificaría$ la$

memoria$ de$ reconocimiento$ de$ objetos$ a$ largo$ plazo.$ Todos$ los$

animales$ tuvieron$ 5$ días$ de$ habituación$ antes$ de$ cada$ fase$ de$ la$

prueba$de$reconocimiento$de$objetos.$El$día$6$se$realizó$la$instilación$

de$GABA$ (5mMr$6$µl/2h)$ y$al$ día$ siguiente$ se$evaluó$ la$memoria$a$

largo$plazo.$Por$medio$del$ IR$se$cuantificaron$ las$modificaciones$de$

la$memoria$a$largo$plazo.$

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

! !

!

!

!

!

Días%

&13%%%&12%%%&11%%%&10%%%&9%%%&8%%%&7%%%%%&6%%%&5%%%&4%%%&2%%%&1%%%%%%0%%%%%1%%%2%%%3%%%4%%%5%%%6%%%7%%%8%%%9%%%10%

Cirugía%
Estereotáxica%

EEG%Control%
(30%min)%

Prueba%
Memoria%%

Largo%Plazo%
+%
LEC%

Fase%de%Muestra%
+%

Inducción%del%
SAG%Corteza%

+%
EEG%(2h)%

%

Recuperación%Post%Quirúrgica%% Seguimiento%EEG%(30%Min)%

!

Habituación%
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Grupo!10.!Memoria!a!Corto!Plazo! /SAG!H:!con$el$ objetivo$

de$evaluar$si$la$hiperexcitabilidad$neuronal$generada$por$la$inducción$

del$ SAG$ del$ área$ CA1$ del$ hipocampo$ derecho$ en$ ratas$ macho$

modificaría$ la$memoria$ de$ reconocimiento$de$objetos$a$ corto$ plazo.$

Los$animales$tuvieron$5$días$de$habituación$antes$de$cada$fase$de$la$

prueba$de$reconocimiento$de$objetos.$El$día$6$se$realizó$la$instilación$

de$GABA$(5mMr$6$µl/2h)$y$30$min$después$de$la$instilación$se$realizó$

la$evaluación$a$corto$plazo.$Se$cuantificó$un$índice$de$reconocimiento$

para$ evaluar$ si$ existían$ modificaciones$ en$ la$ memoria$ de$

reconocimiento$de$objetos.$

$

$

!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!!!!!!

!

!

!

!

!

!

!

Días%

&13%%%&12%%%&11%%%&10%%%&9%%%&8%%%&7%%%%%&6%%%&5%%%&4%%%&2%%%&1%%%%%%0%%%%%1%%%2%%%3%%%4%%%5%%%6%%%7%%%8%%%9%%%10%%%11%%%12%%%13%%%14%%%15!

%

Cirugía%
Estereotáxica%

EEG%Control%
(30%min)%

LEC%

Recuperación%Post%Quirúrgica%% Seguimiento%EEG%(30%Min)%

!

Habituación%

Fase%de%Muestra%
+%

Inducción%del%
SAG%Hipocampo%

+%
EEG%(2h)%

+%
%Prueba%Memoria%%
Corto%Plazo%
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Grupo! 11! Memoria! a! Largo! Plazo! /SAG! H:$ este$ grupo$

identificó$ si$ la$ inducción$ del$ SAG$ en$ el$ área$ CA1$ del$ hipocampo$

derecho$ en$ ratas$macho$modificaría$ la$memoria$ de$ reconocimiento$

de$ objetos$ a$ largo$ plazo,$ y$ si$ estás$ modificaciones$ presentaban$

diferencias$significativas$al$ realizar$una$comparación$con$ los$grupos$

de$corteza$cerebral.$Los$animales$ fueron$habituados$durante$5$días$

antes$de$cada$fase$de$la$prueba$de$reconocimiento$de$objetos.$El$día$

6$se$realizó$la$instilación$de$GABA$(5mMr$6$µl/2h)$el$día$siguiente$se$

realizó$ la$ evaluación$ de$ la$memoria$ a$ largo$ plazo.$Se$ cuantificó$ un$

índice$de$reconocimiento$para$evaluar$si$existían$ las$modificaciones$

en$la$memoria$de$reconocimiento$de$objetos.$

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Días%
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%
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EEG%Control%
(30%min)%

Recuperación%Post%Quirúrgica%% Seguimiento%EEG%(30%Min)%

!

Habituación%
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V.! Resultados!

Análisis!Electrofisiológico!del!SAG!de!la!corteza!cerebral!

El$primer$planteamiento$de$esta$ tesis$ fue$ realizar$un$análisis$

electrofisiológico$que$identificará$las$diferencias$electrofisiológicas$de$

la$ hiperexcitabilidad$ neuronal$ inducida$ por$ el$ SAG$ de$ la$ corteza$

cerebral$ en$ relación$ a$ un$ SAG$ del$ hipocampo.$ Se$ cuantificó$ el$

número$ de$ complejos$ espigaaonda,$ frecuencia$ y$ la$ potencia$ de$ la$

actividad$ electrofisiológica.$ El$ análisis$ de$ Wavelets$ nos$ permitió$

realizar$una$medición$electrofisiológica$de$ la$evolución$ temporal$ del$

SAG$en$distintas$bandas$de$frecuencia$de$la$señal$EEG.$

En$la$Fig.$6.$se$muestra$el$desarrollo$cuantitativo$del$SAG$Cx$

que$ presenta$ el$ EEG$ antes,$ durante$ y$ después$ de$ la$ instilación$ de$

GABA$en$la$corteza$cerebral$somatomotora$derecha.$

El$ SAG$ de$ la$ corteza$ cerebral$ se$ manifiesta$ de$ manera$

electrofisiológica$ por$ un$ incremento$ de$ la$ potencia$ en$ la$ banda$ de$

frecuencia$ de$ 4a20$ Hz,$ y$ aparición$ de$ complejos$ espigaaonda$ los$

cuales$disminuyen$en$su$amplitud$y$frecuencia$de$manera$gradual$en$

la$ evolución$ temporal$ de$ la$ abstinencia$ hasta$ el$ día$ 10$ post$

inducción.$El$aumento$en$la$potencia$se$observa$por$ la$aparición$de$

colores$ rojosaamarillos$en$el$análisis$de$Wavelets$que$ representa$ la$

hiperexcitabilidad$neuronal$(Fig.$6).$

$

$

$
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!!!!!!!!!SAG!en!la!corteza!cerebral!

!

Figura! 6.! Espectros! de! frecuencia! representativos! de! la! Cx! somatomotora! derecha_

instilada!de!una!rata!machol!seguimiento!de!registro!electrofisiológico!durante!10!días.!

El$ color$ rojo$ refleja$ un$ aumento$ en$ la$ potencia,$ en$ contraste$ el$ color$ azul$ indica$ una$menor$

actividad.$ Nótese$ que$ en$ los$ primeros$ días$ de$ la$ abstinencia$ (1a2),$ se$ incrementa$

significativamente$ la$ actividad$EEG,$ en$ la$ evolución$ temporal$ de$ la$ abstinencia$ se$ cuantífica$

una$disminución$de$ la$hiperexcitabilidad$neuronal$que$en$promedio$ tiene$una$duración$de$10$

días.!!!
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La$ potencia$ promedio$ del$ electroencefalograma$ previa$ a$ la$

manipulación$ farmacológica$ fue$ de$ 450.3±1.8$ µV²/Hz$ en$ la$ corteza$

instilada$ y$ de$ 426.5±1.8$ µV²/Hz$ en$ la$ corteza$ contralateral.$ La$

actividad$ cortical$ basal$ está$ representada$ en$ colores$ azulesaverdes$

en$la$gráfica$del$espectro$de$frecuencia.$(Fig.$6,$día$a1).$$

Al$realizar$el$análisis$del$espectro$de$frecuencia$de$4a20$Hz$en$

ambas$cortezas$cerebrales$durante$el$día$de$inducción$del$SAG$(día$

0),$ se$ cuantificó$ que$ la$ potencia$ tuvo$ un$ promedio$ de$ 778.8±1.8$

µV²/Hz$ en$ la$ corteza$ cerebral$ instilada,$ incremento$ correspondiente$

al$ 173%$ comparado$ con$ la$ estado$ basal$ (Fig.$ 7,$ círculos$ negros,$

p≤0.001).$ En$ la$ corteza$ cerebral$ contralateral$ se$ cuantificó$ un$

incremento$de$680.4±1.8$µV²/Hz$en$la$potencia$correspondiente$a$un$

incremento$ de$ 151%$ comparado$ con$ la$ condición$ basal$ (Fig.$ 7,$

círculos$blancos,$p≤0.001).$

En$la$evolución$temporal$de$la$abstinencia$el$incremento$en$la$

potencia$ EEG$ disminuye$ gradualmente.$ La$ amplitud$ de$ la$ señal$

electroencefalográfica$ es$ significativamente$ mayor$ en$ la$ corteza$

cerebral$ instilada$ comparada$ con$ la$ corteza$ cerebral$ contralateral$

(p≤0.001).$

Se$cuantificaron$el$número$de$complejos$espigaaonda$de$alta$

amplitud$ y$ frecuencia$ del$ electroencefalograma$ durante$ la$

abstinencia$ a$ GABA,$ esta$ manifestación$ electroencefalográfica$ es$

característica$ de$ $ fenómenos$ de$ hiperexcitabilidad$ neuronal.$ En$ la$

Fig.$ 8,$ panel$ I,! se$ muestran$ trazos$ EEG$ representativos$ en$ tres$

condiciones,$ en$ A! la$ estado$ basal$ (A,$ día$ a1),$ en$ B! el$ día$ de$
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inducción$del$SAG!(B,$día$0)$y$en$C!el$día$10$de$seguimiento$(C,$día$

10).$$$$

Análisis!Cuantitativo!del!Espectro!de!Frecuencia!del!SAG!en!la!

Corteza!Somatomotora!$

$

Figura! 7.$Análisis! cuantitativo!del!SAG!en!su!espectro!de! frecuencia! (4_20!Hz/! 30!min)!

min! durante! 10! días.!La$ gráfica$muestra$ el$ incremento$ en$ la$ potencia$EEG! (μV2/Hz)$ en$ la$

evolución$temporal$de$la$abstinencia.$Cx$somatomotora$instilada$con$GABA$(círculos$negros r$

n=10)$ y$ Cx$ somatomotora$ contralateral$ (círculos$ blancos, r$ n=10).$ La$ flecha$ roja$ indica$ la$

inducción$ del$ SAG.$Media$ ±$ EE$ANOVA$Post$ Hoc$ Tukey$ (*p≤0.001$ intra$ grupos.$ &$ p≤0.001$

entre$grupos).$
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Al$ realizar$ la$ cuantificación$ de$ complejos$ espigaaonda$ se$

identificó$ que$ el$ día$ de$ inducción$ del$ SAG$ Cx$ (día$ 0),$ la$ corteza$

instilada$tuvo$en$promedio$2210.1±0.33$espigas$en$un$tiempo$de$30$

min$ (Fig.$8,$panel$ IIr$ círculos$negros,$p≤0.001).$El$día$posterior$a$ la$

inducción$ de$ la$ abstinencia$ se$ registró$ un$ promedio$ de$ 1420.2±0.4$

espigas,$ lo$ que$ representa$ una$disminución$del$ 35.74%$comparado$

con$el$día$de$inducción$en$forma$significativa.$Los$complejos$espigaa

onda$disminuyen$acercándose$a$niveles$basales$a$partir$del$día$8$del$

inicio$del$SAG$Cx.$

En$comparación,$la$corteza$cerebral$contralateral$sólo$tuvo$un$

incremento$ en$ el$ número$ de$ complejos$ espigaaonda$ el$ (día$ 0)$

presentando$ un$ promedio$ de$ 1300.1$ ±1$ (Fig.$ 8,$ panel$ IIr$ círculos$

blancos,$ p≤0.001).$ La$ actividad$ epileptiforme$ disminuye$ a$ partir$ del$

día$1$del$SAG.$$

Estos$ resultados$ electrofisiológicos$ corroboraron$ lo$ señalado$

anteriormente$ en$ relación$ con$ el$ SAG:! 1)! la$ inducción$ de$ la$

abstinencia$a$GABA!provoca$un$aumento$en$la$potencia$del$EEG!y$la$

aparición$ de$ complejos$ espigaaonda,$ que$ durante$ la$ evolución$

temporal$la$abstinencia$regresan$a$niveles$basales$en$el$día$10.!2)$En$

los$estadios$iniciales$de$la$abstinencia$la$actividad$epileptiforme$de$la$

corteza$instilada$se$propaga$a$la$corteza$contralateral.$$

$

$

"
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!!!Incremento!de!la!actividad!neuronal!de!la!Corteza!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

somatomotora!y!Contralateral!durante!del!SAG$

!

Figura$8.!Trazos!EEG!representativos!y!cuantificación!de!complejos!espiga_onda.!En$el$

panel$superior!I,!en!A!se$muestra$la$actividad$EEG$basal$(díaa1),$en$B!se$presenta$la$aparición$

de$complejos$espigaaonda$el$día$de$inducción$de$SAG$(día$0),$y$en$C!se$observa$la$ausencia$

de$ actividad$ epileptiforme$ el$ día$ 10$ posterior$ a$ la$ inducción$ del$ SAG.$ (Cx$ S:$ corteza$

somatomotora.$Der:$derecha/$ instilada:$Izq:$ Izquierda/$contralateral).$En$el$panel$ II!se$grafican$

los$complejos$espigaaonda$de$la$Cx$somatomotora$instilada$(círculos$negros, $r$n=10)$y$de$la$

Cx$somatomotora$contralateral$ $(círculos$blancos, $r$n=10).$La$flecha$roja$ indica$ la$ inducción$

del$SAG.$Media$±$EE$ANOVA$Post$Hoc$Tukey$(*p≤0.001$intra$grupos.$&$p≤0.001$entre$grupos).$$
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Análisis!Electrofisiológico!del!SAG!del!hipocampo!!

La$ siguiente$ serie$ de$ experimentos$ estuvo$ orientada$ a$

estandarizar$ e$ identificar$ por$ primera$ vez,$ mediante$ el$ registro$

electroencefalográfico,$ la$ señal$ EEG$ de$ la$ instilación$ de$ GABA$

(5mM/2h)$ en$ el$ área$ CA1$ del$ hipocampo$ (SAG$ H)$ y$ sus$

modificaciones$en$la$potencia$electrofisiológica,$frecuencia$y$duración$

de$la$hiperexcitabilidad$neuronal.$$

En$ la$ Fig.$ 9$ identificamos$ la$ evolución$ temporal$ del$ SAG$H.$

Semejante$a$ lo$que$sucede$en$ la$corteza$cerebral,$ la$manifestación$

electrofisiológica$ del$ SAG$ H$ se$ caracterizó$ por$ un$ aumento$ en$ la$

potencia$ en$ la$ banda$ de$ frecuencia$ de$ 4a20$ Hz,$ la$ aparición$ de$

complejos$ espigaaonda$ de$ gran$ amplitud$ y$ frecuencia$ que$ fueron$

disminuyendo$ de$ manera$ gradual.$ En$ el$ análisis$ de$ frecuencia$ de$

Wavelets$ se$ observa$ la$ evolución$ electrofisiológica$ del$ SAG$ H$ el$

aumento$de$la$potencia$se$observa$por$ la$aparición$de$colores$rojos$

amarillos$(Fig.$9).$!

!

"! !
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!!!!!!!!!!!!!!!!!!!SAG!en!el!Hipocampo"

!

Figura! 9.$Espectros! de! frecuencia! representativos! del! hipocampo!derecho_instilado! de!

una!rata!machol!seguimiento!de!registro!electrofisiológico!durante!15!días.!El$aumento$en$

la$potencia$se$ve$reflejado$por$la$$aparición$de$colores$cálidos,$mientras$que$los$colores$azulesa

verdes$indican$una$menor$actividad.$Nótese$que$en$los$primeros$días$de$la$abstinencia$(1a2),$se$

incrementa$de$manera$significativa$la$actividad$EEG,$cuantificándose$una$disminución$gradual$

y$desaparición$en$los$días$14a15.$$
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La$ potencia$ promedio$ del$ EEG$ antes$ de$ la$ manipulación$

farmacológica$fue$de$533±1.9$µV²/Hz$en$el$hipocampo$instilado$y$de$

510±1.9$ µV²/Hz$ en$ el$ hipocampo$ contralateral.$ La$ actividad$ basal$

está$representada$en$colores$azulesaverdes$en$la$gráfica$del$espectro$

de$frecuencia$(Fig.$9,$día$a1).$Mediante$el$análisis$electrofisiológico$se$

identificó$que$no$hubo$presencia$de$actividad$espigaaonda,$cambios$

en$la$amplitud$o$frecuencia$en$el$hipocampo.$

El$ día$ de$ inducción$ del$ SAG$H$ (día$ 0)$ la$ potencia$ del$ EEG$

tuvo$ un$ promedio$ de$ 1120±1.7$ µV²/Hz$ en$ el$ hipocampo$ instilado,$

incremento$ correspondiente$ al$ 210.1%$ comparado$ con$ la$ condición$

basal$(Fig.$10,$círculos$negros,$p≤0.001).$El$hipocampo$contralateral$

presentó$ un$ incremento$ en$ la$ potencia$ de$ 778.±1.8$ µV²/Hz$

incremento$ correspondiente$ de$ 152%$ comparado$ con$ la$ condición$

basal$(Fig.$10,$círculos$blancos,$p≤0.001).$

La$potencia$del$EEG$disminuye$gradualmente$hasta$regresar$

a$niveles$basales$entre$el$día$14a15.$La$señal$EEG$presentó$mayor$

amplitud$ significativa$ en$ el$ hipocampo$ instilado$ comparado$ con$ el$

hipocampo$contralateral$(p≤0.001).$

En$la$Fig.$11,$panel$I,!se$muestran$trazos$EEG$de$un$animal,$

representativos$ de$ esta$ serie$ de$ experimentos$ en$ relación$ con$ la$

evolución$ de$ la$ actividad$ electroencefalográfica$ durante$ el$ registro$

control$(A),$inducción$del$SAG$(B)$y$seguimiento$día$15$(C).$

$

"
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!!!!!!!!!!SAG!en!el!Hipocampo!

$

Figura!10.$Análisis!cuantitativo!del!SAG!del!hipocampo!en!su!espectro!de!frecuencia!(4_

20!Hz/!30!min)!min!durante!15!días.!Se$gráfica$la$cuantificación$del$incremento$en$la$potencia$

EEG! (μV2/Hz)$en$ la$evolución$ temporal$de$ la$abstinencia$del$Hipocampo$ instilado$con$GABA$

(círculos$ negros,$ r$ n=10)$ y$ en$ el$ Hipocampo$ contralateral$ (círculos$ blancos, $ r$ n=10).$ La$

inducción$ del$ SAG$ está$ indicado$ por$ la$ flecha$ roja.$ Media$ ±$ EE$ ANOVA$ Post$ Hoc$ Tukey$

(*p≤0.001$intra$grupos.$&$p≤0.001$entre$grupos).$
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Mediante$ el$ análisis$ cuantitativo$ de$ los$ complejos$ espigaa

onda,$identificamos$que$en$el$hipocampo$instilado$el$día$de$inducción$

se$manifestaron$ 3000±0.33$ complejos$ espigaaonda$ en$ 30$min$ (Fig.$

11,$panel$ IIr$ círculos$negros,$p≤0.001).$El$promedio$de$espigas$que$

se$presentaron$el$día$posterior$de$la$abstinencia$fue$de$2220.2±1,$lo$

cual$ se$ traduce$ como$ una$ disminución$ del$ 26%$ representando$ una$

diferencia$significativa$con$el$día$de$ inducción.$En$el$curso$temporal$

de$ la$abstinencia$ los$complejos$espigaaonda$disminuyen$regresando$

a$niveles$basales$los$días$14a15$posterior$a$la$inducción.$

En$ contraste$de$ lo$que$ sucede$en$el$ hipocampo$ instilado,$ el$

hipocampo$ contralateral$ presenta$ un$ incremento$ en$ el$ número$ de$

complejos$ espigaaonda$ sólo$ el$ día$ de$ inducción$ (día$ 0),$ con$ un$

promedio$de$2009±0.22$(Fig.$11,$panel$IIr$círculos$blancos,$p≤0.001).$

A$partir$del$día$1$del$SAG$se$identifica$la$disminución$de$la$actividad$

epileptiforme$en$el$hipocampo$contralateral.$$

Esta$serie$de$experimentos$demuestran$por$primera$vez$que:$

1)! el$ SAG! H$ incrementa$ la$ potencia$ electroencefalográfica,$

aumentando$ la$ frecuencia$ generando$ la$ aparición$ de$ complejos$

espigaaondar$2)$Disminuye$de$manera$gradual$y$desaparece$los$días$

14a15r! 3)! La$ actividad$ epileptiforme$ del$ hipocampo$ instilado$ se$

propaga$al$hipocampo$contralateral.$

$

"

"
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!!!!!!!!!!!!!!SAG!en!el!Hipocampo!

!

Figura! 11.! Trazos! EEG! representativos! y! cuantificación! de! complejos! espiga_onda! del!

SAG!del!hipocampo.!En$el$panel$superior! Il!en!A!se$observa$la$actividad$EEG$basal$(díaa1),$

en$B!se$aprecia$la$aparición$de$complejos$espigaaonda$el$día$de$inducción$de$la$abstinencia$a$

GABA(día$0),$y$en$C!se$muestra$la$ausencia$de$actividad$epileptiforme$el$día$14a15$posterior$a$

la$inducción$del$SAG.$(Hipo$Der:$hipocampo$derecho.$Hipo$Izq.:$hipocampo$izquierdo.$En$II!se$

grafica$ a$ los$ complejos$ espigaaonda$ de$ la$ Hipocampo$ derecho/instilado$ (círculos$ negros, r$

n=10)$ y$ del$ hipocampo$ izquierdo/contralateral$ $ (círculos$ blancos, r$ n=10).$ La$ inducción$ del$

SAG$ está$ indicada$ con$ la$ flecha$ roja.$ Media$ ±$ EE$ ANOVA$ Post$ Hoc$ Tukey$ (*p≤0.001$ intra$

grupos.$&$p≤0.001$entre$grupos).$$
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Comparación!SAG!Hipocampo!y!Corteza!Cerebral!

La$corteza$cerebral$y$el$hipocampo$son$diferentes$estructuras$

que$ presentan$ distinta$ organización$ neuronal,$ el$ hipocampo$ es$ una$

estructura$con$organización$ trisináptica$y$más$epileptogénica$que$ la$

corteza$cerebral.$Mediante$esta$premisa$ identificamos$ los$siguientes$

resultados.$$

En$ la$ Fig.$ 12$ se$muestran$ espectros$ de$ frecuencia$ y$ trazos$

EEG$ representativos$ del$ hipocampo/instilado$ y$ la$ corteza$

cerebral/instilada$ de$ un$ registro$ EEG$ control$ (A),$ la$ inducción$ del$

SAG$(B)$el$último$día$de$abstinencia$(C).$

El$promedio$EEG$de$la$actividad$control$de$la$corteza$cerebral$

fue$ de$ 450.3±1.8$ µV²/Hz,$ y$ del$ hipocampo$ fue$ de$ 533±1.9$ µV²/Hz.$

Los$ colores$ verdesaazules$ representan$ este$ tipo$ de$ actividad$ (Fig.$

12).$$

La$duración$de$ la$actividad$epileptiforme$del$SAG$de$ la$ corteza$ fue$

de$10$días,$en$contraste$la$actividad$del$hipocampo$regresó$a$niveles$

basales$el$día$15$(Fig.$12,$panel$C).$

$

$

"

" "
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El!SAG!del!hipocampo!presenta!mayor!potencia!EEG!que!el!SAG!!!!!!!!!!!!!

de!la!corteza!cerebral!

!

Figura! 12.! El! SAG!del! hipocampo! es!más! potente! que! el! SAG!de! la! corteza! ! cerebral,!

espectros!de!frecuencia!y!registros!EEG!representativos!de!la!Cx!somatomora!instilada,!

y!del!Hipocampo! instilado.$El$ color$ rojo$ indica$un$aumento$en$ la$ potencia,$ a$ diferencia$del$

color$azul$que$indica$una$menor$actividad$EEG.$En$A,$se$observa$el$espectro$y$trazos$EEG$de$

la$actividad$control$de$un$animalr$B$muestra$ la$ inducción$del$SAG.$En$C$se$presentan$ trazos$

EEG$y$espectros$de$frecuencia$representativos$correspondientes$al$ultimo$día$de$abstinencia.$

Nótese$que$en$el$SAG$del$hipocampo$se$ incrementa$significativamente$ la$actividad$EEG,$en$

comparación$ con$ la$ corteza$ cerebral.$ Se$ cuantificó$ una$ disminución$ gradual$ de$ la$

hiperexcitabilidad$neuronal$del$SAG$de$la$corteza$cerebral$regresando$a$niveles$basales$el$día$

10,$en$contraste$el$SAG$del$hipocampo$regresa$a$niveles$basales.$
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Al$realizar$el$análisis$diferencial$electrofisiológico$entre$el$SAG$

Cx$y$el$SAG$H,$ se$cuantificaron$diferencias$significativas.$El$día$de$

inducción$del$SAG$Cx$(día$0)$la$potencia$EEG$tuvo$es$de$778.8±1.8$

µV²/Hz,$ incremento$ correspondiente$ al$ 172.9%$ (Fig.$ 13,$ triángulos$

blancos,$p≤0.001).$En$contraste,$el$SAG$H$presentó$un$aumento$en$

la$ potencia$ de$ 210.1%$ identificado$ con$ un$ promedio$ de$ 1120±1.7$

µV²/Hz$ (Fig.$ 13,$ Círculos$ negros,$ p≤0.001).$ Esto$ demuestra$ que$ el$

SAG$H$ se$ caracteriza$ por$ un$mayor$ incremento$ en$ la$ potencia$ del$

EEG$en$comparación$con$el$SAG$Cx.$$

Esto$puede$deberse$a$ las$conexiones$neuronales$y$ la$red$de$

inhibición$distinta$en$ambas$estructuras.$Asimismo$a$la$diferencia$de$

subunidades$del$receptor$GABAA$(Fig.$13).$

El$SAG$H$tiene$mayor$duración$que$el$SAG$Cx,$esto$significa$$

que$el$hipocampo$es$la$estructura$que$responde$con$mayor$actividad$

neuronal$por$la$abstinencia$al$GABA.$

$

"

"

"

"

"
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Diferencias!electroencefalográficas!del!SAG!en!el!

hipocampo!y!!la!corteza!cerebral$

!

Figura!13.$Análisis!cuantitativo!del!incremento!en!la!potencia!EEG!en!el!hipocampo!y!la!

corteza!cerebral!durante!el!SAG.!Se$observa$el$cambio$en$ la$potencia$EEG! (μV2/Hz)$en$ la$

evolución$ temporal$ de$ la$ abstinencia$del$Hipocampo$ instilado$ con$GABA$ (círculos$negros, r$

n=10)$y$la$corteza$instilada$(triángulos$blancos, r$n=10).$La$flecha$roja$indica$la$inducción$del$

SAG.$Media$±$EE$ANOVA$Post$Hoc$Tukey$(*p≤0.001$intra$grupos.$&$p≤0.001$entre$grupos).$
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El$análisis$cuantitativo$del$número$de$complejos$espigaaonda,$

permite$identificar$que$el$SAG$Cx$presentó$el$día$de$inducción$(día$0)$

2210.1±0.33$ complejos$ espigaaonda$ (Fig.$ 14,$ triángulos$ blancos,$

p≤0.001).$ En$ comparación$ el$ SAG$ H$ tuvo$ en$ promedio$ 3000±0.33$

complejos$ espigaaonda$ (Fig.$ 14,$ círculos$ negros,$ p≤0.001),$ siendo$

este$el$que$tuvo$mayor$frecuencia$de$aparición$de$complejos$espigaa

onda.$

El$SAG$Cx$y$el$SAG$H$presentaron$el$día$de$su$inducción$una$

gran$actividad$epileptiforme,$manifestada$mediante$la$aparición$de$un$

incremento$ en$ la$ frecuencia$ electrofisiológica.$ La$ cuantificación$ de$

complejos$espigaaonda$identificó$que$el$SAG$Cx$tuvo$un$promedio$de$

1.2$ espigas$ por$ segundo.$ El$ SAG$ H$ presentó$ un$ incremento$

significativamente$ mayor$ en$ la$ actividad$ electrofisiológica$ epiléptica$

identificado$con$un$promedio$de$1.6$espigas$por$segundo,$un$33%$de$

mayor$actividad.$

Los$resultados$de$esta$serie$de$experimentos$demostraron:$1)!

El$SAG$H$es$más$potente$que$el$SAG$Cxr$2)!ya$que$la$aparición$de$

complejos$espiga$onda$de$alta$amplitud$y$frecuencia$es$mayor$en$el$

hipocampor$3)!El$SAG$H$el$hipocampo$tiene$mayor$duración."$

Tabla!2.!Número!de!Espigas/Segundo!del!SAG!Cx!y!el!SAG!H!

!

"

Grupo! Espigas!por!segundo!

SAG!H! 1.6!±!0.1!

SAG!Cx! 1.2!±!0.1!
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Diferencias!del!incremento!de!la!Actividad!neuronal!del!SAG!Cx!

y!el!SAG!H$

$

"
Figura$ 14.! Trazos! EEG! representativos! y! cuantificación! de! complejos! espiga_onda! del!
SAG!H!y!el!SAG!Cx.!En$el$panel$superior:!I,!en!A!se$aprecia$la$actividad$control$(díaa1),$en$B!
se$ observa$ la$ aparición$ de$ complejos$ espigaaonda$ el$ día$ de$ inducción$ de$ la$ abstinencia$ a$
GABA(día$0),$y$en$C!se$observa$el$último$día$de$la$abstinencia$respectivo$para$el$SAG$Cx$y$el$
SAG$H.$En$ II! se$muestra$ el$ número$ de$ complejos$ espigaaonda$ del$ SAG$H$ derecho/instilado$
(círculos$ negros, r$ n=10)$ y$ del$ SAG$ Cx$ derecha/Instilada$ (triángulos$ blancos, rn=10).$ La$
inducción$ del$ SAG$ está$ indicada$ con$ la$ flecha$ roja.$ Media$ ±$ EE$ ANOVA$ Post$ Hoc$ Tukey$
(*p≤0.001$intra$grupos.$&$p≤0.001$entre$grupos).$$
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El!SAG!en!el!hipocampo!o!el!de!la!corteza!cerebral!no!modifica!

la!memoria!a!corto!y!largo!plazo!

Después$de$identificar$$ la$actividad$epileptiforme$del$SAG$Cx!

o$el$área$CA1$del$hipocampo.$Se$cuantificó$el$efecto$en$la$$memoria$

a$ corto$ y$ largo$ plazo,$ evaluado$ a$ través$ de$ la$ prueba$ de$

reconocimiento$ de$ objetos$ (Fig.$ 15).$ Se$ calculó$ un$ índice$ de$

reconocimiento$de$objetos$el$cual$indicó$la$cantidad$de$tiempo$que$el$

animal$ pasaba$ en$ un$ objeto,$ dividido$ entre$ la$ exploración$ total.$ Un$

índice$ de$ reconocimiento$ menor$ o$ igual$ a$ 0.5$ indica$ que$ no$ hay$

preferencia$por$algún$objeto,$un$índice$mayor$de$0.5$ indica$que$hay$

preferencia$sobre$el$objeto$novedoso.$

!

Fig.! 15.! Protocolo! conductual! ! de! la! prueba! de! reconocimiento! de! objetos.! En$ A$ se$

observa$ la$ fase$ de$ muestra$ dónde$ se$ coloca$ a$ la$ rata$ mirando$ al$ lado$ opuesto$ donde$ se$

encuentran$los$dos$objetos$idénticos$llamados$(A1$y$A2)$durante$10$minutos.!B.!Posterior$a$la$

instilación$de$GABA$se$realizó$la$prueba$de$memoria$a$corto,$largo$plazo$introduciendo$a$la$rata$

con$dos$objetos:$un$objeto$ idéntico$al$mostrado$previamenter$objeto$ familiar$ (A3)$y$un$nuevo$

objeto$llamado$novedoso$(B)$por$3$minutos$
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Muestra
A
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Prueba*corto/largo*
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El$grupo$control,$el$del$hipocampo$y$el$de$la$corteza$cerebral$tuvieron$

una$fase$de$muestra$previa$a$su$respectiva$prueba$de$evaluación$de$

la$MCP$ en$ la$ que$ tuvieron$ un$ tiempo$ similar$ de$ exploración$ en$ los$

objetos$ idénticos$ (A1,$ A2).$ Esto$ validado$mediante$ la$ cuantificación$

del$índice$de$reconocimiento$que$mostró$que$los$animales$no$tenían$

preferencia$ por$ algún$ objeto$ asimismo,$ no$ presentaron$ diferencias$

significativas$en$ la$ fase$de$muestra$de$ la$prueba$de$ reconocimiento$

de$objetos$(Fig.16).$

$

Fig.! 16.! Fase! de!muestra! de! la! prueba! de! reconocimiento! de! objetos! a! corto! plazo.$ I:!

Representación$de$la$fase$de$muestra$de$la$prueba$de$reconocimiento$de$objetos.$II:!Índices$de$

reconocimiento$cuantificados$durante$la$fase$de$muestra$de$la$prueba$de$memoria$a$corto$plazo$

de$los$objetos$idénticos$A1,$A2.$Media$±$EE$ANOVA$Post$Hoc$Tukey.$
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Después$de$la$interrupción$abrupta$de$la$instilación$de$GABA$

se$ realizó$ la$ prueba$ de$ memoria$ a$ corto$ plazo,$ todos$ los$ grupos$

tuvieron$un$tiempo$de$exploración$mayor$por$el$objeto$novedoso,$esto$

cuantificado$ mediante$ el$ índice$ de$ reconocimiento$ que$ en$ los$ tres$

grupos$fue$mayor$de$0.5r$CTL:$0.78±0.05,$SAG$Cx:$0.86±0.01,$SAG$

H:$0.86±0.01$ (Fig.$ 17).$Estos$ resultados$ indican$que$ la$memoria$no$

fue$modificada,$ y$ que$ la$ hiperexcitabilidad$ neuronal$ inducida$ por$ el$

SAG$ en$ la$ corteza$ cerebral$ y$ en$ el$ área$ CA1$ del$ hipocampo$ no$

modifica$la$memoria$de$reconocimiento$de$objetos$a$corto$plazo.$$

La!memoria!de!corto!plazo!no!se!modifica!por!el!SAG!Cx!

o!el!SAG!H!

!

Fig.! 17.! Evaluación! de! la! memoria! a! corto! plazo,! de! la! prueba! de! reconocimiento! de!

objetos.! I:! Representación$ esquemática$ de$ la$ prueba.$ II:! Índices$ de$ reconocimiento$

cuantificados$ durante$ la$ evaluación$ de$ la$memoria$ a$ corto$ plazo$ del$ objeto$ familiar$ (A3)$ y$ el$

objeto$novedoso$(B).$Media$±$EE$ANOVA$Post$Hoc$Tukey.$
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Durante$la$fase$de$muestra$previa$de$la$prueba$de$memoria$a$

largo$plazo$(Fig.$18),$$todos$los$grupos$tuvieron$tiempos$similares$en$

la$ exploración$ de$ los$ objetos$ idénticos$ (A1,$ A2).$ Se$ obtuvieron$ los$

índices$ de$ reconocimiento$ y$ no$ se$ encontraron$ diferencias$

significativas.$ Indicando$ esto$ que$ los$ animales$ no$ tuvieron$

preferencia$por$ningún$objeto.$$

$

Fig.! 18.! ! Fase! de!muestra! de! la! prueba! de! reconocimiento! de! objetos! a! largo! plazo.$ I:!

Representación$de$la$fase$de$muestra$de$la$prueba$de$reconocimiento$de$objetos.$II:!Índices$de$

reconocimiento$cuantificados$durante$la$fase$de$muestra$de$la$prueba$de$memoria$a$largo$plazo$

de$los$objetos$idénticos$A1,$A2.$Media$±$EE$ANOVA$Post$Hoc$Tukey.$
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En$la$Fig.$19$se$muestra$la$evaluación$de$la$memoria$a$largo$

plazo$que$se$realizó$24$h$después$de$la$instilación$de$GABA,$a$todos$

los$animales$se$ les$mostró$un$objeto$ familiar$y$un$objeto$novedoso.$

En$ el$ apartado! II! se$ observa$ la$ cuantificación$ de$ los$ índices$ de$

reconocimiento$ del$ objeto$ novedoso$ y$ el$ familiar.$ El$ grupo$ CTL!

obtuvo$ un$ índice$ de:$ 0.75±0a08,$ el$ grupo$SAG! Cx:! 0.96±0.05$ y$ el$

grupo$ SAG! H:$ 0.88±0.07.$ Todos$ los$ grupos$ mostraron$ preferencia$

por$el$objeto$novedoso,$indicando$que$la$consolidación$de$la$memoria$

no$fue$modificada$por$el$SAG.""

La!memoria!a!largo!plazo!no!se!modifica!por!el!SAG!Cx!y!

el!SAG!H!

!

Fig.! 19.! Evaluación! de! la! memoria! a! largo! plazo,! de! la! prueba! de! reconocimiento! de!

objetos.! I:!Esquema$de$ la$prueba$de$ la$memoria$a$ largo$plazo$ II:$ Índices$de$ reconocimiento$

cuantificados$durante$ la$evaluación$de$ la$memoria$a$ largo$ $plazo$del$objeto$ familiar$ (A3)$y$el$

objeto$novedoso$(B).$Media$±$EE$ANOVA$Post$Hoc$Tukey.$
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Estos$ resultados$ indican:$ 1)! El$ SAG$ Cx,$ y$ el$ SAG$ H$ no$

modifican$la$memoria$a$corto$plazor$2)!La$hiperexcitabilidad$neuronal$

del$ SAG$ de$ la$ corteza$ cerebral$ no$ modifica$ la$ formación$ de$ la$

memoria$a$largo$plazor$3)!La$actividad$epileptiforme$característica$del$

SAG$del$hipocampo$tampoco$modifica$la$memoria$a$largo$plazo.$$

Cuantificación!de!la!ansiedad!en!el!estadio!Inicial!del!SAG!

Utilizando$ el$ LEC$ es$ posible$ realzar$ la$ medición$ de$ la$

ansiedad$en$roedores.$En$la$presente$tesis$fue$utilizada$para$evaluar$

la$ conducta$ de$ ansiedad$ que$ aparece$ en$ los$ estadios$ iniciales$ del$

SAG.$Se$cuantificó$el$ porcentaje$del$ tiempo$de$permanencia$en$ los$

BC$y$ los$BAr$así$ como,$el$número$de$entradas$en$cada$uno$de$ los$

brazos,$de$esta$manera$mayor$permanencia$en$BC$se$considera$una$

conducta$de$ansiedad$$(Rodgers$et"al.,$1997r$Pellow$et"al.,$1985)..$

Estudios$ previos$ demostraron$ que$ el$ SAG$ Cx$ generaba$ un$

perfil$tipo$ansioso$en$la$rata$(Segovia,$2014).$Uno$de$los$objetivos$de$

esta$ tesis$ fue$cuantificar$ las$diferencias$de$ la$conducta$de$ansiedad$

generada$por$la$abstinencia$a$GABA$en$la$corteza$cerebral$y$el$área$

CA1$del$hipocampo.$La$siguiente$serie$de$experimentos$identifica$por$

primera$vez$las$diferencias$en$la$conducta$tipo$ansiosa$del$SAG$Cx$y$

el$SAG$H.$

"

"

"
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La!inducción!de!la!abstinencia!en!dos!distintas!áreas!cerebrales!

genera!niveles!similares!de!ansiedad!

!

Fig.!20.!!El!SAG!Cx!y!el!SAG!H!tienen!en!común!inducir!ansiedad.$En$esta$prueba$mayor$

tiempo$de$permanencia$en$BC$esta$asociado$con$una$conducta$de$ansiedad.$$En$A!se$gráfica$

el$porcentaje$de$ tiempo$de$permanencia$en$BC$y$en$B$el$ tiempo$de$permanencia$en$BA.$ (**$

p≤0.01$***$p≤0.001).$Media$±$EE.$ANOVA$Post$Hoc$Tukey.$$
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Los$ resultados$ confirmaron$ que$ el$ SAG$ Cx$ y$ el$ SAG$ H$

generan$ un$ perfil$ tipo$ ansioso$ en$ la$ rata.$ Cuantificado$ mediante$ el$

porcentaje$ de$ tiempo$ de$ permanencia$ SAG! Cxl$ BC$ (Fig.$ 19aA,$

Barras$ azules,$ 21.5±3.2,$ p≤0.001)$ y$ BA$ (Fig.$ 20aB,$ Barras$ azules,$

79±4.6,$p≤0.001)$SAG!Hl!(Fig.$20aA,$Barras$moradas,$BA:$18.1±3.1,$

BC:$81.8±3.1,$p≤0.001)$en$comparación$al$grupo$Control$(Fig.$20aA,$

Barras$ negras,$ BA:$ 18.1±3.1,$ BC:$ 81.8±3.1,$ p≤0.001).$ Se$ identificó$

que$el$Grupo$SHAM$Caja$obtuvo$el$mayor$tiempo$de$permanencia$en$

BA$ (73±5.5,$ barras$ rosas,$ p≤0.001)$ y$ un$ menor$ tiempo$ en$ BC$

(27±5.2,$ barras$ rosas,$ p≤0.001)$ indicando$ esto$ que$ la$ habituación$

tiene$un$impacto$positivo$sobre$la$conducta$de$ansiedad.$$

No$se$ identificaron$diferencias$significativas$en$porcentaje$de$

tiempo$ de$ permanencia$ en$BC$ y$BC,$ ni$ en$ el$ número$ de$ entradas,$

entre$los$grupos$SAG$Cx$y$SAG$H$(Fig.$21).$

Esta$serie$de$experimentos$demostró:$1)$la$inducción$del$SAG$

en$dos$distintas$áreas$cerebrales$genera$un$perfil$tipo$ansiosor$2)$El$

grupo$ SHAM$ que$ recibió$ tratamiento$ de$ habituación$ obtuvo$ los$

niveles$ más$ bajos$ en$ porcentaje$ de$ permanencia$ en$ BC$ y$ un$

porcentaje$mayor$en$BA$y$3)$El$SAG$Cx$y$el$SAG$H$ tienen$niveles$

similares$de$ansiedad.$ $
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La!inducción!de!abstinencia!en!dos!distintas!áreas!cerebrales!

genera!niveles!similares!de!ansiedad$

!

Fig.!21.!Cuantificación!del!número!de!entradas!a!BC!y!BA.!No$se$encontraron$diferencias$

significativas$en$el$número$de$entradas$a$BA$y$BC.$$En$A!se$gráfica$el$número$de$entradas$a$

BA.$En$B$el$número$de$entradas$a$BC.$Media$±$Er$EE$ANOVA$Post$Hoc$Tukey.$$
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VI.!Discusión!!

Generalidades!!

Los$resultados$de$la$presente$tesis$indican$que$la$interrupción$

abrupta$de$la$instilación$de$GABA$en$la$corteza$cerebral$y$en$el$área$

CA1$del$hipocampo$incrementa$la$potencia$electrofisiológica$e$induce$

una$ actividad$ epileptiforme$ caracterizada$ por$ la$ aparición$ de$

complejos$ espiga$ onda$ de$ gran$ amplitud$ y$ alta$ frecuencia.$ Se$

identificó$que$el$SAG$de$la$corteza$cerebral$tiene$una$duración$de$10$

días$y$ tiene$una$ frecuencia$de$descarga$de$1.2$espiga/seg.$El$SAG$

en$el$área$CA1$del$hipocampo$tiene$un$20%$mayor$potencia$EEG,$es$

un$ 50%$ mayor$ en$ duración$ y$ 30%$ más$ fuerte$ en$ frecuencia.$

Asimismo,$ el$ SAG$ Cx$ y$ el$ SAG$ H$ no$ modifican$ la$ memoria$ de$

reconocimiento$a$corto$y$ largo$plazo.$Además$en$ambas$estructuras$

el$SAG$induce$un$perfil$tipo$ansioso.$

Análisis!espectral!de!Wavelets!del!SAG!

La$ evolución$ temporal$ de$ un$ electroencefalograma$ en$ una$

crisis$ convulsiva$ o$ de$ una$ hiperexcitabilidad$ neuronal$ no$ es$

estacionaria,$existen$eventos$transitorios$como$los$complejos$espigaa

onda$ y$ descargas$ de$ potenciales$ sinápticos$ poblacionales$ que$ son$

estocásticos,$es$decir,$no$ tienen$un$patrón$homogéneo$ (Fernándeza

Más$et"al.,$1998).$Esta$es$la$razón$por$la$cual$se$utilizó$el$análisis$de$

frecuencia$de$Wavelets$para$analizar$la$señal$EEG$del$SAG.$$

El$ análisis$ de$ Wavelets$ representa$ la$ mejor$ herramienta$

matemática$ para$ analizar$ los$ cambios$ en$ la$ amplitud$ y$ voltaje,$
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asociados$ a$ la$ frecuencia$ de$ eventos$ estacionarios$ y$ transitorios.$

Describe$ un$ fenómeno$ eléctrico$ sincrónico$ o$ con$ cambios$ en$ la$

frecuencia.$Un$incremento$en$la$actividad$EEG$(amplitud)$lo$modifica$

a$ colores$ cálidos$ (rojoanaranja)$ en$ contraste,$ su$ reducción$ se$

cuantifica$ con$ colores$ fríos$ (verdesaazules).$ En$ esta$ tesis$

identificamos$ que$ la$ actividad$ eléctrica$ basal$ de$ los$ animales$ en$

estado$de$vigilia,$se$encontraba$en$una$banda$de$frecuencia$de$4$a$

10$μV2/Hz,$lo$cual$ha$sido$ampliamente$descrito$en$diversos$estudios.$

Los$resultados$de$esta$tesis$indican$que$el$incremento$de$la$potencia$

EEG$por$el$SAG,$se$manifiesta$por$ la$aparición$de$colores$amarilloa

rojos.$ El$ SAG$ Cx$ muestra$ una$ actividad$ epileptiforme$ de:$ 1.2$

espigas/seg$ en$ la$ banda$ de$ frecuencia$ de$ 4a15$ Hz.$ El$ SAG$ H$

muestra:$1.6$espigas/seg.$$

Neurobiología!de!los!cambios!del!SAG!

El$ primer$ objetivo$ específico$ de$ esta$ tesis$ fue$ analizar$ las$

diferencias$ y$ similitudes$ del$ número$ de$ complejos$ espiga$ onda$ $ y$

potencia$ EEG$ del$ SAG$ Cx$ y$ el$ hipocampo,$ en$ el$ estudio$ de$ la$

hipótesis$ que$ plantea$ una$ mayor$ excitabilidad$ por$ parte$ del$

hipocampo.$

Datos$ previos$ de$ nuestra$ línea$ de$ investigación$ indican$ que$

los$estadios$ tempranos$de$ la$ inducción$del$SAG$Cx$generan$ varios$

cambios$ en$ los$ componentes$ de$ la$ sinapsis$ (Calixto,$ 2016).$ Por$

ejemplo,$ en$ el$ componente$ presináptico$ disminuye$ la$ síntesis$ y$

liberación$ de$ GABA$ por$ lo$ que,$ la$ concentración$ de$ GABA$ es$ dos$

veces$menor$que$en$condiciones$control$(Salazar,$1994).$Dentro$del$
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componente$ postsináptico$ hay$ una$ disminución$ en$ el$ número$ de$

receptores$ GABAA$ (down" regulation)$ y$ eventualmente$ se$ asocia$ a$

cambios$en$la$expresión$de$subunidades$del$receptor$ionotrópico,$por$

ejemplo,$ la$ expresión$ de$ la$ subunidad$ α$ es$ la$ más$ sensible$ y$

frecuente$ en$ modificarse$ lo$ cual$ contribuye$ a$ cambios$ en$ la$

fosforilación$ del$ receptor,$ cinética$ de$ activación$ e$ inactivación$ y$

afinidad$ por$ el$ ligando$ (Brailowsky$ et" al.,$ 1988r$ Will$ et" al.,$ 1988).$

Conocemos$ que$ la$ conductancia$ de$ calcio$ se$ incrementa$

significativamente$ en$ el$ componente$ postsináptico,$ como$ en$

cualquier$ fenómeno$ de$ epilepsia$ estas$ oscilaciones$ frecuentes$ de$

calcio$ por$ parte$ del$ componente$ postsináptico$ son$ responsables$ de$

los$procesos$de$epileptogénesis$en$el$inicio$y$el$mantenimiento$de$las$

descargas$ictales,$por$lo$que$la$parte$postsináptica$representa$uno$de$

los$ grandes$ retos$ de$ estudio$ para$ identificar$ las$ diferencias$ entre$

diferentes$sitios$anatómicos$de$inicio$como$posibles$entidades$para$el$

tratamiento$de$crisis$epilépticas.$$

La$ fenomenología$ de$ inducción$ del$ SAG$ se$ debe$ a$ que$

primero$ ocurren$ cambios$ en$ la$ neurotransmisión$ GABAérgica$ y$

posteriormente$ se$ instalan$ modificaciones$ de$ otras$

neurotransmisiones:$ glutamatérgica,$ colinérgica,$ adrenérgica$ y$

dopaminérgica$(Brailowsky,$1991r$Calixto,$2016)$en$otras$palabras,$la$

actividad$ epileptiforme$ (complejos$ espigaaonda$ de$ alta$ frecuencia,$

propagación$de$ la$actividad$y$aumento$de$ la$potencia$del$EEG)$que$

se$ cuantifica$ posterior$ a$ la$ interrupción$ de$ la$ infusión$ de$ GABA$

depende$directamente$de$la$disminución$del$tono$GABAérgico,$y$que$

gradualmente$ se$ agrega$ el$ incremento$ de$ la$ actividad$ de$ los$
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receptores$a$glutamato$(NMDA$y$AMPA),$asociado$a$un$aumento$del$

tono$colinérgico$y$adrenérgico,$asociado$a$cambios$en$los$canales$de$

Ca2+$ tipo$ L.$ No$ obstante$ la$ ventana$ temporal$ de$ los$ sucesos$

sinápticoamoleculares$ son$ difíciles$ de$ indicar,$ nuestra$ línea$

investigación$demuestra$que$en$las$primeras$24$h,$el$evento$de$inicio$

depende$ exclusivamente$ de$ los$ cambios$ de$ la$ neurotransmisión$

GABAérgica$(Menini$et"al.,"1991r$Araneda$et"al.,$1994r$SilvaaBarrat$et"

al.,$ 1995r$SilvaaBarrat$et"al.,$ 2005r$SilvaaBarrat$et"al.,"2001r$Calixto,$

2012r$Calixto,$2016).$$

Al$ interrumpir$ de$manera$ abrupta$ la$ instilación$ de$ GABA$ se$

genera$ un$ foco$ epiléptico,$ la$ corteza$ y$ el$ hipocampo$ contralateral$

también$se$activan$de$manera$significativa$generando$un$mecanismo$

de$reverberancia$en$la$comunicación$neuronal$que$se$identifica$en$el$

electroencefalograma.$La$evolución$temporal$del$SAG$nos$indicó$que$

la$ propagación$ es$ muy$ fuerte$ en$ los$ primeros$ estadios$ de$ la$

abstinenciar$y$que$no$obstante$a$que$está$hiperexcitabilidad$continua$

la$ propagación$ desaparece$ prácticamente$ a$ la$ mitad$ del$ síndrome$

(Fig.$13).$$

Analogías!y!diferencias!de!la!corteza!cerebral!y!el!área!CA1!del!

hipocampo!durante!el!SAG!

El$hipocampo$es$una$estructura$ involucrada$en$una$variedad$

de$ funciones$ cerebrales,$ incluyendo$ la$ memoria,$ la$ atención,$

reverberancia$ informativa$ y$ el$ aprendizaje.$ El$ hipocampo$ está$

organizado$en$un$circuito$ trisináptico,$en$el$cual$ la$ información$es$a$
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través$ de$ neuronas$ piramidales$ modulada$ directamente$ por$

interneuronas$ GABAérgicas,$ esto$ garantiza$ que$ la$ información$ que$

pasa$ por$ el$ hipocampo$ es$ perfectamente$ organizada,$ filtrada$ e$

inhibida.$ $ Dos$ estímulos$ de$ gran$ importancia$ e$ incluso$ de$ misma$

frecuencia$no$pueden$ser$analizados$de$la$misma$manera,$ya$que$las$

interneuronas$ GABAérgicas$ inhiben$ al$ segundo.$ La$ organización$

celular$la$corteza$cerebral$es$columnar,$la$información$además$puede$

interaccionar$por$las$diferentes$láminas$histológicas$de$su$estructura,$

es$ decir,$ la$ integración$ sináptica$ es$ más$ complejo$ y$ esto$ tiene$

implicaciones$ electrofisiológicas$ del$ registro$ del$ EEG.$ Esta$ es$ la$

razón$por$la$cual$la$amplitud$basal$del$EEG$del$hipocampo$(533±1.9)$

sea$discretamente$mayor$a$la$de$la$corteza$cerebral$(450±1.8)$siendo$

una$estructura$más$pequeña$el$hipocampo$es$más$excitable$por$su$

componente$sináptico:$esta$es$una$de$las$razones$fundamentales$por$

la$cual,$el$SAG$H$tiene$mayor$potencia,$frecuencia$y$duración.$

Las$ interneuronas$ GABAérgicas$ que$ se$ encuentran$ en$ el$

hipocampo$tienen$diferentes$proyecciones$y$conexiones$comparadas$

con$ la$ corteza$ cerebral.$ Datos$ de$ nuestra$ línea$ de$ investigación$

demuestran$que$la$morfología$de$las$ interneuronas$está$relacionada$

con$ sus$ propiedades$ excitables$ (frecuencia$ de$ disparo,$ umbral,$

duración$y$amplitud$de$potencial$de$acciónr$Ascoli$et"al.,$2010)$por$lo$

que$ la$ morfología$ de$ estas$ interneuronas$ las$ puede$ hacer$ más$

sensibles$a$las$modificaciones$sinápticas$del$GABA$en$relación$a$las$

de$la$corteza$cerebral.$$

$
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¿Por! qué! es!más! excitable! el! hipocampo! que! la! corteza!

cerebral!para!desarrollar!un!SAG?!

Las$ neuronas$ piramidales$ de$ la$ corteza$ cerebral$ y$ el$

hipocampo$ tienen$ discretas$ diferencias$ en$ sus$ propiedades$

excitables$ (umbral,$disparo$y$adaptación):$ los$potenciales$de$acción$

son$ discretamente$más$ rápidos$ en$ el$ hipocampo$ que$ en$ la$ corteza$

(duración$ y$ amplitud),$ el$ post$ potencial$ hiperpolarizante$ (PPH)$ del$

potencial$de$acción$de$ las$neuronas$hipocampales$ tiene$una$mayor$

amplitud$ y$ esta$ modulado$ por$ corrientes$ iónicas$ que$ las$ hacen$

suigeneris$ (IK+$ modulada$ por$ Ca2+$ la$ cual$ las$ hace$

extraordinariamente$ sensibles$ en$ la$ excitabilidadr$ sí$ esta$ corriente$

disminuye$las$neuronas$son$más$excitables,$como$lo$que$sucede$en$

muchos$modelos$de$epilepsia.$Nuestra$ línea$de$ investigación$ indica$

que$el$SAG$afecta$estos$PPH,$ los$disminuye$y$en$consecuencia$ las$

neuronas$se$hacen$epilépticas).$El$SAG$en$su$inducción$en$la$Cx$y$el$

H$ tiene$ mecanismos$ semejantes$ pero$ estos$ son$ cuantitavamente$

más$ fuertes$ en$ el$ hipocampo$porque$ las$ propiedades$ excitables$ de$

sus$ neuronas$ piramidales$ la$ morfología$ $ e$ integración$ sináptica$ de$

sus$interneuronas$las$hace$más$excitables$(Calixto$et"al.,$2008).$

A$ nivel$ sináptico$ las$ neuronas$ del$ área$ CA1$ del$ hipocampo$

tienen$un$receptor$GABAA$predominante$compuesto$por$las$isoformas$

α4,1,2$β3$γ2,$en$relación$a$las$isoformas$de$la$Cx$α1β2γ2$(Tabla.$1)$esto$

le$ otorga$ una$ sensibilidad$ farmacológica$ distinta$ a$ estas$ dos$ áreas$

cerebrales,$ lo$ cual$ contribuye$ a$ la$ diferencia$ en$ la$ susceptibilidad$

para$ el$ desarrollo,$ expresión$ y$ duración$del$SAG.$Datos$ previos$ en$
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nuestra$línea$investigación$indican$que$los$receptores$del$hipocampo$

en$condiciones$de$una$abstinencia$a$GABA$ in" vitro" tiene$una$down"

regulation$ permanente$ y$ que$ está$ disminución$ en$ la$ densidad$ de$

receptores$ genera$ una$ plasticidad$ sináptica$ tendiente$ a$ la$

sincronización$ de$ poblaciones$ neuronales$ en$ el$ área$ CA1$ del$

hipocampo$(Casasola$et"al.,$2001).$$En$ contraste$ a$ este$ hallazgo$ en$

la$Cx$la$down"regulation$durante$el$SAG$es$reversible$por$lo$cual$este$

estructura$muestra$ una$mayor$ plasticidad$ del$ receptor$ GABAA,$ con$

una$consecuencia$inherente$a$esta$tesis,$que$el$fenómeno$a$nivel$del$

receptor$ se$ auto$ limita$ más$ en$ la$ corteza$ cerebral$ que$ en$ el$

hipocampo.$

Las$ entradas$ de$ la$ amígdala$ cerebral$ contribuyen$ a$ la$

excitabilidad$ del$ hipocampo,$ de$ igual$ forma$ la$ corteza$ entorrinal,$ la$

corteza$frontal,$la$corteza$temporal$y$los$ganglios$basales.$Lo$cual$lo$

hace$tener$una$reverberancia$de$información$en$ventanas$de$tiempo$

cortas.$ En$ relación$ con$ la$ corteza$ cerebral$ cuyas$ frecuencias$ de$

activación$son$distintas$que$aunque$igual$de$dinámicas$tienen$menor$

frecuencia$pero$asocian$ritmos$con$diversas$estructuras$como$lo$es$el$

tálamo,$el$hipocampo,$amígdala$cerebral$y$núcleos$subcorticales$$

Esta$ tesis$ propone$ que$ la$ organización,$morfología$ celular$ y$

estructura$ diferencial$ de$ la$ corteza$ e$ hipocampo$ contribuyen$ de$

manera$importante$al$aumento$de$la$actividad$GABAérgica,$siendo$el$

hipocampo$claramente$una$estructura$más$epileptogénica$con$lo$cual$

se$acepta$la$hipótesis$del$trabajo$y$los$objetivos$propuestos$para$este$

punto.$
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Efecto!de!la!hiperexcitabilidad!neuronal!del!SAG!en!la!memoria!

de!reconocimiento!de!corto!y!largo!plazo!en!la!corteza!cerebral!y!

CA1!del!hipocampo.!

En$este$trabajo$una$de$las$hipótesis$planteó$que$el$incremento$

de$ la$excitabilidad$neuronal$puede$favorecer$el$sustrato$sináptico$de$

la$memoria$y$el$aprendizaje.$Tanto$en$hipocampo$como$en$corteza$la$

abstinencia$ a$ GABA$ favorece$ la$ LTP.$ Bajo$ esta$ premisa,$ nuestra$

propuesta$ fue$ identificar$ si$ el$ SAG$ modificaría$ la$ memoria$ de$

reconocimiento$a$corto$y$largo$plazo.$$

Estudios$ farmacológicos$ han$ demostrado$ que$ al$ realizar$

inyecciones$ postaentrenamiento$ de$ compuestos$ GABAérgicos$

modulan$ el$ almacenamiento$ de$ la$ memoria$ (Hatflied$ et" al.," 1999).$

Bloquear$ al$ receptor$ GABAA$ mejora$ el$ rendimiento$ en$ tareas$ de$

memoria,$en$contraste,$la$administración$de$agonistas$disminuyen$su$

formación$en$roedores$(Kim$et$al,$2012).$Por$sus$cambios$sinápticos$

y$electrofisiológicos,$el$SAG$asemeja$los$efectos$epileptiformes$de$la$

bicuculina.$ Los$ antecedentes$ indican$ que$ los$ receptores$ GABAA$

modulan$ los$ procesos$ postaentrenamiento$ que$ subyacen$ la$

consolidación$de$la$memoria$(Luft$et"al.,$2004).$

Los$ datos$ obtenidos$ en$ esta$ tesis$ sugieren$ que$ la$

hiperexcitabilidad$ neuronal$ generada$ por$ la$ inducción$ de$ la$

abstinencia$ a$ GABA$ en$ la$ corteza$ cerebral$ o$ en$ el$ área$ CA1$ del$

hipocampo$no$modifica$la$memoria$de$reconocimiento$a$corto$y$largo$

plazo.$$
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Ennaceur$ y$ Delacour$ (1998)$ demostraron$ que$ cuando$ una$

rata$ tiene$ preferencia$ por$ el$ objeto$ novedoso$ recuerda$ que$

anteriormente$estuvo$expuesta$a$uno$de$los$dos$estímulos.$Asimismo$

se$ ha$ reportado$ que$ el$ hipocampo$ es$ una$ estructura$ que$ está$

relacionada$ampliamente$con$procesos$de$memoria$(Moser$y$Moser,$

1998).$Los$primeros$estudios$en$donde$se$demostró$que$las$lesiones$

en$ el$ lóbulo$ temporal$ provocaban$ daño$ amnésico,$ dieron$ una$ gran$

importancia$ al$ hipocampo,$ estudios$ posteriores$ demostraron$ que$ la$

memoria$ dependiente$ del$ hipocampo$ estaba$ ampliamente$

relacionada$con$ la$memoria$del$miedo$y$ la$espacial$ (Mishkin,$1978r$

Dix$ y$ Aggleton,1999r$ Brown$ y$Aggleton,$ 2001r$Mumby$ et$ al.,$ 2002r$

Darnaudery$ et" al.,$ 2002r$ Manns$ et" al.,$ 2003r$ Winters$ et" al.,$ 2004r$

Aggleton$ et" al.,$ 2005rEichenbaum,$ Yonelinas,$ y$ Ranganath,$ 2007r$

Squire,$Wixted,$y$Clark,$2007:$Balderas$et"al.,$2008).$

El$hipocampo$está$relacionado$con$la$posición$de$los$objetos$

en$ el$ espacio$ o$ la$ información$ referente$ a$ estímulos$ en$ lugares$

específicos$ (Gaffan$ y$ Parker,$ 1996r$ Nemanic,$ Alvarado,$ y$

Bachevalier$2004r$Mumby$et$al.,$2002).$

Broadbent$ et" al,$ (2004)$ demostró$ que$ una$ lesión$ en$ el$

hipocampo$dorsal$mayor$a$un$75%$$induce$un$déficit$en$la$ejecución$

de$reconocimiento$de$objetos.$La$conclusión$de$este$trabajo$fue$que$

el$ hipocampo$ participa$ activamente$ en$ $ tareas$ espaciales$ la$ cuales$

requieren$mayor$integración$del$contexto$(ambiente$o$espacio$donde$

se$ desarrollan),$ en$ contraste,$ el$ hipocampo$ al$ parecer$ no$ participa$$
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en$ tareas$ de$ reconocimiento$ (es$ decir$ en$ donde$ no$ requiere$

discriminar$un$ambiente$específicor$Mumby$et"al.,$2002).$$

Estos$ datos$ sugieren$ que$ el$ hipocampo$ tiene$ una$

participación$ significativa$ en$ la$ discriminación$ de$ estímulos$ en$ un$

ambiente$específico.$$

La$ memoria$ de$ reconocimiento$ en$ contexto$ necesita$ de$ la$

síntesis$de$proteínas$ya$que$la$aplicación$de$un$inhibidor$selectivo$de$

síntesis$ de$ novo$ altera$ la$ memoria$ de$ reconocimiento$ de$ objetos,$

pero$ no$ la$ memoria$ de$ reconocimiento$ (Balderas$ et" al.,$ 2008r$

Balderas$et"al.,$2015).$

Administrar$ DDC,$ un$ inhibidor$ selectivo$ y$ reversible$ de$ la$

sinapsis$de$las$fibras$musgosas$y$neuronas$piramidales$de$la$región$

CA3$ del$ hipocampo$ no$ afecta$ la$ consolidación$ de$ la$ memoria$ de$

reconocimiento,$pero$esta$región$del$hipocampo$sí$está$implicada$en$

el$ procesamiento$ de$ la$ información$ espacial:$ adquisición$ y$

consolidaciónr$esta$memoria$espacial,$es$ la$ responsable$de$que$ los$

animales$ discriminar$ el$ arreglo$ espacial$ novedoso$ (Stupien$ et" al.,$

2003).$$Tanto$el$área$CA1$y$CA3$tienen$un$procesamiento$semejante:$

la$ memoria$ de$ reconocimiento$ no$ se$ altera$ por$ lesiones$ pero$ si$ la$

memoria$de$reconcomiendo$en$contexto.$$$$

Hay$otras$áreas$cerebrales$de$activación$ importantes$para$ la$

memoria$de$reconocimiento$medidas$a$través$de$la$actividad$de$cafos$

(gen$ de$ expresión$ temprana$ que$ marca$ activación$ neuronal).$ Por$

ejemplo,$ (Wan$ et" al.," 1999S"Moses$ et" al.,$ 2005r$ Aggleton$ y$ Brown,"

2005)" reportaron$que$existe$una$participación$diferencial$en$algunas$
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estructuras$del$lóbulo$temporalamedial$posterior$a$la$presentación$de$

un$estímulo$novedoso$o$del$arreglo$espacial$novedoso$de$estímulos$

familiares.$ La$ corteza$ perirrinal$ se$ activa$ selectivamente$ ante$ la$

presentación$de$un$estímulo$novedoso.$En$contraste$el$hipocampo$se$

activa$ ante$ la$ exposición$ a$ estímulos$ novedosos$ de$ los$ arreglos$

espaciales.$Winters$et" al.," (2004)$ fueron$ los$ primeros$ en$ demostrar$

que$ existe$ una$ doble$ disociación$ entre$ las$ estructuras$ del$ lóbulo$

temporal$ medial,$ ellos$ encontraron$ que$ las$ lesiones$ del$ hipocampo$

perjudican$sólo$ la$memoria$espacial$pero$no$afectan$ la$memoria$de$

reconocimiento.$

Las$evidencias$indican$que$el$hipocampo$está$implicado$en$el$

procesamiento$ de$ la$ información$ contextual$ (identificación$ de$

posición,$espacio$y$estímulos$de$contexto$específicos),$pero$no$en$la$

memoria$ de$ reconocimiento.$ Que$ es$ dependiente$ de$ la$ integridad$

anatómica,$la$síntesis$de$proteínas$y$actividad$neuronal.$

$Pesé$ a$ que$ in" vitro" se$ había$ identificado$ que$ la$

hiperexcitabilidad$ neuronal$ de$ la$ abstinencia$ a$ GABA$ favorece$ los$

mecanismos$ sinápticos$ para$ el$ aprendizaje$ y$ la$ memoria,$ en$ la$

corteza$ cerebral$ y$ en$ el$ hipocampo,$ in" vivo$ no$ se$ cuantificaron$

diferencias$ significativas$ en$ este$ fenómeno.$ El$ objetivo$ de$ este$

trabajo$pretendía$identificar$si$el$ incremento$de$la$actividad$neuronal$

por$ una$ abstinencia$ a$ GABA$ podría$ modificar$ la$ memoria$ de$

reconocimiento.$ Con$ base$ a$ los$ resultados$ obtenidos$ la$ hipótesis$

planteada$no$se$acepta.$$



104"
"

Es$ la$ primera$ vez$ que$ se$ realiza$ un$ análisis$ conductual,$

farmacológico$y$electrofisiológico$sobre$los$efectos$del$SAG$$sobre$la$

memoria$ de$ reconocimiento$ a$ corto$ o$ largo$ plazo.$ Estudios$

subsiguientes$ deberán$ evaluar$ si$ el$ SAG$ contribuye$ a$ otro$ tipo$ de$

memorias$ y$ la$ disociación$ que$ existe$ en$ las$ estructuras$ del$ lóbulo$

temporal.$ La$ hiperexcitabilidad$ neuronal$ de$ la$ corteza$ cerebral$

tampoco$incide$en$esta$memoria.$$

Neurobiología!de!la!ansiedad!durante!el!SAG!!

Se$ha$demostrado$que$el$GABA$ tiene$un$papel$ fundamental$

en$ la$patogénesis$de$ la$ansiedad$ (Lydiard,$2003r$Rudolph$y$Möhler,$

2006r$ Sandford,$ Argyropoulos$ y$ Nutt,$ 2000).$ Paradójicamente$ los$

medicamentos$que$se$utilizan$para$el$tratamiento$de$la$ansiedad,$son$

agonistas$ GABAérgicos$ como$ las$ benzodiacepinas$ y$ algunos$

esteroides.$ Nuestra$ línea$ de$ investigación$ reconoce$ que$ generar$

tolerancia$ y$ dependencia$ (Bz,$ alcohol$ y$ neuroesteroides)$ va$

relacionado$ con$ una$ disminución$ en$ el$ $ tono$GABAérgico.$Se$ sabe$

que$ la$abstinencia$ induce$cambios$en$ la$expresión$en$ la$ subunidad$

del$ receptor$ GABAA,$ tolerancia$ y$ dependencia$ a$ neuroesteroides$ o$

Bz$ tiene$ el$ común$ denominador$ de$ disminuir$ la$ expresión$ de$ la$

subunidad$ α1,$ y$ α2$ asociado$ a$ una$ sobreexpresión$ de$ la$

subunidades$ α4$ y$ α6$ lo$ cual$ contribuye$ a$ una$ disminución$ de$ la$

afinidad$ del$ receptor$ por$ su$ agonista$ y$ una$ disminución$ en$ la$

actividad$del$GABA.$La$ tolerancia$y$dependencia$a$diversas$drogas$

GABAérgicas$ tienen$ un$ mecanismo$ en$ común,$ expresarse$ como$

ansiedad.$ Está$ se$ da$ por$ un$ incremento$ en$ su$ funcionamiento$ de$
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diversas$ estructuras$ corticales$ y$ subcorticales,$ lo$ cual$ únicamente$

puede$ser$ inhibido$por$una$reaexposición$a$un$agonista$del$ receptor$

GABAA.$Estudios$en$animales$que$tienen$un$knockNout$del$gen$para$

la$expresión$de$la$subunidad$α2$del$receptor$GABAA$presentan$como$

marcador$ característico$ un$ incremento$ en$ la$ conducta$ tipo$ ansiosa$

(Möhler$ et" al.,$ 2012r$ Kheirbek" et" al.,$ 2012r$ Shekhar$ et" al.,$ 1990).$

Resultados$ preliminares$ de$ nuestra$ línea$ de$ investigación$ indican$

que$ durante$ el$ SAG$ hay$ una$ disminución$ en$ la$ expresión$ de$ la$

subunidad$α1$y$un$incremento$en$la$expresión$α4,$esto$es$semejante$

a$ lo$que$hacen$otros$agonistas$del$ receptor.$Por$ lo$ tanto$se$sugiere$

que$ uno$ de$ los$ inductores$ de$ la$ ansiedad$ en$ este$ modelo$ sea$ un$

cambio$molecular.$ $ Investigaciones$ulteriores$ tendrán$que$ identificar$

los$cambios$cuantitativos$en$el$hipocampo$y$la$corteza$cerebral,$para$

identificar$ si$ contribuyen$de$ la$misma$manera$en$ la$ inducción$de$ la$

conducta$tipo$ansiosa.$

Se$ sabe$ que$ las$ regiones$ cerebrales$ que$ están$ implicadas$

con$ la$ generación,$ modulación$ y$ expresión$ de$ la$ conducta$ de$

ansiedad$ son:$ la$ amígdala$ cerebral,$ el$ hipocampo$ y$ la$ corteza$

prefrontal$(Möhler,$2012r$Clement$y$Chapouthier,$1997).$Durante$ los$

primeros$estadios$de$síndromes$de$abstinencia$a$diferentes$drogas$la$

conducta$ de$ ansiedad$ puede$ ser$ el$ resultado$ de$ cambios$ en$ la$

plasticidad$neuronal.$$

Datos$previos$en$nuestra$ línea$de$ investigación$demostraron$

que$ el$ SAG$ en$ la$ corteza$ somatomotora$ en$ los$ estadios$ iniciales$

presentaba$una$conducta$de$ansiedad$acompañada$por$ la$aparición$
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de$complejos$espigaaonda$en$el$EEG$(Segovia,$2014).$Es$decir,$que$

al$presentarse$una$disminución$de$ la$actividad$GABAérgica$cerebral$

puede$ ponerse$ en$manifiesto$ una$ $ conducta$ ansiosa$ (Picazo$et" al.,$

2006r$ FernándezaGuasti$ y$ Picazo,$ 1999).$ La$ ansiedad$ es$ la$

manifestación$clínica$de$la$conducta$del$miedo,$la$cual$se$caracteriza$

por$un$estado$de$alerta$continua$ante$un$estímulo$peligroso$(Möhler,$

2012).$ Este$ proceso$ implica$ una$ activación$ del$ sistema$ nervioso$

autónomo$ que$ permite$ un$ incremento$ del$ metabolismo,$ de$ la$$

frecuencia$ cardiaca,$ la$ frecuencia$ respiratoria,$ disminución$ de$ la$

atención,$ asociado$ a$ un$ incremento$ de$ la$ sensibilidad$ sensorioa

perceptiva$(Clement$y$Chapouthier,$1997).$

Uno$de$ los$objetivos$de$esta$tesis$ fue$cuantificar$ la$conducta$

de$ ansiedad$ durante$ la$ abstinencia$ a$ GABA$ en$ el$ área$ CA1$ del$

hipocampo$ y$ la$ corteza$ cerebral.$ Los$ resultados$ obtenidos$

demuestran$ que$ aunque$ el$ hipocampo$ sea$ una$ estructura$ más$

epileptogénica$ por$ su$ organización$ y$ su$ estructura,$ no$ presenta$

niveles$mayores$de$ansiedad$que$los$cuantificados$en$la$corteza.$

En$ conjunto$ estos$ resultados$ sugieren$ que$ el$ GABA$ es$ un$

mediador$ clave$ en$ la$ regulación$ de$ la$ ansiedad,$ que$ el$ SAG$ de$ la$

corteza$ y$ el$ SAG$ del$ hipocampo$ en$ sus$ estadios$ tempranos$

modifican$ la$ liberación$ de$ GABA$ y$ cambian$ la$ expresión$ de$ sus$

receptores$y$continua$con$cambios$en$la$expresión$y$funcionamiento$

de$los$mismos,$generando$un$perfil$ansiogénico$en$los$animales.$$

!
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!VII.!! Conclusiones!

1.$ El$ SAG$ del$ hipocampo$ tiene$ mayor$ duración,$ potencia$ y$

frecuencia$EEG$comparado$con$el$SAG$de$la$corteza.$

2.$ La$ memoria$ a$ corto$ plazo$ no$ se$ modifica$ por$ la$

hiperexcitabilidad$ neuronal$ inducida$ por$ la$ abstinencia$ a$

GABA$en$la$corteza$cerebral$y$el$área$CA1$del$hipocampo.$$

3.$ La$memoria$a$largo$plazo$no$se$ve$afectada$por$el$SAG$de$la$

corteza$cerebral$y$el$SAG$hipocampo.$

4.$ El$SAG$Cx$y$El$SAG$H$generan$un$perfil$tipo$ansioso$pero$no$

presentan$diferencias$significativas$entre$ellos.$$
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