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II  Introducción 

 

Actualmente, la búsqueda de placer, el alivio de la tensión, el estrés, así como 

escapar de la realidad o de la presión social, entre otros factores, ha provocado el uso no 

médico de distintas drogas. Los patrones de abuso de drogas pueden aplicarse a fármacos 

"legales" (aprobados por las autoridades médicas y gubernamentales), a drogas ilícitas, así 

como a drogas "suaves", como el café, el tabaco, el alcohol, el chocolate, el té e incluso la 

aspirina, o a drogas menos comunes, consideradas "duras", como los opiáceos, la cocaína, 

las anfetaminas, los sedantes e hipnóticos (benzodiazepinas, barbitúricos), los alucinógenos 

y los solventes e inhalantes. Las drogas de mayor consumo a nivel mundial siguen 

proviniendo de plantas tipo cannabis (96 %), opiáceos (87%) y derivados de la hoja de coca 

(81%). En América prevalece el abuso de cocaína (Medina-Mora et al., 1999). 

 México ha dejado de ser un país de tránsito de drogas para convertirse en un país 

consumidor, (Medina-Mora et al., 1999) por cada mujer que ha consumido alguna droga 8 

varones lo han hecho y además la edad en la que se comienza a ingerir alguna droga se 

encuentra entre los 10 y 18 años (Centro de investigación juvenil, 2007), lo que equivale 

aproximadamente a 2 y medio millones de personas. Un problema emergente es el 

progresivo insumo de drogas médicas que previamente no habían sido utilizadas con fines 

de intoxicación, como lo es el flunitrazepam (Rohypnol), el uso de este fármaco es cercano 

al 1% de la población, de ellos el 42% es menor de edad, con igual índice de consumo en 

varones y mujeres, mientras que en los adultos se presenta mayoritariamente en los 

hombres. 

El consumo de drogas en México muestra variaciones importantes en las diferentes 

regiones del país con proporciones más altas en las ciudades ubicadas en la región 

noroccidental y fronteriza, el insumo de la heroína es un ejemplo del aumento, en 1994 era 

del 13% sin embargo para el año de 1999 ascendió al 44%, y con índices más bajos en la 

región sur (Encuesta Nacional de Adicciones, 1998). 

El abuso de drogas es un problema social y de salud publica grave que no distingue 

países, grados de desarrollo económico, clases sociales o religiones. El alcoholismo, en 

particular, es responsable no sólo de la muerte de cientos de miles de personas cada año, 



sino también de la miseria a la que condena a la familia del alcohólico, pasando por la 

desnutrición y las malformaciones congénitas de su descendencia.  

Sin embargo, el consumo de drogas y la generación de la dependencia no conllevan 

forzosamente que el individuo tenga problemas psicológicos y sea razón  para que se 

vuelva adicto. Se han identificado factores genéticos que hacen a ciertas personas más 

susceptibles a desarrollar dependencias específicas a ciertas drogas y no a otras, incluso a 

drogas consideradas "suaves". Otros factores que intervienen en el desarrollo de la 

dependencia física son: la dosis utilizada, la frecuencia de administración, la rapidez con la 

que el fármaco es metabolizado y también las razones por las que el sujeto consume la 

sustancia. Por ejemplo, en pacientes con dolor crónico, el uso prolongado de opiáceos no se 

acompaña de búsqueda compulsiva del fármaco, característica del síndrome de dependencia 

física que provoca el consumo de cocaína. Otro factor es la capacidad del individuo para 

resistir los síntomas de la abstinencia.  

En el presente contamos con una diversidad de más de cien drogas psicotrópicas, 

cuyo manejo adecuado es responsabilidad compartida del médico y del paciente, de las 

autoridades sanitarias en cuanto a la fármaco-vigilancia, es decir, reportar cualquier efecto 

tóxico que ponga en riesgo la salud. Es preciso hacer un paréntesis para señalar que el alto 

costo de los medicamentos impide el acceso a un gran sector de la población.  

 Es imperativo tanto prevenir el abuso y mal uso de sustancias legales, como 

combatir de manera drástica la epidemia de las adicciones a drogas como las anfetaminas, 

la cocaína, la mariguana, la morfina, la heroína y de drogas de abuso médico como las 

benzodiazepinas. Esta Tesis se enfoca a esta última, como propuesta de un mejor 

conocimiento de los mecanismos de su abstinencia  

La administración crónica de drogas que incrementan la actividad GABAérgica, 

como las benzodiazepinas (Bzs), los barbitúricos o el alcohol, generan estados de 

tolerancia y dependencia. El retiro abrupto de la administración de estas drogas favorece a 

largo plazo la aparición de estados neurológicos caracterizados por cambios en la actividad 

sensorial-perceptiva, alucinaciones y en casos extremos, crisis convulsivas. 

Estudios previos indican que la privación súbita de Diazepam (Dz) después de un 

tratamiento crónico genera cambios a nivel EEG caracterizados por disminución de las 

ondas de baja frecuencia durante el sueño, a nivel conductual genera ansiedad y a nivel 



molecular hay una sobre expresión de la subunidad del receptor GABAA asociada a 

una reducción de las subunidades y 2 además de una up-regulation del receptor 

AMPA y down-regulation del receptor NMDA.  

Con el fin de distinguir los cambios en la actividad neuronal desarrollados por el 

retiro de Dz, esta tesis estudió las modificaciones de la excitabilidad in vivo e in vitro 

sobre el sistema GABAérgico.  

En la introducción de esta tesis se enmarcan los aspectos básicos de la neurotransmisión 

dependiente del GABA, sus receptores, su fisiología y su importancia en el cerebro, 

específicamente en el hipocampo. Posteriormente, se hace énfasis en los mecanismos en 

común de los síndromes de abstinencia y lo referente a la abstinencia al GABA in vitro, 

describiéndolo como el bioensayo farmacológico y electrofisiológico para el estudio de las 

abstinencias GABAérgicas. La justificación de la presente tesis que enmarca a los objetivos 

generales, se relaciona con la farmacología de las Bzs y su actividad en la neurotransmisión 

GABAérgica. En material y métodos se describen las técnicas utilizadas y los análisis que 

fueron necesarios para la obtención de los resultados. La última parte de este volumen 

contiene la discusión de los resultados y las conclusiones que confirman que un tratamiento 

crónico de Dz induce un incremento en la actividad neuronal: la aparición de complejos 

espiga-onda en el EEG, relacionados con el incremento en los niveles de ansiedad, se 

corroboró con el aumento en la susceptibilidad a desarrollar crisis convulsiva por aplicación 

de PTZ e incremento significativo de la actividad sináptica del área CA1 del hipocampo. 



1.- Sistema inhibidor GABAérgico 

1.1 El GABA, síntesis y metabolismo 

Un neurotransmisor es una molécula derivada principalmente de un aminoácido o 

de su metabolismo intermediario, es sintetizado por reacciones enzimáticas, almacenado en 

vesículas de las terminales sinápticas y liberado por la despolarización membranal (Deutch 

y Roth, 1999). Ejerce un efecto inhibidor cuando es capaz de deprimir la excitabilidad 

neuronal. Durante la inhibición se disminuye la probabilidad de que una neurona genere 

potenciales de acción. En el hipocampo y en la corteza cerebral la inhibición se produce por 

circuitos neuronales locales establecidos por interneuronas, de las cuales, más del 90% son 

GABAérgicas (Nurse y Lacaille, 1997). Estas células inhiben a las neuronas de proyección 

(piramidales), lo cual establece una de las más importantes regulaciones de la excitabilidad 

del sistema nervioso central (SNC; Luddens et al., 1995).  

El GABA fue descubierto en 1950 por Eugene Roberts (Krnjevic´, 1991) y fue hasta 

1957 cuando se publicó la primera evidencia que sugería que el GABA era un 

neurotransmisor. Bazemore y colaboradores (1956) identificaron una sustancia endógena o 

“factor I” como responsable de la acción inhibidora de los extractos de tejido nervioso 

sobre neuronas de langostino (Krnjevic´, 1997). Un año después se mostró que el GABA 

aplicado en forma directa a la corteza cerebral tenía efectos sobre la actividad eléctrica y se 

dieron evidencias de que involucraba el movimiento iónico en las neuronas (Krnjevic´, 

1984; Houser et al., 1984). En 1966 se obtuvieron pruebas convincentes del carácter 

inhibitorio del GABA, al estudiar la placa neuromuscular del crustáceo (Kuffler et al., 

1984).   

Este neurotransmisor es un pequeño aminoácido monocarboxílico (100 daltones), su 

nombre proviene de las siglas en inglés de su estructura molecular: ácido - aminobutírico 

(4-aminobutirato, de acuerdo a su característica de aminoácido) y representa al principal 

neurotransmisor inhibidor del cerebro en los mamíferos (Olsen y Tobin, 1990; McKernan y 

Whithing, 1996; Avoli et al., 1997).  

El GABA se produce en las terminales nerviosas por descarboxilación del 

glutamato, por acción de la enzima ácido glutámico descarboxilasa (GAD) también 

conocida como L-glutamato-1-carboxilasa-liasa. La mayor parte del ácido glutámico 

necesario para la formación del GABA no proviene del torrente sanguíneo, la neurona 



posee un mecanismo enzimático de síntesis a partir de una transaminacion oxidativa debida 

a la -cetoglutarato transaminasa (GABA-T), o por un proceso de desaminación de la 

glutamina a través de la enzima glutaminasa; por lo que de acuerdo a estos eventos 

metabólicos las fuentes del ácido glutámico son: 1) la transformación del -cetoglutarato, 

metabolito del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, ó 2) la desaminación de la glutamina (fig. 

1; DeLorcy y Olsen, 1994; Deutch y  Roth, 1999).  

Un aspecto interesante en la síntesis del GABA es el que la enzima que produce al 

sustrato (glutamato) también lo degrada. El GABA es transformado a semialdehído 

succínico por la GABA-T en presencia de -cetoglutarato como co-sustrato para la 

reacción.  Así, la GABA-T es la clave de la síntesis y del catabolismo del GABA.  Estos 

aspectos hacen diferente la síntesis del GABA a la de otros neurotransmisores, ya que el 

GABA es un derivado directo del metabolismo intermediario de la glucosa y del glutamato 

(Fig. 1; Paul, 1995).  

Figura 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagrama de la síntesis del GABA. El GABA es sintetizado por la descarboxilación del ácido glutámico mediante 

la  enzima ácido glutámico descarboxilasa (GAD). La GABA-T es la  enzima que se encarga de degradar al GABA  y es la 

encargada de proveer el sustrato para su síntesis (tomada de Paul, 1995). 
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La GAD es una enzima citosólica mientras que el glutamato es sintetizado en la 

mitocondria, por lo que es necesario un transporte o derivación del precursor de un 

compartimiento a otro para garantizar la producción de GABA. La GAD es crítica para el 

control de la excitabilidad neuronal, ya que la disminución de su actividad favorece la 

aparición de convulsiones (Tapia et al., 1975) y es blanco en el tratamiento de algunas 

epilepsias (Foster y Kemp, 2006; Wu et al., 2007). Esta enzima tiene como cofactor a un 

derivado de la vitamina B6, el fosfato de piridoxal (PLP; por sus siglas en inglés). La GAD 

está presente en las neuronas en dos formas, las cuales se encuentran codificadas por dos 

genes distintos. De acuerdo con su peso molecular las isoformas son distinguidas como 

GAD65 y GAD67. Estas enzimas exhiben algunas diferencias en su distribución molecular, 

lo que sugiere que estas dos formas de GAD pueden regular diferentes vías de síntesis de 

GABA. Estas GADs difieren significativamente en su afinidad por el PLP: la GAD65 

muestra una alta afinidad al cofactor en tanto que la GAD67 posee una débil interacción 

con el PLP. La GAD65 es una enzima cuya actividad es rápida y eficientemente regulada. 

La GAD67 se regula a nivel transcripcional y su expresión depende de la excitabilidad de la 

neurona (Tapia y Sandoval, 1971; Covarrubias y Tapia, 1980). La GAD no esta presente en 

neuronas en las que el ácido glutámico es utilizado como neurotransmisor, es decir, las 

neuronas glutamatérgicas no utilizan al GABA como neurotransmisor (Paul, 1995). 

  

1.2 Recaptura del GABA  

Estudios farmacológicos han mostrado que el GABA después de ser liberado por la 

terminal nerviosa es capturado nuevamente por las neuronas y por la glía. La recaptura 

depende del gradiente electroquímico del Na
+
, por lo que es dependiente de la actividad de 

la ATPasa Na
+
/K

+
. Además, la glía tiene capacidad de almacenar GABA. La recaptura de 

GABA es el mecanismo primario de la inactivación de su efecto. El transportador es una 

proteína de doce pasos transmembrana, tiene sitios de glicosilación, y varios 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), por lo que el proceso de recaptura es modulado 

por la actividad de segundos mensajeros (Bowery, 1990; Nelson et al., 1990). Actualmente, 

se distinguen tres distintos transportadores de GABA. Uno de ellos es expresado en forma 



específica por neuronas (SA1/2), otro lo expresan únicamente las células gliales (SN1) y el 

tercero es común para ambos tipos de célula (Fig. 2; Guastella et al., 1990; Liu et al., 1992).  

Ante la estimulación eléctrica o química, se inicia una respuesta por parte de las 

neuronas. Entre los eventos que se suscitan, se puede identificar a las respuestas sinápticas 

excitatorias o en su defecto inhibitorias. Las primeras favorecen la propagación de los 

impulsos eléctricos ya sea por la liberación de neurotransmisores o por modificaciones en 

el nivel de receptores postsinápticos que potencien el efecto de los neurotransmisores.  En 

tanto que los eventos sinápticos inhibitorios, pueden operar mediante dos mecanismos 

generales: por reducción en la liberación de aminoácidos excitadores a través de una acción 

pre-sináptica o por reducción de la excitabilidad de la célula post-sináptica (Kuriyama et 

al., 1993).  

 

1.3 Fisiología del sistema GABAérgico 

El GABA tiene efectos en ambas membranas de la sinapsis (Krnjevic´, 1997). El 

efecto a nivel presináptico es una disminución del ingreso de calcio (Ca
2+

) al botón 

terminal, debido a una activación del receptor GABAB –el cual se describe a detalle en el 

punto 1.4 de esta tesis-. Debido a que el Ca
2+

 es un catión involucrado en la maquinaria de 

liberación de neurotransmisores en la terminal nerviosa, el GABA en el componente 

presináptico genera una disminución en la liberación de diversos neurotransmisores.  

A nivel post-sináptico, el mecanismo principal se debe a un rápido incremento en la 

conductancia al cloro (Cl
-
), lo cual tiene un efecto hiperpolarizante de la membrana 

neuronal. Además, en algunas neuronas se incrementa una conductancia lenta de potasio 

(K
+
) fortaleciendo la hiperpolarización. A todo el evento postsináptico se le denomina 

potencial post-sináptico inhibitorio (IPSP por sus siglas en inglés; Borman, 1988; 

Krnjevic´, 1991, 1997). Recientemente se ha demostrado que durante la activación 

prolongada de los receptores de GABA en la dendrita, la respuesta de la membrana post-

sináptica cambia de hiperpolarización a despolarización (Staley y Proctor, 1999). Una 

explicación para el cambio del efecto inhibitorio del GABA es la siguiente: el incremento 

del flujo de Cl
-
 y HCO

-
3 a través del receptor ionotrópico tipo A para GABA (GABAA) 

incrementa la concentración de estos aniones en el interior de la célula, por lo que 

disminuye su fuerza electroquímica y en consecuencia su flujo al interior de la neurona 



también disminuye. Además, al cambiar su potencial de equilibrio, se favorece un egreso 

del HCO
-
3, produciendo un evento despolarizante (Grover et al., 1993). Está 

despolarización disminuye el bloqueo dependiente de voltaje del receptor NMDA (N-metil 

D-Aspartato) por parte del ión magnesio, por lo que esta actividad mediada por GABA es 

suficiente para la activación sináptica del receptor NMDA (Staley et al., 1995). De tal 

forma, que las respuestas post-sinápticas GABAérgicas en neuronas corticales pueden 

consistir en una temprana “hiperpolarización somática” (también denominada respuesta h-

GABAA) y una respuesta “despolarizante dendrítica” (o respuesta d-GABAA; Bonnet y 

Bingmann, 1995). En conclusión, los flujos de HCO
-
3 contribuyen a la respuesta d–

GABAA, en tanto que la respuesta h-GABAA es principalmente debida a Cl
- 

(Perkins y 

Wong, 1997). 

Los efectos del GABA a nivel pre y post-sináptico son consecuencia de su 

interacción en la membrana a través de proteínas receptoras. Los receptores para el GABA 

están divididos en dos grandes grupos, uno asociado a proteínas G y nucleótidos cíclicos, 

denominado tipo B o GABAB o de tipo metabotrópico. El otro es el ya mencionado 

GABAA o de tipo ionotrópico. Un subgrupo de receptores GABAA ha sido denominado 

GABAC y se encuentra exclusivamente en retina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 2 

 

 

   Diagrama bioquímico y fisiológico de las 2 neurotransmisiones más importantes en el SNC. A la izquierda, la 

dependiente del GABA.  La glutamina (GLN) es capturada por la glía (al centro) por medio de su transportador específico (SN1) 

o en la terminal pre-sináptica por el SA1/2. La GLN es desaminada por la enzima glutaminasa para convertirse en glutamato 

(GLU, paso 3). El GLU también puede ser un metabolito intermedio de la oxidación de la glucosa (transaminación del -

cetoglutarato, paso 1). El GLU se transforma en GABA por medio de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD, paso 4). El 

GABA puede interactuar con sus receptores pre y post-sinápticos y/o ser capturado por un transportador glial (GAT1-4) o 

neuronal. El GABA es catabolizado por la enzima succinato deshidrogenasa en succinato semialdehído  (SSH; paso 5). El efecto 

de ésta neurotransmisión es inducir una disminución de la actividad neuronal. En contraste, a la derecha se distingue la 

neurotransmisión excitadora dependiente de GLU.  Sus efectos se explican debido a que este neurotransmisor incrementa la 

conductancia de Na+ y Ca2+ generando una despolarización postsináptica (Modificado de Foster y Kemp, 2006). 

 

1.4 El receptor GABAB 

El receptor GABAB es una proteína de aproximadamente 80 kDa (Ohmori y 

Kuriyama, 1991) con siete pasos transmembrana. Es miembro de la familia de los 

receptores metabotrópicos acoplados a proteínas G (específicamente Gi y Go; Soltesz et al., 

1988; Kaupmann et al., 1997). Su agonista selectivo es baclofén y el ácido 3-amino propil 

fosfonato; en tanto que los antagonistas selectivos de este receptor son el saclofén y el 

faclofén (Kerr et al., 1987; Karlsson et al., 1988). El receptor GABAB se encuentra en 

ambas membranas sinápticas: a nivel presináptico es el receptor que permite la disminución 

en la liberación de neurotransmisores por un bloqueo en el ingreso del Ca
2+ 

a la terminal 

sináptica vía proteínas G, de tal forma que al ser activado inhibe la activación de canales de 

Ca
2+

 dependientes de voltaje (Thompson y Gahwiler, 1992). En la región post-sináptica la 



activación de éste receptor induce el incremento en la conductancia a K
+ 

(Fig. 3), lo que se 

identifica como la porción lenta del potencial post-sináptico inhibitorio (IPSP, por sus 

siglas en inglés; Deutch y Roth, 1999). El receptor GABAB no esta involucrado en la 

cascada de segundos mensajeros dependientes de proteína Gq-Ip3/Ca
2+

 (Komatsu, 1996; 

Tareilu, et al., 1994). 
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Esquema del receptor GABAB. Receptor metabotrópico formado de dos heterodímeros cada uno de siete pasos 

transmembranales, acoplado a proteínas G. R1, R2 representan el sitio de pegado del ligando (GABA), al activarse el 

receptor  pre-sináptico bloquea los canales voltaje dependientes de Ca2+  y post-sináptico favorece las conductancias de K+ 

(Modificado de Purves D. et al., 2006) 

 

 

1.5 El receptor GABAA 

El receptor GABAA, tiene una composición semejante a los receptores ionotrópicos 

de la acetilcolina (nicotínico), de la glicina y la serotonina (5-HT3). Estas proteínas están 

formadas por subunidades (Fig. 4), por lo que las familias de estos receptores 

presumiblemente derivan de genes similares. El receptor GABAA es un complejo molecular 

integrado como heteropentámero de peso aproximado entre 275 a 400 kDa (Hevers y 

Luddens, 1998; Macdonald y Olsen, 1994; Sieghart et al., 1999). 

El estudio de la estructura molecular del receptor GABAA ha permitido caracterizar 

a las subunidades que lo forman. Estas proteínas se denominan con las letras griegas: alfa 

( ), beta ( ), gamma ( ), delta ( ) épsilon ( ), rho ( ) y theta ( );  además, es posible 

distinguir diversos tipos: 6 diferentes subtipos de ; 3 distintas ,  3 tipos de ,  1 forma de 

 , 1 de tipo , 3 formas de y un solo tipo de  (Fig. 4; Kardos, 1999; Chebib y Johnston, 



1999). Cada subunidad tiene su dominio N-terminal del lado extracelular, el cual puede ser 

el sitio de ligado de varias moléculas.  

Figura 4 

 

 

 

Representación del receptor GABAA. Este receptor ionotrópico es un complejo proteico alostérico reconocido por 

diferentes ligandos y en sitios distintos. Al ser activado permite el ingreso de Cl- a la célula, lo cual favorece un efecto 

hiperpolarizante. Su estructura es heteropentamérica, compuesta por 7 clases diferentes de subunidades, algunas cuentan con 

variables funcionales (Modificado de Mohler, 2006). 

 

 

Todas las subunidades presentan 4 dominios transmembranales denominados TM1, 

TM2, TM3, y TM4; la región TM2 representa un especial interés: su estructura de -hélice 

permite la formación de un canal iónico. La interacción de esta región con otras 3 ó 4 TM2 

proporciona el revestimiento del canal. Localizado en la región del citosol cada TM tienen 

2 anillos de residuos de aminoácidos, el anillo que conecta a las regiones TM3 con TM4 

contienen residuos de serina, un excelente blanco susceptible de ser fosforilado. La 

secuencia de aminoácidos que componen a cada una de las subunidades del receptor 

GABAA tiene una masa molecular en el rango de 48 a 64 kDa y además, muestra entre un 

30 a 40% de identidad entre los distintos grupos de subunidades y un 70 a 80% de identidad 

entre subunidades del mismo grupo (Macdonald y Olsen, 1994; McKernan y Whiting, 

1996; Hevers y Luddens, 1998). 

Basándose en esta heterogeneidad de isoformas, el ensamble variable de las subunidades 

otorga diversidad en las propiedades biofísicas y farmacológicas del receptor. A partir de 

esta variedad de subunidades se puede calcular una combinación de más de 10 000 



isoformas posibles del receptor GABAA, aunque no todas son funcionales (Wafford et al., 

1994; Araki et al., 1992; Wang et al., 1992; Zhang et al., 1992; Bovolin et al., 1992; Araki 

et al., 1992a y b).  

El sitio de pegado del GABA a su receptor es a nivel de las subunidades  y . 

Específicamente, en la subunidad 1 el residuo del aminoácido fenilalanina en la posición 

64, es determinante para el pegado del neurotransmisor; mientras en la subunidad  los 

residuos de tirosina 157 y 205 así como las treoninas 160 y 302 son indispensables para el 

pegado del GABA. Cuando el neurotransmisor se une a su receptor ionotrópico los aniones 

pasan al interior de la neurona produciendo hiperpolarización o un cambio en el potencial 

de membrana, que lo aleja del umbral de disparo del potencial de acción. Este fenómeno se 

debe a un cambio conformacional de la proteína receptora que la convierte en un canal, el 

cual es significativamente largo (5-8 Å). La formación de un canal selectivo en estas 

condiciones permite el flujo de Cl
-  

y aniones al interior de la célula. Esta selectividad 

proviene de la carga positiva de los aminoácidos que estratégicamente se encuentran en la 

porción final del canal.   

El receptor-canal exhibe 3 diferentes conductancias las cuales se encuentran entre 

los 12, 17-20 y 27-30 pS; además se han revelado tres diferentes estados de apertura: 0.5, 

2.6 y 7.6 mili segundos (Hevers y Luddens, 1998; Macdonald y Olsen, 1994; McKernan y 

Whiting, 1996). 

 

1.6 Modulación del GABAA 

El receptor GABAA es una proteína alostérica. Esto significa que sus propiedades de 

receptor pueden ser moduladas por la unión de otros compuestos que no se unen al mismo 

sitio que reconoce al GABA. Ciertos fármacos hacen más eficiente la transmisión 

GABAérgica, incrementando la frecuencia de apertura del receptor/canal o cambiando el 

tiempo de apertura del canal. Ejemplos de estos moduladores son los neuroesteroides, el 

alcohol, los barbitúricos y las Bzs, ya que estas moléculas se unen al receptor y potencian la 

actividad del GABA, por ejemplo, desplazan la función concentración-respuesta de GABA 

hacia a la izquierda (Hadingham et al., 1992; McKernan y Whiting, 1996). 

Específicamente, las Bzs son moduladoras de las corrientes de Cl
-
 ya que incrementan la 

frecuencia de apertura del canal pero no la duración de los estados abiertos, en tanto que los 



barbitúricos alteran las características de las corrientes GABAérgicas incrementando la 

duración de las aperturas del canal. De tal forma que el resultado neto de la presencia de 

barbitúricos o Bzs o ambos es el incremento de la inhibición neuronal (Macdonald y Olsen, 

1994; Kardos, 1999). Las Bzs tienen su sitio de unión en el receptor al nivel de las 

subunidades  y . Sin embargo, quien confiere la afinidad por las mismas es la subunidad 

 principalmente el subtipo 2 ( 2). El efecto alostérico de las Bzs es uno de los más 

estudiados. Una particularidad farmacológica más, es que para que el efecto de las Bzs se 

lleve a cabo, el GABA debe estar presente (Bureau y Olsen, 1990; Knapp et al., 1990). 

El sitio de interacción de los barbitúricos se localiza en las subunidades  y  del 

receptor. Los barbitúricos tienen un modelo dual de acción: a concentraciones pequeñas su 

efecto depende de la presencia del GABA, sin embargo, a grandes concentraciones el 

efecto de incremento en el tiempo de la apertura del canal depende exclusivamente del 

barbitúrico. 

La bicuculina (Bic), un potente convulsivante, disminuye la unión del GABA al 

receptor de manera competitiva. Los antagonistas del receptor GABAA mejor estudiados 

son el t-butilbiclofosforotionato (TBPS), y la penicilina, que bloquea el poro (Ruano et al., 

1991; Costa, 1987; Macdonald y Olsen, 1994; Chebib y Johnston, 1999). En tanto que 

agonistas selectivos de este receptor son la isoguvacina y el muscimol.  

 

1.7 Distribución del GABAA en el SNC 

Es conveniente hacer varias apreciaciones respecto al receptor GABAA, su 

distribución en el cerebro y los efectos farmacológicos diferenciales que pueden obtenerse a 

partir de su interacción con sus ligandos. En esta dirección es posible identificar que una 

misma neurona es capaz de expresar diferentes tipos de receptor GABAA y por lo tanto 

tener susceptibilidad farmacológica variable (García-Ugalde y Brailowsky, 1993). 

Estudios farmacológicos previos dan evidencias de una segregación espacial de los 

receptores GABAA y GABAB postsinápticos en células piramidales. La respuesta 

postsináptica del receptor GABAB es generada primariamente en dendritas, en tanto que la 

respuesta GABAA se produce en el soma y las dendritas.  

Exceptuando a las subunidades  que se expresan únicamente en la retina y las 

que se encuentran en timo, pulmón, próstata y útero, las otras subunidades se expresan 



ampliamente en el cerebro. El receptor GABAA de la retina es farmacológicamente 

insensible a Bic aunque es sensible a picrotoxina. Adicionalmente, este receptor no muestra 

modulación por barbitúricos, Bzs y baclofén por lo que se le denominó GABAC 

(Macdonald y Olsen, 1994; Chebib y Johnston, 1999). Los receptores GABAC son 

derivados de la unión de varias isoformas de la subunidad  capaces de formar el canal de 

Cl
- 
(Fig. 5). Los agonistas descritos para este subtipo de receptor son el ácido cis-4-amino 

crotónico o ACCA y el ácido trans-4-amino crotónico (TACA). En cuanto a los 

antagonistas del receptor GABAC, el mejor estudiado es el ácido imidazol–4-acético y el 

ácido 1,2,5,6-tetrahidropiridina –4il-metil-fosfónico. 

Estudios de biología molecular han permitido el mapeo de algunas subunidades del 

receptor GABAA en el genoma humano. Por ejemplo, los genes que codifican a las 

subunidades 1, 6, 2 y 2 se encuentran en el cromosoma 5 en las regiones q32-q33. En 

tanto que las subunidades 2, 4, 1 y 1 se encuentran en el cromosoma 4 en las 

porciones p13-4q11, en el caso de la subunidad 5, 3 y 3 se encuentran en el cromosoma 

15 en sus regiones q11-q13. La subunidad 3 se encuentra codificada en un gen que reside 

en el cromosoma X (Fig. 5; Thompson et al., 1992; Wilcox et al., 1992). 

No obstante que los ARNm (ácidos ribonucleicos mensajeros) que traducen para las 

subunidades del receptor GABAA se encuentran en casi todo el cerebro, pueden distinguirse 

distribuciones heterogéneas en algunas regiones del SNC. Por ejemplo, las células 

granulares del cerebelo expresan casi exclusivamente la subunidad 6, en tanto que la 

subunidad 1 se expresa principalmente en neocorteza y cerebelo, dejando únicamente el 

5% de todos los receptores GABAA para la expresión de la 5 en hipocampo, corteza 

cerebral, amígdala y el bulbo olfatorio. En corteza cerebral son muy comunes las 

subunidades 1-4, al igual que la isoforma 2, en tanto que las subunidades 1 y 3 son más 

comunes en el hipocampo, en la corteza cerebral y en el cerebelo. Por otra parte, las 

subunidades 4 y 4 se han descrito solamente en el cerebro del pollo. Es interesante que la 

subunidad 1 se expresa predominantemente en la amígdala del lóbulo temporal y el 

septum, la variante 2 se encuentra prácticamente en todo el cerebro, y es muy común 

localizarla en presencia de 2 y 1 (Essrich et al., 1998), la subunidad 3 esta presente en 

la corteza y el estriado. La triple combinación  conforma la población más frecuente 



del receptor GABAA en corteza cerebral, en comparación con el hipocampo en donde es 

común la expresión de las subunidades 2 1 3 2 y 5 1 3 2 (McKernan y Whiting, 

1996). La subunidad 2 tiene dos isoformas: larga ( 2L) y corta ( 2S; por sus siglas en 

inglés), la subunidad 2S es más abundante que la 2L en el hipocampo, la corteza cerebral 

y el bulbo olfatorio, en contraste en el colículo inferior, el bulbo y en el cerebelo se expresa 

más 2L que 2S. La subunidad esta predominantemente en el cerebelo. En tanto que la 

subunidad  esta presente en amígdala, tálamo y núcleos subtalámicos (Hevers y Luddens, 

1998; Mehta y Ticku, 1999; Moler, 2006).  

 

Figura 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Distribución y expresión de receptores GABAA A) Principales receptores GABAA en la corteza cerebral y el 

hipocampo. B) Expresión de algunas subunidades del receptor GABAA  en el genoma humano (Modificado de Hevers y 

Luddens, 1998;    Mehta y Ticku, 1999, Moler, 2006. 

 

La coexpresión de las subunidades 2, 3 y 5 asociadas con 1, 2 o 3 con 2 

integran a los receptores GABAA en los que se cuantifica una mayor actividad de las Bzs. 

Se puede realizar una subdivisión farmacológica del receptor GABAA en relación 

con el efecto y el pegado de las Bzs. El receptor tipo I (BZI), une con mayor afinidad a la 

trizolopiridazina (Cl 218 872) en tanto que el receptor tipo II (BZII) une con gran afinidad 

al 1,4 Bz: 2 oxo-quazepam. El receptor BZI abunda en cerebelo, en tanto que el BZII se 

encuentra en casi todo el cerebro.  Para otro tipo de fármacos, como el TBPS, el pegado al 



receptor estructurado con 1 2 2 es muy grande, en tanto que para algunos esteroides se ha 

identificado que la presencia de 2 2 con cualquier isoforma de  y 3 es importante 

para una modulación positiva más potente (Fritschy et al., 1992; Puia et al., 1993). 

Diversos estudios indican que la fosforilación del receptor GABAA modifica las 

corrientes de Cl
-
 inducidas por GABA, Bzs y alcohol. La fosforilación puede incrementar 

(Stelzer et al., 1988; Browing et al., 1990) o disminuir estas corrientes (Leidenheimer et al., 

1992; Leidenheimer y Chapell, 1997), modificando la cinética de activación y el proceso de 

desensibilización del receptor. Esta modulación por fosforilación depende de distintas 

enzimas derivadas de diversos segundos mensajeros como la PKA, la PKC y por la proteína 

Ca
2+

 calmodulina-cinasa. El blanco de estas fosforilaciones son los residuos de serina de las 

asas que comunican a M3 y M4 de las subunidades  De esta forma, la actividad de este 

receptor ionotrópico puede ser modulada por señales externas e internas (Lambert y 

Harrison, 1990; Krishek et al., 1994; Bureau y Laschet, 1995; Zhai et al., 1998; Churn y 

DeLorenzo, 1998). 

Los cambios en la neurotransmisión GABAérgica tienen un papel preponderante en 

la fisiopatogénesis de diversos trastornos neuronales como la epilepsia, los síndromes de 

abstinencia, entre otros, estos trastornos tienen como característica principal el incremento 

de la excitabilidad neuronal, esta hiperexcitabilidad es consecuencia de alguno de los 

siguientes eventos que pueden surgir solos o asociados entre ellos: a) modificaciones en la 

síntesis del GABA, b) disminución en la liberación del GABA, c) cambios en la recaptura 

del GABA, d) modificaciones en la estructura del receptor, e) cambios en el número de 

receptores, y finalmente, f) cambios en la afinidad del receptor GABAA. Estos eventos son 

los puntos de estudio de nuestro grupo de trabajo y sobre los cuales se basa parcialmente la 

hipótesis de esta tesis. 

 

2.- Síndromes de Abstinencia asociados con la  

      neurotransmisión GABAérgica 

A lo largo de la historia humana, las sociedades han consumido sustancias que 

alteran el estado de ánimo y el funcionamiento cognoscitivo, por ejemplo: el alcohol, la 

nicotina y la marihuana, entre muchas otras drogas. Además, en algunos casos, el progreso 

en el conocimiento farmacológico ha traído consigo nuevas drogas que propician 



modificaciones en el funcionamiento del SNC, como es el caso de los psicotrópicos. 

Diversos agentes neurofarmacológicos utilizados con un fin terapéutico pueden cambiar la 

conducta del paciente generando estados de tolerancia y dependencia física e intelectual. 

 

2.1 Tolerancia y dependencia 

La tolerancia puede ser definida como la reducción en los efectos de una droga 

después de ser administrada en forma repetida (Fig. 6; Midel, 1981).  Normalmente, 

conforme se aumenta la dosis de un fármaco, aumenta también su efecto observado. Sin 

embargo, después de dosis repetidas se requiere de dosis cada vez mayores para obtener el 

efecto logrado en la primera exposición (desviación a la derecha de la curva dosis-efecto). 

El diazepam (Dz) por ejemplo, produce de una manera característica sedación a dosis de 5 a 

10 mg en el consumo por primera vez. Sin embargo, quien lo toma en forma repetida puede 

hacerse tolerante a grandes dosis (Teuber et al., 1999).  

Actualmente se distinguen diferentes tipos de tolerancia que pueden subclasificarse 

en tres: 1) tolerancia farmacocinética, 2) tolerancia farmacodinámica y 3) tolerancia 

aprendida. Está última incluye una forma de tolerancia conductual que también se llama 

tolerancia condicionada (Cox et al., 1983; Feldman et al., 1996).   

El término de tolerancia farmacocinética o de eliminación, se refiere a los cambios 

de distribución o metabolismo del fármaco después de la administración repetida, de modo 

que hay concentraciones plasmáticas reducidas en la sangre y, de manera subsiguiente, en 

los sitios de acción de dicho fármaco. El mecanismo más frecuente es el aumento en la tasa 

metabólica de eliminación. Un ejemplo de este proceso es el de los barbitúricos, ya que 

estimulan la producción de enzimas microsomales en el hepatocito, con el consecuente 

retiro y catabolismo rápido de los barbitúricos de la circulación (McLellan et al., 1992). 

La tolerancia farmacodinámica, funcional o de tipo celular, se relaciona 

principalmente con la disminución o incremento en el número de receptores (down/up 

regulation; Fig. 6,) asociado o no a cambios en la afinidad del receptor por la droga 

(fosforilación-desfosforilación). También puede deberse a un desacoplamiento de las 

cadenas de señalización con el receptor (fosforilación, desfosforilación, cambios en el 

genoma, desensibilización; Feldman et al., 1996).  



De manera adicional a los tres tipos básicos de tolerancia, la tolerancia aguda se 

refiere a aquella que se genera rápidamente tras el empleo de un fármaco en una sola 

ocasión. El ejemplo típico de este tipo de tolerancia es el producido por la administración 

de cocaína. Si se administra repetidamente, los efectos de dosis subsecuentes disminuyen 

en cuestión de horas y a lo largo de la misma sesión (Lader y File, 1987).  

 

Figura 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Representación del mecanismo molecular  de la tolerancia y la dependencia. La modulación alostérica del receptor 

GABAA es llevada a cabo por diversas sustancias entre ellas las Bzs, sin embargo, el efecto manifestado en la primera 

aplicación se ve reducido en las aplicaciones subsecuentes (tolerancia), además el sistema se reajusta a la administración 

repetida de la sustancia (dependencia). Estas aplicaciones producen la disminución del número de receptores en la membrana 

(down-regulation) y un recambio en algunas subunidades del receptor GABAA, en el caso del Dz se disminuyen las 

subunidades y  y se incrementa la expresión de la esto modifica la sensibilidad farmacológica del receptor. 

 

 

La tolerancia cruzada ocurre cuando el uso repetido de una sustancia confiere 

tolerancia no sólo a la sustancia que se está empleando, sino también a otras de la misma 

categoría estructural o mecanística, efecto que se observa entre las Bzs y los barbitúricos 

(Robinson et al., 1981).  
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Dosis repetidas

Down-regulation Recambio en 
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Dependencia

Bzs

Dosis repetidasDosis repetidas

Down-regulation Recambio en 

subunidades



En contraste con la tolerancia, la sensibilización es un incremento en la respuesta 

originado por la administración de la dosis repetida del fármaco. Este fenómeno se observa 

como una desviación hacia la izquierda de la curva dosis-respuesta (O´brien, 1996). 

La dependencia es un término clínico que se refiere a un estado de adaptación 

(tolerancia) producido por el reajuste de los mecanismos homeostáticos ante la 

administración repetida de una sustancia (Fig. 6). La droga puede afectar múltiples sistemas 

que antes estaban en equilibrio. La persona en estado de dependencia física o adaptada, 

requiere de una administración sostenida del fármaco para desempeñar sus actividades 

normales. Si en forma repentina, esta sustancia deja de administrarse, ocurrirá un 

desequilibrio brusco, y los sistemas afectados deberán someterse de nuevo a un proceso de 

reajuste hasta alcanzar un nuevo equilibrio sin la sustancia.  

La prueba clínica de la dependencia física es la aparición del “síndrome de 

abstinencia” o síndrome de supresión cuando la droga ha dejado de administrarse. Las 

variables farmacocinéticas tienen importancia considerable en la amplitud y en la duración 

del síndrome de supresión. Cada categoría de sustancias conlleva síntomas característicos, 

que suelen ser contrarios a los efectos del fármaco (O´brien, 1996). 

Tolerancia, dependencia física y síndrome de abstinencia son fenómenos biológicos 

que resultan como consecuencia natural del consumo y retiro de ciertos fármacos o 

sustancias. Estos fenómenos biológicos se pueden producir en animales de 

experimentación. Estos modelos pueden ser un correlato del evento que se registra en el 

humano. A continuación se mencionan las principales abstinencias que involucran al 

sistema GABAérgico y el enfoque actual que se les da en el campo de las neurociencias.  

 

2.2 Abstinencia a Barbitúricos 

La síntesis del primer barbitúrico se realizó en 1863, en la actualidad más de 2,500 

derivados de esta sustancia son utilizados en la medicina. Los barbitúricos se utilizan 

especialmente para el tratamiento de la ansiedad, el insomnio y como un anestésico. Los 

efectos de los barbitúricos son similares a los observados con el alcohol. Dosis únicas de 

200 a 400 mg de amobarbital producen en pocas horas disminución de la atención, disforia, 

distorsión en la sensación del tiempo, disminución en la actividad intelectual, nistagmo y 

diplopía. Altas dosis generan depresión respiratoria e hipoxia (O´brien, 1996). 



La privación de barbitúricos después de dosis repetidas induce cambios 

electroencefalográficos, tales como un incremento en la actividad basal, 

predominantemente en la región frontal del cerebro.  

 

2.3 Abstinencia al alcohol 

La abstinencia alcohólica se desencadena por un descenso absoluto o relativo de los 

niveles de alcohol en sangre. Habitualmente aparece un temblor generalizado rápido, más 

perceptible en la lengua y las manos, que empeora con la actividad motora o situaciones 

estresantes, los síntomas alcanzan la plenitud a las 48 h del último consumo, el inicio de 

esta sintomatología puede ser brusco o gradual. Desde el punto de vista clínico, presenta 

unos pródromos caracterizados por temblor, alucinaciones visuales y ansiedad. El período 

llamado delirium tremens, caracterizado por un descenso del nivel de conciencia, actividad 

psicomotriz alterada, alucinaciones visuales y agitación psicomotriz. En el plano 

neurológico se muestra disartria, con temblores de grandes oscilaciones y síntomas de 

ataxia cerebelosa. Pueden presentarse crisis convulsivas acompañadas de confusión, 

desorientación, conciencia fluctuante y obnubilación. El cuadro alcanza su cenit a los 2-3 

días de su inicio y puede mantenerse durante varios días. El riesgo de muerte es relativo 

pero en casos tratados la tasa de mortalidad es inferior al 1 % (Brailowsky y García, 1999). 

El manual de diagnóstico y estadístico de los trastornos mentales (DSM-IV) plantea 

los siguientes criterios comunes para el diagnóstico de la abstinencia de sedantes-hipnóticos 

y ansiolíticos: 1. Interrupción o reducción del uso abundante o moderado durante un 

período prolongado (varias semanas o más), de un sedante, hipnótico o ansiolítico seguida 

como mínimo, de tres de los siguientes síntomas: náuseas o vómitos, malestar general y/o 

debilidad, hiperactividad autónoma (p. ej. taquicardia, diaforesis, ansiedad o irritabilidad), 

hipotensión ortostática, temblor de manos, lengua y párpados, insomnio y crisis epilépticas. 

2. Dichos síntomas no deben estar causados por ningún otro trastorno físico o mental. 

Un común denominador de las abstinencias por drogas que involucran a la 

neurotransmisión GABAérgica es la hiperexcitabilidad del SNC. Pero, ¿cuáles son los 

posibles mecanismos responsables de la aparición de estos eventos clínicos?  

 



2.4 Mecanismos moleculares de la génesis de los síndromes de abstinencia 

Las modificaciones en el receptor GABAA puede ser el origen de las alteraciones en 

los fenómenos que caracterizan a la abstinencia a sustancias depresoras del cerebro, así 

como en algunos trastornos conductuales y en algunos tipos de epilepsia. La expresión del 

ARNm de las subunidades del receptor cambia debido a la excitabilidad neuronal, ya que 

después de crisis epilépticas disminuye la expresión de algunas subunidades como  1, 3, 

5, 4 y 1 en las regiones donde se encuentra el foco epiléptico. Esto modifica la 

sensibilidad del receptor al GABA y a otros agonistas (Clark et al., 1994; Doble y Martin, 

1996; Smith et al., 1998). 

Trabajos previos señalan que los cambios en la expresión de la subunidad 4 son 

fundamentales en la génesis de algunos tipos de epilepsias y en el inicio de las abstinencias 

a Bzs y neuroesteroides. Por ejemplo: los niveles de ARNm de esta subunidad  se 

incrementan 4 h después de la primera crisis epiléptica inducida por kindling en la amígdala 

del lóbulo temporal (Clark et al., 1994). Crisis inducidas por ácido kaínico también 

muestran este fenómeno de up-regulation en la subunidad 4 (Tzunashima et al., 1997). 

Electrochoques repetidos también generan un incremento en la expresión del ARNm de 

esta subunidad (Clark, 1998). Además, durante la abstinencia a la alopregnanolona (aloP) y 

a la progesterona, aparece un incremento en la expresión de la isoforma 4. La terapia 

antisentido contra el ARNm de esta subunidad previene el síndrome de abstinencia a los 

neuroesteroides (Smith et al., 1998). En tanto que un tratamiento crónico con etanol induce 

una disminución en la expresión de las subunidades 1 y 6 e induce un incremento de la 

3 (Buck et al., 1991). Durante la abstinencia alcohólica se ha determinado también que las 

subunidades 2 y 5 disminuyen en su expresión en neuronas de corteza cerebral, además 

de que hay cambios en la fosforilación del receptor (Mhatre y Ticku, 1992). Un tratamiento 

prolongado con muscimol en cultivos de neuronas, reduce la expresión del ARNm de la 

subunidad 1 (Hirouchi et al., 1992); el tratamiento simultáneo con Bic bloquea este 

fenómeno. Las -carbolinas, antagonistas del receptor GABAA, inducen un incremento en 

la expresión de la subunidad  del receptor GABAA en cultivos de neuronas (Doble y 

Martin, 1996).  



Un aspecto interesante que sustenta la hipótesis de este trabajo es el siguiente: Hay 

una gran diversidad de drogas que reconocen al receptor GABAA y el tratamiento 

prolongado con sus agonistas genera cambios en la expresión de sus subunidades. También 

puede haber cambios en el número de receptores, disminuyendo su número (down-

regulation) o incrementándolo (up-regulation). Esto debe modificar la sensibilidad 

farmacológica, lo que determina cambios en la excitabilidad del tejido. Ahora bien, el 

agonista por excelencia del receptor GABAA es el mismo GABA, por lo que es lógico 

proponer que estos cambios debe de producirlos el GABA.  

El balance de las evidencias disponibles de los cambios en las subunidades del 

receptor GABAA después de tratamientos prolongados con agonistas, provee de una 

explicación molecular del desarrollo de tolerancias y abstinencias a las drogas 

GABAérgicas. El GABA mismo debería producir algunos de estos cambios. 

Existen ajustes rápidos ante la exposición prolongada de un agonista al receptor 

GABAA, la desensibilización es la primera consecuencia. Ante una concentración grande de 

un agonista, el receptor disminuye su actividad. A largo plazo, este fenómeno también 

depende de un cambio en la composición de las subunidades del receptor (Cash et al., 

1997). La desensibilización depende del estado de fosforilación del receptor. Así, un 

incremento en los niveles de AMPC o en la actividad de la PKA, ya sea al mismo tiempo o 

por separado, inducen una disminución en la actividad del receptor favoreciendo la 

desensibilización. Es decir, la fosforilación cambia los estados de apertura, la duración de 

apertura del canal y/o la afinidad al pegado del ligando al receptor GABAA (Frosch et al., 

1992; Laidenheimer y Chapell, 1997; Brown et al., 1998). 

 

2.5 El Síndrome de Abstinencia al GABA (SAG) 

En el curso de una investigación sobre la relación entre el GABA y la epilepsia 

(Silva-Barrat et al., 1988) en la década de los ochentas, se demostró un fenómeno de 

hiperexcitabilidad cortical consecutivo a la interrupción del tratamiento con GABA en el 

mandril fotosensible (Brailowsky et al., 1987; 1988).  

En todos los monos, fotosensibles o no, en los que se administró el GABA, se 

constató la aparición de focos de actividad paroxística en el sitio de infusión al día siguiente 

de haber cesado el tratamiento. La cánula de infusión (utilizada también como electrodo de 



registro) mostraba la presencia de poliespigas y de actividad en forma de espiga-onda, que 

en el caso de la corteza motora, se correlacionaba con la aparición de mioclonías del 

músculo inferior contralateral al hemisferio infundido. En algunos animales aparecieron 

convulsiones (Brailowsky et al., 1987; Brailowsky, 1991).  

Posteriormente se confirmó la presencia de este fenómeno de hiperexcitabilidad en 

la rata epiléptica (kindling amigdalino; Fukuda et al., 1987), y en la rata no epiléptica 

(Brailowsky et al., 1987; 1989). El fenómeno se caracterizó conductual y 

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

Figura 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Electroencefalograma característico de un Síndrome de Abstinencia al GABA (SAG) en la rata. La interrupción 

de la infusión de GABA en la corteza somatomotora izquierda (CM-I) induce una actividad espiga onda con latencia 

promedio de 90 min, duración de 7 días (tomado de Calixto E et al., 1995).  

 

 

Tanto en monos como en ratas, la interrupción abrupta de la infusión intracortical 

crónica de GABA fue seguida de la aparición de un foco epiléptico localizado en la zona 

infundida y caracterizado por descargas en forma de espigas (Fig. 7). 

A este fenómeno de hiperexcitabilidad se le llamó “Síndrome de Abstinencia al 

GABA” (SAG; LeGal La Salle et al., 1988; Silva-Barrat et al., 1992), pues aparte de las 



crisis convulsivas los animales mostraban otros signos clínicos tales como: mioclonus de la 

pata inferior contralateral al hemisferio infundido, movimiento incesante de las vibrisas, 

irritabilidad y aumento de la conducta exploratoria. Hay datos de dependencia física ya que 

la re-infusión de GABA hace que desaparezcan las manifestaciones EEG (Brailowsky, 

1988). Finalmente, también hay datos de tolerancia cruzada a Bzs (Dz) y a barbitúricos 

(pentobarbital), ya que la administración de estas drogas GABAérgicas no modifica la 

frecuencia de disparo de la descarga epiléptica en las primeras 24 h (Brailowsky, 1992). 

Las infusiones crónicas intracorticales del aminoácido impactan sobre la actividad 

de la GAD. Durante el SAG se manifiesta una reducción de aproximadamente 40% en la 

actividad de la GAD (Salazar et al., 1994).   

Experimentos enfocados a determinar el papel de los dos principales subtipos de 

receptor al GABA: el GABAA y el GABAB, indicaron que el SAG es un fenómeno 

dependiente del primero. Las pruebas que apoyan esta afirmación son farmacológicas: por 

una parte, la demostración de 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 (baclofén) inducen dicho 

foco cuando se aplican; no cuando se retiran.  Además, los antagonistas GABAB, como el 

faclofén, no tienen ningún efecto sobre focos epilépticos producidos por la privación de 

GABA (Brailowsky et al., 1990, 1991). 

 

3.- El proceso de Despolarización Inducida por Supresión de la Inhibición 

(DSI) o de la Excitación (DSE) 

Los endocannabinoides son considerados mensajeros retrógrados que regulan la 

actividad sináptica de las neuronas, mediante la modulación de la liberación de 

neurotransmisores, su liberación es realizada por difusión a través de la membrana. Los 

endocannabinoides son lípidos de la membrana neuronal con gran capacidad de difusión. 

Los endocannabinoides juegan un papel importante en la plasticidad sináptica a corto y 

largo plazo, así como en el control directo de la tasa de disparo de células pre-sinápticas 

(Diana y Marty, 2004). 

Durante la despolarización de las células post-sinápticas se incrementa en el interior 

de la membrana los niveles de Ca
2+

, esto provoca la síntesis y liberación de 



endocannabinoides, por consecuencia la activación de receptores pre-sinápticos para 

cannabinoides tipo 1 (CB1), esta activación de receptores CB1 bloquea la entrada de Ca
2+

 

pre-sináptico por tal motivo inhibe la liberación de GABA o glutamato, este evento es 

llamado despolarización inducida por supresión de la inhibición (Fig. 8, DSI por sus siglas 

en ingles) o despolarización inducida por supresión de la excitación (DSE), 

respectivamente. El DSI fue descubierto en las células de purkinje (Llano et al., 1991; 

Vincent et al., 1992) y en células piramidales del área CA1 del hipocampo (Pitler y Alger, 

1992; 1994), recientemente se ha encontrado que también las células de la corteza pueden 

inducir DSI. La DSE fue recientemente descubierta en las células de purkinje (Kreitzer y 

Regehr, 2001) y en las células piramidales del área CA1 del hipocampo (Ohno-Shosaku et 

al., 2002). Por definición, la DSI (así como la DSE) son desencadenados por la 

despolarización post-sináptica, en el hipocampo la inducción de la DSI depende del 

incremento post-sináptico de Ca
2+

 (Freund et al., 2003), estos eventos (la DSI y la DSE) 

son completamente reversibles en un período de pocos segundos (Diana y Marty 2004; 

Lemtiri-Chlieh y Levine 2007; Ali, 2007). 

Además de tener efecto en los receptores CB1, los endocannabinoides bloquean  los 

canales voltaje dependientes para Ca
2+ 

tipo N, P y Q, y pueden sobre regular las corrientes 

de K
+
 provocando una reducción en la entrada de Ca

2+
, por lo tanto reducen la liberación de 

neurotransmisores como el GABA o el glutamato (Ameri, 1999; Schilicker y Kathmann, 

2001; Howlett et al., 2002). 

           En el hipocampo la activación de los receptores CB1 afecta mínimamente a las 

corrientes post-sinápticas inhibitorias miniatura, es decir no es capaz de inducir la DSI 

(Pitler y Alger, 1994), por tal motivo se ha sugerido que la DSI en el hipocampo es 

inducida por el bloqueo de los canales voltaje dependiente para Ca
2+ 

tipo N, ya que estos 

canales modulan a las corrientes post-sinápticas inhibitorias dentro de las células de CA1, 

además solo las interneuronas que expresan los receptores CB1 y son positivas para 

colecistokinina son capaces de inducir DSI (Wilson et al., 2001).  

La síntesis de endocannabinoides posiblemente es modulada por la activación de los 

receptores muscarínicos y receptores metabotrópicos para glutamato que están acoplados a 

la fosfolipasa C, esta enzima incrementa los niveles intracelulares del inositol 1,4,5-

trifosfato y del diacilglicerol, este último es el precursor directo del 2-araquidonilglicerol 



(2-AG). El 2-AG y la anandamida son los dos endocannabinoides moduladores de los 

receptores CB1 en el SNC (Di Marzo et al., 1998; Piomelli et al., 2000). 

El DSI es un modelo de plasticidad sináptica de corta duración pero importante en 

los procesos de aprendizaje y memoria: un incremento de GABA favorece la 

despolarización post-sináptica. Esta contradicción fisiológica esta limitada en periodos 

cortos (ms) y en estructuras de amplia excitabilidad como la corteza cerebral, el hipocampo 

y el cerebelo. De tal manera, el DSI, puede ser un mecanismo importante para la génesis de 

las abstinencias pero su efecto es nulo o limitado en los procesos de mantenimiento de las 

abstinencias por drogas GABAérgicas. 

Figura 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Diagrama que muestra el mecanismo molecular de la despolarización inducida por supresión de la inhibición (DSI). 

Arriba los botones pre-sinápticos que al ser estimulados liberan neurotransmisores (izquierda neurona piramidal libera 

glutamato, derecha, una interneuronas CCK- positiva libera GABA). El glutamato al interactuar con el receptor NMDA favorece 

el incremento de la concentración de Ca2+  provocando la despolarización de la membrana post-sináptica, este efecto induce la 

síntesis y liberación (por difusión) de endocannabinoides como el 2-araquidonylglicerol (2-AG) que activa a los receptores para 

cannabinoides tipo 1 (CB1) y bloquea a los canales voltaje dependientes para Ca2+ (VDCC, por sus siglas en inglés), lo que  

disminuye la liberación GABA, este evento es conocido como DSI. 
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4.- Bzs y Farmacología del Dz 

4.1 Abstinencia a Bzs 

 
En 1955, Sternbach sintetizó al clordiazepóxido, el patrón de acciones de este 

fármaco fue descrito por Randal (ver Martín, 1987). Pero fue hasta 1961 cuando el 

clordiazepóxido fue introducido en la clínica con el nombre de “librium”, marcando con 

ello el comienzo de la era de las Bzs (Sternbach, 1979). Hasta la fecha se han sintetizado 

más de 3000 compuestos benzodiazepínicos, de los cuales a 120 se les han probado su 

actividad biológica y cerca de 35 se encuentran en uso clínico. La mayor parte de las Bzs 

que se utilizan se han seleccionado por su alto potencial ansiolítico, capacidad de sedación, 

efectos anticonvulsivos y de relajación muscular, estos efectos se explican por su función 

depresora de la actividad del SNC (Shader y Greenbblatt, 1981; Mark y Waltzman, 1999; 

Ribeiro et al., 2007). Las Bzs son fármacos que incrementan la actividad del receptor 

GABAA, ejerciendo una modulación alostérica positiva en el receptor (Shader y 

Greenbblatt, 1981; Llorente et al., 2000). La unión entre las Bzs y el receptor GABAA tiene 

como resultado un incremento de las conductancias de Cl
-
. Esta facilitación de las 

conductancias de Cl
-
 inducidas por GABA resulta en una hiperpolarización de las neuronas, 

permitiendo una disminución de la transmisión sináptica (Squires, 1983; Mark y Waltzman, 

1999). Los receptores  GABAA, que contienen las subunidades 1, 2, 3 o 5 en 

combinación con las subunidades y 2, son los receptores más abundantes para este 

neurotransmisor; en el cerebro, los receptores con expresión  de las subunidades 4 y 6, 

no responden clínicamente al Dz, flunitrazepam, clonazepam y zolpidem (Pirker et al., 

2000; Moler, 2006). El efecto anticonvulsivo, sedativo, ansiolítico o hipnótico de las Bz es 

mediado por los receptores GABAA cuya conformación se basa principalmente en las 

subunidades  y  (Mohler et al., 2002; Mohler, 2006). 

El fenómeno de disminuir la actividad del cerebro ocurre de manera dependiente de 

la dosis. Los efectos que inducen son: sueño, pérdida del conocimiento, anestesia, coma, y 

depresión de la actividad respiratoria y cardiaca. Estudios in vivo, indican que el efecto de 

las Bzs disminuye la actividad registrada durante el EEG en diferentes estructuras del 

cerebro (hipocampo, corteza, entre otras), en diversos modelos animales: gatos, ratones, 

monos, conejos, ratas, perros (Depoortere et al., 1983). 



Tratamientos prolongados con estos fármacos pueden provocar tolerancia, 

dependencia física y psicológica. Es común el incremento paulatino de la dosis por la 

disminución del efecto durante tratamientos prolongados con Bzs 

En 1887 se describieron los primeros cuadros de dependencias a tranquilizantes 

como el paraldehído, posteriormente a sustancias como el hidrato de cloral, los 

barbitúricos, el bromureído, el Dz, el meprobamato, la matacuolona, entre muchos otros 

fármacos más.  

Los signos y síntomas más comunes de la abstinencia a las Bzs son la ansiedad y la 

agitación. Se incrementa la sensibilidad a la luz y al ruido, aparecen parestesias asociadas a 

sacudidas mioclónicas, se presentan trastornos del sueño y pueden mostrar mareos, 

inquietud e irritabilidad, así como una serie de signos neurológicos característicos, entre los 

que se incluyen: temblor, disartria, nistagmo y ataxia cerebelosa. Después de dosis altas de 

Bzs, el síndrome de abstinencia aparece con convulsiones y delirio (Doble y Martin, 1996). 

Es difícil distinguir entre los síntomas de la abstinencia y la reaparición de la ansiedad que 

motivó la prescripción de las Bzs.  

Diversos estudios indican que tratamientos largos con Bzs disminuyen 

significativamente la expresión de las isoformas 1 y 2 del receptor GABAA. Cuando los 

tratamientos son prolongados (mayores de 1 mes), se presentan cambios en la subunidad 

5, reduciéndose su expresión mientras hay un incremento en las isoformas 3 y 6 

(Doble y Martin, 1996). 

 

4.2 Farmacología del Dz 

El Dz es la Bz mas utilizada en el ámbito clínico a nivel mundial (Manchikanti et 

al., 2002; Alvarenga et al., 2007; Ribeiro et al., 2007), esta Bz se utiliza en tratamiento para 

el manejo farmacológico de la ansiedad, la psicosis (Misztal-Dethloff et al., 2005) y el 

insomnio, además es utilizado como un tranquilizante (Alvarenga et al., 2007) anestésico, 

hipnótico (Manchikanti et al., 2002) y produce una marcada relajación muscular.  

Se ha demostrado que la actividad registrada en el EEG, después de la aplicación de 

Dz, presenta un incremento en la actividad de ondas beta y un decremento de la actividad 

de ondas alfa o lentas, estos cambios en la actividad beta han sido correlacionados con su 

efecto anticonvulsivo (Mandema y Danhof, 1992; Jongsma et al., 2000). La administración 



del Dz en el hombre incrementa los niveles de testosterona en el plasma y de 

corticoesterona en ratas, además en células glomerulosas adrenales bovinas inhibe la 

producción de aldosterona (Papadopoulos, 1993). 

La síntesis del Dz se realizó en 1959 por los laboratorios Roche, y su ingreso al 

mercado comercial fue en 1963. Es un derivado de la 1-4 benzodiazepina, con 

nomenclatura IUPAC 7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepina-2-ona, 

cuya fórmula empírica es C16H13ClN2O (Fig. 9; Mathey, 1965), su peso molecular es 

284.75 kDa. Tiene un efecto  menos tóxico y diez veces mas potente que el librium 

(Sternbach, 1979). La introducción en México del Dz fue hasta el año de 1968.  

De acuerdo al criterio de la Convención de Substancias Psicotrópicas de la 

Organización Mundial de Salud en 1971, el Dz pertenece al grupo IV de fármacos 

controlados, el grupo IV denota sustancias cuya  probabilidad de establecer abuso es 

pequeña pero significa un riesgo de abuso para la salud publica (WHO, 2003; Manchikanti 

et al., 2002). 

 

Figura 9 
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Estructura química del Dz. En A se muestran los tres anillos básicos de la Bz: marcados con flechas un hexano 

nitrogenado con un grupo ceto,  un anillo bencénico clorurado (Cl); y un  grupo  hexano. En B, el esqueleto de carbonos 

en forma tridimensional.  

 

 

El “riesgo de abuso” de un compuesto es la capacidad para producir una 

dependencia  psicológica o fisiológica, en conjunto con la capacidad para alterar el 



comportamiento de una forma que es perjudicial al individuo o a su ambiente social 

(Woods y Winger, 1997). 

 

4.3 Farmacodinamia y farmacocinética del Dz 

Una característica importante del Dz es su rápida acción dentro del organismo, por 

vía oral e intravenosa los efectos comienzan en cuestión de minutos, alcanzando de 1 a 1.5 

h el pico máximo en las concentraciones del plasma sanguíneo, este rango puede variar 

dependiendo de la edad, la alimentación y de la vía de administración, ya que por vía 

intramuscular es mas lenta. Las proteínas del plasma distribuyen al Dz y sus metabolitos,  

los cuales pasan la barrera hematoencefálica y la placenta. La disminución de las 

concentraciones en el plasma después de la administración oral es bifásica (Dhillon et al., 

1982). 

Esta Bz comienza a ser metabolizada por una  N- desmetilización realizada por los   

citocromos P-450, P-3A4 y P-2C19 que se encuentran principalmente en el hígado, el N-

desmetildiazepam es el metabolito farmacológicamente más activo, después es hidroxilado 

por el citocromo P-3A4 formando el metabolito activo, temazepam, al final ambos 

metabolitos son convertidos en oxazepam y son eliminados excretándose principalmente 

como conjugados glucorónicos por la orina (Goodman, 1996; Shader y Greenbblatt, 1981; 

Olkkola y Ahonen, 2008;).  

La vida media del Dz es relativamente larga (24 a 48 h), pero sus  metabolitos 

activos pueden permanecer en la sangre o en el cuerpo por algunos días e incluso semanas 

(Sarde y Greenbblatt, 1981). 

Durante tratamientos prolongados con Dz se genera una tolerancia farmacocinética, 

ya que esta Bz durante la primera aplicación  induce la síntesis  de novo del citocromo P-

450, el cual facilita la tasa de biotransformación, que disminuye la actividad y la 

disponibilidad del fármaco, por tal motivo en  las siguientes aplicaciones se requiere una 

dosis mayor para alcanzar el efecto deseado (Goodman, 1996). 

 

4.4 El síndrome de abstinencia a Dz 

En la década de los 70’s en los EUA se reportaron varios casos en los cuales la 

interrupción de un tratamiento prolongado con Dz producía un síndrome de abstinencia 



caracterizado por: un exagerado nivel de ansiedad, insomnio, sudoración profusa, 

pesadillas, disforia, agitación, inestabilidad emocional, temblor, dolor de cabeza, vértigo, 

falta de coordinación motora, hipersensibilidad sensorial, letargo, fatiga, visión borrosa, 

sensación facial ardiente, dolor muscular, taquicardia, alucinaciones, psicosis, deliro y en 

ocasiones convulsiones. (Greenblatt y  Shader, 1978; Shader y Greenbblatt, 1981; 

Petursson y Lader, 1984; Lander, 1994; Doble y Martin, 1996; Mark y Waltzman, 1999; 

Baptista et al., 2007). 

 

4.5 Modificaciones EEG y moleculares en la Abstinencia a Dz 

 
Se sabe que el retiro abrupto de la administración de Dz en humanos altera la 

actividad cortical registrada a través del EEG, consecuencia de un incremento en la 

excitabilidad neuronal asociado con la ansiedad. Los cambios en el EEG se caracterizan por 

la disminución de las ondas de baja frecuencia durante el sueño. Dentro de la práctica 

clínica, el Dz es utilizado como auxiliar en el tratamiento para el Síndrome de Abstinencia 

al Alcohol (Vicens et al., 2006). 

En ratas, la interrupción de tratamientos prolongados con Dz genera la aparición de 

irritabilidad, conducta de miedo y crisis convulsivas; además de  cambios moleculares en el 

receptor GABAA tales como: la disminución en la densidad de las subunidades 1 y 2 

además de  un incremento en la expresión del RNAm de las subunidades 4, 5, 2L, 2S, 

2 y 3 en neuronas de la corteza cerebral y el hipocampo (Impagnatiello et al., 1996; 

Pesold et al., 1997), estos cambios modifican la función del receptor provocando la 

reducción del efecto del Dz (Follesa et al., 2001; 2003; 2004). Sin embargo, en la búsqueda 

de nuevas alternativas para estudiar el origen de las abstinencias a Bzs, recientemente se ha 

demostrado que el sistema glutamatérgico también se encuentra modificado. Durante la 

abstinencia a Dz, hay cambios en la conformación de los receptores para glutamato, estos 

cambios son asociados con un incremento tanto en el número como en función de los 

receptores AMPA y una reducción (down-regulation) de los receptores NMDA. El 

incremento en la función del receptor AMPA esta correlacionado con la sobreexpresión de 

la subunidad Glu1 (subunidad esencial para la plasticidad neuronal; Izzo et al., 2001; 

Allison et al., 2005). Estos mismos cambios en la neurotransmisión glutamatérgica se han 



encontrado en la abstinencia a flurazepam (Bz 10 veces menos potente que el Dz; Van 

Siclo et al., 2004; Son et al., 2007; Xiang y Tietz, 2007). No obstante, se ha cuantificado 

que dependiendo de la forma de administración del Dz en un tratamiento, los cambios en la 

abstinencia son paradójicamente diferentes, ya que la administración vía IP provoca en la 

abstinencia una reducción de la tasa del pegado en el receptor AMPA, es decir down-

regulation de este receptor, caso contrario con la administración subcutánea, en este 

modelo incrementa la tasa de unión al mismo receptor AMPA, este efecto puede ser una 

respuesta neuroadaptativa hacia un incremento en la actividad excitatoria (Allison y Judith, 

2006; Steppuhn y Turski, 1993). 



III Justificación 

El consumo de Bzs en la población de nuestro país comienza entre los 12 y 65 años, 

un cálculo epidemiológico importante es que: el 10% del total de la población de México 

ingiere o tuvo contacto con Bzs y de acuerdo a la Encuesta Nacional de Epidemiológica 

Psiquiátrica en México, el uso de estas sustancias en la región sur-centro del país llega al 

36%. Lo anterior se resume en un problema latente de salud pública, que ha generado la 

búsqueda de una estrategia farmacológica para contrarrestar la mayoría de los riesgos y 

problemas ocasionados por el uso y abuso del Dz, así como de otras sustancias con 

actividad GABAérgica (Encuesta Nacional de Adicciones del 2002). Por tal motivo la 

principal justificación de la presente tesis es analizar en un modelo animal el conocimiento 

acerca de los cambios neuronales que produce la abstinencia a Dz en la neurotransmisión 

GABAérgica. De tal manera que los resultados obtenidos nos ayudaran a entender los 

mecanismos que producen y mantienen al síndrome de abstinencia a Dz, además con esto 

proponemos apoyar a futuras investigaciones clínicas o epidemiológicas. 

La justificación de utilizar las drogas para este trabajo es la siguiente: en el apartado 

de las Bzs se utilizará el Dz, debido a una premisa clínica: es la sustancia GABAérgica más 

utilizado clínicamente a nivel mundial, por tal motivo es el fármaco de mayor inducción de 

síndromes de abstinencia y este estado es inducido a muy cortos periodos de exposición.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV Objetivos 

 Identificar las modificaciones en la excitabilidad neuronal provocadas por la 

abstinencia a Dz, mediante registros EEG (in vivo) y registros del fEPSP (in vitro) 

en la región CA1 del hipocampo de rata. 

 Analizar los cambios en los niveles de ansiedad provocados por la abstinencia a Dz, 

mediante la prueba del laberinto elevado en cruz. 

 Evaluar la susceptibilidad a inducir crisis convulsiva por aplicación de PTZ en ratas 

con abstinencia a Dz 

 Evaluar la sensibilidad farmacológica de las rebanadas provenientes de ratas que 

manifestaron abstinencia a diazepam, mediante la exposición de GABA y del 

antagonista bicuculina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



V Hipótesis 

Proponemos que la abstinencia a Dz modificará las propiedades farmacológicas del 

receptor GABAA, favoreciendo un incremento de la excitabilidad neuronal. Este 

incremento en la actividad neuronal es posible relacionarlo con tres diferentes niveles: 

medición de la excitabilidad de la corteza cerebral en animal integro y del área CA1 del 

hipocampo en rebanadas de cerebro, ambos eventos deben tener una relación proporcional 

a los niveles de ansiedad del animal, lo cual tiene a su vez una relación inversa con el 

umbral de inducción de crisis convulsivas. 



VI Material y Métodos 

    Esta tesis realizó 4 técnicas distintas pero complementarias entre ellas: 1) registro de 

la actividad EEG; 2) cuantificación de cambios conductuales en los animales a través de la 

medición de la ansiedad en el laberinto elevado en cruz (LEC); 3) preparación de rebanadas 

de cerebro para medir la actividad sináptica del área CA1 del hipocampo y 4) medición de 

los cambios al umbral de génesis de crisis epilépticas por  pentilenetetrazol (PTZ). 

Identificamos que la abstinencia a Dz se manifiesta como un incremento en la actividad 

neuronal valorable en diferentes formas: aparición de complejos espiga-onda en el EEG, 

aparición de ansiedad, un incremento de la actividad sináptica del hipocampo y una 

reducción al umbral de inducción de crisis convulsivas.   

Para la realización de la presente tesis se utilizaron 52 ratas macho de la cepa Wistar 

(250-300g) provenientes del bioterio del INPRF y mantenidas en condiciones 

estandarizadas de temperatura (20-25
o 

C), alimento ad libitum, bajo un ciclo de luz 

oscuridad invertido (12 x 12 h) y de acuerdo a las normas establecidas en la guía para el 

cuidado y uso de los animales de laboratorio de la Academia Nacional de Medicina (1999).  

Los 52 animales fueron divididos para el diseño experimental de la siguiente forma 

(cuadro 1): 28 para grupo control (tratamiento con salina) y 24 animales para el grupo 

experimental (tratamiento con Dz por 10 días).   

La secuencia de los grupos experimentales fue a su vez dividirlos en 2 subgrupos: 

uno de ratas operadas para registro de EEG (estereotaxia para implante de electrodos 

epidurales) y valorar el tratamiento durante y después de la aplicación de Dz (n=8). De 

estos animales, sólo 5 llegaron a la cuantificación del perfil ansiogénico valorado por el 

LEC, esto se debió a que 3 animales perdieron el complejo de electrodos-conector durante 

el tratamiento. De estos 5 animales, los cuales todos manifestaron abstinencia a DZ, fueron 

preparados para obtener de sus cerebros rebanadas y obtener de ellos registros in vitro 

(n=8).  Otro grupo de animales, no fueron sometidos a cirugía, pero recibieron el mismo 

tratamiento crónico de Dz (n=16), de estos, 5 animales, se les cuantificó el LEC y se obtuvo 

de ellos los mismos valores de la actividad ansiogénica que el grupo de animales operados, 

los resultados indicaron que no hay diferencia en el perfil ansiogénico entre ratas operadas 

y no operadas. Los 11 animales restantes –no operados pero con abstinencia a Dz- fueron 



tratados con pentilenetetrazol (PTZ) divididos a su vez en 2 subgrupos: uno recibió dosis de 

30 mg/Kg (n=6) y el otro de 60 mg/Kg (n=5). 

Los grupos control los cuales se les aplicó vía IP sol. Salina por 10 días y en ese 

tiempo se registró el EEG; todos estos tuvieron una secuencia semejante al diseño 

experimental: 7 animales fueron operados y evaluados en el LEC; sus cerebros fueron 

utilizados para registrar la actividad sináptica en rebanadas (n=9, es necesario indicar que 

en un cerebro se realizó registro en 2 rebanadas, por ello, la n es más grande). Otro grupo 

de animales no fueron operados (21) de los cuales 10 fueron evaluados en el LEC y se les 

realizó preparación de rebanadas de cerebro (n=9). En otra serie de experimentos, 11 

animales con abstinencia a Dz fueron sometidos a la aplicación de PTZ a las dosis de 30 

mg/Kg (n=5) y el otro de 60 mg/Kg (n=6). 

Cuadro 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Resumen de los grupos de trabajo con sus animales totales. En azul se representa el tratamiento crónico (10 

días) de diazepam o salina vía IP. En naranja, las pruebas: conductual (LEC) o la medición de la latencia a las crisis 

epilépticas inducidas por PTZ a los animales con el tratamiento crónico. Así como, los animales de los que fueron 

preparados sus cerebros para la obtención de las rebanadas.  
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VI. 1 Experimentos in vivo 

VI.1.1 Cirugía Estereotáxica 

La primera serie de experimentos fue realizada para identificar los cambios EEG de 

la abstinencia al Dz en la rata. Datos previos a esta tesis, muestran que el retiro abrupto de 

la administración crónica intracortical de GABA (Calixto et al., 1995) induce la aparición 

de complejos espiga-onda asociada a una conducta de hiperexcitabilidad neuronal. 

Nosotros desconocíamos si la administración IP de Dz y su abstinencia tendrían efectos de 

modificar la actividad electroencefalográfica. Por ello, fue necesario realizar una cirugía 

estereotáxica para colocar electrodos y preparar estos animales para registro crónico de 

EEG.      

La cirugía fue realizada en animales anestesiados con pentobarbital sódico (33 

mg/Kg de peso; Anestesal®), a los cuales les fueron colocados electrodos de acero, 

epidurales en ambos hemisferios craneales (mediante un sistema estereotáxico, ASI 

Instruments; en la corteza frontal [CxF] y somato motora [CxS]); terminales de cobre de 

cada electrodo se soldaron a un conector, el complejo electrodos-conector fueron fijados al 

cráneo con cemento acrílico (Fig. 10). Después de una semana de recuperación quirúrgica y 

de habituación a las condiciones de registro, se realizó un EEG en condiciones de control.  

Las ratas operadas se dividieron en dos grupos: al grupo a) se le inyectó diariamente 

vía IP solución salina (NaCl al 0.9%; n=7) durante 10 días; otro grupo, b) recibió 

inyecciones vía IP de Dz (7mg/Kg; n=8), también durante 10 días. Todas las inyecciones se 

realizaron en el horario de 10-10:30 am. En ambos grupos, se realizó el registro del EEG 

por 30 min, en los días 1, 5 y 10 del tratamiento, con el fin de analizar los cambios 

provocados por la administración de salina o Dz. Al concluir el tratamiento de 10 días con 

salina o Dz, las ratas fueron llevadas al registro EEG diariamente por 120 min para 

cuantificar la actividad cortical de la abstinencia los siguientes 7 días después de la 

interrupción del tratamiento. 

Los registros EEG fueron obtenidos mediante un amplificador (GRASS, modelo 

p5), la señal eléctrica de cada hemisferio cerebral fue digitalizada en paralelo a través de 

una interface analógica-digital (Digidata 1200, Axon Instruments), cada registro fue 

visualizado, guardado y analizado en una computadora utilizando para ello el programa 

pClamp V8.2 de Axoclamp Instruments.  



Los registros EEG se analizaron para identificar: 1) el incremento rápido y 

reversible de la actividad basal EEG característica de la aplicación de Dz (Fig. 14B). 2) La 

latencia de aparición de descargas epileptiformes y 3) el número de complejos espiga-onda 

durante los 7 días después del retiro del Dz (Fig.14 D y E). Se realizó un análisis estadístico 

de la desaparición de la actividad epileptiforme entre el primer día de la abstinencia 

comparados con los siguientes 6 días subsiguientes, para ello se utilizó la prueba t de 

Student (pareada y no pareada con un nivel de significancia asignado para p de ≤ 0.05.  

 

Figura 10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagrama de la colocación de los electrodos epidurales en la rata. A) Imagen de una rata, en la que se observa el lugar 

de colocación del complejo de electrodos. B) Esquema que muestra el circuito de conexión entre los electrodos y el conector, para 

ser utilizados en el registro del EEG. 

 

 

VI.1.2 Prueba del laberinto elevado en cruz (LEC) 

¿Los animales en condiciones de abstinencia a Dz tienen ansiedad?, para responder 

este cuestionamiento utilizamos la prueba del LEC. El LEC es una prueba utilizada 

ampliamente para medir ansiedad y efectos ansiolíticos provocados por drogas (Rodgers y 

Dalvi, 1997), la valoración más importante de esta prueba es la que si una rata presenta 

ansiedad entra más veces y permanece más tiempo en la porción del laberinto que tiene 

paredes (brazos cerrados o BC).   

Durante el segundo día de abstinencia (48 h después de la última aplicación de 

salina o Dz) se realizó la prueba del LEC. El LEC consiste en dos brazos opuestos llamados 



brazos abiertos (BA; 50 x 10cm cada uno), y dos con las mismas dimensiones pero con 

paredes de 40cm de alto denominados BC, los cuatro brazos se encuentran conectados por 

un cuadro central de 10 x 10cm, el  LEC se encuentra elevado 50 cm del piso (fig. 11). Esta 

prueba se realizó en una habitación iluminada con luz roja de 40 watts, para ratas que 

recibieron tratamiento con salina (n=17) y para el grupo que recibió Dz (n=10); para evitar 

el proceso de habituación y/o de aprendizaje de la tarea, el animal fue sometido a la prueba 

una sola vez por 10 min. La ejecución de la prueba consistió en colocar al animal en el 

punto central del LEC mirando hacia uno de los BA. Luego del tiempo de observación 

directa se evaluó: a) el número de ingresos a los BA, y b) el tiempo de permanencia en ellos 

(min). Cada prueba fue grabada en video con el objeto de minimizar la variabilidad del 

análisis.  

Los datos obtenidos del número de entradas a BA/BC y la permanencia en cada uno 

de ellos fueron comparados entre el grupo con abstinencia a Dz contra el grupo control   

fueron analizados con una prueba estadística de t de Student (p ≤ 0.05).  

 

Figura 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagrama tridimensional de un laberinto elevado en cruz (LEC). (BA) Representan los brazos abiertos, cuyas 

dimensiones son 50 x 10 cm cada uno. (BC) son los brazos cerrados  que tienen paredes elevadas a 40 cm, con  las mismas 

dimensiones que BA, (C) cuadro central de 10 x 10 cm que une a los cuatro brazos, el LEC se encuentra a 50 cm del piso. 
 

 

VI.1.3 Inducción de crisis convulsivas por PTZ 

La siguiente serie de experimentos fueron encaminados a responder si este nuevo 

estado en la excitabilidad cerebral reduce la sensibilidad de inducción de crisis convulsivas. 

Para ello, utilizamos al pentilenetetrazol o PTZ, el cual es un potente bloqueador de la 



actividad GABAérgica y en consecuencia: un inductor de crisis epilépticas (Hansen et al., 

2004). Datos farmacológicos previos indican que la dosis efectiva de inducción de crisis 

convulsivas es de 60 mg/Kg. Una reducción de la concentración de éste fármaco (30 

mg/Kg) es una dosis sub-umbral: la probabilidad de inducción es menor al 20 % de los 

casos (Medeiros et al., 1997; Zhang et al., 2006; Ali et al., 2005; Palencia et al., 2007). 

Debido a que los experimentos de esta tesis muestran que la abstinencia a Dz genera un 

incremento en la excitabilidad neuronal, es factible proponer que en el estado de 

hiperexcitabilidad se cuantifique un incremento en la sensibilidad farmacológica a PTZ, 

valorándolo en dos formas: a) un agravamiento en la respuesta a la dosis de 60 mg/Kg y b) 

un incremento en el efecto convulsivo de la dosis de 30 mg/Kg, en ambos casos valorando 

la latencia de la 1
er

 crisis convulsiva (tiempo en segundos).  

 

Figura 12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Administración IP de PTZ en la rata para inducir crisis convulsivas, en esta prueba se analiza la latencia en que se 

presenta la primera crisis convulsiva después de inyectar PTZ. 

 

 

Dosis de PTZ 60 mg/Kg 

Grupo 1   Grupo 2 

Control (salina)  Abstinencia a Dz (día 2) 

(n=6)    (n=5) 

 

 

Dosis de PTZ 30 mg/Kg 

Grupo 3   Grupo 4 

Control (salina)  Abstinencia a Dz (día 2) 

(n=5)    (n=6) 
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Los grupos de estudio de esta serie fueron divididos en 4 subgrupos de animales no 

operados  pero que recibieron el tratamiento crónico de salina o de DZ: grupo 1) control 

(inyectados con salina durante 10 días; n=6) a los que se le aplicó la dosis de 60 mg/Kg de 

PTZ; grupo 2) abstinencia a Dz (tratamiento de 10 días y medido al día 2 del retiro abrupto) 

a los que se les aplicó la dosis de 60 mg/Kg (n=5); grupo 3) control de salina (inyectados 

con salina durante 10 días; n=5) a los cuales se les aplicó PTZ a dosis de 30 mg/Kg y 

finalmente, grupo 4) abstinencia a Dz   (tratamiento de 10 días y valorado al día 2 del retiro 

abrupto; n=6 a los que se les aplicó dosis de 30 mg/Kg (Fig. 12). El análisis estadístico 

corresponde a la aplicación de una t de student no pareada comparando los tiempos en 

segundos de la latencia a la primera crisis convulsiva.  

 

VI.2. Experimentos in vitro 

Datos previos de nuestra línea de investigación muestran que los fenómenos de 

hiperexcitabilidad en el animal integro pueden cuantificarse en condiciones in vitro 

(Calixto et al., 2000). El registro de la actividad sináptica de la rebanada de cerebro 

garantiza la conservación de los componentes sinápticos y una identificación precisa de los 

elementos y estructuras del cerebro; garantizando con ello, un control especifico de la 

estimulación en fibras/ axones así como de las regiones o núcleos de registro.   Debido a 

que identificamos in vivo un incremento importante de la actividad EEG, la propuesta de 

estudiar las rebanadas de cerebro de estos animales fue para cuantificar la magnitud de la 

hiperexcitabilidad de la abstinencia a Dz en el componente sináptico a corto y mediano 

plazo (día 2 y 12 de abstinencia). 

En esta serie de experimentos, utilizando otro grupo de ratas sometidas al 

tratamiento con Dz (valorado en el día 2 y 12 de abstinencia)  así como solución salina 

(tratamiento de 10 días), los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico (50 

mg/Kg de peso; Anestesal®), después fueron perfundidos con un catéter a nivel del 

ventrículo izquierdo del corazón con una solución a base de sacarosa a temperatura de 4 
o
C, 

(composición en mM: sacarosa 229, KCl 2.0, glucosa 10, Na2HCO3 26, NaH2P04 1.2 y 

MgCl2 1.5), burbujeada con una mezcla  95% O2/ 5% CO2 para mantener un pH constante 

de 7.4.  



  Al término de la perfusión, el cerebro fue extraído rápidamente. Cada hemisferio se 

seccionó en un vibratomo (pelco M-101) en cortes sagitales de 400 m de grosor a 

temperatura de 4 
o
C (fig. 13). Las rebanadas se mantuvieron en una solución salina 

semejante en composición al líquido cerebro espinal (concentración en mM): NaCl 125, 

KCl 2.0, MgCl2 6.0, CaCl2 1.0, glucosa 11, NaHCO3 26,  en burbujeo continuo con la 

mezcla de gases (95% O2 / 5% CO2)  ajustado a un pH de 7.4 con una osmolaridad de 300  

mOsmol/l. 

Para el registro de la actividad electrofisiológica, cada rebanada fue colocada en una 

cámara de perfusión continua (2.5 ml), a temperatura ambiente y con una velocidad de 

perfusión de 2 ml/min. La solución de registro estándar contenía (concentración mM)  NaCl 

125, KCl 3.0, MgCl2 1.0, CaCl2 2.5, Na2HP04 1.2, glucosa 11, NaHCO3 26,  en burbujeo 

continuo con (95% O2 / 5% CO2) y pH de 7.4.  

 

Figura 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema del SNC y localización anatómica del hipocampo de rata. El hipocampo está estructurado en una 

conexión trisináptica: la información de la corteza cerebral ingresa al hipocampo a través de la vía perforante (PP) 

haciendo sinapsis en el giro dentado (DG), cuyas células envían sus axones al área CA3, formando con ello las fibras 

musgosas (mf). Los axones de las neuronas de CA3 hacen sinapsis en el área CA1, su proyección es a través de las 

colaterales de Shaffer (CS; sobre las cuáles en nuestra preparación de rebanada, se inyectaron los estímulos cuadrados 

con un electrodo bipolar (E-Est). La actividad sináptica de CA1 (fEPSP, inserto del ángulo superior izquierdo) fue 

registrada por un electrodo de registro (E-Reg) conectado a un amplificador de señales bioeléctricas. CA1 proyecta su 

información nuevamente a la corteza cerebral a través del subiculum (S).  

 

 



Los protocolos farmacológicos y los registros de los potenciales postsinápticos 

excitatorios (fEPSP, por sus siglas en inglés) se llevaron a cabo en el área CA1 del 

hipocampo, en el stratum radiatum, por medio de micropipetas de vidrio llenas con 

solución de NaCl al 0.9% (2-4 M ; E-Reg de la Fig.13; amplificador Axoclamp 2B, axon 

instrument). Los fEPSPs fueron digitalizados y almacenados en computadora utilizando el 

programa pClamp V9.2 de Axoclamp Instruments. Los estímulos para provocar los fEPSPs 

se realizaron con un electrodo bipolar concéntrico en las colaterales de Shaffer mediante 

pulsos cuadrados de voltaje únicos (0.40-1.0 ms a 0.1Hz; estimulador Grass S-11, unidad 

de aislamiento Grass PSI U6), así como con pulsos pareados: 10 a 60 ms en intervalos 

crecientes de 10 ms. La intensidad de estimulación se ajusto para todos los experimentos 

para obtener un fEPSP con amplitud del 50-60% de la amplitud máxima. Estos protocolos 

no indujeron depresión o espigas múltiples, ni potenciaron la respuesta en las condiciones 

control. 

 

Los grupos que se realizaron fueron:  

1) Grupo control (rebanadas provenientes de ratas con administración previa de solución 

salina día-2 n= 9  y día-12 n=9) 

2) Rebanadas provenientes de ratas en abstinencia a Dz durante el día 2 (SAD-día 2 

n=11) 

3) Rebanadas provenientes de ratas que se encontraban en abstinencia a Dz durante el día 

12 (SAD-día 12 n=8) 

4) Grupo en el que se verificó el efecto del GABA (5 mM) en las rebanadas del grupo 

control (n=12), en SAD-día 2 (n=20), en SAD-día 12 (n=6)  

5) Grupo en el que se verificó el efecto de la Bicuculina (Bic; 20 M) en las rebanadas 

del grupo control (n=5), en SAD-día 2 (n=19), en SAD-día 12 (n=15)  

Para la obtención de los fEPSP de los tres primeros grupos se realizó una inyección 

de pulsos cuadrados únicos con la misma frecuencia e intensidad (anteriormente descrita) 

durante 3 horas.  El grupo 1 no mostró cambios en la actividad sináptica registrada, 

mientras el grupo 2 mostró un incremento mayor en la excitabilidad sináptica en 

comparación con los registros de los grupos 3 y 1. La justificación de haber realizado el 

grupo 4 obedece a lo siguiente: la máxima hiperexcitabilidad neuronal producida por 



abstinencia a un tratamiento crónico de Dz puede corroborarse después de 1 h de registro, 

el interés principal de realizar este grupo fue cuantificar la sensibilidad farmacológica para 

el GABA (durante 10 min), en estas nuevas condiciones de hiperexcitabilidad, se observó 

que en SAD día-2 el efecto producido por la superfusión de GABA es ligeramente menor 

que el obtenido de registros control. Después de un lavado de  30 min posterior a la 

superfusión del GABA la amplitud del fEPSP regresó a lo registrado antes de aplicar el 

GABA, fue aquí que se cuantificó la sensibilidad a Bic (grupo 5), sin embargo, para evitar 

un efecto de saturación (ceiling) en la amplitud de la respuesta, la intensidad del estímulo 

fue ajustada nuevamente (disminuida) para obtener una respuesta semejante a la amplitud 

del fEPSP inicial (50-60% de la amplitud máxima). Para el análisis de cada experimento 

(control, hiperexcitabilidad producida por abstinencia a un tratamiento crónico con Dz 

(SAD día-2 y SAD día-12), a todos los grupos se normalizó al 100% el valor de amplitud 

promedio de los fEPSPs de los 10 min iniciales de cada experimento o línea base. Para 

evaluar el efecto de la Bic (control, SAD día-2 y SAD día-12), se normalizó al 100% el 

promedio de la amplitud antes de la aplicación del antagonista (15-20 min previos a la 

exposición de Bic). El análisis estadístico se llevó a cabo validando la diferencia entre los 

promedios normalizados de la amplitud de los fEPSPs ± su error estándar, identificando el 

porcentaje de cambio en esta amplitud en el curso temporal de los experimentos. Utilizando 

la prueba t de student (pareada y no pareada, según el caso) y la prueba no-paramétrica U 

de Mann-Whitney, considerando una significancia al valor de P ≤ 0.05.  

Las drogas y sales utilizadas en este trabajo fueron adquiridas a Sigma-Aldrich (St. 

Lois, MO. USA), exceptuando a la sacarosa y glucosa de laboratorios Hycel de México; 

CaCl2 de laboratorios JT-Baker de México, el NaH2PO4 de Merck (Alemania) y el Dz que 

fue comprado directamente a los laboratorios Roche de México.  

 



VII Resultados 

VII. 1 Efectos de la abstinencia al Dz en la excitabilidad cortical. 

La primera serie de experimentos estuvo orientada a identificar al EEG la 

hiperexcitabilidad neuronal de la corteza cerebral generada por la abstinencia de Dz. De 

esta manera, una semana después de la cirugía estereotáxica, previo a cualquier tratamiento 

farmacológico, a cada animal de experimentación se le cuantificó la actividad EEG control 

(0.1-300 Hz) de las CxF y CxM (Fig. 14A). La presencia de anormalidades en el EEG 

(espigas, ondas lentas, etc.) fueron criterios para descartar a algunos animales del presente 

estudio.  

Después de este primer registro electrofisiológico, se inició el tratamiento crónico 

con Dz (7 mg/Kg/24h, vía IP; durante 10 días; N=8). La aplicación de esta Bz fue 

protocolizada con horario. El registro de la actividad de ambas cortezas cerebrales durante 

30 min posterior a la aplicación de Dz, reveló la inducción de actividad cortical sugerente 

de sueño asociada a la aparición de una actividad rápida y sincrónica relacionada a una 

conducta de masticación del animal, lo cual es característico de algunos agentes anti-

epilépticos de actividad GABAérgica (Fig. 14B). El seguimiento de la evolución temporal 

de los registros EEG de la aplicación de Dz de los días 2 al 10 no mostró cambios en los 

patrones de frecuencia ni en la amplitud de la actividad EEG cortical (Fig. 14C).  

La interrupción del tratamiento con Dz indujo manifestaciones EEG de un síndrome 

de abstinencia. Un día después de la última aplicación IP de la Bz, en todas las ratas se 

cuantificó la aparición de descargas epileptiformes, caracterizadas por complejos espiga-

onda espontáneos de gran amplitud (200-300 V) y de alta frecuencia (0.15 a 0.2 Hz), 

identificados en mayor proporción en la CxS (Fig. 14D).  

El número de estos complejos espiga-onda durante 120 min de registro en el primer 

día del síndrome de abstinencia a Dz (SAD día 1) fue de 3574 ± 170 complejos (Fig. 14). 

La frecuencia de las descargas paroxísticas en este estado de abstinencia fue reduciendo 

gradualmente hasta desaparecer por completo al día 5 después de la interrupción de la 

administración de Dz (Fig.14E). 

Estos datos indican que la aplicación y la consecuente interrupción de Dz inducen 

un incremento transitorio de la actividad cortical, evento semejante al que generan otros 

agonistas del receptor GABAA, como el mismo GABA y el clonazepam (Brailowsky et al., 



1988, Calixto et al., 1995). Debido a que el día 1 y 2 de la abstinencia coinciden con la 

mayor manifestación del incremento de la excitabilidad neuronal, el siguiente objetivo de 

esta tesis fue identificar el estado clínico del animal en etapas tempranas del SAD valorado 

a través de la medición de los niveles de ansiedad en una prueba conductual que se detalla a 

continuación.  

Figura 14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Síndrome de abstinencia a Dz (SAD) en rata. A-D se muestran  registros EEG representativos de un animal con 

manifestaciones de la hiperexcitabilidad cortical como resultado de la interrupción de la administración de Dz. (A) Registro 

control de las cortezas (Cx) frontal (F) y  somatomotora (S). El gráfico B es el registro a los  5 min., posterior a la aplicación de 

Dz. (C) Indica la pérdida de la actividad de Dz (tolerancia) cuando se ha administrado  durante  7 días. (D) La interrupción de la 

aplicación de la Bz genera la aparición de descargas epileptiformes (flechas negras), con mayor actividad en la región somato 

motora. (E) El número de estas espigas disminuye en el curso temporal de la abstinencia (n=8). La calibración hace referencia a 

100 V/ 1 seg. 

 

 

 

VII. 2 Estudio conductual de la abstinencia a Dz: manifestación de 

ansiedad durante el síndrome de abstinencia. 

Para estudiar la conducta de los animales durante los primeros estadios de la 

abstinencia a Dz utilizamos el LEC estandarizado para roedores. En condiciones control, la 

generalidad de los animales muestran preferencia por los brazos cerrados (BC), 

aventurándose sólo esporádicamente a explorar los brazos abiertos (BA), donde el sujeto se 

encuentra más expuesto y vulnerable a caerse. La validez de esta prueba que sustenta y 



justifica su utilidad en el presente trabajo es la siguiente: el animal que permanece o entra 

en los BC del laberinto es debido a que encuentra en un estado de ansiedad.   

El estudio conductual en el LEC mostró que el grupo de animales en el día 2 de 

abstinencia al Dz manifestaron un perfil ansiogénico (n=10; barras negras de la Fig. 15).  

Estos animales que en el EEG tienen una gran actividad epileptogénica, en el LEC visitaron 

con una menor frecuencia los BA (Fig. 15A), asociado a un mayor número de entradas a los 

BC (Fig. 15B, P<0.04), además de que permanecieron en los brazos abiertos (Fig. 15C) un 

tiempo significativamente inferior respecto de los animales control (n=17; p<0.02).  

Figura 15 

EVALUACION CONDUCTUAL DEL SINDROME DE ABSTINENCIA A Dz 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perfil ansiogénico de animales con abstinencia a Dz. Ejecución en el LEC en tres de sus variables cuantificables: A) el 

número de entradas a BA y B) el número de ingresos a BC. En C), se representa el tiempo de permanencia de los animales en 

algunos de estos dos brazos.  El grupo de animales en abstinencia a Dz (SAD;  barras negras, n=10) identifica que la 

manifestación clínica de la abstinencia es la ansiedad: los animales prefieren estar más tiempo y entrar con mayor frecuencia a 

los brazos del laberinto resguardados, comparándolos con el grupo control (barras blancas, n=17) y), la diferencia entre ambos 

grupos fue significativa: **P < 0.02, *P<0.04 

 

Estos resultados revelan que el estado de hiperexcitabilidad inducido por la 

abstinencia a la Bz se asocia a un importante grado de ansiedad cuando los animales se 

enfrentaron a un entorno desconocido. Ambos eventos indican un fenómeno de plasticidad 

neuronal de latencia larga y duración corta, comparados a los que genera el alcohol o el 

GABA. Debido a que esta fenomenología es consecuencia de la administración y retiro de 

un agonista selectivo del receptor GABAA, los siguientes experimentos fueron orientados a 
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identificar los cambios en este sistema de neurotransmisión por el SAD. Para tal efecto, los 

siguientes experimentos se realizaron en rebanadas de cerebro provenientes de animales en 

abstinencia al Dz. De esta manera, el abordaje de estudio fue reducido a la valoración de la 

actividad sináptica GABAérgica asociada a condiciones permisibles para cuantificar la 

sensibilidad farmacológica de esta neurotransmisión.  

 

VII. 3 Hiperexcitabilidad neuronal del área CA1 del hipocampo en 

rebanadas de cerebro de animales que manifestaron abstinencia a Dz: 

estudio ex vivo. 

El hipocampo representa la estructura extracortical con mayor factibilidad de 

identificar y de valorar cambios en  la neurotransmisión GABAérgica por su fácil acceso e 

interpretación de resultados que a partir de él se obtienen. Esto obedece a dos aspectos 

básicos: a) el conocimiento de los tipos de componentes neuronales que lo forman y b) su 

conexión entre ellos (componente sináptico: neurotransmisores y receptores). Por lo tanto, 

el hipocampo constituye electrofisiológica- y farmacológicamente un excelente circuito 

neuronal funcional para medir los cambios de inhibición/excitación. Modificaciones en la 

excitabilidad en el SNC, como resultado de algunos tipos de epilepsias y estados de 

abstinencia repercuten en la eficacia sináptica del hipocampo (Casasola et al., 2001). 

Debido a que en la sección 1 de esta tesis registramos el EEG de la corteza cerebral, nuestro 

siguiente propósito fue estudiar la neurotransmisión GABAérgica del hipocampo in vitro 

como correlato anatómico y electrofisiológico de lo que sucede en el cerebro como 

resultado la abstinencia a Dz. 

Con el propósito de resolver tres cuestionamientos básicos: 1) ¿qué le sucede a la 

excitabilidad neuronal del hipocampo de un animal con SAD?; 2) las modificaciones en la 

neurotransmisión GABAérgica ¿son iguales al inicio de la abstinencia que en los estadios 

tardíos? y 3) ¿qué sensibilidad farmacológica tiene la neurotransmisión GABAérgica 

durante el SAD?, se realizaron los siguientes experimentos: ratas que manifestaron el SAD 

fueron sacrificadas para la obtención de su cerebro y prepararlos para rebanadas 24 h 

después de la evaluación conductual en el LEC (grupo SAD día-2) y otro grupo de 

animales fueron preparados sus cerebros para registro de sus rebanadas el día 12 después 



del inicio del SAD (SAD día-12); ambos grupos fueron comparados con sus respectivos 

animales control.  

Las rebanadas de cerebro fueron registradas en el stratum-radiatum del área CA1 

del hipocampo con un protocolo de estimulación estándar en las colaterales de Shaffer 

(frecuencia 0.01 Hz e intensidad a 50-60% de la respuesta máxima). Este patrón de 

estimulación  evocó los fEPSP, los cuales fueron estables en su morfología y amplitud en 

un periodo de 3 h de registro en rebanadas control (Fig. 16, círculos negros; n=18).  

El registro de la evolución temporal de los fEPSP de las rebanadas de hipocampo 

provenientes de los animales que manifestaron SAD con 2 días de evolución (SAD-2), 

mostraron un incremento gradual de la amplitud de la respuesta sináptica. El porcentaje de 

cambio en la amplitud del fEPSP (promedios de la amplitud normalizado a 100% en los 

primeros 15 min de inicio del registro) tuvo un incremento rápido y estadísticamente 

significativo comparado con el grupo control, en los primeros 60 minutos de registro (230 ± 

18%; Fig. 16; triángulos blancos; n=11; p ≤ 0.0001), tiempo a partir del cual este 

incremento de amplitud fue estable durante las 2 horas siguientes (232 ± 23%). 

Las rebanadas de hipocampo obtenidas de cerebros de animales con SAD en estadio 

tardío de la abstinencia (día 12; SAD d-12), también manifestaron incrementos en la 

amplitud del fEPSP, pero de menor magnitud comparados con el grupo SAD d-2. El 

registro de la evolución temporal del cambio en la amplitud de los fEPSP en este grupo, 

mostro valores significativamente mayores a los comparados a los del grupo control a los 

60 minutos de inicio del registro (139 ± 9%; Fig. 16; cuadros blancos; n= 8; p ≤ 0.003); 

asimismo, este incremento de la excitabilidad neuronal es estable y perdura por más de 3 

horas de registro (180 min; 144 ± 6%;  p ≤ 0.0004). 

Estos resultados muestran que la hiperexcitabilidad neuronal registrada in vivo, es 

posible cuantificarla como un incremento significativo de la excitabilidad en el hipocampo, 

el cual puede medirse in vitro, aún hasta 12 días después de la última aplicación de la Bz. 

Este incremento en la excitabilidad neuronal es estable, semejante al que ocasionan otras 

drogas GABAérgicas en rebanadas de cerebro.   

El incremento de la amplitud de los fEPSP del área CA1 por la abstinencia a Dz 

tuvo una cinética de instalación gradual y un estadio de hiperexcitabilidad persistente, este 

es un fenómeno de plasticidad neuronal, por cuya característica de inicio y evolución 



recuerdan a una potenciación a largo plazo (LTP), a diferencia que en este caso no existe un 

proceso de estimulación repetida o de alta frecuencia, si no que este evento es resultado de 

una alteración farmacológica. Debido a esto, fue ineludible estudiar la actividad del sistema 

GABAérgico y su susceptibilidad farmacológica para resaltar las similitudes y diferencias 

con respecto a otros fenómenos semejantes ampliamente estudiados en nuestro laboratorio 

que tienen en común las modificaciones de la neurotransmisión GABAérgica en 

condiciones de abstinencia.  

 

Figura 16 

HIPEREXCITABILIDAD NEURONAL DEL ÁREA CA1 EN REBANADAS DE HIPOCAMPO 

PROVENIENTES DE ANIMALES QUE MANIFESTARON ABSTINENCIA A Dz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Hiperexcitabilidad del área CA1 del hipocampo in vitro inducida  por un abstinencia a Dz in vivo. La administración 

/retiro de Dz por 10 días, provoca un incremento de la actividad sináptica en el hipocampo: el incremento significativo de la 

amplitud de los fEPSP (triángulos blancos: grupo de animales con SAD d-2; n=11;  cuadros blancos: grupo de animales con SAD 

d-12, n=8).  Grupo control (círculos negros; n=18). Los registros representativos superiores muestran la secuencia de los fEPSPs: 

(A) tiempo  0,  (B) 60 min  y (C) 2 h de registro.  

 

En el hipocampo, el ingreso de la información excitatoria al área CA1 siempre se 

asocia a un fuerte control inhibitorio de interneuronas GABAérgicas que impiden: a) la 

aparición de descargas epilépticas, b) la activación de circuitos reverberantes y c) el 

reclutamiento asincrónico de poblaciones neuronales (Traub y Jefferys, 1994). Por lo 
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anterior, la actividad GABAérgica resulta imprescindible en el control de la excitabilidad 

de esta estructura del cerebro. Esta propiedad electrofisiológica de excitabilidad/inhibición 

del hipocampo es identificable experimentalmente mediante el protocolo de estimulación 

por pulsos pareados.   

 

VII. 4 Modificaciones del protocolo de pulsos pareados en condiciones de 

hiperexcitabilidad inducidas por Dz. 

Normalmente, la estimulación en las colaterales de Shaffer que inducen la aparición 

de dos fEPSPs en el área CA1, separadas por un periodo corto (ms) entre ellos, genera una 

marcada disminución en la amplitud del segundo fEPSP comparada con el primer fEPSP, 

es decir, en condiciones control, la relación aritmética de las amplitud del fEPSP2 con 

respecto al fEPSP1 (fEPSP 2/ fEPSP 1) es menor a 1 en intervalos inter-estímulos (IIE) 

entre 10 y 60 ms (García-Ugalde et al.,1992; Casasola et al., 2004); esta relación 

matemática se va perdiendo proporcionalmente cuando el IIE entre ambas respuestas se va 

haciendo más grande (círculos negros de la fig. 17), estableciendo con ello una regla 

simple: a menor distancia entre los fEPSP existe una mayor inhibición, cuando el valor de 

esta relación es igual a 1, entonces ya no existe inhibición recurrente.  

De esta manera, en los experimentos utilizando el protocolo de pulsos pareados en 

condiciones control (n= 37) la relación de pulsos pareados (fEPSP1 / fEPSP2) a IIE de 10 

ms fue de 0.72 ± 0.02 (Fig. 17A); un incremento del IIE a 30 ms identificó una cociente de 

0.91 ± 0.16 (Fig. 17B) y a IIE de 60 ms fue de 0.98 ± 0.01 (Fig. 17C). La inhibición 

recurrente que prueba la relación de pulsos pareados se debe al siguiente mecanismo 

sináptico: en paralelo a la estimulación sináptica excitatoria, se estimula a una interneurona 

recurrente, cuya actividad es inhibitoria, esta neurona libera GABA; por lo tanto, un 

periodo corto de estimulación, produce una mayor concentración del neurotransmisor 

GABA en el espacio sináptico, lo que genera una paradoja fisiológica: una alta frecuencia 

de estimulación o períodos de estimulación cortos, favorecen la disminución de la 

excitabilidad. Esta  actividad de la interneurona en el hipocampo representa un sistema de 

protección a las neuronas piramidales impidiéndoles despolarizaciones por largos periodos.  

La pérdida de la inhibición recurrente es un correlato común de las epilepsias y/o en 

condiciones experimentales en las que el receptor GABAA es farmacológicamente 



bloqueado por antagonista específico del receptor, por ejemplo, la Bic (Creager et al., 

1980). Por lo que, si la abstinencia a Dz generó cambios en la neurotransmisión 

GABAérgica, el protocolo de pulsos pareados es una estrategia electrofisiológica 

cuantitativa para evidenciarlos. 

En las condiciones de incremento de la excitabilidad por abstinencia a Dz 

previamente descritas y registradas en la fig. 16: día 2 (d-2) y día 12 (d-12), el protocolo de 

pulsos pareados, exhibió la pérdida de la inhibición recurrente. La hiperexcitabilidad por 

abstinencia a Dz, generó un incremento significativo de la amplitud del segundo fEPSP 2 a 

IIE cortos, es decir, apareció una nueva condición de excitabilidad en la que la se aprecia 

como característica fundamental la facilitación por pulsos pareados (Fig. 17 D-F; cuadros 

blancos, d-2 y triángulos blancos, d-12). Constatando con esto, la reducción de la 

neurotransmisión GABAérgica en la abstinencia a Dz. 

  

Figura 17 

PÉRDIDA DE LA INHIBICIÓN RECURRENTE DEL ÁREA CA1 DEL HIPOCAMPO POR LA 

ABSTINENCIA A DZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A la derecha, se muestran fEPSPs de un experimento característico en el que la abstinencia a Dz induce la aparición de 

facilitación sináptica (D-F), la cual contrasta con la inhibición recurrente control (A-C). En el panel izquierdo,  se muestra el 

gráfico matemático del  protocolo de estimulación por pulsos pareados a intervalos de 10 -60 ms, el cociente de la amplitud del 

segundo fEPSP entre la del primer fEPSP brinda una relación de inhibición (condiciones control: círculos negros, n=37) o 

facilitación (condiciones de abstinencia a Dz, día-2: triángulos blancos, n=5; día-12 cuadros blancos: n= 18).  
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No obstante  que la hiperexcitabilidad inducida por abstinencia a Dz en el d-2 y el d-

12 son proporcionalmente distintas en la evolución temporal (fig. 16), la facilitación por 

pulsos pareados es semejante en ambos días sin mostrar diferencias estadísticas 

significativas entre ellas (p≤0.3). Así por ejemplo, el IIE a 10 ms en SAD d-2 (triángulos 

fig. 17D) cuantificamos un valor de 1.14 ± 0.11 en tanto que el d-12 fue de 1.05  ± 0.11 

(cuadros blancos, fig. 17), ambos valores son significativamente distintos al control 

(p≤0.005). El análisis de la facilitación sináptica evidenció que a IIE de 30 ms en el d-2 fue 

de 1.19 ± 0.06 (fig. 17E), en tanto que al d-12 se constató valores de 1.14 ± 0.05; a IIE de 

60 ms, en el d-2 se obtuvieron valores de 1.12 ± 0.05 (fig. 17F) y para el d-12 de 1.10 ± 

0.03. 

Los datos anteriores muestran una marcada disminución de la actividad 

GABAérgica por la abstinencia a Dz, este fenómeno perdura en el transcurso de varios días, 

describiendo con ello, una plasticidad sináptica que subsiste aún cuando el incremento de la 

excitabilidad neuronal ya ha disminuido (día 12). 

 

VII. 5 Modificaciones de la relación de intensidad (estimulación)/ voltaje 

(amplitud de la respuesta) en condiciones de hiperexcitabilidad inducidas 

por Dz. 

En condiciones control, la amplitud de una respuesta sináptica (fEPSP) depende de 

la intensidad, frecuencia y duración de la estimulación, si estas dos últimas son constantes, 

entonces la amplitud del fEPSP depende de la intensidad del estímulo que desencadena la 

actividad sináptica.  Esta relación estímulo-respuesta (E/R), debe ser la misma si se repite 

60, 120 y 180 minutos después del primer registro. En otras condiciones, un incremento en 

la relación E/R (LTP, epilepsia, hiperexcitabilidad farmacológica, etc.) se deberá entonces a 

cambios en la neurotransmisión en sí (cantidad de neurotransmisor, cambios en los 

receptores, etc.) y no se presentará como consecuencia de un artefacto de estimulación.  

Tal y como se muestra en la fig. 18, una rebanada control no genera modificaciones 

en esta relación E/R en el tiempo. Los fEPSPs fueron generados por el mismo rango de 

intensidad de estimulación (50-60% de la respuesta máxima), semejante duración (0.40-1.0 

ms) y frecuencia (0.1-0.2 Hz). Considerando que en condiciones de hiperexcitabilidad por 



la abstinencia de Dz, la pérdida de la inhibición recurrente indica un déficit del control 

GABAérgico, nuestros siguientes experimentos fueron orientados a demostrar que en estas 

rebanadas de hipocampo la relación E/R  debe ser mayor en la evolución temporal del 

experimento.  

En condiciones control, la curva E/R guarda proporcionalidad en el incremento de la 

amplitud del fEPSP (Fig. 18, círculos negros) y es semejante 2 horas después de haber 

registrado la primera. Para obtener este experimento, decidimos normalizar la intensidad 

del estímulo a un valor inicial de umbral de inducción del fEPSP, por lo que la cantidad 

mínima para generar la respuesta sináptica se definió como valor umbral ó 1x.  

 

Figura 18 

 

MODIFICACIÓN DE LA RELACIÓN AMPLITUD DEL FEPSP/ INTENSIDAD DE LA ESTIMULACIÓN, 

EN CONDICIONES DE ABSTINENCIA A DZ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El incremento en la amplitud del fEPSP control (círculos negros, n=10) guarda una proporción lineal del valor umbral 

(valores normalizados a la intensidad mínima para generar un fEPSP) hasta 6 veces este valor-umbral, esta relación es semejante 

120 min., después del primer registro (círculos blancos, n=17). En contraste, rebanadas de animales  con abstinencia a Dz en día-

2 (triángulos, n=18) o día-12 (cuadros blancos, n=18) muestran un corrimiento en la curva a la izquierda, lo que implica un 

incremento significativo en la excitabilidad celular. En el panel derecho, se muestran los registros control –porción superior- y en 

condiciones de abstinencia a Dz d-2.  

  

En rebanadas con incremento de la excitabilidad neuronal por la abstinencia a Dz 

(tanto en d-2 como en d-12) la curva E/R se corre a la izquierda (fig. 18). Este corrimiento 

1X 2X 3X 4X 5X 6X

0

100

200

300

Umbral X

%
 d

e
 i

n
c

re
m

e
n

to
 e

n
 l
a
 a

m
p

li
tu

d
 d

e
l 

fE
P

S
P

5 ms

2 mV

2 horas después

SAD (día-12)

SAD (día-2)

Control

1X 2X 3X 4X 5X 6X

0

100

200

300

Umbral X

%
 d

e
 i

n
c

re
m

e
n

to
 e

n
 l
a
 a

m
p

li
tu

d
 d

e
l 

fE
P

S
P

1X 2X 3X 4X 5X 6X

0

100

200

300

Umbral X

%
 d

e
 i

n
c

re
m

e
n

to
 e

n
 l
a
 a

m
p

li
tu

d
 d

e
l 

fE
P

S
P

5 ms

2 mV

5 ms

2 mV

5 ms

2 mV

2 horas después

SAD (día-12)

SAD (día-2)

Control

2 horas después

SAD (día-12)

SAD (día-2)

Control



de la relación E/R aduce que existe un mayor número de neuronas sincronizadas en su 

disparo y despolarización.   

En resumen, los resultados previos indican: 1) la hiperexcitabilidad neuronal por la 

abstinencia a Dz genera una disminución de la inhibición recurrente, 2) aumenta la 

probabilidad de reclutamiento de neuronas en proceso de despolarización y 3) esta 

hiperexcitabilidad se mantiene constante y no es consecuencia de la frecuencia e intensidad 

de la estimulación.  

 

VII. 6 Estudio electro-farmacológico de la neurotransmisión GABAérgica 

en el cerebro de animales que manifestaron abstinencia a Dz: estudio ex 

vivo. 

Para proponer que el mecanismo por el cual se incrementa la excitabilidad neuronal 

del hipocampo in vitro por la abstinencia a Dz es un evento sináptico GABAérgico, la 

siguiente serie de experimentos fue encaminada a cuantificar las modificaciones en la 

sensibilidad farmacológica del receptor GABAA en las nuevas condiciones de excitabilidad 

generadas por la abstinencia a Dz. 

     En condiciones control, la exposición del agonista-endógeno del receptor (GABA, 5 

mM; n=12) produjo una reducción significativa en la amplitud del fEPSP (55±6 %; p 

≤0.07). En contraste, la superfusión del antagonista del receptor (Bic, 20 M; n=5) el cual 

indujo un incremento significativo de la respuesta, 79±8 %, p ≤0.0006; barras negras, Fig. 

19. Sin embargo, en las rebanadas de hipocampo provenientes de animales en SAD d-2, el 

efecto inhibidor del GABA fue significativamente menor que el control (38±5 %; n=20; p 

≤0.02); asimismo, en otro grupo de rebanadas con las mismas condiciones de excitabilidad 

(SAD d-2), el efecto de la Bic fue discretamente menor que en las condiciones control 

(40±4 %; n=19; p ≤0.03; barras blancas, Fig. 19). Estos datos indican que la abstinencia a 

Dz disminuye la sensibilidad farmacológica del receptor GABAA para ambos efectores: 

agonista y antagonista (tolerancia cruzada). Este evento puede ser la expresión de una 

disminución en el número de receptores (down-regulation) o modificaciones en las 

subunidades que componen al receptor, como lo que se ha publicado previamente para otro 

tipo de abstinencias.  



Una secuencia experimental semejante a la anterior, pero en rebanadas de cerebro 

provenientes de ratas con SAD d-12, permitió identificar una recuperación del efecto 

inhibidor del GABA sobre la amplitud del fEPSP del hipocampo (64±6%; n=6; p≤0.2). En 

contraste, la actividad farmacológica de la Bic fue menor a la cuantificada en los controles 

e incluso significativamente menor a la identificada en animales con el SAD d-2 (27±4%; 

n=15; p≤0.03; barras grises Fig. 19). Esta serie de resultados infieren una recuperación 

parcial de la sensibilidad farmacológica GABAérgica a lo largo de la abstinencia a Dz, 

permitiendo hacer hincapié en la evolución temporal de la abstinencia: una recuperación de 

la actividad al GABA coincide con una menor excitabilidad neuronal en la corteza cerebral 

(EEG) y en el hipocampo (fEPSP).   

Figura 19 

 

MODIFICACIONES DE LA SENSIBILIDAD FARMACOLÓGICA DEL RECEPTOR GABAA EN 

CONDICIONES DE ABSTINENCIA A DZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       

 

La inhibición en la amplitud del fEPSP del área CA1 del hipocampo inducida por GABA (control, barra negra, panel 

izquierdo) es significativamente menor cuando el animal se encuentra en SAD d-2 (p≤ 0.07; barra blanca), asimismo, en estas 

condiciones de excitabilidad existe un disminución significativa del efecto de Bic (p≤ 0.0006, barra blanca, panel derecho).  La 

evolución del SAD d-12 permitió identificar una recuperación farmacológica del hipocampo al GABA (barra en gris, panel 

izquierdo), sin embargo, el efecto de la Bic continuo siendo significativamente menor al control e incluso al SAD d-2  (p≤0.03 y 

p≤0.0002, respectivamente).     
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VII. 7 Modificación de la susceptibilidad de inducción de crisis epilépticas 

por PTZ en animales con abstinencia a Dz. 

Los resultados de la presente tesis, muestran que la interrupción del tratamiento de 

10 días con Dz fue suficiente para inducir un incremento en la actividad cortical del animal: 

aparición de espigas-ondas cuantificadas en el EEG. Este incremento en la actividad 

cortical tuvo una relación directa con la generación de la ansiedad valorada por el LEC. 

Asimismo, los registros in vitro de los cerebros de estos animales comprobó que el área 

CA1 del hipocampo existe también un incremento de la excitabilidad neuronal valorado por 

la estimulación sináptica y la obtención de los fEPSPs. Esta preparación nos permitió 

identificar que la amplitud de la respuesta sináptica crece gradualmente. Este modelo de 

plasticidad neuronal in vitro es posible por modificaciones en la actividad de la 

neurotransmisión GABAérgica, ya que en las rebanadas de cerebro comprobamos que 

existe una facilitación sináptica (prueba de un cambio en la actividad de la interneurona 

recurrente) y porque farmacológicamente existe un cambio en la sensibilidad al agonista 

endógeno y el antagonista bicuculina del receptor.  

En virtud, de que el estudio de estos cambios en la neurotransmisión GABAérgica 

se realizó en condiciones ex vivo, decidimos comprobar que en el animal integro también se 

puede tener un correlato de los cambios en esta neurotransmisión inhibitoria del cerebro. 

Por ello, un diseño simple de estudio de los cambios en el umbral de inducción de crisis 

epilépticas a través de la administración del antagonista GABAA, el PTZ, permitió 

identificar que los animales en abstinencia son más vulnerables para desarrollar crisis 

convulsivas. 

En esta serie de experimentos, cuantificamos la aparición de la primera crisis 

convulsiva después de la administración vía IP de PTZ (30 mg/Kg) a animales control 

(n=5), esta dosis de PTZ indujo crisis tónico-clónicas con una latencia promedio de 

128±0.9 segundos (primer barra blanca; Fig. 20). En un segundo grupo de animales, a los 

cuales se les incremento las dosis de PTZ a 60 mg/Kg (n=6), la latencia de las crisis 

epilépticas fue de 68±2 seg., es decir, el incremento de la dosis reduce la latencia en un 

50% (segunda barra blanca a la derecha de la Fig. 20). De esta manera constatamos que la 

inducción de crisis convulsivas por PTZ está en función de la concentración del fármaco. 



La secuencia de este última parte del presente estudio consistió en administrar PTZ 

a animales en el día 2 del SAD. En el primer grupo de animales con SAD d-2, la 

administración de PTZ (30mg/Kg) indujo una latencia de aparición de la primer crisis 

convulsiva significativamente menor con respecto a la obtenida por los animales control, 

(74±3.6 seg; n=6; p ≤0.0001; panel de la izquierda, Fig. 20). Otro grupo de animales con 

SAD d-2, la dosis de PTZ a 60 mg/Kg, (n=5) la latencia cuantificada fue de 47±3.6 seg., es 

decir, la abstinencia a Dz también permite una reducción significativa de la latencia de 

aparición de las crisis convulsivas (p ≤0.04; columna gris derecha de la fig. 20).     

Figura 20 

INCREMENTO DE LA SUSCEPTIBILIDAD A INDUCIR CRISIS CONVULSIVAS DURANTE EL SAD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El SAD-durante el día 2, reduce la latencia de aparición de la primera crisis tónico-clónica inducida por PTZ a dos 

diferentes dosis  **P≤ 0.0001, *P≤ 0.04. 
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31%, en ambos casos, como se mencionó anteriormente, la reducción fue significativa. Esto 

indica que el incremento de la excitabilidad de cerebro de los animales con abstinencia 

muestra una mayor susceptibilidad a las crisis epilépticas inducidas por PTZ. Aspecto 

clínico que coincide con los cambios neuronales y clínicos cuantificados en humanos en 

condiciones de abstinencia a Bzs o alcohol. 

 

 

 

 

 

 



VIII Discusión 

VIII.1 El Síndrome de Abstinencia al Diazepam (SAD): descripción. 

La presente tesis es un estudio secuencial de tres enfoques complementarios e 

interdependientes: electrofisiológico, conductual y farmacológico. La línea general  de este 

trabajo fue demostrar la susceptibilidad de inducir cambios en la excitabilidad del cerebro 

por la interrupción al sistema nervioso de la administración de una benzodiacepina y su 

impacto en la neurobiología de la neurotransmisión GABAérgica.  

La abstinencia a Dz se caracteriza por un incremento significativo en la 

excitabilidad de la corteza cerebral (EEG) y en las rebanadas de hipocampo (incremento en 

la amplitud de los fEPSPs del área CA1), ambos eventos están asociados a la  aparición de 

un perfil ansiogénico en el animal y asimismo, todos estos eventos están relacionados a 

modificaciones en la sensibilidad farmacológica del receptor GABAA. 

El SAD tiene una latencia de 24 h y duración de 7 días. En ese periodo, el SAD es 

cuantificado al EEG por la presencia de complejos espiga-onda. En el día 2 de su 

evolución, los animales manifestaron una ansiedad significativa valorada por el laberinto en 

cruz asociado a una mayor susceptibilidad de generar crisis epilépticas. Al registrar el 

cerebro de estos animales, en la preparación de rebanadas de cerebro, el área CA1 del 

hipocampo puso de manifiesto que esta estructura del sistema nervioso también incrementa 

su excitabilidad, en estas condiciones se identificó que el SAD se asocia a una pérdida de la 

inhibición recurrente GABAérgica y a cambios en la farmacología del receptor GABAA. 

Este modelo de inducción de una abstinencia basado en la exposición crónica de un 

agonista GABAérgico, seguido de la interrupción abrupta de la aplicación de la droga, es 

una analogía heurística de lo que sucede clínicamente con diversas drogas que generan 

abstinencias en el humano: alcohol, diversas benzodiacepinas, barbitúricos y 

neuroesteroides (Toone y Fenton, 1977; Mellerio, 1980; Smith et al., 1998; Spies et al., 

2003). En este modelo, la hiperexcitabilidad neuronal cuantificada por la abstinencia es la 

expresión de modificaciones de la neurotransmisión GABAérgica a nivel pre-sináptico 

como modificaciones en la liberación de GABA y post-sináptico, cambios en la estructura y 

función del receptor GABAA (Calixto et al., 2000). 

 

 



VIII.2 Modificaciones electrofisiológicas en el SAD  

La primera fase de esta tesis muestra la evaluación del SAD a nivel EEG. En esta 

etapa demostramos que el SAD, esta constituido inicialmente por una tolerancia 

farmacológica a la benzodiacepina, identificada a partir del 7
o
 día de exposición (Fig. 14B-

C). Por estudios previos se conoce que aplicar un benzodiacepina en roedores induce 

inmediatamente diversas conductas estereotipadas: masticación, taquipnea, hipotonía, 

disminución del movimiento del tren posterior, ocultamiento y fotofobia (Wala et al., 

1999). Si bien, identificamos todos estos datos clínicos inmediatos a la aplicación del Dz en 

la rata, sólo cuantificamos la actividad electrofisiológica de masticación en el EEG. La 

disminución de la inducción de masticación por el Dz el primer fenómeno farmacológico 

que sugiere los cambios en la excitabilidad del sistema nervioso (Fig.14C). El sustrato 

anatómico de este evento se ha sugerido sea por modificaciones en la transmisión 

GABAérgica de la sustancia negra de los ganglios basales y de la corteza cerebral (Wala et 

al., 1999).   

Si la aplicación de Dz se suspende al día 10, aparece, 24h después de la última 

aplicación, una actividad de complejos espigas-onda con mayor frecuencia en las regiones 

parietales, esta es una actividad epileptiforme de gran amplitud y alta frecuencia (250 V/ 1 

Hz; Fig. 14D-E). A partir de ese tiempo las descargas disminuyeron en frecuencia y 

después en amplitud hasta desaparecer al día 5 del SAD.  Investigaciones previas muestran 

que la latencia y la duración de las abstinencias dependen de la dosis del agonista y del 

tiempo de exposición del mismo (Brailowsky et al., 1990). Por ejemplo, el GABA, el 

agonista endógeno, permite una abstinencia en la cual, si la concentración de instilación es 

de 5 mM y la duración del tratamiento es de 14 días, la latencia de aparición de la primera 

descarga es de 10 min., y la duración del SAG es de 20 h.  Reducir el tiempo de exposición 

a 1 semana, genera una abstinencia con latencia de 20 min., y duración de 40 h. Es decir, 

reducir el tiempo de exposición del GABA 5 mM, al cerebro  incrementa la latencia y la 

duración del síndrome. De tal forma, que la exposición de 2h, genera latencias de 90 min., 

y la duración del síndrome es de 7 días (Fig. 7 de esta tesis. Calixto et al., 2000). La 

exposición de un agonista específico del receptor GABAA, como la isoguvacina (10 M; 

por 2 h) genera una abstinencia cuya latencia es de 213 min., y duración de 4 días 

(Brailowsky et al., 1991; Montiel et al., 2000). Incrementar la concentración de GABA o 



isoguvacina incrementan sus respectivos síndromes de abstinencia: reducción de la latencia 

e incremento de la duración.  En referencia a Dz, Korkmas y Wahlström (1999), 

demostraron esta relación dosis-duración de la abstinencia para el Dz y lorazepam.  Los 

resultados de la presente tesis concuerdan con estos autores: latencia de 1 día y duración de 

5 días.  

Otro factor involucrado en el proceso de modificaciones farmacológicas inducido 

por el Dz es que también tiene una farmacocinética inductora hepática: induce la síntesis  

de novo del citocromo P-450, el cual facilita la tasa de biotransformación, cuya 

consecuencia a mediano plazo es una disminución y transformación del Dz, es decir, las 

aplicaciones consecutivas de Dz disminuyen la biodisponibilidad del fármaco (Goodman, 

1996). Una de las grandes diferencias entre los síndromes de abstinencia generados por el 

GABA, la isoguvacina o los neuroesteroides, es que, aquellos que pasan a través del hígado 

(alcohol, benzodiacepinas y barbitúricos) generan síndromes de abstinencia con latencias 

mayores. Esta es una de las explicaciones por las cuales, el SAD tiene diferencias 

sustanciales con el SAG comparándolo por ejemplo con su latencia.  

El tiempo de exposición de la benzodiacepina utilizado en esta tesis (10 días) se 

baso en estudios previos con distintas drogas GABAérgicas (Bagetta et al., 1987; Löscher 

et al., 1996). 

El cálculo de la dosis (7 mg/Kg/24 h) obedece a dos puntos: basada en  trabajos 

previos (Hawkins et al., 1988; Karin et al., 1993) y con respecto a la necesidad de inducir 

cambios específicos en la neurotransmisión GABAérgica procurando disminuir las 

modificaciones en otras neurotransmisiones cerebrales como la glutamatérgica (Korkmaz y 

Wahlström, 1999).  

 

VIII.3 Modificaciones en la neurotransmisión GABAérgica en el SAD: el 

estudio in vitro tiene implicaciones in vivo. 

Cerebros provenientes de animales con SAD, fueron preparados para obtener 

rebanadas de hipocampo, las cuales son estructural y fisiológicamente funcionales para 

estudiar la neurotransmisión GABAérgica. El hipocampo nos brindó información sináptica 

para la que el EEG esta limitada. En la rebanada de hipocampo podemos identificar las 

estructuras anatómicas y tener un control estricto de las fibras que se estimulan y de las 



neuronas que se registran. La variable de estudio en esta secuencia de experimentos fue 

identificar la actividad del receptor GABAA en condiciones tempranas (día 2) y tardías (día 

12) del SAD. 

El incremento en la amplitud de la actividad sináptica del área CA1 del hipocampo 

(Fig. 16) indica que un mayor número de neuronas esta siendo sincronizadas en su disparo 

de potenciales de acción en el tiempo. Este dato es semejante a lo que genera la abstinencia 

al GABA in vitro (García-Ugalde et al., 1994; Calixto et al., 2000; Casasola et al., 2001) o 

al LTP (Calixto et al., 2003). Es decir, estas rebanadas generan un estado de plasticidad 

neuronal tendiente a un incremento en su actividad. Como esperábamos, el incremento de 

la excitabilidad en el área CA1 del hipocampo es mayor si el tejido cerebral proviene de  

animales con estadios tempranos de abstinencia. El SAD d-2 muestra más 

hiperexcitabilidad que un SAD d-12. Datos semejantes a los que se determinan en un SAG 

(Brailowsky et al., 1990). 

Existen dos posibilidades para explicar este nuevo estado de incremento de la fuerza 

sináptica. La primera refiere una modulación positiva de la neurotransmisión 

glutamatérgica. Evidencias recientes señalan que las abstinencias a benzodiacepinas tiene 

en su inicio una up-regulation de receptores AMPA y canales de Ca
2+

 tipo L asociada a una 

down-regulation de receptores NMDA (Allison et al., 2005). Este incremento en la entrada 

de Ca
2+ 

en las neuronas facilita la liberación de neurotransmisores y asimismo, incrementa 

la actividad del componente post-sináptico. Establecer que la modulación positiva de la 

neurotransmisión glutamatérgica sea el único mecanismo de génesis limita la discusión de 

otros mecanismos o los cambios en otras neurotransmisiones.  

La segunda alternativa que explica los mecanismos de inicio de las abstinencias es 

una disminución de la actividad GABAérgica. Datos previos de nuestra línea de 

investigación señalan que el receptor GABAA modifica su estructura y función en 

condiciones de hiperexcitabilidad por abstinencias.  La exposición de neuroesteroides 

GABAérgicos, como la aloP disminuye la expresión de la subunidad 1 del receptor 

GABAA e incrementa la expresión de la subunidad 4 (Smith et al., 1998). La exposición 

crónica de alcohol incrementa la expresión de la subunidad 4 también (Buck et al., 1991; 

Mhatre y Ticku, 1992; Follesa et al., 2006). Algunas benzodiacepinas como el clonazepam 

y el Dz mismo, modifican la expresión a corto plazo de las subunidades 2,  y  



(Impagnatiello et al., 1996; Pesold et al., 1997; Follesa et al., 2003). Es decir, un común 

denominador de las abstinencias es la modificación del receptor en su estructura lo cual 

genera una disminución en su eficacia farmacológica. La abstinencia de GABA in vitro en 

la corteza cerebral (Calixto et al., 2000) y en el hipocampo (Casasola et al., 2001) muestran 

otro común denominador: existe una marcada disminución en el número de receptores 

GABAA en los estadios iniciales de la abstinencia (2 h). Finalmente, la actividad 

neuroquímica en la abstinencia al GABA cambia en forma significativa, durante el SAG, la 

síntesis de GABA esta disminuida (Salazar et al., 1988) y la liberación de GABA esta 

abolida (Calixto et al., 2000).  Un análisis reduccionista de un posible mecanismo 

generador secuencial de las abstinencias a través de la neurotransmisión GABAérgica es el 

siguiente: una disminución en el número de receptores GABAA asociada a una 

modificación estructural de los mismos que a su vez va generando una menor síntesis y 

liberación de GABA. 

En función a esta hipótesis, nuestros experimentos fueron dirigidos a identificar la 

sensibilidad farmacológica del receptor. En las rebanadas de hipocampo de cerebros de 

animales a los que se les cuantifico un SAD, identificamos una disminución del efecto 

inhibidor del GABA y a una reducción del efecto del antagonista específico del receptor, la 

Bic.  

La neurotransmisión GABAérgica esta disminuida en el cerebro de animales con 

SAD. En condiciones de abstinencia el protocolo de pulsos pareados permite identificar una 

pérdida de la inhibición recurrente. Semejante a lo que sucede en corteza cerebral y en el 

hipocampo durante la abstinencia a GABA y al alcohol, la inhibición recurrente es 

sustituida por un proceso de facilitación sináptica (Fig. 17. Calixto et al., 2000; Casasola., 

2001; Myrick y Antón, 1998). Asociada a este evento, el agonista y el antagonista selectivo 

del receptor GABAA, el GABA y la Bic respectivamente, están reducidos 

significativamente en su efecto farmacológico alrededor de un 40% en los cerebros de 

animales con un SAD en el día 2 (Fig.19). Estos datos involucran un proceso de tolerancia 

cruzada, característica de los síndromes de abstinencia (Robinson et al., 1981). 

Constatamos que la sensibilidad a GABA puede recuperarse parcialmente al día 12 de 

abstinencia.  



La lectura en conjunto de estos datos indican que la exposición de Dz durante 10 

días, son capaces de generar modificaciones en la neurotransmisión GABAérgica 

semejantes a los que ocasiona los neuroesteroides, el GABA y el alcohol. (Brailowsky, 

1991; Smith et al., 1998; Roberto et al., 2006). Es factible que en el SAD se induzca una 

reducción en el número de receptores GABAA, (down-regulation) aspecto asociado a una 

modificación en estructural del mismo receptor (modificación de expresión de 

subunidades), ambos eventos asociados a una disminución de la liberación de GABA, 

explican la disminución de la actividad farmacológica del GABA y Bic (Fig. 19), el 

incremento de sincronía en disparo de los grupos de neuronas en la corteza cerebral (Fig. 

14) y en el hipocampo (Fig. 16), además de que en este último explica: (a) el corrimiento de 

la curva intensidad-respuesta a la izquierda (Fig. 18), (b) el incremento de la amplitud del 

fEPSP (Fig. 16) asociado a (c) la facilitación sináptica cuantificada en el protocolo de 

pulsos pareados (Fig.17).  

Evidencias previas de nuestra línea de investigación indican que la exposición de un 

antagonista de los receptores NMDA durante la instilación de GABA, no modifica la 

expresión del SAG, la latencia y duración de la abstinencia a GABA son semejantes a los 

animales que recibieron GABA únicamente (Calixto et al., 1995). Es posible que después 

de haberse iniciados las modificaciones GABAérgicas enunciadas en el párrafo anterior, se 

generen los cambios en la neurotransmisión glutamatérgica, como la up-regulation de 

receptores AMPA y down reulation de receptores NMDA, lo cual, puede incrementar aun 

más la hiperexcitabilidad de la abstinencia. Con esto, no descartamos que la 

neurotransmisión glutamatérgica esta implícita en los mecanismos que expliquen la 

hiperexcitabilidad, sin embargo, proponemos que esta neurotransmisión se involucre en los 

mecanismos de mantenimiento y no de génesis del incremento de la excitabilidad neuronal 

característica de la abstinencia. Estudios futuros de nuestro laboratorio estarán investigando 

esta hipótesis. 

 

VIII.4  Dos perfiles: el ansiogénico y el epileptogénico en el SAD 

Las manifestaciones clínicas del SAD fueron estudiadas por ensayos 

complementarios, la hiperexcitabilidad neuronal esta asociada a un proceso de ansiedad y 

esta a su vez tiene una relación con el incremento para desarrollar crisis convulsivas. 



La aplicación de la prueba conductual en el LEC 24 h después de haberse iniciado la 

actividad epileptogénica es un modelo ampliamente aceptado en distintos modelos de 

abstinencia y de estudios de ansiedad (Emmett-Oglesby et al., 1983; Rodgers y Dalvi, 

1997). Una razón fundamental para la interpretación adecuada de los datos, es que el primer 

día de abstinencia, el animal puede estar aun inmovilizado por el efecto de la droga en 

estudio, lo cual puede alterar la interpretación de si en realidad es un proceso de ansiedad o 

es un efecto de la droga. Además, la prueba no puede realizarse más de una ocasión, ya que 

el animal puede habituarse a la prueba, lo cual puede generar una interpretación errónea de 

los datos (González  et al., 1984).  

El estudio conductual del LEC permitió identificar que la ansiedad es un 

componente clínico del SAD (Fig.15). La ansiedad es un síntoma que acompaña a diversos 

trastornos psiquiátricos o psicopatológicos, que son generados por estímulos internos o 

externos. Clínicamente, el fármaco de primera elección para el tratamiento de la ansiedad 

es el Dz. Esta tesis esta a favor de la discusión en la que el medicamento más utilizado en 

tratamiento de la ansiedad, también la puede generarla (Izo  et al., 2000; De Ross  et al., 

2008).  

Estudios recientes muestran que el tratamiento de Dz durante 28 días a dosis de 5 

mg/Kg/día vía IP desarrolla una abstinencia semejante a la genera 15 mg/Kg pero por vía 

SC. En ambos casos, la propuesta de los mecanismos relacionados a modificaciones en la 

excitabilidad celular es directamente por modificaciones del receptor glutamatérgico 

AMPA, las subunidades de este receptor se incrementan en el hipocampo y en el tálamo en 

tanto que en la amígdala y la corteza cerebral se manifiesta una disminución del receptor 

(Allison y Pratt, 2006). La neurotransmisión GABAérgica también se modifica en los 

procesos de ansiedad secundaria a la abstinencia a Dz. El incremento en la expresión de la 

subunidades 2 y 3 del receptor GABAA es suficiente para desarrollar ansiedad en ratones 

(Navarro et al., 2006). Las mismas subunidades relacionadas en la génesis de las 

abstinencias a diferentes drogas GABAérgicas. Es decir, la down regulation de los 

receptores GABAA y NMDA asociada a la up-regulation de los receptores AMPA, son 

también el origen de la ansiedad en el animal con abstinencia. Con esto, queda de 

manifiesto que modificaciones en el componente pre-sináptico (liberación y síntesis de 



GABA) y post-sináptico (receptores GABAA, NMDA y AMPA) son el componente de 

muchas abstinencias.  

En esta tesis se ha identificado un modelo de génesis de la abstinencia a Dz más 

eficaz desde el punto de vista farmacológico, ya que reducir la dosis de la Bz al 50% (de 15 

a 7 mg/kg) y el tiempo de tratamiento (de 28 a 10 días) al 60% es posible generar 

abstinencia asociada a descargas epileptiformes del área parietal del cerebro y un nivel 

significativo de ansiedad.  

Diversos estudios farmacológicos, neuroquímicos y conductuales indican la 

disminución en la transmisión sináptica GABAérgica cerebral o el incremento en la 

transmisión sináptica glutamatérgica desencadenan convulsiones acompañadas de actividad 

epileptiforme. Por consiguiente, en animales de laboratorio se puede inducir epilepsia 

experimental al antagonizar a los receptores GABAA con fármacos tales como el PTZ, o al 

incrementar la liberación de glutamato con fármacos como la 4-aminopiridina (4-AP).  El 

último  propósito de esta tesis fue explorar si el SAD favorece a la crisis epilépticas por 

PTZ, aduciendo que un estado de hiperexcitabilidad previo incrementa esta susceptibilidad 

a las crisis mioclónicas.  

La curva dosis-efecto de PTZ se desplaza a la izquierda en el SAD, esto indica un 

incremento en la eficacia del PTZ para generar crisis mioclónicas generalizadas, es decir, el 

estado de abstinencia potencia el efecto epileptógeno. Semejante a lo que induce la 

abstinencia a etanol (Beckley et al., 2008), a neuroesteroides (Moran y Smith, 1998; Reddy 

et al., 2001), a clonazepam (Gupta et al., 2000) y a lo publicado por Ward y Stephens, 

1998: la exposición de Dz es suficiente para cambiar la sensibilidad a las crisis convulsivas 

por PTZ y generar un incremento a la sensibilidad de estímulos ansiogénicos (Fig.20; Ward 

y Stephens, 1998). 

No obstante a que durante el estudio de las crisis epilépticas por PTZ también 

identificamos una disminución en la latencia de muerte del animal, estos datos han sido 

reportados por diversos estudios previos (Ward  y Stephens, 1998) por esta razón, 

únicamente la latencia de la primera crisis mioclónica generalizada fue cuantificada. 

Las crisis mioclónicas generalizadas inducidas por PTZ son la expresión de un 

bloqueo de la neurotransmisión GABAérgica en corteza cerebral, hipocampo, amígdala y 

tallo cerebral. En este caso, un estado de abstinencia en el que se tiene una reducción de la 



actividad del receptor GABAA la sensibilidad a PTZ esta conservada y es potenciado su 

efecto epileptogénico. En contraste, en rebanadas de hipocampo, otro bloqueador del 

mismo receptor: la Bic, se cuantificó una disminución de su efecto comparado con el grupo 

control. Es decir, la sensibilidad farmacológica a diversos antagonistas del receptor puede 

ser diferencial. Es necesario tomar en cuenta, que la sensibilidad a Bic fue cuantificada en 

el hipocampo y en rebanadas, en tanto que el efecto de PTZ fue valorado en el animal 

integro, en el que diversas estructuras del sistema nervioso están presentes e 

interconectadas y seguramente esta comunicación sináptica traduce el efecto sumatorio 

crisis convulsivas.   

Los datos de esta tesis en relación del efecto del PTZ y el umbral de crisis convulsivas  

están acordes con los reportados por Banutova y cols (1978). Estos autores mencionan por 

primera vez un hallazgo importante: durante las crisis convulsivas y la ansiedad los 

cambios a nivel sináptico por la abstinencia a Dz, dependen en primera instancia por 

cambios GABAérgicos, pero estos están asociados a una marcada disminución en los 

niveles de serotonina y adrenalina (Bantutova et al., 1978). 



IX Conclusiones 

 

 El retiro abrupto de la exposición crónica de Dz es capaz de generar un síndrome 

de abstinencia: el cual se manifiesta por el incremento en la excitabilidad 

neuronal al EEG (in vivo) y en rebanadas de cerebro (in vitro). 

 

 A nivel EEG, el SAD se cuantifica por la  presencia de complejos espiga-onda 

rápidos, la aparición de estas descargas epileptiformes tiene una latencia de 24 h 

y su  duración promedio es de 5 días.  

 

 En rebanadas de hipocampo, el SAD se caracteriza por el incremento en la 

amplitud del fEPSP del área CA1 lo que indica cambios sinápticos en la 

neurotransmisión GABAérgica.  

 

 Conductualmente, el SAD  incrementa  los niveles de ansiedad. 

 

  El SAD provoca un incremento significativo en la susceptibilidad de inducción 

de crisis convulsivas. 

 

 El SAD modifica las propiedades farmacológicas del receptor GABAA: reduce la 

sensibilidad farmacológica para el agonista endógeno (GABA) y así como 

también para el antagonista selectivo (Bic). 

 

 El SAD, es un estado de plasticidad neuronal negativa, en el que se desarrolla un 

incremento de la actividad de la corteza cerebral y del hipocampo que se 

explican por modificaciones de la principal neurotransmisión inhibitoria del 

cerebro. Este modelo, tiene semejanzas a otros síndromes de abstinencia como el 

que genera el GABA y los neuroesteroides. 
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