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RESUMEN

Los cerebros de macho y hembra muestran diferencias morfologicas vy
fisiologicas: el cerebro de hembra tiene mayor contacto sinaptico, conexion
interhemisférica y modulacion hormonal ciclica, que el de machos. Las hormonas
sexuales modulan la excitabilidad neuronal, asimismo el acido-y-amino butirico
(GABA) participa en la modulacion de la conducta sexual: favoreciendo el
apareamiento y la receptividad. La interrupcion abrupta de la administracion
cronica de algun agonista GABAérgico (benzodiacepinas, alcohol o
neuroesteroides) genera sindromes de abstinencia, caracterizados por un
incremento de la actividad neuronal. Sin embargo, desconocemos si las
manifestaciones clinicas de la abstinencia a farmacos GABAérgicos son iguales
entre ratas machos y hembras. La hipotesis del presente estudio plantea que las
diferencias sobre la hiperexcitabilidad neuronal, la conducta sexual y la ansiedad
que caracterizan a una abstinencia por una modificaciéon del receptor GABAA
dependen del sexo del cerebro.

Los objetivos de la presente tesis fueron identificar durante el Sindrome de
Abstinencia a Diazepam (SAD): 1) si existen diferencias en la conducta sexual y
de ansiedad 2) ldentificar las diferencias electroencefalograficas (EEG) y la
susceptibilidad a desarrollar crisis convulsivas entre ratas hembras y machos.

Utilizamos ratas hembras ovariectomizadas (Ovx; N=52) y machos intactos
(N=24) de la cepa Wistar (250-350 g), formando 5 grupos: 1) Induccion del SAD:
administracion de Diazepam (7mg/Kg;10 dias, i.p.) 2) Induccion de la conducta
sexual: las ratas Ovx recibieron 17p3-Estradiol (10ug; s.c.) 48h previas a la prueba
asociado a progesterona (30ug; s.c.; 4h previas a la valoracién de la conducta).
Evaluamos el numero y cociente de lordosis; para los machos se evalué el numero
de montas e intromisiones. 3) Para medir la ansiedad se utilizé la prueba del
Laberinto Elevado en Cruz. 4) Para identificar el tiempo de la primera crisis
epiléptica se administro pentilenetetrazol (60mg/Kg). 5) Al estudiar los cambios en
el EEG, realizamos un registro de la actividad cortical. Se utilizaron las pruebas

estadisticas t de student y U de Mann Whitney.



Los resultados durante el SAD fueron: 1) La conducta sexual se incrementé
unicamente en ratas hembras (20%; p<0.04). 2) La ansiedad es semejante en
ambos sexos. 3) Las ratas macho son mas vulnerables (20%; p<0.05) a
desarrollar crisis convulsivas. 4) EI EEG evidencio actividad epileptiforme la cual
fue mayor para los machos (2900%; p<0.04) en los primeros estadios; asi como
mayor actividad en el I6bulo parietal de las frecuencias entre 0-25Hz (p<0.001).

El incremento de la excitabilidad neuronal por cambios en la actividad
GABAérgica es mayor en el cerebro de las ratas macho, identificando con ello que
la modulacién de los estrogenos (E) y la progesterona (P) reducen la

vulnerabilidad de modificaciones neuronales en las hembras.
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l. Introduccién

La administracion crénica de farmacos que incrementan la actividad
GABAérgica, como las Benzodiazepinas (Bzs), los barbituricos o el alcohol,
generan estados de tolerancia y dependencia (O'Brien, 1996). El retiro abrupto
de la administracion de estas farmacos favorece a largo plazo la aparicion de
excitacion neurolégica caracterizada por cambios en la actividad sensorial-
perceptiva, alucinaciones y en casos extremos, crisis convulsivas (Smith, 1996,
Souza et al, 2008).

La privacién subita de Diazepam (Dz) después de un tratamiento cronico
genera cambios en el ectroencefalografico (EEG) caracterizados por disminucion
de las ondas de baja frecuencia durante el suefio, a nivel conductual genera
ansiedad y a nivel molecular hay una sobre expresion de la subunidad a4 del
receptor GABAA asociada a una reduccion de las subunidades ol y a2, ademas
de una regulacién a la alta de la densidad del receptor AMPA y regulacion a la
baja del receptor NMDA (Norbe et al, 2007).

Por otro lado, las interacciones de las Bzs y las diferencias sexuales en el
cerebro, asi como los diferentes niveles de esteroides sexuales (testosterona,
estrogenos y progesterona), modulan los efectos del Dz y el EEG en machos y
hembras (Romano et al, 2002). Asi mismo, los efectos ansioliticos de las Bzs son
sexualmente dismorficas y pueden depender de la produccion hormonal en
distintas fases del ciclo estral (Férnandez-Guati et al, 2003).

Con el fin de distinguir los cambios en la actividad neuronal desarrollados
por el retiro de Dz y las diferencias sexuales que pueden existir, en este proyecto
de tesis se estudiaron las modificaciones de la excitabilidad in vivo a través de
pruebas conductuales y un estudio electroencefalografico.

A continuacion se enmarcan los aspectos basicos de la neurotransmision

GABAEérgica, sus receptores, su fisiologia y su importancia en el cerebro.
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1. Sistema inhibidor GABAérgico
1.1 El acido-y-amino butirico (GABA), sintesis y metabolismo

Un neurotransmisor como lo es el GABA es una molécula derivada
principalmente de un aminoacido o de su metabolismo intermediario, es
sintetizado por reacciones enzimaticas, almacenado en vesiculas de las
terminales sinapticas y liberado por la despolarizacion membranal (Deutch y Roth,
1999). EI GABA ejerce un efecto inhibidor cuando es capaz de deprimir la
excitabilidad neuronal. Durante la inhibicion se disminuye la probabilidad de que
una neurona genere potenciales de accion. En el hipocampo y en la corteza
cerebral la inhibicién se produce por circuitos neuronales locales establecidos por
interneuronas, de las cuales, mas del 90% son GABAérgicas (Nurse y Lacaille,
1997). Estas células inhiben a las neuronas de proyeccion (piramidales), lo cual
establece una de las mas importantes regulaciones de la excitabilidad del sistema
nervioso central (SNC; Luddens et al, 1995).

El neurotransmisor GABA fue descubierto en 1950 por Eugene Roberts
(Krnjevic’, 1991) y fue hasta 1957 cuando se publicé la primera evidencia que
sugeria que el GABA era un neurotransmisor. Bazemore y colaboradores (1956)
identificaron una sustancia enddégena o “factor I” como responsable de la accion
inhibidora de los extractos de tejido nervioso sobre neuronas de langostino
(Krnjevic’, 1997). Un afio después se mostré que el GABA aplicado en forma
directa a la corteza cerebral tenia efectos sobre la actividad eléctrica y se dieron
evidencias de que estaba involucrado en el movimiento i6nico en las neuronas
(Krnjevic’, 1984; Houser et al, 1984). En 1966 se obtuvieron pruebas convincentes
del caracter inhibitorio del GABA, al estudiar la placa neuromuscular del crustaceo
(Kuffler et al, 1984).

Este neurotransmisor es un pequefio aminoacido monocarboxilico (100

daltones), su nombre proviene de las siglas en inglés de su estructura molecular:
acido 7Y-aminobutirico (4-aminobutirato, de acuerdo a su caracteristica de

aminoacido) y es el principal neurotransmisor inhibidor del cerebro en los
mamiferos (Olsen y Tobin, 1990; McKernan y Whithing, 1996; Avoli et al, 1997).
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El GABA se produce en las terminales nerviosas por descarboxilacion del
glutamato, por accion de la enzima acido glutdmico descarboxilasa (GAD) también
conocida como L-glutamato-1-carboxilasa-liasa. La mayor parte del acido
glutamico necesario para la formacion del GABA no proviene del torrente

sanguineo, la neurona posee un mecanismo enzimatico de sintesis que utiliza a la
a-cetoglutarato por una transaminacién oxidativa mediante la GABA transaminasa

(GABA-T), o por un proceso de desaminacion de la glutamina a través de la

enzima glutaminasa; por lo que de acuerdo a estos eventos metabdlicos las
fuentes del &cido glutamico son: 1) la transformacion del o-cetoglutarato,

metabolito del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, 6 2) la desaminacién de la
glutamina (Purves, 2006).

Un aspecto interesante en la sintesis del GABA es el que la enzima que
produce al sustrato (glutamato) también lo degrada. EI GABA es transformado a
semialdehido succinico por la GABA-T en presencia de a-cetoglutarato como co-
sustrato para la reaccion. Asi, la GABA-T es la clave de la sintesis y del
catabolismo del GABA. Estos aspectos hacen diferente la sintesis del GABA a la
de otros neurotransmisores, ya que el GABA es un derivado directo del

metabolismo intermediario de la glucosa y del glutamato (Paul, 1995; Fig. 1).

12
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Sintesis del GABA. El GABA es sintetizado por la descarboxilacion del acido glutamico mediante la enzima acido glutamico
descarboxilasa (GAD). La GABA-T es la enzima que se encarga de degradar al GABA vy es la encargada de proveer el
sustrato para su sintesis (fomada de Paul, 1995).

La GAD es una enzima citosolica mientras que el glutamato es sintetizado
en la mitocondria, por o que es necesario un transporte o derivacién del precursor
de un compartimiento a otro para garantizar la produccion de GABA. La GAD es
critica para el control de la excitabilidad neuronal, ya que la disminucién de su
actividad favorece la aparicion 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 esta 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 GADG67.
Estas enzimas exhiben algunas diferencias en su distribucion molecular, lo que
sugiere que estas dos formas de GAD pueden regular diferentes vias de sintesis

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

13



GADG65 muestra una alta afinidad al cofactor, en tanto que la GAD67 posee una
débil interaccion con el PLP. La GADG65 es una enzima cuya actividad es rapida y
eficientemente regulada. La GAD67 se regula a nivel transcripcional y su
expresion 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
acido glutamico es utilizado como neurotransmisor, es decir, las neuronas

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

1.2 Recaptura del GABA

Estudios farmacolégicos han mostrado que el GABA después de ser
liberado por la terminal nerviosa es capturado nuevamente por las neuronas y por
la glia. Su recaptura depende del gradiente electroquimico del Na*, por lo que es
dependiente de la actividad de la ATPasa Na*/K* (Purves, 2006). Ademas, la glia
tiene capacidad de almacenar GABA. La recaptura de GABA es el mecanismo
primario de la inactivaciéon de su efecto. El transportador de GABA es una proteina
de doce pasos transmembrana, tiene sitios de glicosilacion, y varios sitios para ser
fosforilado: uno para proteina cinasa A (PKA, por sus siglas en inglés) y siete para
proteina cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés), por lo que el proceso de
recaptura es modulado por la actividad de segundos mensajeros (Bowery, 1990;
Nelson et al, 1990). Actualmente, se distinguen tres tipos de transportadores de
GABA. Uno de ellos es expresado en forma especifica por neuronas (SA1/2), otro
lo expresan unicamente las células gliales (SN1) y el tercero es comun para
ambos tipos de célula (Guastella et al, 1990; Liu et al, 1992; Fig. 2).

Ante la estimulacion eléctrica o quimica, se inicia una respuesta por parte
de las neuronas. Entre los eventos que se suscitan, se puede identificar a las
respuestas sinapticas excitadoras o en su defecto inhibidoras. Las primeras
favorecen la propagacion de los impulsos eléctricos, ya sea por la liberacion de
neurotransmisores o por modificaciones en el nivel de receptores postsinapticos
que potencien el efecto de los neurotransmisores. En tanto que los eventos
sinapticos inhibidores, pueden operar mediante dos mecanismos generales: por

reduccion en la liberacién de aminoacidos excitadores a través de una accion pre-
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sinaptica o por reduccidn de la excitabilidad de la célula post-sinaptica (Kuriyama
et al, 1993).
Figura 2

= NTD

pre-sinapsis | s Vil pre-sinapsis
GABAérgica |o~3 Glutamatérgica
4

]
0

- YEYD e HES
M9 5= N1

Membrana post-sinaptica

Representacion bioquimica y fisiolégica de las 2 neurotransmisiones mas importantes en el SNC. A la izquierda, la
dependiente del GABA. La glutamina (GLN) es capturada por la glia (al centro) por medio de su transportador especifico (SN1) o
en la terminal pre-sinaptica 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 oxidacién de la glucosa (transaminacién del a-cetoglutarato,
paso 1). El GLU se transforma en GABA por medio de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD, paso 4). EI GABA puede
interactuar con sus receptores pre y post-sinapticos y/o ser capturado por un transportador glial (GAT1-4) o neuronal. EIl GABA es
catabolizado por la enzima succinato deshidrogenasa en succinato semialdehido (SSH; paso 5). El efecto de ésta
neurotransmision es inducir una disminucién de la actividad neuronal. En contraste, a la derecha se distingue la neurotransmision
excitadora dependiente de GLU. Sus efectos se explican debido a que este neurotransmisor incrementa la conductancia de Na* y
Ca®* generando una despolarizacion postsinaptica (Modificado de Foster y Kemp, 20086).

1.3 Fisiologia del sistema GABAérgico

El GABA tiene efectos en ambas membranas de la sinapsis (Krnjevic’,
1997). El efecto a nivel presinaptico es una disminucion del ingreso de calcio
(Ca*") al botdn terminal, debido a una activacion del receptor GABAg. Debido a
que el Ca®* es un cation involucrado en la maquinaria de liberacién de
neurotransmisores en la terminal nerviosa, el GABA en el componente
presinaptico genera una disminucibn de la liberacion de diversos
neurotransmisores.

A nivel post-sinaptico, el mecanismo principal se debe a un rapido

incremento en la conductancia al Cloro (CI), lo cual tiene un efecto

15



hiperpolarizante de la membrana neuronal. Ademas, en algunas neuronas se
incrementa una conductancia lenta de Potasio (K*) fortaleciendo la
hiperpolarizacién (Purves, 2006). A todo el evento postsinaptico se le denomina
potencial post-sinaptico inhibitorio (IPSP por sus siglas en inglés; Borman, 1988;
Krnjevic’, 1991; 1997). Se ha demostrado que durante la activacion prolongada de
los receptores de GABA en la dendrita, la respuesta de la membrana post-
sinaptica cambia de hiperpolarizacion a despolarizacion (Staley y Proctor, 1999).
Una explicacion para el cambio del efecto inhibidor del GABA es la siguiente: el
incremento del flujo de CI" y bicarbonato (HCO7;) a través del receptor ionotropico
tipo A para GABA (GABAa) incrementa la concentracion de estos aniones en el
interior de la célula, por lo que disminuye su fuerza electroquimica y en
consecuencia su flujo al interior de la neurona también disminuye. Ademas, al
cambiar su potencial de equilibrio, se favorece un egreso del HCO’;, produciendo
un evento despolarizante (Grover et al, 1993). Esta despolarizacién disminuye el
bloqueo dependiente de voltaje del receptor NMDA (N-metil D-Aspartato) del i6n
magnesio, por lo que esta actividad mediada por GABA es suficiente para la
activacion sinaptica del receptor NMDA (Staley et al, 1995). De tal forma, que las
respuestas post-sinapticas GABAérgicas en neuronas corticales pueden consistir
en una temprana “hiperpolarizacion somatica” (también denominada respuesta h-
GABA,) Y una respuesta “despolarizante dendritica” (0 respuesta d-GABA;
Bonnet y Bingmann, 1995). En conclusion, los flujos de HCO; contribuyen a la
respuesta d—GABA,, en tanto que la respuesta h-GABAx es principalmente debida
a CI" (Perkins y Wong, 1997).

Los efectos del GABA a nivel pre y post-sinaptico son consecuencia de su
interaccion en la membrana a través de proteinas receptoras. Los receptores para
el GABA estan divididos en dos grandes grupos, uno asociado a proteinas G y
nucledtidos ciclicos, denominado tipo B o GABAg o de tipo metabotrépico. El otro
es el ya mencionado GABA4 o de tipo ionotrépico, el cual es de gran interés para
ésta tesis, por tal motivo hablaremos mas detalladamente de éste receptor. Un
subgrupo de receptores GABAs ha sido denominado GABA¢ y se encuentra

principalmente en retina.
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1.4 El receptor GABAg

El receptor GABAg es una proteina de aproximadamente 80 kDa (Ohmori y
Kuriyama, 1991) con siete dominios transmembranales. Es miembro de la familia
de los receptores metabotrépicos acoplados a proteinas G (especificamente Gi y
Go; Soltesz et al, 1988; Kaupmann et al, 1997). Su agonista selectivo es baclofén
y el acido 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 GABAg se encuentra en ambas membranas sinapticas: a nivel
presinaptico es el receptor que permite la disminuciédn en la liberacion de
neurotransmisores por un bloqueo en el ingreso del Ca** a la terminal sinaptica via
proteinas G, de tal forma que al ser activado inhibe la activacion de canales de
Ca”* dependientes de voltaje (Thompson y Gahwiler, 1992). En la regién post-
sinaptica la activacion de éste receptor induce el incremento en la conductancia a
K* (Fig. 3), lo que se identifica como la porcién lenta del potencial post-sinaptico
inhibitorio (IPSP, por sus siglas en inglés; Deutch y Roth, 1999). El receptor
GABAg no esta involucrado en la cascada de segundos mensajeros dependientes
de proteina Gg-Ip3/Ca** (Komatsu, 1996; Tareilus et al, 1994).

Figura 3 N R Sitio de pegado

) del ligando
Extracelular a/ { @
: P

A
K Intracellar

Receptor GABAg. Receptor metabotrépico formado de dos heterodimeros cada uno de siete dominios transmembranales,
acoplado a proteinas tipo G. R1, R2 representan el sitio de pegado del ligando (GABA), al activarse el receptor pre-sinaptico
bloquea los canales voltaje dependientes de Ca®" en tato que el post-sinaptico favorece las conductancias de K* (Modificado
de Purves, 2006)
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1.5 El receptor GABAA

El receptor GABAaA, es un receptor ionotropico, tiene una composicion
semejante a la de los receptores ionotropicos de la acetilcolina (nicotinico), de la
glicina y la serotonina (5-HT3). Estas proteinas estan 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
heteropentamero 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 proteinas se denominan con
las letras griegas: alfa (a), beta (B), gamma (y), delta (8) épsilon (g), rho (p) y theta
(0); ademas, es posible distinguir diversos tipos: 6 diferentes subtipos de a; 3
distintas B, 3 tipos de y, 1 forma de 5, 1 de tipo ¢, 3 formas de p y un solo tipo de 6
(Kardos, 1999; Chebib y Johnston, 1999; Fig. 4). Cada subunidad tiene su dominio

N-terminal del lado extracelular, el cual puede ser el sitio de union de varias

moléculas.
Figura 4
Subunidades del receptor GABA A
T —
o 1-6
- B 13
Receptor Gﬂﬁﬂn MNeuroesteroides ¥ 1-3
% % Benzodiazepina & 1
Barbituricos = £ 1
0 1
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Representacion del receptor GABA,. Este receptor ionotrépico es un complejo proteico alostérico reconocido por diferentes
ligandos y en sitios distintos. Al ser activado permite el ingreso de CI" a la célula, lo cual favorece un efecto hiperpolarizante. Su
estructura es heteropentamérica, compuesta por 5 de 7 clases diferentes de subunidades, algunas cuentan con variables
funcionales (Modificado de Mohler, 2006).
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Todas las subunidades presentan 4 dominios transmembranales

denominados TM1, TM2, TM3, y TM4; la region TM2 representa un especial
interés: su estructura de a-hélice permite la formacién de un canal i6nico. La
interaccion de esta region con otras 3 6 4 TM2 proporciona el revestimiento del
canal. Localizado en la region del citosol cada TM tienen 2 anillos de residuos de
aminoacidos, el anillo que conecta a las regiones TM3 con TM4 contienen
residuos de serina, un excelente blanco susceptible de ser fosforilado. La
secuencia de aminoacidos que componen a cada una de las subunidades del
receptor GABAA tiene una masa molecular en el rango de 48 a 64 kDa y ademas,
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).
Basandose en esta heterogeneidad de isoformas, el ensamble variable de las
subunidades otorga diversidad en las propiedades biofisicas y farmacoldgicas del
receptor. A partir de esta variedad de subunidades se puede calcular una
combinacién de mas de 10 000 isoformas posibles del receptor GABAA, aunque no
todas son funcionales (Wafford et al, 1994; Araki et al, 1992a; 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 o y
B. Especificamente, en la subunidad a1 el residuo del aminoacido fenilalanina en
la posicion 64, es determinante para la union del neurotransmisor; mientras en la
subunidad B los residuos de tirosina 157 y 205 asi como las treoninas 160 y 302
son indispensables para la unién del GABA. Cuando el neurotransmisor se une a
su receptor ionotrépico los aniones pasan al interior de la neurona produciendo
hiperpolarizacion o un cambio en el potencial de membrana, que lo aleja del
umbral de disparo del potencial de acciéon. Este fendbmeno se debe a un cambio
conformacional de la proteina receptora que la convierte en un canal, el cual es
significativamente largo (5-8 A). La formacion de un canal selectivo en estas
condiciones permite el flujo de CI" y aniones al interior de la célula. Esta
selectividad proviene de la carga positiva de los aminoacidos que

estratégicamente se encuentran en la porcion final del canal.
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El receptor-canal exhibe 3 diferentes conductancias las cuales se
encuentran entre los 12, 17-20 y 27-30 picroSiemens (pS); ademas se han
revelado tres diferentes estados de apertura: 0.5, 2.6 y 7.6 milisegundos (Hevers y
Luddens, 1998; Macdonald y Olsen, 1994; McKernan y Whiting, 1996).

1.6 Modulacion del GABAA por otros compuestos

El receptor GABAA es una proteina heteropentamera que posee
propiedades alostéricas. Esto significa que sus propiedades de receptor pueden
ser moduladas por la uniéon de otros compuestos que no se unen al mismo sitio
que reconoce al GABA. Ciertos farmacos hacen mas eficiente la transmisién
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 barbituricos y las Bzs, ya que estas moléculas
se unen al receptor en un sitio distinto al del GABA potenciando su actividad, por
ejemplo, desplazan la funcién concentracion-respuesta de GABA hacia a la
izquierda (Hadingham et al, 1992; McKernan y Whiting, 1996). Especificamente,
las Bzs son moduladoras alostéricas positivas de las corrientes de CI" ya que
incrementan la frecuencia de apertura del canal pero no la duracion de los estados
abiertos, en tanto que los barbituricos alteran las caracteristicas de las corrientes
GABAérgicas incrementando la duracion de las aperturas del canal. De tal forma
que el resultado neto de la presencia de barbituricos o Bzs o ambos es el
incremento de la inhibicion neuronal (Macdonald y Olsen, 1994; Kardos, 1999).
Las Bzs tienen su sitio de unién en el receptor al nivel de las subunidades o vy B.
Sin embargo, quien confiere la afinidad por las mismas es la subunidad v,
principalmente el subtipo 2 (y2). El efecto alostérico de las Bzs es uno de los mas
estudiados. Una particularidad farmacolégica mas, 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).

La bicuculina (Bic), un potente convulsivante, disminuye la unién 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
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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 Distribuciéon del GABA, en el SNC

Es conveniente hacer varias apreciaciones respecto al receptor GABA,, su
distribucion en el cerebro y los efectos farmacolédgicos diferenciales que pueden
obtenerse a partir de su interaccion con sus ligandos. En esta direccion es posible
identificar que una misma neurona es capaz de expresar diferentes tipos de
receptor GABAA y por lo tanto tener susceptibilidad farmacoldégica variable
(Garcia-Ugalde y Brailowsky, 1993).

Estudios farmacologicos previos dan evidencias de una segregacion
espacial de los receptores GABAA y GABAg postsinapticos en células piramidales.
La respuesta postsinaptica del receptor GABAg es generada primariamente en
dendritas, en tanto que la respuesta GABAA se produce en el soma y las
dendritas.

Exceptuando a las subunidades p que se expresan unicamente en la retina
y las © que se encuentran en timo, pulmén, prostata y utero, las otras subunidades
se expresan ampliamente en el cerebro. El receptor GABAA de la retina es
farmacologicamente insensible a Bic aunque es sensible a picrotoxina (Macdonald
y Olsen, 1994). Adicionalmente, este receptor no muestra modulacién por
barbituricos, Bzs y baclofén por lo que se le denominé GABA: (Macdonald y
Olsen, 1994; Chebib y Johnston, 1999). Los receptores GABA¢ son derivados de
la unidn de varias isoformas de la subunidad p, capaces de formar el canal de CI
(Fig. 4). Los agonistas descritos para este subtipo de receptor son el acido cis-4-
amino croténico o ACCA vy el acido trans-4-amino crotonico (TACA). En cuanto a
los antagonistas del receptor GABAc, el mejor estudiado es el acido imidazol—4-
acético y el acido 1,2,5,6-tetrahidropiridina —4il-metil-fosfénico.

Estudios de biologia molecular han permitido el mapeo de algunas
subunidades del receptor GABAA en el genoma humano. Por ejemplo, los genes

que codifican a las subunidades al, a6, B2 y y2 se encuentran en el cromosoma 5
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en las regiones q32-q33. En tanto que las subunidades o2, a4, Bl y yl se
encuentran en el cromosoma 4p13-q11, en el caso de la subunidad a5, B3 y y3 se
encuentran en el cromosoma 15 en sus regiones q11-q13. La subunidad a3 se
encuentra codificada en un gen que reside en el cromosoma X (Thompson et al,
1992; Wilcox et al, 1992; Fig. 5).

No obstante que los ARNm (acidos 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 o6, en tanto que la subunidad al se expresa principalmente en
neocorteza y cerebelo, dejando unicamente el 5% de todos los receptores GABAA
para la expresion de la a5 en hipocampo, corteza cerebral, amigdala y el bulbo
olfatorio. En corteza cerebral son muy comunes las subunidades a.1-4, al igual que
la isoforma B2, en tanto que las subunidades B1 y 3 son mas comunes en el
hipocampo, en la corteza cerebral y en el cerebelo. Por otra parte, las
subunidades B4 y y4 se han descrito solamente en el cerebro del pollo. Es
interesante que la subunidad y1 se expresa predominantemente en la amigdala del
l6bulo temporal y el septum, la variante y2 se encuentra practicamente en todo el
cerebro, y es muy comun localizarla en presencia de 2 y al (Essrich et al, 1998),
la subunidad y3 esta presente en la corteza y el estriado. La triple combinacion
alPB2y2 conforma la poblacion mas frecuente del receptor GABAA en corteza
cerebral, en comparaciéon con el hipocampo en donde es comun la expresion de
las subunidades a2p31B3y2 y a5B1B3y2 (McKernan y Whiting, 1996). La subunidad
y2 tiene dos isoformas: larga (y2L) y corta (y2S; por sus siglas en inglés), la
subunidad y2S es mas abundante que la y2L en el hipocampo, la corteza cerebral y
el bulbo olfatorio, en contraste en el coliculo inferior, el bulbo y en el cerebelo se
expresa mas y2L que y2S. La subunidad & esta predominantemente en el cerebelo.
En tanto que la subunidad ¢ esta presente en amigdala, tdlamo y nucleos
subtalamicos (Hevers y Luddens, 1998; Mehta y Ticku, 1999; Mohler, 2006).
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Figura5
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Distribuciéon y expresiéon de receptores GABA, A) Principales receptores GABAa (puntos de color negro) en la corteza

cerebral y el hipocampo. B) Expresion de algunas subunidades del receptor GABA, en el genoma humano (Modificado de
Hevers y Luddens, 1998; Mehta y Ticku, 1999, Mohler, 2006).

La coexpresion de las subunidades a2, a3 y a5 asociadas con 1, 2 o 3
con y2 integran a los receptores GABAA en los que se cuantifica una mayor
actividad de las Bzs.

Se puede realizar una subdivision farmacoldgica del receptor GABAA en
relacion con el efecto y la unién de las Bzs. El receptor tipo | (BZI), une con mayor
afinidad a la trizolopiridazina (Cl 218 872), en tanto que el receptor tipo Il (BZII)
une con gran afinidad al 1,4 Bz: 2 oxo-quazepam. El receptor BZl abunda en
cerebelo, en tanto que el BZIl se encuentra en casi todo el cerebro. Para otro tipo
de farmacos, como el TBPS, la union al receptor estructurado con a1B2y2 es muy
grande, en tanto que para algunos esteroides se ha identificado que la presencia
de B2y2 con cualquier isoforma de al, a2 y a3 es importante para una modulacion
positiva mas potente (Fritschy et al, 1992; Puia et al, 1993).

Diversos estudios indican que la fosforilacién del receptor GABAA modifica
las corrientes de CI" inducidas por GABA, Bzs y alcohol. La fosforilaciéon 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
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de activacion y el proceso de desensibilizacién del receptor. Esta modulacién por
fosforilacion depende de distintas enzimas derivadas de diversos segundos
mensajeros como la PKA, la PKC y por la proteina Ca®*-calmodulina-cinasa. El
blanco de estas fosforilaciones son los residuos de serina de las asas que
comunican a TM3 y TM4 de las subunidades (3 del receptor. De esta forma, la
actividad de este receptor ionotrépico puede ser modulada por sefiales externas e
internas (Lambert y Harrison, 1990; Krishek et al, 1994; Bureau y Laschet, 1995;
Zhai et al, 1998; Churn y DelLorenzo, 1998).

Los cambios en la neurotransmision GABAérgica tienen un papel
preponderante en la fisiopatogénesis de diversos trastornos neuronales como la
epilepsia, los sindromes de abstinencia, entre otros. Estos trastornos tienen como
caracteristica 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 sintesis del
GABA, b) disminucion en la liberacion del GABA, c) cambios en la recaptura del
GABA, d) modificaciones en la estructura del receptor, €) cambios en el numero de
receptores, y finalmente, f) cambios en la afinidad del receptor GABAA (Silva-
Barrat, 1989).

2. Sindromes de Abstinencia asociados con la neurotransmision
GABAérgica
A través de la existencia de nuestra humanidad, las sociedades han
consumido sustancias que alteran el estado de animo, la percepcion, el
funcionamiento cognoscitivo y la conducta, por ejemplo: el alcohol, la nicotina y la
marihuana, entre muchos otros farmacos. Ademas, en algunos casos, el progreso
en el conocimiento farmacolégico ha llevado consigo nuevos farmacos que
propician modificaciones en el funcionamiento del SNC, como es el caso de los
psicotrépicos. Diversos agentes neurofarmacolégicos utilizados con un fin
terapéutico pueden cambiar la conducta del paciente generando estados de

tolerancia y dependencia fisica e intelectual.
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2.1 Tolerancia y dependencia

La tolerancia puede ser definida como la reduccion en los efectos de un
farmaco después de ser administrada en forma repetida (Midel, 1981; Fig. 6).
Normalmente, conforme se aumenta la dosis de un farmaco, 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 exposicion
(desviacion a la derecha de la curva dosis-efecto). El Diazepam (Dz) por ejemplo,
produce de una manera caracteristica sedacion 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 varios tipos de tolerancia que pueden
subclasificarse en cuatro: 1) tolerancia farmacocinética, 2) tolerancia
farmacodinamica, 3) tolerancia aguda y 4) tolerancia curzada. Esta ultima incluye
una forma de tolerancia conductual que también se llama tolerancia condicionada
(Cox y Marshn, 1983; Feldman et al, 1996).

El término de tolerancia farmacocinética o de eliminacion se refiere a los
cambios de distribucién o metabolismo del farmaco después de la administracion
repetida, de modo que hay concentraciones plasmaticas reducidas en la sangre vy,
de manera subsiguiente, en los sitios de accion de dicho farmaco. EI mecanismo
mas frecuente es el aumento en la tasa metabdlica de eliminacién. Un ejemplo de
este proceso es el de los barbituricos, ya que con el consecuente retiro y
catabolismo rapido de los barbituricos en la circulacion, estimulan la produccion de
enzimas microsomales en el hepatocito (McLellan et al, 1992).

La tolerancia farmacodinamica, funcional o de tipo celular, se relaciona
principalmente con la disminucion o incremento en el numero de receptores
(regulacion a la alta y a la baja; Fig. 6,) asociado o no a cambios en la afinidad del
receptor por el farmaco (fosforilacién-desfosforilacion). También puede deberse a
un desacoplamiento de las cadenas de sefializaciéon con el receptor (fosforilacion,
desfosforilacion, cambios en el genoma, desensibilizacién; Feldman et al, 1996).

De manera adicional a los tres tipos basicos de tolerancia, la tolerancia

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

misma sesion (Lader y File, 1987).

Figura 6
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Representacion del mecanismo molecular de la tolerancia y la dependencia al GABA. La modulacion alostérica del
receptor GABA, se lleva a cabo por diversas sustancias, entre ellas las Bzs;sin embargo, el efecto manifestado en la primera
aplicacion se ve reducido en las aplicaciones subsecuentes (tolerancia). Ademas, el sistema se reajusta a la administracion
repetida de la sustancia (dependencia). Estas aplicaciones producen la disminucién del nimero de receptores en la membrana
(regulaciéon a la baja) y un recambio en algunas subunidades del receptor GABA,, en el caso del Dz, se disminuyen las
subunidades al y 02 y se incrementa la expresion de la a4, esto modifica la sensibilidad farmacolégica del receptor.

La tolerancia cruzada ocurre cuando el uso repetido de una sustancia
confiere tolerancia no sélo a la sustancia que se esta empleando, sino también a
otras de la misma categoria estructural o mecanistica, efecto que se observa entre
Bzs y los barbituricos (Robinson et al, 1981).

Por otro lado, en contraste con la tolerancia, la sensibilizacién es un incremento
en la respuesta originado por la administracién de la dosis repetida del farmaco.
Este fendbmeno se observa como una desviacion hacia la izquierda de la curva

dosis-respuesta (O brien, 1996).
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La dependencia es un término clinico que se refiere a un estado de
adaptacion (tolerancia) producido por el reajuste de los mecanismos
homeostaticos ante la administracion repetida de una sustancia (Fig. 6). El
farmaco puede afectar multiples sistemas que antes estaban en equilibrio. La
persona en estado de dependencia fisica o adaptada, requiere de una
administracion sostenida del farmaco para desempefar sus actividades normales.
Si en forma repentina, esta sustancia deja de administrarse, ocurrira un
desequilibrio brusco, y los sistemas afectados deberan someterse de nuevo a un
proceso de reajuste hasta alcanzar un nuevo equilibrio sin la sustancia (O brien,
1996).

La prueba clinica de la dependencia fisica es la aparicion del “sindrome de
abstinencia” o sindrome de supresion cuando el farmaco ha dejado de
administrarse. Las variables farmacocinéticas tienen importancia considerable en
la amplitud y en la duracion del sindrome de abstinencia. Cada categoria de
sustancias conlleva sintomas caracteristicos, que suelen ser contrarios a los
efectos del farmaco (O brien, 1996).

Tolerancia, dependencia fisica y sindrome de abstinencia son procesos
biologicos que resultan como consecuencia natural del consumo y retiro de ciertos
farmacos o drogas. Estos fendmenos se pueden producir en animales de

experimentacion y puede ser un correlato del evento que se registra en el humano.

2.2 Mecanismos moleculares de la génesis de los sindromes de abstinencia

Las modificaciones en el receptor GABAA puede ser el origen de las
alteraciones en los fenbmenos que caracterizan a la abstinencia a sustancias
depresoras del cerebro, asi como en algunos trastornos conductuales y en
algunos tipos de epilepsia. La expresion del ARNm de las subunidades del
receptor cambia debido a la excitabilidad neuronal, ya que después de crisis
epilépticas disminuye la expresion de algunas subunidades como al, a3, a5, B4y
vyl 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).
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Trabajos previos (Uusi-Oukari, 2010) senalan que los cambios en la
expresion de la subunidad a4 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 amigdala del I6bulo temporal
(Clark et al, 1994). Crisis inducidas por acido kainico también muestran este
fendmeno de regulacién a la alta en la subunidad a4 (Tzunashima et al, 1997).
Electrochoques repetidos también generan un incremento en la expresion del
ARNm de esta subunidad (Clark, 1998). Ademas, durante la abstinencia a la
alopregnanolona (AloP) y a la progesterona, aparece un incremento en la
expresion de la isoforma o4. La terapia antisentido contra el ARNm de esta
subunidad previene el sindrome de abstinencia a los neuroesteroides (Smith et al,
1998). En tanto que un tratamiento cronico con etanol induce una disminucion en
la expresion del mMRNA de las subunidades al y a6 e induce un incremento de la
expresion de y3 (Buck et al, 1991). Durante la abstinencia alcohdlica se ha
determinado también que las subunidades a2 y a5 disminuyen en su expresion en
neuronas de la corteza cerebral, ademas de que hay cambios en la fosforilacion
del receptor (Mhatre y Ticku, 1992). Un tratamiento prolongado con muscimol en
cultivos de neuronas, reduce la expresion del ARNm de la subunidad a1 (Hirouchi
et al, 1992); el tratamiento simultaneo con Bic bloquea este fenbmeno. Las -
carbolinas, antagonistas del receptor GABA,, inducen un incremento en la
expresion de la subunidad 6 del receptor GABAA en cultivos de neuronas (Doble y
Martin, 1996).

Un aspecto interesante que sustenta la hipotesis de este trabajo es el
siguiente: existen farmacos como las Bzs y los neuroesteroides que reconocen al
receptor GABA, y el tratamiento prolongado genera cambios en la expresion de
sus subunidades de este receptor. También puede haber cambios en el numero
de receptores, disminuyendo su numero (regulacién a la baja) o incrementandolo
(regulacion a la alta). Esto debe modificar la sensibilidad farmacoldgica, lo que

determina cambios en la excitabilidad del tejido.
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Las evidencias disponibles de los cambios en las subunidades del receptor
GABAA después de tratamientos prolongados con agonistas, proveen una
explicacion molecular del desarrollo de tolerancias y de abstinencias a los
farmacos GABAérgicos. EI GABA mismo deberia producir algunos de estos
cambios.

Existen ajustes rapidos ante la exposicion prolongada de un agonista al
receptor GABA,, la desensibilizacion es la primera consecuencia. Ante una
concentracion grande de un agonista, el receptor disminuye su actividad. A largo
plazo, este fendmeno también depende de un cambio en la composicion de las
subunidades del receptor (Cash et al, 1997). La desensibilizacion depende del
estado de fosforilacién del receptor. Asi, un incremento en los niveles de AMP¢ o
en la actividad de la enzima PKA, ya sea al mismo tiempo o por separado, inducen
una disminucion en la actividad del receptor favoreciendo la desensibilizacion. Es
decir, la fosforilaciéon cambia los estados de apertura, la duracién de apertura del
canal y/o la afinidad de la unién del ligando al receptor GABAa (Frosch et al, 1992;
Laidenheimer y Chapell, 1997; Brown et al, 1998).

Todos estos cambios moleculares en el receptor GABAa, son los
responsables de las modificaciones en la neurotransmision GABAérgica, la cual es
fundamental para la modulacion de la conducta sexual de Las ratas a través de
diferentes estructuras cerebrales (MPOA, VTA, VMH, etc., Férnandez-Guati et al,
1986; Frye y Paris, 2009). De esta manera, es impresindible estudiar el efecto de
la abstinencia a Dz (que modula la neurotransmision GABAérgica) sobre la

conducta sexual.

3. Conducta Sexual

3.1 Etapas de la copula de la rata

La conducta sexual de la rata macho es probablemente de las conductas
mejor descritas en la actualidad. La conducta sexual macho se distingue en
actividades que se conocen como precopulatorias, copulatorias y postcopulatorias.

Durante la conducta precopulatoria, el macho y la hembra se persiguen, se
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olfatean la region anogenital, rozan sus cuerpos entre si y emiten vocalizaciones
ultrasoénicas (Lucio, 2008). De este modo, ambos reciben estimulacién olfativa,
tactil y auditiva. Ademas, la hembra estimula al macho con conductas que se
conocen como proceptivas y que consisten en mover rapidamente las orejas,
correr en zig-zag o dar pequenos saltos. La duracion de la conducta precopulatoria
es variable, puede ser extremadamente corta (pocos segundos) o larga (algunos
minutos Lucio, 2008).

Por otro lado, la conducta copulatoria implica la ejecucion de diversas
posturas y movimientos que permiten la insercion peneana y la expulsion seminal.
Tales movimientos copulatorios se conocen como patrones conductuales
copulatorios (Lucio, 2008).

La Gltima etapa de la cépula de la rata es la conducta post-copulatoria. Esta
fase comprende el periodo refractario absoluto y el relativo. Durante el periodo
referactario absoluto el macho presenta poca locomocién, incluso tiene la
apariencia de estar dormido. El macho es insensible a cualquier estimulo sexual y
del medio ambiente (Lucio, 2008). Durante el periodo refractario relativo, el macho
comienza a responder a los estimulos que lo rodean y emite vocalizaciones
ultrasonicas. La duracion de ésta conducta varia en minutos. El periodo refractario,
tanto el relativo como el absoluto aumentan su tiempo a medida que aumenta el

numero de series eyaculatorias realizadas por el macho (Lucio, 2008).

3.2 Patrones conductuales copulatorios

Los patrones conductuales que realiza la rata macho durante la cépula son
tres y se conocen como monta, intromisién y eyaculacién. La monta se identifica
cuando la rata macho se coloca sobre la hembra quedando sus regiones pélvica y
perineal apoyadas sobre la grupa femenina. Con las extremidades delanteras
sujeta a la hembra y le palpa los flancos. Al mismo tiempo realiza movimientos
pélvicos ritmicos hacia adelante y hacia atras (Lucio, 2008).

Posteriormente, el macho realiza una desmonta lenta. La sujecion y la
palpacion de los flancos producen en la hembra el reflejo de lordosis

(arqueamiento del dorso que se acompana de la elevacion de la cabeza, la grupa
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y la desviacion de la cola). El macho debe realizar la palpitacién y sujecion de los
flancos mas los movimientos pélvicos para que el patron copulatorio se reconozca
como monta (Lucio, 2008).

Después de la primera monta suelen ocurrir otras con cierta regularidad, en
algunas de las cuales se observa que el macho despliega el patréon copulatorio de
intromision. La intromisién implica la monta mas la insercidon del pene en la vagina.
El patrén copulatorio se identifica cuando el macho realiza un movimiento pélvico
de penetracion, luego se desmonta bruscamente hacia atras y se autoacicala el
pene (Lucio, 2008). Durante la penetracion, el macho no realiza movimientos
pélvicos. Después de la primera intromisién el macho ejecuta otras montas e
intromisiones de forma intercalada.

Las intromisiones propician que el macho alcance su umbral de
eyaculacion, el cual oscila entre las 6-12 intromisiones, es entonces cuando el
macho expele el semen, desplegando el patrén copulatorio de eyaculacion.
Durante la eyaculacién, el macho monta a la hembra y cuando despliega el ultimo
de los movimientos pélvicos, este se caracteriza por ser mas profundo y duradero
que el de una simple insercidon del pene. Ya que en ese momento expele y
deposita el semen en la vagina. Inmediatamente después, el macho eleva la
porcion superior del cuerpo, extiende hacia atras, las extremidades anteriores y
se desmonta lentamente para luego autoacicalarse los genitales, particularmente
el pene. A este conjunto de montas e intromisiones que culminan con la
eyaculacion se les conoce como serie eyaculatoria (Lucio, 2008).

Después de cada eyaculacién, el macho presenta la conducta
postcopulatoria. Esta conducta comprende el periodo refractario absoluto y relativo
ya descrito previamente. Este intervalo aumenta a medida en que haya mas series
eyaculatorias (Lucio, 2008).

Por otro lado, el ciclo estral de la rata dura cuatro dias y comprende
diferentes etapas: metaestro, diestro, proestro y estro. Durante estos dias, la
concentracion de hormonas esteroides estradiol (E) y progesterona (P) que
producen sus ovarios fluctua, pero la concentracion maxima de ambas, ocurre

durante el proestro poco antes de la ovulacion. Entonces una rata inicia la

31



conducta del estro desde la noche del dia del proestro cuando el pico maximo de
las hormonas ovaricas estan presentes, en estas condiciones el estro es natural,
sin embargo, también puede ser inducido farmacolégicamente. Una hembra
receptiva o en fase de estro es aquella que esta dispuesta a tener un encuentro
copulatorio (Lucio, 2008).

El estro puede ser inducido mediante la administracion de hormonas
sintéticas a hembras ovarectomizadas. Las hembras con estro inducido
hormonalmente muestran receptividad durante aproximadamente 6-8 horas. Esto
es muy importante ya que una rata hembra s6lo puede copular durante el estro
natural o inducido. En esta fase es cuando la hembra puede presentar el reflejo de
lordosis, que es la dorsiflexion de la columna vertebral, la elevacion de la cabeza y
la grupa y desviacion de la cola. Con esta postura queda expuesto el orificio

vaginal facilitando que el macho introduzca el pene en la vagina (Lucio, 2008).

3.3 Hormonas esteroides sexuales

Las hormonas esteroides sexuales, incluidos testosterona, progestagenos y
estrégenos, son derivados de un mismo precursor comun, el colesterol. Tanto
hombres como mujeres sintetizan estas hormonas, pero en proporciones
diferentes. Ambos sexos también tienen receptores para andrégenos y
estrogenos, aunque hay algunas diferencias regionales en el cerebro de cada
sexo en la densidad de los receptores (Purves 2006).

Dado que los esteroides sexuales son lipidos, son permeables para la
célula. Sin embargo, las neuronas tienen la capacidad de seleccionar, concentrar y
retener esteroides especificos por medio de receptores y proteinas fijadoras tanto
en el citoplasma como en el nucleo. Diferentes areas del encéfalo adulto tienen
distintos patrones de receptores de esteroides, con distribuciones superpuestas de
ambos receptores. Por lo tanto, regiones especificas pueden ser blancos de las

acciones de diferentes esteroides (Fig. 7).
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Figura 7
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Distribucion de las neuronas sensibles al estradiol en un corte sagital en el cerebro de la rata. En la rata la mayor
parte de las neuronas sensibles a estradiol (puntos negros en la figura) se localizan en el area preoptica, el hipotalamo y la
amigdala (no mostrada por el corte; tomado de Purves 2006).

Algunas neuronas expresan receptores para mas de un esteroide y en
consecuencia, las hormonas pueden tener un efecto sinérgico. Por ejemplo, todas
las neuronas que expresan receptores para E también expresan receptores para
P, si bien se pueden aumentar algunos comportamientos reproductivos femeninos
mediante los estrogenos aislados (como la proceptividad de las ratas), el
comportamiento se facilita mucho cuando existe aplicacién i.p. secuenciada de E y
P en la rata (Purves 2006).

3.4 Neuroesteroides

Los neuroesteroides son una subclase de esteroides que pueden
sintetizarse en el SNC de novo a partir del colesterol y pueden modular la
actividad GABAérgica (Fig. 8). En cambio, el término “esteroide neuroactivo” se
refiere a esteroides que, independientemente de su origen, son capaces de
modificar actividades neuronales (Martin-Garcia, 2007).

Una fuente de alopregnanolona (AloP, 3a, 5a-HTP) que es un
neuroesteroide muy potente en el cerebro, es su biosintesis a través de las células

gliales. La proteina de regulacién aguda de la esteroidogénesis (StAR) podria
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interactuar con el receptor periférico de benzodiacepinas (MBR) para facilitar el
transporte del colesterol del exterior al interior de la membrana mitocondrial
formando pregnanolona por el complejo enzimatico citocromo P450scc, luego se
metaboliza por 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) a P y con las
enzimas antes mencionadas a AloP. Esta sintesis de novo de pregnanolona en el
cerebro ocurre independiente de la secrecién de las glandulas periféricas y en
respuesta a los estimulos reproductivos relevantes, por ejemplo, el apareamiento
aumenta rapidamente la AloP en el cerebro medio y esto se observa entre ratas
intactas receptivas asi como en Ovx y en roedores adrenalectomizadas
pretratadoas con E. Aumentando o disminuyendo la neuroesteroidogénesis de
AloP con infusiones de ligandos MBR, respectivamente, aumenta y atenua la
lordosis de roedores pretratados con E/P o naturalmente receptivas. La inhibicion
de la actividad la P450scc en el cerebro produce disminucién en AloP y con ello
de lordosis (Martin-Garcia, 2007).
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Figura 8.
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Biosintesis de los neuroesteroides moduladores del receptor GABA.. Se muestra la ruta de sintesis de la AloP (3a,5a-
THP) desde el colesterol. La proteina de regulacion aguda de la esteroidogénesis (StAR) podria interactuar con el receptor
periférico de benzodiacepinas (MBR) para facilitar el transporte del colesterol a través de la membrana mitocondrial.
p450scc: citocromo p450; 3a ¢ 3B-HSD: 3a 6 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 5a-DHP: 5a-dihidroprogesterona.
(tomado de Martin-Garcia, 2007).

Un ejemplo de esteroides neuroactivos son las progestinas (progesterona,
pregnenolona, etc.), las cuales son secretadas por los ovarios y las glandulas
suprarrenales, éstas son metabolizadas centralmente por acciones de las enzimas
5a-reductasa (5a-R) y 3-hidroxiesteroide oxidoreductasa (3-HSOR; Stoffel-
Wagner, 2003). Sin embargo, los metabolitos periféricos se metabolizan
rapidamente en el higado; la P puede tener efectos en el cerebro por su rapida
conversion a AloP por las numerosas células gliales (Souza et al, 2008).

Algunos de los efectos de la P para facilitar la lordosis
puede deberse en parte a las acciones de la AloP. Existen datos que demuestran
que los niveles de P y AloP son elevados en el mesencéfalo de ratas receptivas.
Niveles de AloP en lugar de P, tienen una correlacion mas positiva con el inicio de
las respuestas de la lordosis natural en ratones receptivos. La AloP es la mas

eficaz de todas las progestinas para facilitar la lordosis (Frye, 2001).
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3.5 Regulacion de receptores GABA, a través de neuroesteroides.

Ciertos neuroesteroides, y en particular los derivados de 3a de la
progesterona, se comportan como moduladores alostéricos positivos de los
receptores GABAA. Se ha demostrado que la activacion de la AloP, es 20 veces
mas potente que las Bzs y 600 veces mas que los barbituricos sobre la activacion
del receptor GABAA. La modulacién positiva que tiene este metabolito sobre el
receptor GABAA es a través de un aumento en la duracién de apertura del canal
de CI, ademas, como las Bzs, aumentando su frecuencia de apertura (Martin-
Garcia, 2007).

Los efectos de la AloP sobre los receptores GABAA dependen en parte de
las subunidades que conforman al receptor. Asi, aunque la AloP modula todos los
tipos de composiciones de subunidades del receptor GABAA4 identificadas hasta el
momento, se ha descrito que aquellas que contienen la subunidad & (en lugar de
la habitual y) son especialmente sensibles a la modulacion alostérica positiva
(Martin-Garcia, 2007).

Los neuroesteroides como la AloP exhiben propiedades ansidliticas,
anticonvulsivantes, analgésicas y sedativas, caracteristicas acordes con la
presencia especifica de un sitio de unién en al receptor GABAA (Martin-Garcia,
2007).

4. Benzodiacepinas (Bzs) y Farmacologia del Diazepam (Dz)

4.1 Abstinencia a Bzs

En 1955, Sternbach sintetizé al clordiazepéxido, el patrén de acciones de
este farmaco fue descrito por Randal (Martin, 1987). Pero fue hasta 1961 cuando
el clordiazepoxido fue introducido en la clinica con el nombre de ‘“librium?,
marcando con ello el comienzo de la era de las Bzs (Sternbach, 1979). Hasta la
fecha se han sintetizado mas de 3000 compuestos benzodiazepinicos, de los
cuales a 120 se les han probado su actividad biolégica y cerca de 35 se
encuentran en uso clinico. La mayor parte de las Bzs que se utilizan se han
seleccionado por su alto potencial ansiolitico, capacidad de sedacion, efectos

anticonvulsivos y de relajacion muscular, estos efectos se explican por su funcion
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depresora de la actividad del SNC (Shader y Greenbblatt, 1981; Mark y Waltzman,
1999; Ribeiro et al, 2007). Las Bzs son farmacos que incrementan la actividad del
receptor GABAa, ejerciendo una modulacion alostérica positiva en el receptor
(Shader y Greenbblatt, 1981; Llorente et al, 2000). La union entre las Bzs y el
receptor GABAA tiene como resultado un incremento de las conductancias de CI.
Esta facilitacion de las conductancias de CI" inducidas por GABA resulta en una
hiperpolarizacion de las neuronas, permitiendo una disminucion de la transmision
sinaptica (Squires, 1983; Mark y Waltzman, 1999). Los receptores GABAa que
contienen las subunidades ol, a2, a3 6 a5 en combinacidn con las subunidades
By y2, son los receptores mas abundantes; en el cerebro, los receptores con
expresion de las subunidades o4 y a6, no responden clinicamente al Dz,
flunitrazepam, clonazepam y zolpidem (Pirker et al, 2000; Mohler, 2006). El efecto
anticonvulsivo, sedativo, ansiolitico o hipnético de las Bzs es mediado por los
receptores GABAA cuya conformacion se basa principalmente en las subunidades
al y a2 (Mohler et al, 2002; Mohler, 2006).

El efecto depresor de las Bzs sobre la actividad del cerebro ocurre de
manera dependiente de la dosis. Los efectos que inducen son: suefio, pérdida del
conocimiento, anestesia, coma y depresién 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 farmacos provocan tolerancia,
dependencia fisica y psicologica. Es comun el incremento paulatino de la dosis por
la disminucion del efecto durante tratamientos prolongados con Bzs.

Los signos y sintomas mas comunes de la abstinencia a las Bzs son la
ansiedad y la agitacién. Se incrementa la sensibilidad a la luz y al ruido, aparecen
parestesias asociadas a sacudidas mioclonicas, se presentan trastornos del suefio
y pueden mostrar mareos, inquietud e irritabilidad, asi como una serie de signos
neuroldgicos caracteristicos, entre los que se incluyen: temblor, disartria, nistagmo

y ataxia cerebelosa. Después de dosis altas de Bzs, el sindrome de abstinencia
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aparece con convulsiones y delirio (Doble y Martin, 1996). Es dificil distinguir entre
los sintomas de la abstinencia y la reaparicion de la ansiedad que motivé la
prescripcion de las Bzs.

Diversos estudios indican que tratamientos largos con Bzs disminuyen
significativamente la expresion de las isoformas al y y2 del receptor GABAa.
Cuando los tratamientos son prolongados (mayores de 1 mes), se presentan
cambios en la subunidad o5, reduciéndose su expresion, mientras hay un

incremento en las isoformas a3 y a6 (Doble y Martin, 1996).

4.2 Farmacologia del Dz

El Dz es la Bz mas utilizada en el ambito clinico (Manchikanti et al, 2002;
Alvarenga et al, 2007; Ribeiro et al, 2007), esta Bz se utiliza en tratamiento para el
manejo farmacolégico de la ansiedad, la psicosis (Misztal-Dethloff et al, 2005) y el
insomnio, ademas es utilizado como un tranquilizante (Alvarenga et al, 2007)
anestésico, hipnotico (Manchikanti et al, 2002) y produce una marcada relajacion
muscular.

Se ha demostrado que la actividad registrada en el EEG, después de la
aplicacion de Dz, presenta un incremento en la actividad de ondas beta y un
decremento de la actividad de 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 administracion del Dz en el hombre incrementa los
niveles de testosterona en el plasma y de corticosterona en ratas, ademas en
células glomerulosas adrenales bovinas inhibe la produccion de aldosterona
(Papadopoulos, 1993).

La sintesis del Dz se realizé en 1959 por los laboratorios Roche, y su
ingreso al mercado comercial fue en 1963. Es un derivado del 7-cloro-1,3-dihidro-
1-metil-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepina-2-ona, cuya féormula empirica es
C16H13CIN2O (Fig. 9; Mathey, 1965), su peso molecular es 284.75 kDa. Tiene un
efecto menos tdxico y diez veces mas potente que el librium (Sternbach, 1979).

La introducciéon en México del Dz fue hasta el afio de 1968.
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De acuerdo al criterio de la Convencion de Substancias Psicotropicas de la
Organizacién Mundial de Salud en 1971, el Dz pertenece al grupo IV de farmacos
controlados, el grupo IV denota sustancias cuya probabilidad de establecer abuso
es pequefia pero significa un riesgo de abuso para la salud publica (WHO, 2003;
Manchikanti et al, 2002).

El riesgo de abuso de un compuesto es la capacidad para producir una
dependencia psicoldgica o fisiolégica, 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).

Figura 9

7-cloro-1,3-dihidro-
1-metil-5-fenil-2H- C16H 13CLN20
1,4-benzodiazepina-2-ona
Estructura quimica del Dz. En A se muestran los tres anillos basicos de la Bz: marcados con flechas un heptano

nitrogenado con un grupo ceto, un anillo aromatico clorado (CI') y un anillo aromatico. En B, el esqueleto de carbonos en
forma tridimensional.

4.3 Farmacodinamia y farmacocinética del Dz

Una caracteristica importante del Dz es su rapida accion dentro del
organismo. Por via oral e intravenosa sus efectos comienzan en cuestion de
minutos, alcanzando de 1 a 1.5 h el pico maximo en las concentraciones del
plasma sanguineo, este rango puede variar dependiendo de la edad, la
alimentacién y de la via de administracion, ya que por via intramuscular es mas

lento. El Dz se une a proteinas del plasma y sus metabolitos (N-desmetildiazepam
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y temazepam, tienen un grado de fijacion del 99% aproximadamente (Goodman,
2007), los cuales pasan la barrera hematoencefalica y la placenta. La disminucion
de las concentraciones en el plasma después de la administraciéon oral es bifasica
(Dhillon et al, 1982).

Esta Bz primero es metabolizada por una N-desmetilacion realizada por los
citocromos p-450, p-3A4 y p-2C19 que se encuentran principalmente en el higado,
el N-desmetildiazepam es el metabolito mas activo, éste después es hidroxilado
por el citocromo p-3A4 formando el metabolito activo, temazepam, posteriormente
ambos metabolitos son convertidos en oxazepam y son eliminados excretandose
principalmente como conjugados glucorénicos por la orina (Goodman, 2007;
Shader y Greenbblatt, 1981; Olkkola y Ahonen, 2008;).

La vida media del Dz es relativamente larga (24 a 48 h), pero sus
metabolitos activos pueden permanecer en la sangre o en el cuerpo por algunos
dias e incluso semanas (Shader y Greenbblatt, 1981).

Durante tratamientos prolongados con Dz se genera una tolerancia
farmacocinética, ya que esta Bz durante la primera aplicacién induce la sintesis
de novo del citocromo p-450, el cual facilita la tasa de biotransformacién, que
disminuye la actividad y la biodisponibilidad del farmaco, por tal motivo en las
siguientes aplicaciones se requiere una dosis mayor para alcanzar el efecto
deseado (Goodman, 2007).

4.4 El sindrome de abstinencia a Dz (SAD)

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

Se sabe que el retiro abrupto de la administracion de Dz en humanos altera
la actividad cortical registrada a través del EEG, consecuencia de un incremento
en la excitabilidad neuronal. Los cambios en el EEG se caracterizan por la
disminucion de las ondas de baja frecuencia durante el suefo. Dentro de la
practica clinica, el Dz es utilizado como auxiliar en el tratamiento para el Sindrome
de Abstinencia al Alcohol (Vicens et al, 2006). El Sindrome de Abstinencia a
Diazepam (SAD) se asemeja mucho en su inicio por evidencias en el EEG y
clinicas a otras abstinencias desarrolladas por farmacos GABAérgicos. Estudios
previos han demostrados que en los primeros estadios de la abstinencia a alcohol
(por una modulacién a través de los receptores GABA,, al igual que en el SAD) se
registra la aparicion de complejos espigas-onda que presentan una alta amplitud
(100-150 pV) que caracteriza a la actividad epileptiforme (Walker y Zornetzer,
1974). Brailowsky y cols demostraron que el cese de la instilacion de GABA en la
corteza cerebral de ratas esta asociada a la aparicion de actividad epileptiforme en
el sitio de la instilacién, lo cual es interpretado como un signo de hiperexcitabilidad
(Brailowsky et al, 1987).

Otro aspecto importante, durante el cambio de la actividad GABAérgica en
el SAD es la susceptibilidad a presentar crisis convulsivas inducidas por
pentilenetetrazol (PTZ), el cual, es un antagonista no competitivo del receptor
GABAa. Algunos investigadores han utilizado el PTZ como un modelo para
generar dichas crisis (Vlainic y Pevicic, 2009; Montiel et al, 2000). Susuki y cols en
1999, demostraron que durante el SAD, en modelos con animales, los signos de la
abstinencia incluyen convulsiones espontaneas, incremento del tono muscular y
un decremento en el umbral del 20-35% a presentar crisis convulsivas inducidas
por convulsivantes (como el PTZ), durante la abstinencia a Diazepam (Susuki et
al, 1999).

En ratas, la interrupcion de tratamientos prolongados con Dz genera la
aparicion de irritabilidad, conducta de miedo y crisis convulsivas; ademas de

cambios moleculares en el receptor GABAa tales como: la disminucion en la
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densidad de las subunidades al y a2, y un incremento en la expresion del RNAm
de las subunidades a4, a5, y2L, y2S, B2 y B3 en neuronas de la corteza cerebral y el
hipocampo (Impagnatiello et al, 1996; Pesold et al, 1997). Estos cambios
modifican la funcion del receptor provocando la reduccion del efecto del Dz
(Follesa et al, 2001; 2003; 2004). Sin embargo, en la busqueda de nuevas
alternativas para estudiar el origen de las abstinencias a Bzs, recientemente se ha
demostrado, que el sistema glutamatérgico también se encuentra modificado.
Durante la abstinencia a Dz, hay cambios en la conformacion de los receptores
para glutamato, estos cambios son asociados a un incremento tanto en el numero
como en funcién de los receptores AMPA y una reduccién (regulacién a la baja) de
los receptores NMDA. EIl incremento en la funcion del receptor AMPA esta
correlacionado con la sobreexpresion de la subunidad Glu1 (subunidad esencial
para la plasticidad neuronal; Izzo et al, 2001; Allison et al, 2005). Estos mismos
cambios en la neurotransmision glutamatérgica se han encontrado en la
abstinencia a flurazepam (Bz 10 veces menos potente que el Dz; Van Sickle et al,
2004; Song et al, 2007; Xiang y Tietz, 2007). No obstante, se ha identificado que
dependiendo de la forma de administracién del Dz, los cambios en la abstinencia
son paraddjicamente diferentes. La administracion via i.p. provoca en la
abstinencia una reduccién de la tasa de unién al receptor AMPA, ademas de una
redugulacon a la baja de este receptor. De forma opuesta la administracion
subcutanea, se incrementa la tasa de unién al mismo receptor AMPA. Este ultimo
efecto puede ser una respuesta neuroadaptativa hacia un incremento en la
actividad excitadora (Allison y Pratt, 2006; Steppuhn y Turski, 1993).
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Il. Justificacion

En nuestro pais el registro epidemioldgico exacto del control de las Bzs es
insuficiente y poco confiable. EI consumo de estas sustancias en la poblacion
comienza a los 12 afios; se ha estimado que: el 10% del total de la poblacion de
México ingiere o tuvo contacto con alguna Bz; de acuerdo a la Encuesta Nacional
de Epidemiolégica Psiquiatrica en México (Medina et al, 2003), es alarmante el
uso de estas sustancias en la region sur-centro del pais, la cual llega al 36%. Lo
anterior se resume en un problema de salud publica generando la busqueda de
estrategias farmacoldgicas para contrarrestar los riesgos de la adiccion. Ademas
los problemas neurolégicos y sociales ocasionados por el abuso del Dz que es la
Bzs mas utilizada clinicamente y con mayor induccion de sindromes de

abstinencia.

Es importante hacer énfasis que algunos factores de riesgo en el individuo

que condicionan o favorecen al uso inapropiado de Bzs son (Minaya, 2009):

* La presencia de un trastorno de ansiedad (53.8%).

* La presencia de un trastorno de angustia (15.4%).

» Ser mujer (por padecer de 2 a 3 veces mas estos tipos de transtornos,
Arenas, 2009).

Planteamiento del problema

Las abstinencias a Dz o Bzs son frecuentes y sin embargo, su origen ha
sido poco estudiado, asimismo se desconoce el impacto de la tolerancia y la
dependencia a Dz sobre la conducta sexual de mamiferos. Con respecto a este
ultimo punto, se conoce que la actividad del receptor GABAA es un condicionante
en la manifestacion de la actividad sexual (Fernandez-Guasti, 1986). Bajo esta
premisa, esta tesis pretende mostrar la influencia de la abstinencia a Dz sobre la
conducta sexual de la rata hembra y macho mediante un estudio electrofisioldgico,
conductual y valorando ademas el perfil ansiogénico que presentan estos
animales. Obteniendo con esta informacién las modificaciones de la excitabilidad
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neuronal que tienen influencia sobre los cambios conductuales, principalmente en
la conducta sexual y de ansiedad.

De esta manera conoceremos si la abstinencia a Dz causa alguna
modificacion a la conducta sexual en las ratas, la informacién obtenida podra ser

util para apoyar futuras investigaciones clinicas o epidemiologicas.

lll. Objetivo General

Realizar un andlisis conductual y electrofisiolégico que identifique la
hiperexcitabilidad neuronal causada por el Sindrome de Abstinencia a Diazepam

valorando cuantitativamente su impacto en la conducta sexual de la rata.

Objetivos Especificos

Para distinguir el efecto de los cambios en la actividad GABAérgica sobre la

conducta sexual de la rata, planteamos estudiar:

» Durante el segundo dia de abstinencia a Dz cuantificar el numero de
lordosis, asi como el cociente de lordosis en las hembras y la serie

eyaculatoria en ratas machos.

Para relacionar los cambios conductuales con la hiperexcitabilidad
neuronal.
» Cuantificar con el Laberinto Elevado en Cruz (LEC) la ansiedad durante la

abstinencia a Dz en el segundo dia después de la conducta sexual.

Para estudiar el incremento en la excitabilidad neuronal que tienen la
abstinencia, proponemos:
» Evaluar la susceptibilidad a inducir crisis convulsivas por aplicaciéon de un
antagonista GABAérgico (PTZ) en ratas con abstinencia a Dz.
» Cuantificar la cantidad de complejos espigas-onda que aparecen en el SAD

mediante un registro electroencefalografico.
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Variables

Variable Independiente

Inducciéon del Sindrome de Abstinencia Diazepam (aplicacion i.p. de
Diazepam, 7mg/Kg durante 10 dias; la latencia del sindrome es de 24h después
de la ultima aplicacién, sin embargo, su expresion maxima es 48h después de la

ultima dosis y su duracion es de 14 dias).

Variables Dependientes

Evaluacion de:

1. Conducta sexual en hembras: medicién del numero de lordosis y del

cociente porcentual de lordosis (numero de lordosis/numero de montas).

2. Conducta sexual en machos: serie eyaculatoria (numero de montas,

numero de intromisiones).

3. Ansiedad: a través del Laberinto Elevado en Cruz cuantificando el numero
de entradas a brazos abiertos y cerrados, asi como el porcentaje en tiempo

de permanencia en cada uno de ellos.
4. Induccion de crisis convulsivas a través del bloqueo del receptor GABAA
con PTZ en animales con abstinencia a Diazepam: latencia de la primera

crisis tonico-clonica.

5. Incremento de la excitabilidad cortical en el EEG a través de cuantificar los

complejos espigas-onda caracteristicos de la abstinencia.
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IV. Hipétesis

1. Si el inicio y el mantenimiento del SAD depende de una reduccion en la
actividad GABAérgica y esto desencadena un estado de hiperexcitabilidad
neuronal entonces ¢ este nuevo estado en la actividad cerebral incrementa la

conducta sexual de la rata?

2. Si la hiperexcitabilidad neuronal que caracteriza el SAD modifica los estados

conductuales entonces ¢ induce la aparicion de ansiedad?
3. El incremento en la excitabilidad cortical inducida por el SAD induce a la

aparicion de sincronia de disparo neuronal de la corteza frontal y parietal

favoreciendo la aparicién de complejos espiga-onda en el EEG.
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V. Material y Método

Institucion

Este proyecto se llevd a cabo en el laboratorio de Neurobiologia de la
Direccion de Investigaciones en Neurociencias del Instituto Nacional de Psiquiatria
‘Ramén de la Fuente”. El cual tiene apoyo técnico, bioterio, farmacos,
computadoras y equipo para realizar esta tesis. Asimismo, se contd con la
colaboracion del departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la
UNAM para la obtencion de animales ovarectomizados y de hormonas
esteroidales. Asi como el apoyo del laboratorio de Neurofisiologia del Control y la
Regulacién de la Direccion de Investigaciones en Neurociencias del Instituto

Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente”

Material

Para la prueba de conducta sexual

Redondel de acrilico (60 cm de diametro x 40 cm de alto).
Con cama base de acerrin.

Jeringas 1ml.

Focos luz roja (40W).

Para la prueba del Laberinto Elevado en Cruz (LEC)

Laberinto Elevado en Cruz el cual consta de 2 brazos abiertos (BA); 50 x 10 cm
cada uno y dos con las mismas dimensiones pero con paredes de 40 cm de alto
denominados, brazos cerrados (BC), los cuatro brazos se encuentran conectados

por un cuadro central de 10 x 10 cm, el LEC se encuentra elevado 50 cm del piso.

Para la prueba de crisis convulsivas
Redondel de acrilico (para evaluacién de susceptibilidad de la crisis, 60 cm de
diametro x 40 cm de alto).

Jeringa 1ml.
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Registro EEG

Electrodos epidurales (tornillos de acero inoxidable soldados a pequefias
terminales de cobre), conectores, cables de registro (5 terminales faradizadas
adaptadas a conexion directa con amplificadores Grass).

Sistema estereotaxico de una torre: Neuroscience Physiology Research
Equipment Stoelting modelo Lab. Standard.

Amplificadores modelo P511 Grass Co.

Computadora tipo PC (HP)

Software de adquisicion de sefal Poliview 8 (National Instruments).

Anadlisis estadistico

Prueba t de Student para grupos independientes, valor de p<0.05.

Prueba t de Student para grupos dependientes, valor de p<0.05.

Prueba U de Mann Whitney, valor de p<0.05.

Software para analisis y graficas Sigma Plot.

Software para analisis matematico Origin 8.

Software para analisis estadistico GraphPad.

Camara de video Sony HandycamMod DCR SX40) adaptada a una tarjeta digital
de PC para almacenar los videos en una computadora PC (HP/compa 6000;
software ENLTV).

Sustancias

Antibiotico (bencilpenicilina Benzatinica, antibioticos de México, S.A. de C.V).
Antiséptico (Microcyn, Oculus Technologies de México).

Lidocaina con epinefrina (265 Laboratorios PiSA de México).

Pentobarbital sodico (Sedalphorte, Salud y Bienestar Animal de México).
Resina Acrilica (Nic Tone Cross Linked, mdc dental México).
Pentilenetetrazol (Sigma-Aldrich, St Lois, MO, U.S.A).

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

17-B Estradiol (Sigma-Aldrich, St Lois, MO U.S.A).

Progesterona (Sigma-Aldrich, St Lois, MO U.S.A).
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Método

Para este proyecto se realizaron 4 técnicas distintas pero complementarias
entre ellas: 1) cuantificacion de la conducta sexual; 2) cuantificacion de la
ansiedad en el LEC; 3) medicidn de los cambios en la latencia de crisis epilépticas
por pentilenetetrazol (PTZ) y 4) registro de la actividad EEG.

Para la realizacién del trabajo utilizamos 24 ratas macho y 52 ratas hembra
de la cepa Wistar (250-3509) provenientes del bioterio del INPRF y del bioterio de
la Facultad de Medicina, UNAM; las cuales fueron mantenidas en condiciones
estandarizadas de temperatura (20-25° C), alimento ad libitum, bajo un ciclo de luz
oscuridad invertido (12 x 12 h; el cambio de horario se realizé de las 22:00 a las
10:00 h) y de acuerdo a las normas establecidas en la guia para el cuidado y uso
de los animales de laboratorio de la Academia Nacional de Medicina (1999).

Los 76 animales fueron sometidos a las 4 técnicas desarrolladas en esta
tesis y se dividieron para el disefio experimental de la siguiente forma: 30 para
grupo control (tratamiento con salina) y 46 animales para el grupo experimental

(tratamiento con Dz por 10 dias) de la siguiente manera:

GRUPOS CONTROL

1. Para caracterizar la conducta sexual en la rata hembra ovarectomizada
(Ovx) sin abstinencia, se utilizaron 14 ratas hembras Ovx a las que se les
administré durante 10 dias solucion salina (dosis diaria 1ml i.p.; 16:00h),
17B-estradiol (dosis unica 10 um; 48h antes de la prueba de conducta
sexual) y progesterona (dosis unica 30um; 4h antes de la prueba de

conducta sexual; cuadro 1).

2. Para cuantificar la conducta sexual en hembras Ovx sin abstinencia y sin
aplicacion de hormonas exogenas, utilizamos 5 ratas hembras a las que
unicamente se les administré durante 10 dias solucion salina (dosis diaria
1ml i.p.; 16:00h; cuadro 1).
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3. Para estudiar la conducta sexual en machos sin abstinencia se utilizaron 11
ratas machos intactos a los que se les administré durante 10 dias solucion

salina (dosis diaria 1ml i.p.; 16:00h; cuadro 1).

GRUPOS SAD
4. Para caracterizar la abstinencia a Dz en hembras, se utilizaron 5 ratas
hembras Ovx a las que se les administr6 Dz (7mg/Kg, dosis diaria i.p.;
durante 10 dias). Estudios previos (Mele, 1984) a este proyecto han
identificado que 48h después de la ultima aplicacion de Dz la abstinencia es
mayor, motivo por el cual todas las mediciones conductuales (sexual y perfil

de ansiedad) se realizaron ese dia (cuadro 1).

5. Para cuantificar la abstinencia a Dz y su impacto en la conducta sexual en
hembras Ovx se realizé un grupo el cual fue tratado con hormonas sexuales
(E + P). Se utilizaron 18 ratas hembras Ovx a las que se les administré Dz
(7mg/Kg, dosis diaria i.p.; durante 10 dias); la evaluacién de la conducta
sexual se realiz6 a las 48h después de la ultima aplicacion de Dz.
Aplicacién de 17B-estradiol (dosis unica, 10 um; 48h antes de la prueba de
conducta sexual) y progesterona (dosis unica, 30um; 4h antes de la prueba

de conducta sexual; cuadro 1).

6. Para estudiar en el SAD la conducta sexual inducida solo por E se
utilizaron 5 ratas hembras Ovx a las que se les administré durante10 dias
Dz (7mg/Kg, dosis diaria i.p.), la evaluacion de la conducta sexual se llevo
acabo 48 h después de la ultima aplicacion de Dz administrando solamente
17B-estradiol (dosis unica, 10 um; 48h antes de la prueba de conducta

sexual; cuadro 1).

7. Para evaluar la conducta sexual en el SAD inducida sélo por P se utilizaron
5 ratas hembras Ovx a las que se les administré 10 dias Dz (7mg/Kg, dosis

diaria i.p.; durante 10 dias) y la evaluacion de la conducta sexual se realizé
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48 h después de la ultima aplicacion de Dz administrando solamente
progesterona (dosis unica, 30um; 4h antes de la prueba de conducta sexual;

cuadro 1).

8. Para caracterizar la abstinencia a Dz en machos, realizamos un grupo en el
que se utilizaron 13 ratas macho intactos a las que se les administré6 Dz
(7mg/Kg, dosis diaria i.p.; durante 10 dias). En forma semejante a los
grupos de las hembras, la evaluacion de la conducta se llevara a cabo al
segundo dia del SAD (cuadro 1).

Para cuantificar la actividad del SAD en el EEG asociado a los cambios en

la conducta sexual y perfil ansiogénico en machos y hembras Ovx realizamos, la

secuencia de los grupos experimentales de machos (grupo 8) y el de las hembras

Ovx (Ovx+E/P; grupo 5) fueron a su vez divididos en 2 subgrupos:

Ratas (machos N=8; hembras Ovx N=7; cuadro 1) fueron operadas para
implantar electrodos epidurales para la obtencion de EEG: se registr6 la actividad
eléctrica de la corteza cerebral antes, durante y después del tratamiento de la
aplicacion de Dz (7mg/Kg; i.p.; 10 dias). Estos mismos animales operados (con
conector y electrodos cronicos), también se sometieron a la cuantificacién del perfil
ansiogénico valorado por el LEC (48h después de la ultima aplicacién de Dz),
asimismo, la evaluacién de la conducta sexual se realizd ese dia. La justificacion
de realizar este sub-grupo de trabajo se basd en lo siguiente: los animales
descritos previamente en los que se indujo un SAD, no tienen un correlato
electrofisioldgico de la actividad EEG con los cambios conductuales: sexuales y de
ansiedad durante la abstinencia a Dz. Por esta razdn, este grupo resulta
imprescindible porque otorgara informacién de los cambios electrofisiolégicos que
suceden durante la aplicacion de la Benzodiacepina y las modificaciones
electrofisiologicas que caracterizan a la abstinencia. Contrastando los registros

EEG y su impacto en la conducta. Cabe hacer mencidn que se analizé: la
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actividad EEG control (potencia y amplitud), durante la administracién del farmaco

y durante la abstinencia (cuadro 1).

Cuadro 1. Disefio experimental

RESUMEN ESQUEMATICO DE LOS GRUPOS DE TRABAJO

Grupo n | Sexo Castracion Diazepam Estradiol Progesterona PRUE BAS
Cond.
(7mg/Kg,10d) (10pm) (30um) Sex. |LEC|PTZ|EEG

Ctrll 14| Q X X X X X X
Ctrl2 5|9 X X X | X
Ctrl3 11 | X X X
Exp4 5|9 X X X X X
Exp5 18 |Q X X X X X X X
Exp6 5 @ X X X X X | X
Exp7 5|9 X X X X X | X
Exp8 13 | X X X X
Exp9 7|9 X X X X X X

Exp10 8 | X X X

Cuadro 1. Los experimentos de conducta sexual, LEC y PTZ se realizaron de manera consecutiva, sin contrabalanceo y en un hoaraio de
18:00, los registros EEG fueron tomados antes (30 minutos previos), durante (dias 1 y 5) y después del tratamiento a Dz (5 dias de
seguimiento), en un horario entre las 15:00 y 20:00. Los grupos 9 y 10 corresponden a los subgrupos de hembras Ovx (grupo 5) y
machos intactos (grupo 8) respectivamente.

V.l Cirugia Ovarectomia (Ov)

Con el propésito de eliminar la sintesis de hormonas esteroides (Ey P) en
las ratas hembra y sincronizar las fases del ciclo estral por tratamiento hormonal,
los animales fueron sometidos a cirugia de Ov bilateral. Ratas hembra Wistar de
250 a 350 g., fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (33 mg/Kg de peso;
i.p., Anestesal®). Bajo anestesia profunda, al animal en decubito, se efectud
limpieza intensa abdominal con isodine y en condiciones de antisepsia se le

realizaron 2 incisiones menores de 0.6 cm en la porcién inferior del abdomen, en
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ambos flancos. Con una pinza de diseccion en direccion oblicua y medial a la
cavidad abdominal se tomaron las tubas uterinas, se siguieron en direccion
anatomica para extraer a ambos ovarios, cuya morfologia conocida en la porcion
terminal fueron anudados con hilo de seda 000 para eliminar la circulacion
sanguinea, a continuacion se cortaron con tijeras mayo quirurgicas ambos ovarios
y cada mufidn fue limpiado, corroborando la ausencia de hemorragia, las tubas
uterinas fueron regresadas a la cavidad abdominal. Cerrando todos los planos con
seda. Para evitar infecciones aplicamos en forma profilactica dosis unica de
penicilina benzatinica 1000000 Ul; IM. Todos los animales tuvieron una

recuperacion de 14 dias antes de cualquier manipulacién

V.Il Hormona-priming

Con el objetivo de inducir el estado de estro (fase receptiva de la hembra en
la rata) en la rata ovarectomizada, se administré dosis unica subcutanea de 17p-
estradiol (10ug) 48h antes de realizar la valoracion de la conducta sexual.
Asimismo, se administré también dosis unica subcutanea de progesterona (30ug) 4

h previas a la evaluacion de la conducta sexual.

V.lll Prueba de conducta sexual en la rata hembra

Las ratas hembra Ovx previamente tratadas con hormonas y bajo las
condiciones experimentales propuestas con anterioridad, se colocaron en un
redondel (60 cm diametro x 40 cm de altura; con piso de aserrin limpio), en
condiciones de luz roja (40 W), la prueba se realizé siempre en el horario de las
18:00 h; con disminuciéon de ruido externo. En presencia de un macho
sexualmente experto, las ratas hembras iniciaron un proceso de actividad
proceptiva, este evento se acompafndé de lordosis, lo cual indicé que el proceso de
conducta sexual fue exitoso. Esta conducta fue necesaria para el proceso final del
apareamiento en roedores. El tiempo de evaluacion fue de 10 min 6 10 lordosis (lo
que ocurra primero). De esta manera, para la conducta sexual de la rata hembra
se cuantificd: 1) el numero de lordosis asi como 2) el cociente de lordosis (numero

de lordosis/numero de montas). La medicion de la conducta sexual se realizé en
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una sola ocasion: al dia 2 de la abstinencia a Dz 6 48h después de la ultima
aplicacion de los farmacos. Cada prueba de conducta sexual se grabd en video
(Sony handicam Mod DCR SX40) adaptada a una tarjeta digital de PC para
almacenar los videos en una computadora PC (HP/compaqg 6000; software
ENLTV).

V.IV Prueba de conducta sexual en la rata macho

Se utilizaron ratas machos sexualmente activas entrenadas previamente
durante 14 dias, (para que estos animales fueran sexualmente competitivos y
exitosos en la ejecucion de la conducta). El entrenamiento consistié en que los
animales fueron expuestos cada 2 dias a ratas hembras en fase de estro. Los
machos gradualmente adquirieron el aprendizaje de la conducta copuladora. Los
machos clasificados como sexualmente activos fueron aquellos que realizaron
series eyaculatorias con promedio de 12 a 14 montas, las cuales culminaron con
eyaculaciones. En el proceso de adquisicion de la conducta, si este evento de
series de montas/eyaculaciones fue exitoso, en 5 de 7 sesiones el animal fue
considerado apto para la prueba. Estos animales se colocaron en el redondel (60
cm diametro x 40 cm de altura; con piso de aserrin limpio), en condiciones de luz
roja (40 W).

En presencia de una hembra proceptiva/receptiva, el macho sexualmente
activo, inicid un proceso de actividad sexual (realizd6 montas, intromisiones y
eyaculaciones). Durante 10 minutos fue el tiempo de evaluacion o cuando se
completd la serie eyaculatoria (lo que ocurriera primero). De esta manera, para la
conducta sexual de la rata macho se cuantificé:1) el numero de montas; 2) numero
de intromisiones. La medicion de la conducta sexual en el macho se realizo
también en una sola ocasion: al dia 2 de la abstinencia a Dz 6 48h después de la

ultima aplicacion de los farmacos (Lucio, 2008).

V.V Prueba del laberinto elevado en cruz (LEC) para determinar ansiedad.
El segundo dia de abstinencia (48h después de la ultima aplicacion de

salina o Dz) se evaluo la conducta de ansiedad en el LEC. ElI LEC es una prueba
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utilizada ampliamente para medir ansiedad y efectos ansioliticos provocados por
farmacos (Rodgers y Dalvi, 1997). La valoracion mas importante de esta prueba
es que si una rata presenta ansiedad, entra mas veces a los brazos cerrados (la
rata ha cruzado las cuatro patas hacia el interior de los mismos), asi como un
mayor tiempo de permanencia en la porcién del laberinto que tiene paredes (BC).
ElI LEC se realizd en una habitacién iluminada con luz roja de 40 watts, para
ratas que recibieron tratamiento con salina (N=30) y para el grupo que recibio el
tratamiento crénico de Dz (N=46); el animal fue sometido a la prueba una sola vez
por 10 min para evitar el proceso de habituacion y/o de aprendizaje de la tarea
(Anaya, 2008). La ejecucion de la prueba consistié en colocar al animal en el
punto central del LEC mirando hacia uno de los BA. Luego del tiempo de
observacion directa se evalud: a) el numero de ingresos a los BA y BC, y b) el

tiempo de permanencia en ellos (min). Cada prueba del LEC se grabd en video.

Fig. 10 Laberinto Elevado en Cruz (LEC)

Figura 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
(tomado de Anaya, 2008).
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V.Vl Estudio de los cambios en la excitabilidad neuronal de la abstinencia
por el SAD: valoracion en la induccion de crisis convulsivas por PTZ.

Debido a la premisa de que la abstinencia incrementa la excitabilidad
neuronal cortical, una evaluacion control adicional que se realizdé en esta tesis es
la induccion de crisis convulsivas tonico-clonicas ante la aplicacion i.p. de PTZ (un
bloqueador de la actividad GABAérgica) en animales sin y con SAD. Estudios
previos indican que la dosis efectiva de PTZ para realizar este proceso inductor de
epilepsia es de 60 mg/Kg. Si esta premisa es correcta, la latencia de induccién de
crisis epilépticas debe ser menor en los animales con un SAD con respecto a los
animales control. De esta manera evaluamos el efecto del SAD en la induccion de
crisis convulsivas y comparando machos y hembras con SAD contrastando con los
animales del grupo control (Fig. 11).

Los animales que recibieron el tratamiento crénico de Dz (7mg/Kg; i.p., por
10 dias; machos N=5 y hembras Ovx, N=26) como los de los grupos control que
s6lo recibieron vehiculo (solucién NaCl al 0.9%; machos, N=11 y hembras Ovx
N=19, 1ml, i.p., dosis diaria durante 10 dias) se les cuantifico la conducta sexual y
la ansiedad en el LEC a las 48h después de la ultima aplicacion de Dz. Todos los
animales, el dia 2 de la abstinencia a DZ recibieron una dosis de 60 mg/Kg i.p. de
PTZ. El animal fue observado en una camara de registro y se midio el tiempo (en

segundos) de aparicidon de la primera sacudida tonico-clonica.
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Figura 11

GRUPOS CONTROL INYECCION IP LATENCIA DE LA
Y DIAZEPAM PTZ 60 mg/Kg PRIMERA CONVULSION

Administracion i.p. de PTZ en la rata para inducir crisis convulsivas. En esta prueba se cuantifico la latencia de aparicon de la

primera crisis convulsiva después de inyectar PTZ.

Dosis de PTZ 60 mg/Kg

Control (salina) Abstinencia a Dz (dia 2)
(Machos N=11 (Machos N=5
Hembras N=19) Hembras N= 26)

V.VII Cirugia Estereotaxica

A un subgrupo de animales se les realizd una cirugia estereotaxica
colocando electrodos para registro cronico de EEG (Fig. 12 A; cuadro 1).

La cirugia se llevd a cabo en animales anestesiados con pentobarbital
sédico (33 mg/Kg de peso; i.p., Anestesal®). Se realizd en condiciones de
asepsia, una incision medial de 2 cm del cuero cabelludo. Al animal se le hicieron
medidas de hemostasia efectiva para evitar sangrados y riesgo de infecciones. Se
rompio la galéa aponeurdtica para que el hueso quede en condiciones de ser
perforado y colocar de forma bilateral electrodos de acero epidurales,
coordenadas: 2mm posteriores bregma, 2 mm anteriores a bregma y 2 mm
laterales a la linea media del craneo (mediante un sistema estereotaxico, ASI
Instruments; para registro EEG de la corteza frontal [CxF] y somato motora [CxP]);
las terminales de cobre de cada electrodo se soldaron a un conector de 6 pines, el

complejo electrodos-conector se fijo al craneo con cemento acrilico (Fig. 12B).
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Aplicamos en forma profilactica 100000 Ul; de penicilina benzatinica IM dosis
unica. Después de una semana de recuperacidén quirurgica, se llevd a cabo la
habituacion de los animales a las condiciones de la caja de registro. A partir de
este tiempo, cada 24 h se registr6 el EEG antes, durante y después del
tratamiento con Dz. Todos los registros del electroencefalograma fueron tomados

entre las 15:00 y las 20:00 horas, durante la fase oscura del ciclo luz-oscuridad de

la rata.
Figura 12
A B
Electrodos - Conactor
epidurales

Cemente acrilico

™~ Craneo

AW Amps.
& Grass5if

Diagrama de la colocacién de los electrodos epidurales en la rata. A) Imagen de una rata, en la que se observa el lugar
de colocacion del complejo de electrodos. B) Esquema sagital que muestra el circuito de conexidn entre los electrodos y el
conector.

V.Vl Logistica de la obtencion del EEG

El objetivo de estos subgrupos experimentales fue obtener un registro EEG
de animales durante el desarrollo del SAD, es decir, cuantificar la
hiperexcitabilidad neuronal cortical por la abstinencia a Dz. Las ratas que fueron
sometidas a la cirugia estereotaxica para implantarles los electrodos de registro
(machos, N=8; hembras, N=7) recibieron el tratamiento previamente descrito de
induccion de SAD: aplicacién i.p. de Dz, durante 10 dias (7mg/Kg). Se registro a
las ratas que se encontraban en libre movimiento durante 30 min en condiciones

previas al tratamiento y los dias 1 y 5 del tratamiento con la Bz, con el propdsito de
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analizar los cambios en el EEG por la administracion de Dz. Al concluir el
tratamiento de Dz, las ratas se registraron diariamente por 120 min para cuantificar
la actividad cortical de la abstinencia los siguientes 5 dias después de la
interrupcion del tratamiento.

Cada registro EEG se obtuvo mediante 2 amplificadores Grass modelo
P511; la digitalizacion y adquisicion de la sefal se realizé a una velocidad de
muestreo de 1000 Hz, la banda de frecuencia entre 3 y 300 Hz. Cada registro se
archivé individualmente para su analisis subsiguiente con el software PolyView16
en una computadora PC con tarjeta analdgica digital de National Instruments Co.
La sefial EEG digitalizada fue analizada para obtener: 1) conteo de espigas
epilépticas (ondas de alta frecuencia y amplitud que caracterizan a la abstinencia
del Dz) asi como 2) el espectro de potencia del EEG comparandolo desde el dia

control, los dias 1, 5 de tratamiento y los 5 dias del SAD.

Anadlisis estadisticos

La significancia de las diferencias de los grupos tratados con respecto a los
grupos controles se estimaron en todos los casos, primero haciendo un analisis de
Varianza de grupos (ANOVA) y posteriormente aplicando la prueba estadistica
aproiada para cada caso en particular.

La conducta sexual para las hembras fue evaluada a partir del promedio de
numero de lordosis y cociente de lordosis. Para los machos a través del promedio
de numero de montas y numero de intromisiones. Se realizo la prueba de U de
Mann Whitney, con valoracion de 2 colas tomando como valor minimo de
significancia de p < 0.05.

Para el LEC valoramos el promedio del numero de entradas a BA y BC, asi
como el porcentaje de tiempo de permanencia a cada uno de ellos. Con la prueba
de t de student para grupos dependientes, con valoracion de 2 colas tomando
como valor minimo de significancia de p < 0.05.

Para valorar la hiperexcitabilidad neuronal del SAD el promedio de la

latencia de la primer crisis convulsiva inducida por PTZ. Se realiz6 la prueba de U
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de Mann Whitney, con valoracién de 2 colas tomando como valor minimo de
significancia de p < 0.05.

Por otro lado, la evaluacién del conteo del niumero de espigas en el EEG en
el SAD asi como su espectro de potencia, fueron evaluados a partir del mismo
sujeto de experimentacion, por lo que utilizamos una prueba pareada con una
poblacion con distribucion normal. Con la prueba de t de student para grupos
dependientes, con valoracién de 2 colas tomando como valor minimo de
significancia de p < 0.05. Para comparar las diferencias entre grupos
independientes con la misma variable realizamos una prueba U de Mann
Whitney.

Todos los datos fuero analizados utilizando el software GraphPad de Instat

version 3.5.

60



VI. RESULTADOS

V1.1 Efecto de la abstinencia a Diazepam en la conducta sexual
de la rata hembra.
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Figura 13. A) Numero de lordosis promedio + EE, realizadas durante la prueba en presencia de un macho
sexualmente activo durante 10 minutos, el grupo SAD+E/P no presenta dispersién debido a que realiz6 el
mayor numero de lordosis posibles antes de que terminara el tiempo de evaluacién. La significancia
estadistica fue validada por la prueba de U-Mann Withney. B) Promedio del Cociente de lordosis (nUmero de
lordosis/nimero de montas x 100) + EE. COvx, hembra control ovarectomizada (N=5): SAD, hembra con
Sindrome de Abstinencia a Diazepam (N=5); SAD+E, hembra con Sindrome de Abstinencia a Diazepam+E
(N=5); SAD+P, hembra con Sindrome de Abstinencia a Diazepam+P (N=5), Covx+E/P, hembra control+E/P;
SAD+E/P, hembra con Sindrome de Abstinencia a Diazepam+E/P (N=18), *p<0.04.

Debido a que la premisa inicial de esta tesis plantea que durante el SAD
existe una disminucion en la actividad GABAérgica del cerebro y este estado de
hiperexcitabilidad neuronal puede incrementar la conducta sexual de la rata
hembra, el primer grupo de trabajo que se realizd en esta tesis, fue para
cuantificar el numero de lordosis asi como el cociente de lordosis de las ratas
hembras Ovx en condiciones control. Para valorar el impacto que tiene el SAD
(grupo SAD+E/P) sobre la conducta sexual en la rata hembra Ovx. Esta
evaluacion se realizaré durante el segundo dia del SAD que es el tiempo en el
cual se observan los cambios conductuales y electrofisiolégicos significativos en
las abstinencias a farmacos GABAérgicos.

Las ratas hembras COvx (N=5) no despliegan lordosis durante el proceso

de apareamiento, es decir la presencia de una rata macho sexualmente experta no
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condiciona a la hembra Ovx para la conducta sexual. Ratas Ovx a las que se les
indujo el SAD (N=5) tampoco mostraron inducciéon de la lordosis (Fig. 13A) y el
cociente de lordosis fue igual a cero en estos grupos de animales (Fig. 13B).

La aplicacion de estrogenos (E) o progesterona (E) en animales control y
con SAD, no inducen lordosis en las ratas hembras. Aplicar E a animales con SAD
(N=5) no hace receptiva a la rata, asimismo, otro grupo de animales con SAD
(N=5) a los que se les aplicd P, tampoco despliegan la conducta sexual de
lordosis. Sin embargo, la aplicacion secuenciada de E y P a ratas Ovx (COvx+E/P
N=14) permite la induccion de la conducta sexual (numero de lordosis en 10 min).
Estas ratas tuvieron en promedio 8+0.9 lordosis y un cociente de lordosis de 6318
% (Fig. 13B). Es de hacerse notar que el grupo de ratas hembras Ovx con SAD, el
mismo tratamiento secuencial de esteroides (SAD+E/P; N=10) incrementa
significativamente el numero de lordosis: 9£0.000001 (p<0.04; Fig. 13A) y también
el cociente de lordosis (7516 %; Fig. 13B).

Estos datos indican dos aspectos fundamentales: 1) que la conducta sexual
en la rata hembra depende de la aplicacién secuencial de E y P y 2) que la
abstinencia a Diazepam incrementa esta conducta en las hembras Ovx. Si bien el
primer punto ya se conoce, el segundo es una evidencia nueva: el SAD es capaz

de incrementar la receptividad sexual de la rata hembra.
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V1.1l Efecto de la abstinencia a Diazepam en la conducta sexual
de la rata macho.

>
v =)

214

£ - [0

E z

3 :

= = 141

g 16 2

= |

2 z

- 8

@

3 s o T .

2 w T

E =2

\: =

z , it o 0
- 3 [=]
: 3 5
8 8

Figura 14. A) Nimero promedio de montas + EE de dos grupo de ratas macho intactos (Control N=6;
comparados con Abstinencia a Dz N=5) realizadas en presencia de una rata hembra Ovx con tratamiento
secuenciado de E/P durante 10 min o una serie eyaculatoria. B) promedio del nimero de intromisiones de
ambos grupos. Control, machos intactos control; SAD, machos con Sindrome de abstinencia a Diazepam;
ambas pruebas no muestran diferencias significativas; p<0.05.

Trabajos previos muestran que la conducta sexual de las ratas macho no se
comportan de la misma forma a esteroides sexuales (administracion secuenciada
de E y P) valorados en las ratas hembras Ovx. Las ratas macho en la conducta
sexual muestran un proceso de aprendizaje que desde el punto de vista técnico es
mas elaborado. Los machos sexualmente activos tienen que entrenarse durante
15 dias en sesiones de 60 min cada dos dias con hembras sexualmente maduras
y con actividad lordética manifiesta. La evaluacion durante el segundo dia de la
abstinencia a Diazepam de la conducta sexual de la rata macho fue: 1) el numero
de intromisiones (penetraciones en la vagina) asi como 2) el numero de montas de
la rata macho sobre la hembra en un periodo de 10 min o en su defecto, que el
animal realizara una serie eyaculatoria completa, mostro los siguientes resultados.

El numero promedio de montas de las ratas macho del grupo control (N=11)
fue de 22+1; en tanto que el numero de intromisiones de este grupo fue de 18+2
(Fig.14). A diferencias de lo valorado en las ratas hembras Ovx en las que el SAD

incrementa la conducta sexual, la abstinencia a Diazepam no tiene impacto en la
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conducta sexual de la rata macho. EI numero de montas en animales con un SAD
(N=13) fue de 1942 y el numero de intromisiones fue de 14+2. Es decir, que
aunque la tendencia es una disminucién en la conducta sexual de la rata macho

por el SAD, estas diferencias no fueron significativas.

VIL.111 Perfil ansiogénico en el segundo dia de abstinencia a
Diazepam de la rata hembra.
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Figura 15. La prueba del Laberinto Elevado en Cruz (LEC) indica que un animal que permanece mas tiempo
en los brazos cerrados (verde) con respecto a los brazos abiertos (amarillo), es un animal que manifiesta
ansiedad. Los datos muestran la generacién de ansiedad en todos los grupos, tanto control como con SAD,
excepto en los grupos que recibieron por separado E o P. Se grafico el promedio de entrada a los BA 'y BC £
EE. La validacién estadistica se realizé por medio de una prueba t de student para grupos dependientes. Cl,
hembra intacta (N=5); COvx, hembra control Ovx (N=5); SAD, hembra Ovx con Sindrome de Abstinencia a
Diazepam (N=5); SAD+E, hembra Ovx con Sindrome de Abstinencia a Diazepam+E (N=5); SAD+P, hembra
Ovx con Sindrome de Abstinencia a Diazepam+P(N=5), Covx+E/P, hembra Ovx+E/P (N=14); SAD+E/P,
hembra Ovx con Sindrome de Abstinencia a Diazeapm+E/P (N=18), df=4; *p<0.04, **p<0.002.

- Entradas a Brazos Cerrados
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En este trabajo utilizamos el LEC para estudiar la conducta de ansiedad de
los animales en los primeros estadios del SAD. En el caso de los grupos de las
ratas hembras Ovx, tanto control (COvx) o que tengan un SAD, existe una
preferencia de entradas a los brazos cerrados (BC) y poca exploracion en los
brazos abiertos (BA). Es decir, que si los roedores prefieren la entrada a los BC es
debido a que se ocultan, lo cual se interpreta como ansiedad. Los resultados
muestran que las ratas control (COvx; N=5) tienen un mayor niumero de entradas a
BC: 11+£2 con respecto a las entradas a BA: 3+0.3 (Fig. 15, p<0.01), sefala que
este grupo de animales control ya presenta un grado basal de ansiedad. El grupo
de animales hembras Ovx con un SAD (N=5) mostré un mayor numero de
entradas a BC: 1414, sin embargo, éste promedio no fue significativo con respecto
del grupo control, por lo que puede inferirse que los animales con SAD vy los

controles Ovx muestran un alto perfil de ansiedad (p<0.0004).

Cuando utilizamos ratas hembra Ovx para estandarizar la induccién de la
conducta sexual por la administracion secuenciada de E/P, los resultados de la
medicion de la conducta de ansiedad de estos animales revelaron altos niveles de
ansiedad. Este hecho motivo la busqueda de los aspectos que pudieran influir en
la aparicion de la ansiedad: 1) la cirugia para ovarectomizar, 2) el efecto post-
quirurgico de la castracidén de los animales y 3) la eliminacidon parcial o casi total
de la sintesis de hormonas sexuales por estos animales. Con este fin en un grupo
de ratas no Ovx realizamos la misma prueba de medicién de ansiedad. En ratas
intactas (Cl; N=5) el numero de entradas a BA fue de 3+0.8, en tanto que la
entrada a BC fue de 31, lo cual indicé que estos animales no presentan un perfil
de ansiedad, lo que explica parcialmente porque las ratas que fueron Ovx
presentan un estado de ansiedad basal. Los argumentos de discusion se hacen
mas adelante.

Para distinguir si la aplicacién de los esteroides sexuales (E o P) por
separado y en secuencia puede modificar la ansiedad, realizamos los siguientes
grupos. La administracion de Estradiol a ratas hembras Ovx con SAD (grupo
SAD+E; N=5). En éste grupo se reduce la ansiedad en forma significativa (p<

0.02); la entrada a BC se reduce a 4+0.8; en tanto que la entrada a BA fue de
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9+0.8 (Fig. 15). En forma semejante la aplicaciéon de progesterona a animales
también con SAD (grupo SAD+P; N=5) produjo una reduccion en el perfil de
ansiedad; en este grupo la entrada a BA y BC no presenta diferencias
significativas (Fig. 15).

Por otra parte, el grupo de ratas hembras Ovx que recibid la aplicacion
secuenciada de E/P (COvx+E/P; N=14) manifiestdé un perfil de ansiedad,
aumentando el numero de entradas a BC, 11%1; el cual es diferente
estadisticamente al numero de entradas a BA, 61 (p<0.002, Fig. 15). Finalmente
las ratas hembras Ovx con un SAD que recibieron la secuencias E/P (grupo SAD
+E/P; N=18), también present6 un incremento en la ansiedad de estos animales,
ya que entran mayoritariamente a los BC, 131 con respecto a los BA, 61 (Fig.
15; p<0.0002).
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V1.1V Porcentaje del tiempo de permanencia a los brazos del
LEC de las ratas hembras.
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Figura 16. Ejecucion en el LEC a través de una variable de gran validez: porcentaje del tiempo de
permanencia: los animales con ansiedad prefieren estar mas tiempo en los brazos del laberinto resguardados
BC (barras verdes) con respecto a los BA (barras amarillas), excepto en los grupos que recibieron por
separado E o P. Se graficd el porcentaje del tiempo de permanencia en los BA y BC + ES. La validacién
estadistica se realiz6 por medio de una prueba t de student para grupos dependientes. Cl, hembra intacta
(N=5); COvx, hembra control Ovx (N=5); SAD, hembra Ovx con Sindrome de Abstinencia a Diazepam (N=5);
SAD+E, hembra Ovx con Sindrome de Abstinencia a Diazepam+E (N=5); SAD+P, hembra Ovx con Sindrome
de Abstinencia a Diazepam+P (N=5), Covx+E/P, hembra Ovx+ E/P (N=14); SAD+E/P, hembra Ovx con
SAD+E/P (N=18), df=4; **p<0.0003.

Uno de los datos cuantitativos que tiene el LEC para estandarizar en
roedores el proceso de medicion de la ansiedad, lo cual valida esta prueba y
justifica su utilidad en la presente tesis, es el porcentaje del tiempo de
permanencia en cualquiera de los brazos, BC y BA. En la ejecucion en el LEC
ademas de haberse cuantificado las entradas, la permanencia en el brazo elegido
por las ratas permite evaluar con mejor detalle a la ansiedad.

El porcentaje de tiempo de permanencia del animal en BA o BC (Fig. 16),
esta relacionado con el numero de entradas que presentaron las ratas hembras en

el perfil ansiogénico (Fig. 15). En el grupo control (COvx N= 5), el grupo SAD (N=
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5); asi como los grupos que recibieron en forma secuenciada E/P (COvx +E/P; N=
14 y SAD+E/P; N=18), el porcentaje de tiempo de permanencia en BC fue mayor a
un 65% en todos los casos (Fig. 16), estos valores tienen diferencia significativa
con respecto a los valores del porcentaje de su tiempo de permanencia en BA. La
validacion estadistica se realizé por medio de una prueba t de student para
grupos dependientes (p<0.005), indicando que los animales ademas de entrar de
forma mas frecuente a BC, su permanencia en estos brazos tiene una relaciéon
directa. En contraste el grupo de animales con un SAD que recibieron por
separado E (SAD+E, N=5), el porcentaje de su tiempo de permanencia es mayor
en los brazos abiertos, es decir, los E funcionan en estos animales como un
agente ansiolitico, reduciendo significativamente la permanencia en los BC
(p=0.0003).

El grupo de animales hembras que no fueron ovarectomizados (Cl; N=5)
muestran que el porcentaje de tiempo de permanencia en BA fue de 4915 y a BC
50+5. Estos resultados confirman que las hembras sin castracion no presentan
ansiedad (Fig. 16).

Los resultados de la figuras 15 y16, muestran el numero de entradas a BC o
BA y el porcentaje de tiempo de permanencia en BC o BA, respectivamente;
indican: 1) que las ratas hembras ovarectomizadas del grupo control y con un SAD
presentan un perfil de ansiedad; 2) sin embargo, el nivel basal de ansiedad de
estos animales control obedece a que la cirugia Ov modifica los niveles de
hormonas sexuales basales y los niveles de E, esto se basa en la evidencia del
analisis de los resultados del grupo de animales no Ovx, en los que no muestran
ansiedad. 3) La aplicacion por separado de E o P, son capaces de reducir la
conducta ansiosa en las ratas con SAD. Sin embargo, en necesario sefalar que la
aplicacién en secuencia de los mismos esteroides no reduce la conducta de

ansiedad.
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V1.V Diferencia del nimero de entradas en los brazos del LEC

entre machos y hembras.
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Figura 17. Evaluacion de la ansiedad cuantificada en el LEC evaluando el promedio de niumero de entradas +
EE a BA (barras blancas) y BC (barras negras) para ratas hembras Ovx y ratas macho. El grupo de ratas
macho en condiciones basales (Control) no presenta ansiedad, en contraste el SAD induce la aparicion de la
conducta ansiosa. Nétese que las hembras Ovx y con un SAD tienen una manifestacién de ansiedad
semejante a la de los machos con SAD. Se aplicaron dos pruebas de validacion estadistica, prueba t de
student para grupos dependientes y prueba t de student para grupos independientes Covx, hembras Ovx
control (N=5); Control, machos control (N=11), SAD, hembras Ovx (N=5) y machos intactos (N=13) con
Sindrome de Abstinencia a Diazepam (SAD), df= 4, *p<0.02, **p<0.005.

El estudio conductual de la ansiedad en la abstinencia a Dz en etapas
tempranas en ratas macho fue cuantificada en dos grupos: control (N=11) y SAD
(N=13), en contraste al grupo de hembras control Ovx, el grupo control de ratas
macho no presenta un perfil de ansiedad, es decir que el numero de entradas a
BA (8+1) con respecto a la entrada a los BC (12+2) no tiene diferencia
estadisticamente significativa. Las ratas macho manifestaron un SAD, 3%1
entradas a BA y 18+1 a los BC; diferencia que fue estadisticamente significativa
(Fig. 17; p<0.02). Estos datos indican, que las ratas macho en condiciones basales
no manifiestan ansiedad, sin embargo, durante la abstinencia a Dz el perfil

ansiogénico es extraordinariamente marcado en los machos.
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Los resultados de la figura 17 muestran diferencias importantes en el perfil
de la ansiedad entre los grupos control de la rata hembra Ovx y la rata macho. Es
de hacerse notar que en condiciones basales, la entrada a los brazos abiertos por
parte de los machos fue de 8+1; es mayor a la de las hembras Ovx, 3+0.3, es
decir, exploran mas, tienen mayor movilidad y presentan menos miedo que las
ratas hembra Ovx (p<0.005). Sin embargo, en condiciones de un SAD aparece el
perfil de ansiedad semejante para ambos grupos. El SAD de un macho y de una
hembra Ovx es semejante en cuanto a su perfil ansiogénico. No hay diferencias
significativas entre la ansiedad de una rata macho y de una rata hembra Ovx, ya

que las entradas a BC son muy cercanas (181 vs 1414, respectivamente).

VI1.VI Diferencia del porcentaje de tiempo de permanencia en

los brazos del LEC entre machos y hembras
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Figura 18. Evaluacion de la ansiedad en el LEC determinando el porcentaje de tiempo de permanencia + EE
a BA (barras blancas) y BC (barras negras) para ratas hembras Ovx y ratas macho. El grupo de ratas macho
en condiciones basales (Cont) no presenta ansiedad, en contraste el SAD induce la aparicion de la conducta
ansiosa. Nétese que las hembras Ovx y con SAD tienen una manifestacion de ansiedad semejante a la de los
machos con SAD. Se aplicaron dos pruebas de validacion estadistica t de studen para grupos dependientes y
t de student para grupos independientes. Covx, hembras Ovx control (N=5); Control, machos intactos control
(N=11), SAD, hembras Ovx (N=5) y machos intactos (N=13) con Sindrome de Abstinencia a Diazepam, df=
8;**p<0.0001.

70



Para expresar la conducta de ansiedad de manera cuantitativa en forma
semejante a la evaluacion de las ratas hembras, se midié el porcentaje de tiempo
de permanencia en alguno de los dos brazos (BC y BA) del LEC para los grupos
de ratas macho.

Este tiempo de permanencia se correlaciona con el numero de entradas en
el LEC, los machos del grupo control tienen un porcentaje mayor de permanencia
en BC (65+8%) con respecto al BA (34+8%). Estos tiempos de permanencia no
ofrecen una diferencia significativa, lo que indica que los animales no presentaban
ansiedad. En contraste, el grupo de animales con SAD (N=13), el tiempo de
permanencia en los BA tiene diferencias significativas con respectoal grupo
control, (3t2%; p<0.03), asi como un incremento significativo (89+3%; p<0.0001),
en el porcentaje de permanencia en los BC (Fig. 18). Estos datos de tiempos de
permanencia presentan semejanzas con la preferencia de los brazos del LEC en
los que se mantienen las ratas. De esta manera, el comportamiento durante un
SAD en la evaluacion de ansiedad en los machos contrasta con su grupo control
dando diferencias significativas, es decir, la ansiedad aparece solo durante el
SAD, sin embargo, en las hembras Ovx, queda de manifiesto la semejanza en su
porcentaje de tiempo de permanencia entre las ratas control Ovx y aquellas Ovx
con SAD (p< 0.05; Fig. 18).
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VI1.VII Incremento en la susceptibilidad a inducir crisis
convulsivas en la rata hembra durante el SAD.
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Figura 19. Susceptibilidad de induccion de la primera crisis convulsiva durante el SAD en ratas hembras Ovx.
Cuantificamos el promedio de la latencia (seg) + EE de aparicion de la primer crisis ténico-clénica generada
por PTZ (60mg/Kg). El umbral de génesis de crisis convulsivas no se modifica significativamente en las ratas
hembras Ovx, aun con la aplicaciéon secuenciada o por separado de estrogenos y progestagenos durante un
SAD. Se aplicé la prueba U de Mann Withney. COvx, hembra control Ovx (N=5); SAD, hembra Ovx con
Sindrome de Abstinencia a Diazepam (N=5); SAD+E, hembra Ovx con Sindrome de Abstinencia a
Diazepam+E (N=5); SAD+P, hembra Ovx con Sindrome de Abstinencia a Diazepam + P (N=5), Covx+E/P,
hembra Ovx+ E/P (N=14); SAD+E/P, hembra Ovx con Sindrome de Abstinencia a Diazepam+E/P (N=11), p<
0.05.

Nuestros resultados muestran que la interrupcion abrupta de Dz es
suficiente para incidir en la conducta sexual y en la ansiedad en los animales
tratados. Estos cambios son posibles de ser inducidos por modificaciones en
diversos sistemas de neurotransmision del SNC, entre ellos el GABAérgico y el
glutamatérgico, evidencias recientes indican que la abstinencia a Dz pueda ser la
expresion de un incremento en la actividad en los receptores NMDA y una
disminucion de la sensibilidad de los receptores ionotropicos GABAA. En virtud de
que en un SAD existe un incremento en la excitabilidad neuronal consecuencia de
un desequilibrio farmacoldgico generada por la Benzodiacepina, dos interrogantes
se plantearon: 1) ¢ El SAD reduce el umbral de induccién a una crisis epiléptica?,
2) en el caso de hacerlo ¢ El impacto del SAD en el umbral de crisis epilépticas es

igual en ratas macho que en ratas hembra?
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Para resolver estos cuestionamientos, en los siguientes experimentos
cuantificamos la latencia (seg) de la primer crisis convulsiva inducida mediante la
administracion i.p. de un antagonista GABAérgico (PTZ, 60mg/Kg, esta dosis tiene
una probabilidad de induccién de crisis convulsiva del 90%). Para el grupo control
de ratas hembras Ovx (N=5) la administracion de PTZ indujo una crisis tonico
clonica con latencia promedio de 57+4 seg. En el grupo de animales Ovx con un
SAD, la primera crisis se origind a los 62+4 seg. (Fig. 19). De esta manera
constatamos que la abstinencia a Dz no modifica la latencia de la primera crisis en
ratas Ovx. Otro grupo de animales con SAD pero que recibieron E (N=5), la
latencia fue de 54+1 seg, semejante a lo cuantificado en el grupo de ratas Ovx con
tratamiento Salina+E/P (N=14) cuya latencia fue de 56+2 seg. El mismo
tratamiento secuenciado de esteroides sexuales E/P en animales que
desarrollaron un SAD (N=11) la latencia fue de 655 seg. Llama la atencion que
las ratas Ovx con un SAD a las cuales solamente se les administré P, la latencia
de la primer crisis convulsiva fue de 81+14, sin embargo, esta reduccién en la
excitabilidad del SNC no fue significativa. En resumen, los resultados en la
medicidén del tiempo en el que aparece la primera convulsién en los grupos de las
hembras Ovx con diferentes tratamientos farmacoldgicos, no muestran diferencias

estadisticamente significativas en este tiempo (Fig. 19).
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VI1.VIII Diferencia en la suceptibilidad a inducir crisis
convulsivas en ratas hembras y ratas machos durante el SAD.
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Figura 20. Diferencia en el incremento en la susceptibilidad de inducciéon de la primera crisis convulsiva
durante el SAD en ratas hembras Ovx y machos. Se cuantificé la latencia (seg) de apariciéon de la primer crisis
ténico clénica generada por PTZ (60mg/Kg). El umbral de génesis de crisis convulsivas no se modifica
significativamente en las ratas hembras Ovx, en contraste, los machos si presentan una modificacion del
umbral de crisis convulsivas durante el SAD. Se aplicaron dos pruebas de validacion estadistica t de student
para grupos dependientes y t de student para grupos independiente. Covx, hembra Ovx control (N=5), CTL,
macho intacto control (N=11); SAD, hembras Ovx (N=5) y machos intactos, (N=13) con Sindrome de
abstinencia a Diazepam, se graficé promedio de la primera crisis + EE, df=8; p< 0.04.

La susceptibilidad para inducir crisis convulsivas con PTZ en ratas macho
tiene diferencias significativas con respecto a la de las ratas hembras Ovx, ya que
existe una disminucion de la latencia a las crisis en las ratas macho. La aplicacién
de 60mg/Kg de PTZ a ratas macho control (N=11), tuvo una latencia de induccion
de la primera crisis tonico clénicas de 68+2 seg; en contraste, la aplicacion de la
misma dosis de PTZ a ratas macho con SAD (N=5), la latencia de la crisis
convulsiva es significativamente menor: 47+3 seg (Fig. 20, p<0.04).

La figura y 20 indican que existen diferencias en la susceptibilidad a generar
crisis convulsivas entre los machos y las hembras Ovx. Independientemente del
tratamiento farmacoldgico, la ovarectomia noreduce la proteccion a la induccion de

epilepsia. Los grupos de ratas hembra Ovx tratados con los esteroides sexuales
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(E y P) por separado o en secuencia, no reducen la latencia de la primera crisis.
En contraste, las ratas macho muestran una disminucion en la latencia para
presentar una crisis convulsiva solo en condiciones de un SAD, es decir, la

hiperexcitabilidad del cerebro en estos animales es mayor.
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V1.1X Registro de la actividad Electroencefalografica antesy
durante del SAD en ratas machos y hembras Ovx.
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Fig. 21. A y B registros representativos del EEG durante el SAD mostrando la aparicién de complejos espiga-
onda para ambos sexos (hembras y machos respectivamente). C promedio del nimero de espigas durante los
dias del SAD para ambos sexos, se muestra media + EE. Se muestra la diferencia entre nimero de espigas
para las ratas macho (barras blancas) y las ratas hembras Ovx (barras negra) en los 5 dias de seguimiento
del SAD. SAD, Sindrome de Abstinencia a Diazepam, CxF, Corteza frontal; CxP, Corteza Parietal, (*p<0.05).
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Debido a que hemos identificado en esta tesis que la abstinencia a
Diazepam modifica la conducta sexual, incrementandola en hembras; genera
ansiedad tanto a ratas macho como hembra, e incrementa la susceptibilidad de
inducir crisis convulsivas en las ratas macho, la ultima serie de experimentos
estuvo orientada a identificar a través del registro del EEG, la hiperexcitabilidad
neuronal de la corteza cerebral que caracteriza a este estado inducido por la
abstinencia de esta Benzodiacepina. El grupo de animales utilizados para el
estudio del EEG estuvo formado por ratas hembra Ovx (N=7) y ratas macho
intactos (N=8), a los que se les practicd una cirugia estereotaxica para el implante
de electrodos de registro. Siete dias después de la cirugia fueron sometimos al
tratamiento de Diazepam (10 dias, 7mg/Kg; i.p.) para cuantificar la actividad del
EEG (0.1-300Hz) de las cortezas frontal (CxF) y corteza parietal (CxP) (Fig. 21A,
B) antes (registro control) y después del tratamiento con Dz.

La interrupcién abrupta del tratamiento con Dz indujo manifestaciones EEG
de un sindrome de abstinencia. En las ratas hembras Ovx un dia después de la
ultima aplicacion de la Benzodiacepina se observo la aparicion de complejos
espiga-onda espontaneos de alta frecuencia (0.15-0.2 Hz) y gran amplitud
(descargas epileptiformes) entre 200-300 pV, con una mayor proporcién de esta
actividad en la region parietal (Fig.21 A, C; barras negras).

Los complejos espigas-onda fueron observados en los 5 dias después de la
interrupcion de la administracion del farmaco en ratas hembras Ovx. El numero de
estos complejos en un periodo de 2h en el primer dia del SAD fue de 122161, sin
embargo, en el dia 2 del SAD se presenta un incremento significativo en el numero
de complejos espiga-onda de alta frecuencia: 966+180, permaneciendo durante
los dias tres al cinco del SAD. La frecuencia de las descargas en este estado de
abstinencia fue disminuyendo gradualmente, de esta forma para el dia tres del
SAD se cuantificaron 395107, el cuarto dia 142+49 y finalmente, el quinto dia del
SAD 188458 (Fig. 21C, barras negras).

Por otro lado, el registro de la actividad en ambas cortezas cerebrales
durante 30 min posterior y la aplicacién de Dz, reveld la induccion de actividad

cortical a la aparicién de una actividad lenta y sincrénica, lo cual es caracteristico
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del efecto de algunos antiepilépticos con actividad GABAérgica. Se presentd un
incremento significativo en la banda de frecuencia de 0-25 Hz siendo de mayor
intensidad en el primer dia de la aplicacion de Diazepam para ambos sexos (Fig.
22; Fig. 23). Al realizar un analisis del espectro de frecuencias de Wavelets este
cambio en la amplitud se cuantifica con la adquisicion de un color rojo en la grafica
del EEG. Es importante hacer notar que para las ratas hembras la amplitud se va
reduciendo conforme avanza el tratamiento con la Benzodiacepina, este efecto no
se cuantific6 en los machos. La amplitud promedio de la actividad del Ié6bulo
frontal, el primer dia del tratamiento con Diazepam fue de 10581210 uV que
disminuy¢ significativamente el dia 5 de tratamiento en el que se cuantificé una
amplitud promedio de 76015 pV; p<0.02 (29% menor, Fig. 22 A). Datos
semejantes se observaron en el registro bipolar del I6bulo parietal (Fig. 22 B). En
contraste, en las ratas macho, el incremento de la amplitud del EEG inducido por
la aplicacion de Diazepam, mostré que este incremento no se reduce; la amplitud
promedio en el dia 1 fue 1122+19 yV mientras que el dia 5 es de 9701377 yVv
(p=0.05,s6lo disminuye un 14%, Fig. 23 A).

El grupo de ratas macho que recibié el mismo tratamiento cronico de Dz y
su abrupto retiro, muestra que los resultados del EEG tienen algunas similitudes
con respecto al grupo de ratas hembras Ovx. EI EEG del SAD en ratas macho
también muestra la aparicion de descargas epileptiformes, los complejos de
espiga onda también son de gran amplitud y alta frecuencia como en las ratas
hembras Ovx, sin embargo, en el seguimiento temporal del patron de frecuencia
se perciben algunas diferencias: en el grupo de ratas macho con SAD el dia uno
de abstinencia es posible identificar la maxima excitabilidad cortical, el numero de
espigas cuantificado en un periodo de registro de EEG de 120 min fue 3574+170.
La frecuencia de las descargas paroxisticas se fue reduciendo gradualmente hasta
desaparecer en el dia cinco del SAD. De esta forma, en el dia dos del SAD se
cuantificaron 830+30 complejos. El dia tres del SAD 318+ 31 espigas-onda, en
tanto que el dia cuatro del SAD, se midieron 254129 espigas (Fig. 21B, C barras
blancas).
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El analisis del espectro de frecuencia de Wavelets para el EEG de machos
y hembras revel6 algunas diferencias que el analisis simple del EEG no evidencid:
la amplitud promedio en el espectro de la frecuencia de 0-25 Hz que se cuantificé
en el Iobulo frontal y el l6bulo parietal tienen diferencias en los cerebros de
machos y hembras. El I6bulo frontal de las hembras Ovx mostré que durante la
abstinencia a Dz se presenta un aumento de la potencia del EEG (614+66uV, Fig.
22 A), en contraste el cerebro de las ratas macho muestra mayor amplitud en el
l6bulo parietal (521£193 uV, Fig. 23 B). Estos resultados sefialan que el lI6bulo
frontal en las ratas hembra Ovx es 55% mas activo que el I6bulo parietal, mientras
que en el caso de las ratas macho el I6bulo parietal presenta una activacion 46%
mayor (Fig. 22 Ay 23 B).
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Espectros de frecuencia antes, durante y despues del
tratamiento con Diazepam en ratas hembras Ovx.
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Fig. 22 En la parte superior se muestran los espectros de frecuencia (30 min.) representativos del 16bulo
Frontal de ratas hembras Ovx. Se analizé una banda de frecuencia de 0-25 Hz durante el desarrollo temporal
del experimento. El aumento de la potencia se ve reflejado en un color rojo mas intenso, mientras que a
menor actividad predomina el color azul. A representa la potencia (uV) del EEG del I6bulo Frontal antes,
durante y después del tratamiento con Diazepam. B representa la potencia (uV) del EEG del I6bulo Parietal
antes, durante y después del tratamiento con Diazepam. Se muestra el promedio de potencia + EE para
cada lébulo. CTL, control, TX1, tratamiento dia 1, TX5, tratamiento dia 5, SAD1-5, dias1 al 5 de la abstinencia
a Diazepam. Hz, Hertz, (*p< 0.04).
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Espectros de frecuencia antes, durante y despues del
tratamiento con Diazepam en ratas macho.
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Fig. 23 En la parte superior se muestran los espectros de frecuencia (30 min.) representativos del 16bulo
Parietal (P) de ratas macho. Se analiz6é una banda de frecuencias de 0-25 Hz durante el desarrollo temporal
del experimento. El aumento de la potencia se ve reflejado en un color rojo mas intenso, mientras que a
menor actividad predomina el color azul. A representa la potencia (uV) del EEG del I6bulo Frontal (F) antes,
durante y después del tratamiento con Diazepam. B representa la potencia (uV) del EEG del I6bulo P antes,
durante y después del tratamiento con Diazepam. CTL, control, TX1, tratamiento dia 1, TX5, tratamiento dia
5, SAD1-5, dias1 al 5 de la abstinencia a Diazepam. Hz, Hertz. Se muestra el promedio de potencia + EE
para cada Iébulo, p< 0.05.
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Resumen de Resultados en las Diferentes Pruebas Conductuales

GRUPOS COv Ovx Ovx SAD Ovx Ovx OVX+E/P Ovx MACHOS | MACHOS
SAD+E SAD+P SAD+E/P CTL SAD
1. CONDUCTA SEXUAL
NUM DE NA 0 0 0 0 8+0.91 9.9+0.1 NA NA
LORDOSIS *ps0.0475
COCIENTE DE NA 0 0 0 0 63.4+8.57 | 75.92+6.77 NA NA
LORDOSIS
MONTAS NA NA NA NA NA NA NA 22.4+1.74 19.5+2.1
INTROMISIONES NA NA NA NA NA NA NA 1842.5 14.7542.3
2. PERFIL ANSIOGENICO
ENTRADAS BA 3.25+0.85 | 3.75+1.03 1.6£0.7 9+0.89 2.6+0.67 6.38+1.17 6.81+1 8.22+1.25 3.2+1.39
*p<0.0054 *p<0.0001 *p<0.00111 *p<0.0253
ENTRADAS BC 3.75+1.03 1142.2 14.6+4.6 | 4.2+0.80 5.6+1.8 11£1.6 13.63+1.17 § 12.88+2.71 | 18.4+1.12
*p<0.0291
%TBA 49574594 | 21.1£5.4 | 6.26+4.97 | 79.18+6.7 | 24.04+17.57 | 32.17+5.06 | 26.33+6.3 [ 34.87+8.08 | 3.78+2.09
*p<0.0095 *p<0.0001 *p<0.0098
%TBC 50.42+5.94 | 78.9+5.4 | 93.74+6.7 | 20.82+6.7 | 75.96+17.57 | 67.82+5.06 | 73.66+6.3 § 65.12+£8.08 | 89.62+3.57
*p<0.0095 *p<0.0001 *p<0.0242
3. SUSCEPTIBILIDAD A CONVULSIONES (Dosis de PTZ 60mg/Kg)
LATENCIA (S) NA 57.6+4.6 | 62.2+3.8 | 54.8+1.85 | 81.8+14.91 56+£2.3 65+5.35 I 6842 4743.6
*p<0.04

Tabla 1. Se muestran las Medias y el EE para cada prueba: 1) Conducta Sexual: las diferencias mostradas son por sexo con respecto al grupo Ovx+E/P y el
grupo Ovx SAD+E/P, p<0.05. 2) Perfil Ansiogénico: comparacion entre grupos para cada sexo con un valor de p<0.05. 3) Susceptibilidad a Convulsiones por
PTZ: comparacion entre grupos para cada sexo con un valor de (p<0.05). NA= No Aplica
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Resumen de resultados en el EEG durante el SAD

1. No. de espigas en el EEG durante un SAD

HEMBRAS Ovx MACHOS
SAD dia 1 12.246.1 357.52+17.4
SAD dia 2 96.6+18 81.63+3.5
*ps0.0436 *p<0.0004
SAD dia 3 39.5+10.7 30.16+2.88
*p<0.0002
SAD dia 4 14.244.98 23.4342.39
*p<0.0002
SAD dia 5 18.88+5.88 1.454+0.5
*p<0.003

2. Promedio de la potencia del EEG durante el SAD

HEMBRAS Ovx MACHOS (Parietal)
(Frontal)
Control 322428 529+67
Tratamiento dia 1 1058+£210 1358+203
*p<0.0083
Tratamiento dia 5 760+£15 1334+330
*p<0.0248 *p<0.0381
SAD dia 1 363+107 654482
SAD dia 2 614+66 813£121
*p<0.0322 *p<0.0485
SAD dia 3 636150 694+57
*p<0.0122
SAD dia 4 604+92 663+97
*p<0.0384
SAD dia 5 617+£26 667+66
*p<0.0155 *p<0.0384

Tabla 2. Se muestran los promedios + EE para cada sexo. 1) Namero de espigas durante el SAD: diferencia
entre el nimero de espigas mostrados por dia durante el SAD, en relacion al primer dia de aparicion de las
espigas; 2) Promedio de potencia del EEG previo, durante y después de la aplicacion de Diazepam:
comparacion por sexo en el seguimiento del registro del EEG, en relacion al grupo control; (*p<0.05).
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VII. Discusion

La presente tesis es un estudio secuencial de tres enfoques
complementarios e interdependientes: conductual (sexual y ansiedad),
farmacoldgico y electrofisiolégico. La hipotesis general de este trabajo fue
identificar las modificaciones que se dan durante el SAD en la conducta sexual, la
ansiedad y la susceptibilidad de generar crisis convulsivas en la rata macho y la
rata hembra Ovx. Queda de manifiesto que el cerebro de las ratas es susceptible a
modificar su excitabilidad por la interrupciéon de la administracion de Dz y el
impacto que esto tiene en la neurotransmision GABAérgica.

Los resultados indican que el SAD incrementa la conducta sexual en las
ratas hembras Ovx y no en las ratas macho: las ratas hembras Ovx incrementan la
conducta lordética durante la abstinencia; la rata hembra se hace mas receptiva,
dispuesta a tener un encuentro copulatorio (Fig. 14, tabla 1). El numero de montas
e intromisiones de la rata macho no se modifica por la abstinencia a la
Benzodiacepina (tabla 1). El patrén de ansiedad durante el SAD para ambos
sexos es semejante (Fig. 17, tabla 1) sin embargo, la rata macho es mas
susceptible de generar una crisis convulsiva por la administracién de PTZ (Fig. 20,
tabla 1). La abstinencia a Dz se caracteriza por un incremento significativo de la
actividad de la corteza cerebral, que se asocia a un cambio en la sensibilidad
GABAérgica. La actividad hiperexcitable neuronal en el EEG tienen una latencia
de 24 h y una duracién promedio de 5 dias. En este periodo, el SAD se caracteriza
por la presencia de complejos espiga-onda (Fig. 21 Ay B, tabla 2) y cambios en el
patrén del espectro de frecuencia de Wavelets (se analizo las frecuencias de 0-25
Hz, Fig. 22 y 23); asimismo, las ratas macho muestran un patron de mayor
excitabilidad en el dia 1 de la abstinencia, sin embargo, ambos sexos son
semejantes en la evolucién del EEG de la abstinencia a partir del segundo y hasta
el quinto dia del SAD (Fig. 21 C).

Este modelo basado en una hiperexcitabilidad neuronal por induccién de
una abstinencia a un farmaco GABAérgico, en la exposicidn cronica y su posterior
interrumpciéon de su administracion en forma abrupta, ha sido estudiado por

nuestro grupo de trabajo en diversos estudios (Calixto et al, 2000; Brailowsky,
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1991; 1988; 1987; Casasola et al, 2004). Nosotros hemos identificado que
diversos farmacos como el GABA, el alcohol, los barbituricos y los
neuroesteroides, tienen en comun, que su abstinencia incrementa la actividad
neuronal (Brailowsky et al, 1988, Calixto et al, 2000; Mellerio, 1980; Smith et al,
1998; 2007).

El modelo de abstinencia a Dz que describimos en esta tesis, tiene
similitudes muy grandes al incremento de la excitabilidad neuronal generado por la
abstinencia a GABA (SAG), en el cual existen modificaciones en la
neurotransmision GABAérgica a nivel pre-sinaptica (disminucion en la sintesis y
liberacion de GABA) y a nivel post-sinaptico (cambios en el receptor GABAA Y su
conformacion) que a su vez, modifican la sensibilidad farmacoldgica del receptor
(Calixto et al, 2000; Casasola et al, 2004).

Es conocido que algunos moduladores alostéricos positivos como el Dz y
los neuroesteroides incrementan la expresion de la subunidad a4 del receptor
GABA,, este evento se asocia a una disminucion de la subunidad a1. Cuando la
duracion de las administraciones de estos agonistas son mayores a un mes,
existen cambios en las subunidades a5, reduciéndose su expresion mientras hay
un incremento en la expresion de las subunidades a3 y a6 (Ator, 2010). Sin
embargo, la abstinencia a algunas Benzodiacepinas (Clonazepam y Diazepam)
también se han relacionado con un incremento en la neurotransmision
glutamatérgica (incremento de la funcién de los receptores AMPA (Xiagnk y Tietz,
2007) y NMDA (Shen y Tietz, 2011). El incremento en la actividad del receptor
AMPA se explica por el incremento en la expresion de la subunidad glu-1 (I1zzo et
al, 2001; Alison et al, 2005). Es importante mencionar que dependiendo de la via
de administracion del Dz, los cambios farmacoldgicos de la abstinencia pueden
ser diferentes, por ejemplo, la administracion i.p. induce una abstinencia la cual
tiene como caracteristica, que la unién del agonista sobre el receptor AMPA es
corta (Kd en medida en ps), sin embargo, si la administracién es subcutanea la
tasa de unién al mismo receptor se incrementa (Kd en ms; Allison y Pratt, 2006;
Steppuhn y Turski, 1993).
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Otras neurotransmisiones que pueden estar involucradas en la
neurobiologia del incremento de la excitabilidad neuronal inducida por la
abstinencia a Dz, es el incremento de la actividad serotoninérgica (Langen y
Rundfeldt, 2007) asociado con una disminucién de la actividad colinérgica (Rada y
Hoebel 2005). Un evento postsinaptico asociado al incremento de la excitabilidad
neuronal por la abstinencia a las Benzodiacepinas es el incremento de calcio
intracelular debido al aumento en la densidad de canales dependientes de voltaje
tipo L, semejante a lo que sucede en las epilepsias y en el SAG (Katsura et al,
2007; Brailowsky, 1991).

El conjunto de estas evidencias: 1) disminucién de la actividad GABAérgica,
2) incremento de la actividad glutamatérgica, 3) incremento de la actividad
serotoninérgica, 4) disminucién de la neurotransmision colinérgica y 5) una
regulacién al aumento de canales de calcio tipo L (Katsura et al, 2007), pueden
explicar parcialmente el incremento de la actividad neuronal que se suscita en el
SAD. Sin embargo, es necesario hacer notar que evidencias de diversos
experimentos sugieren que evolutivamente son primero los cambios en la
neurotransmision GABAérgica y gradualmente se van instalando las
modificaciones en los diferentes neurotransmisores (Caputo y Bernardi, 2010,
Uzun et al, 2010., Autier et al, 2009).

VII. | Cambios en la conducta sexual por el SAD, efectos diferenciales en rata
macho y rata hembra Ovx.

Diversas evidencias experimentales indican que los esteroides sexuales (E
y P) modifican la respuesta sexual en roedores, modulando esta actividad a través
de muchas regiones del cerebro. Sin embargo, las estructuras mas importantes
implicadas en la generacion de la actividad sexual son: el nucleo ventro-medial
del hipotalamo (VMH) y el area-tegmental-ventral (VTA). En ambas estructuras se
expresan receptores para E y P, sin embargo, el consenso indica que en el VMH,
la actividad de los E y P es a través de una interaccidbn con receptores

intracelulares. En tanto que, en el VTA, la actividad es regulada por modulacion
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alostérica por distintos neurotransmisores a través de receptores membranales
(Frye y Paris 2010).

En las hembras los efectos de la actividad de los E y la P son un bioensayo
para identificar la actividad de estos esteroides neuroactivos sobre la induccién de
la lordosis. La accién secuencial de E y P en el SNC determina el inicio y la
duracién de la actividad sexual en roedores.

Los E son responsables de muchas actividades fisioldgicas y patoloégicas en
el cerebro, por ejemplo: estrés, memoria, atencion. Es importante sefalar que
estas hormonas estan relacionas con la liberacion de muchos neurotransmisores
en tratamientos a largo plazo. En el hipocampo (Zheng, 2009) incrementan o
favorecen la liberacién de glutamato, acetilcolina y noradrenalina e inhiben la del
GABA. En otras palabras, el efecto de la aplicacion cronica de E tiene una
importante modulacién presinaptica, que tiene a un incremento en la liberacion de
neurotransmisores excitadores, favorece el disparo neuronal y la proceptividad
sexual, lo anterior podria explicar parcialmente la induccion de la conducta sexual
observada en esta tesis. Sin embargo, por si sélos E o P, no inducen la conducta
sexual, es necesaria la administracion secuenciadad de E y posteriormente de P
para inducir la conducta sexual femenina en la rata hembra. La densidad de
receptores intracelulares de P de las neuronas del VMH son modulados por el E.
En contraste, evidencias recientes (Walf y Frye, 2010) indican que la aplicacion de
E y andlogos en forma aguda reducen la ansiedad y la depresion en roedores.
Este efecto no altera la conducta motora o la coordinacion muscular, el posible
sustrato de esta actividad es por cambios en la neurotransmision GABAérgica y la
modulacion del calcio intracelular. En este trabajo se identificd el efecto agudo de
una aplicaciéon de estradiol subcutaneo sobre la ansiedad (Fig. 15). Estos
resultados son acordes a los reportados por Walf y Frye (2010), en el cual se ve
claramente la diferenciacion del efecto que tienen los E en el SNC: si su aplicacién
es aguda tienen efectos ansioliticos y antidepresivos (modulacion postsinaptica),
sin embargo, cuando la aplicacion es cronica estas hormonas (los E) se

comportan como neuroexcitadores (modulacion presinaptica. Frye y Paris 2010).
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En roedores hembras la instilacion directa de E/P en el VMH, induce
proceptividad y receptividad. Los efectos son potenciados si la P se aplica también
en el VTA (Frye et al, 2011; Frye y Paris, 2010). Lesiones en el VMH o en el VTA
suprimen o disminuyen la lordosis en ratas. La importancia de las conexiones
entre el VMH y el VTA revela una intima relacién fisiolégica sobre la cual los
esteroides (E y P) juegan un papel fundamental. El modelo descrito por Frye y
Minerva (2009, 2011) sefala que los esteroides sexuales, la P y la Alop;
interactuan en el VMH a través de receptores intracelulares cuyo mecanismo de
accion es dependiente de una actividad gendmica; es decir, que la P inicia la
lordosis por una induccion de transcripcién de genes, cuya latencia y duracion son
de horas y dias (Frye, 2001).

En contraste, las acciones de la P y la Alop en el VTA son independientes
de sus receptores intracelulares. EI VTA se relaciona con el sistema mesolimbico
los neuroesteroides (P y AloP) modulan en una forma alostérica positiva al
receptor GABAa en esta area; es decir, que la actividad de estos progestagenos
en el VTA es a través de una actividad no gendmica, su latencia y duracion de los
efectos en éste nucleo, es de segundos a minutos. No se descarta la actividad de
receptores especificos membranales para estas hormonas, sin embargo, la
activacion GABAérgica es fundamental en la induccién de la lordosis por
activacion del VTA (Frye y Paris, 2009).

La P tiene una relacién directa con la funcién reproductiva y funcion
gonadal. La P inhibe la liberacién de glutamato, acetilcolina y dopamina en
diversas estructuras del SNC, asimismo se relaciona con un incremento en la
actividad GABAérgica (Zheng, 2009). La P y sus derivados estan relacionados con
una actividad pre y post-sinaptica. La funcion presinaptica, en una reduccién en la
liberacion de neurotransmisores excitadores que favorece la actividad inhibitoria
de la membrana post-sinaptica. Esto también podria serla base de los efectos
reductores de la ansiedad de la aplicacion de la P durante el SAD cuantificados en
ésta tesis.

Diversos agonistas GABAérgicos incrementan la actividad lorddtica en la

rata cuando se aplican directamente en el VTA y en contra parte, antagonistas de
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este receptor reducen la proceptividad sexual de los roedores hembra (Frye y
Paris, 2009). En el VTA también existe actividad de receptores a diversos
neurotransmisores que estan co-localizados con los receptores GABAa,
modulando la proyeccion dopaminérgica en este nucleo. Los receptores a
dopamina (D1) pueden ser modificados en la lordosis. La densidad de receptores
D1 tiene una relacién directa en el periodo del diestro (Levesque et al, 1989). Por
lo tanto, la dopamina y la Alop hacen mas receptivas a las ratas (Frye 2001), la
infusion de un antagonista D1 en el VTA aumenta la lordosis (Frye y Petralia
2006). De esta manera en el VTA, la actividad GABAérgica y dopaminérgica son
fundamentales en la facilitacion de la lordosis.

En esta tesis la administracion cronica y la interrupcion abrupta de un
agonista GABAérgico como el Dz, incrementa la lordosis significativamente en la
rata hembra Ovx pero no cambia la conducta sexual de la rata macho. Los datos
sugieren de acuerdo al modelo de Frye, que la abstinencia a Dz involucra
directamente al VTA y no al VMH. Los trabajos de Beyer (Fernandez-Guasti et al,
1986), senalan que el bloqueo de la actividad GABAérgica en el VMH no modifica
la conducta sexual de las ratas hembras. Nuestros resultados obtenidos en esta
tesis apoyany y estan de acuerdo al modelo propuesto por Fernandez y Beyer
(1986) y Frye (2009). Es necesario enfatizar que la conducta sexual de la rata
hembra Ovx solo se puede inducir cuando las ratas son tratadas secuencialmente
con E y P, ya que por si sola la abstinencia a Dz fue incapaz de inducir la actividad
sexual. De esta manera, el incremento de la actividad en el VTA que puede
generarse por la abstinencia a Dz es consecuencia de la actividad de los
esteroides sexuales (E y P) que se ve potenciada por la modulacién alostérica del
receptor GABAA en el VTA. Por otra parte, se ha descrito que la sintesis de
neuroesteroides se incrementa significativamente con un tratamiento crénico con
Benzodiacepinas, de tal manera que, el tratamiento crénico de Dz en forma
independiente de la modulacién alostérica de GABA,, incrementa la producciéon de
esteroides sexuales en el cerebro (Drexler et al, 2010; Martin-Garcia, 2007; Souza
et al, 2008; Baulieu et al, 2001). Por lo que la explicaciéon del incremento de la

conducta sexual por la abstinencia al Dz puede ser consecuencia de: 1)
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incremento de la produccion de esteroides por el tratamiento de Dz y 2) una
modulacion alostérica positiva del receptor GABAa en el VTA.

La testosterona es responsable de la induccion de la conducta sexual en la
rata macho, este esteroide permite la modulacién de liberacidn dopaminérgica en
el sistema limbico, de vasopresina y oxitocina, lo cual involucra estructuras
distintas para la induccién de la conducta sexual en contraste con la rata hembra.
Es decir, a diferencia del cerebro de las hembras, la modulacion de esteroides
sobre la actividad GABAérgica el cerebro del macho tiene distintos aspectos
anatomicos, fisioldgicos y neuroquimicos significativos (Gil et al, 2010). Las areas
de los nucleos paraventriculares, hipotalamo ventromedial, hipocampo, area
predptica medial, son fundamentales en la rata macho para la expresion de su
conducta sexual (Joshansen et al, 2008).

La testosterona es la hormona sexual responsable de varios efectos en el
cerebro entre ellos la memoria, el aprendizaje y la liberacion de neurotransmisores
y también es responsable del incremento de liberacion de dopamina en el area
predptica medial (Hull et al, 1997, 1995). La significancia de este hecho es que los
machos se hacen mas receptivos a las hembra e incrementan su actividad
copulatoria (Melis et al, 1995). A nivel post-sinaptico, la testosterona también
ejerce efectos moduladores alostéricos positivos sobre el receptor GABAA (Reedy
y Jian 2010). En esta tesis se evalud la conducta sexual en ambas sexos. En las
hembras al haber sido ovarectomizadas la produccion basal de esteroides esta
disminuida. Paradodjicamente el tratamiento con Dz puede modular positivamente
la produccion de neuroesteroides. Por lo que la aplicacion secuenciada de E/P
favorece la apariciéon de conducta sexual. En contraste, las ratas macho tienen
niveles constantes de testosterona.

Trabajos previos de Fernandez-Guasti (1986) indican que el bloqueo de la
actividad GABAérgica en machos en el area predptica tiene un impacto positivo en
la conducta sexual, sin embargo, la aplicacién puntual en otras estructuras
limbicas no modifican el comportamiento sexual. Estos trabajos en relacién a los
resultados de esta tesis indican que el hipotalamo es un area directamente

relacionada con el inicio de la conducta sexual de los roedores macho y presenta
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una intima relacion con la neurotransmision GABAérgica, lo que lo hace funcional
y anatomicamente distinto de la rata hembra.

En resumen, durante el SAD existe un incremento en la actividad neuronal
por una reduccion de la actividad GABAérgica. Esto contribuye a la apariciéon de
ansiedad en ambos sexos y modifica la conducta sexual de las ratas hembras.
Diversas estructuras del sistema nervioso central las cuales tienen mayor
densidad de neuronas GABAérgicas también estan involucradas con el desarrollo
de la conducta sexual. De esta manera el SAD contribuye a las modificaciones pre
y post- sinapticas que realizan las hormonas esteroides sexuales. Las hembras
que tienen una mayor cantidad de esteroides derivados del pregnano presentan
los cambios conductuales mas evidentes: tienen mayor actividad sexual (Fig. 13 y
14).

VILII Cambios en la ansiedad generados por el SAD

La ansiedad en los mamiferos es una actividad que responde a la funcién
del Sistema Nervioso Autonomo, amigdala e hipotdlamo se incluyen signos y
sintomas como: un incremento en la frecuencia cardiaca, la respiratoria que puede
llegar a la disnea, incremento en las sensaciones y disminucion en la atencion,
vértigo y debilidad. La ansiedad puede ser heredable como un trastorno que afecte
la salud mental, sin embargo, desde el punto de vista experimental, ésta puede
estimarse por el incremento de la actividad cortical en mamiferos, una conducta de
incremento en la reactividad a estimulos o una disminucién en los procesos de
atencion.

La reaccion mas frecuente de la ansiedad es el miedo y la nula objetividad
ante los estimulos (un estado de alerta continua ante el peligro).
Independientemente de la causa de la ansiedad, este proceso es comun en la vida
adulta y epidemiolégicamente es mas comun en las mujeres que en los hombres
(Wittchen et al, 1994). Biologicamente, una explicacion por la cual las hembras
reportan mas cuadros de ansiedad es por el sustrato hormonal relacionado con la
abstinencia a P y sus derivados, y el efecto que tiene esta con la neurotransmision
GABAérgica (Frye, 2001).
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El laberinto elevado en cruz es un instrumento cuantitativo en el cual se
puede medir la presencia de ansiedad en los roedores, este modelo resulta
altamente reproducible y con una alta validez en la conducta de los mamiferos. La
cuantificacion farmacolégica de ansioliticos en este instrumento lo hace valido
experimentalmente. Uno de los signos caracteristicos de las abstinencias como la
del alcohol y algunos farmacos (Barbituricos, Benzodiacepinas) es la aparicién de
la ansiedad en los primeros estadios. Por lo que resulté l6gico y practico medir la
ansiedad durante el SAD en su primera fase de instalacion.

En la figuras 15-18, se muestran que los animales tanto machos como
hembras durante el SAD tuvieron el mismo componente de induccion de ansiedad:
incremento en el tiempo de permanencia y numero de entradas a brazos cerrados
del laberinto.

En relacion a las ratas hembras (Fig. 15-16), las ratas Ovx presentaron
ansiedad con respecto a las ratas no Ovx, es decir, la ovarectomia condiciona a
un estado de ansiedad. Esta ansiedad basal puede explicarse por la disminucion
importante o ausencia de las hormonas sexuales. Esto ha sido validado en
roedores, a los cuales la administracién aguda de E produjo un efecto ansiolitico y
que ha sido previamente reportado por diversos investigadores (Walf y Frye 2008;
Osborne et al, 2009). EI mecanismo por el cual se pueden suscitar estos efectos,
son debidos a que los E incrementan la liberacion de GABA (Zheng, 2009) e
incrementan la sintesis de GABA aumentando la expresion de las enzimas GAD
65 y 67 en el area predptica medial (Curran-Rauhut y Petersen, 2002). Esto
sugiere que los E producen una modulacion presinaptica sobre la
neurotransmision GABAérgica. En este contexto, la administracion de P también
genera efectos ansioliticos, pero no tan marcados como los que se observan con
los E. Esto indica que las ratas no Ovx, puedan tener una menor probabilidad de
induccion de ansiedad en las etapas del Estro y el proestro.

Se conoce que la P y sus derivados reducidos (como la AloP) son
moduladores alostéricos positivos del receptor GABA,, la exposicion aguda a
estas moléculas incrementa la actividad inhibitoria del GABA, se sabe que éstos

neuroesteroides tienen potentes efectos hipnaéticos, antiepilépticos y por ende
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ansioliticos (Martin-Garcia, 2007; Fernandez-Guasti, 1999). Sin embargo, llama la
atencion que la administraciéon secuencial de estos dos esteroides: primero E
seguidos de la aplicacion de P, no modifica el componente ansiogénico de las
ratas Ovx. Estos datos son semejantes a los publicados previamente por Martinez-
Mota (2000). Nuestros resultados indican que farmacolégicamente se bloquean los
efectos ansioliticos de ambas hormonas debido a que posiblemente la actividad
genomica de ambos esteroides es mayor que la actividad no gendmica
desarrollada por separado de cada una de ellos. De acuerdo al modelo de
McEween, Gee y Majewska (1992) los efectos de la actividad de ambos esteroides
son de tipo genodmico cuando coadyuvan su actividad, en tanto que su efecto no
genomico (modulacién de diversas neurotransmisiones) pueden observarse
cuando son aplicados en forma separada. En estas condiciones de ansiedad
persiste la conducta sexual en las ratas Ovx, es decir, la actividad del VMH (él
cual su funcion depende de la actividad gendmica de los esteroides) es mayor, por
lo que estas ratas que tienen ansiedad siguen presentando conducta sexual, es
decir, el efecto coadyuvante de E y P es mas gendmico que GABAérgico.
Finalmente, el grupo de ratas Ovx con SAD que recibié la aplicacidon
secuenciada de E y P no modificé los valores de ansiedad. En las condiciones de
hiperexcitabilidad neuronal que caracterizan al SAD |la modificacién de las diversas
neurotransmisiones mencionadas anteriormente (GABA, glutamato, serotonina,
asi como cambio en la densidad de los canales de calcio), hacen que los
esteroides disminuyan su efecto ansiolitico. Es decir, que la modulacién sobre
diversos sistemas de neurotransmision que tienen los esteroides sexuales se
modifica en las condiciones de abstinencia, ya que el tratamiento crénico con
Diazepam producen cambios en la sensibilidad farmacolégica de los receptores de
diversos neurotransmisores. Este grupo de animales tiene un incremento en la
conducta sexual, lo cual fortalece la hipotesis de que se encuentra aumentada la
actividad gendmica en varias estructuras del SNC, en especial el VMH. Asimismo,
pueden ocurrir cambios en la actividad GABAérgica durante el desarrollo de la
conducta sexual, investigaciones publicadas previamente indican que el bloqueo

de la actividad GABAérgica por picrotoxina y bicuculina (Fernandez-Guasti, 1985)
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incrementa la actividad sexual de las ratas hembra, semejante a lo que
reportamos en esta tesis. De esta manera nosotros planteamos que el principal
factor molecular que acompafia a las abstinencias de diversos farmacos
GABAérgicos en su etapa temprana es la desensibilizacion y cambios en las
subunidades que componen al receptor GABAa, por lo que la aparicion de la
ansiedad y el incremento de la conducta sexual de las ratas hembras Ovx con
SAD pueden tener éste sustrato en comun.

El grupo control de ratas macho mostré que no hay diferencias significativas
en el numero de entradas a brazos cerrados y brazos abiertos, como tampoco en
el tiempo de permanencia en estos brazos, es decir, los animales macho en
condiciones basales no presentaron ansiedad. En contraste grupos de animales
que recibieron un tratamiento crénico con Dz condiciona la apariciéon de ansiedad.
A diferencia en lo cuantificado en las ratas hembras Ovx sobre las cuales la
administracion de esteroides sexuales puede reducir la ansiedad, las ratas macho
que tienen niveles de testosterona constantes, la ansiedad aparece como una
caracteristica de estadios iniciales de la abstinencia a Dz. En estos animales la
neurotransmision GABAérgica es modulada por la testosterona la cual no tiene
cambios ciclicos, su actividad de agonista sobre el receptor GABAa tiene menor
potencia que la P y sus derivados. Lo anterior indica que el SNC de los machos
para desarrollar una ansiedad por abstinencia a una Benzodiacepina esta
favorecido comparandolo con el cerebro de la hembra, ya que como se analizd
anteriormente, el cerebro de la hembra cambia su susceptibilidad para generar

ansiedad de acuerdo a los niveles hormonales de sus esteroides sexuales (E y P).

VILIII Diferencias sexuales en la susceptibilidad a presentar crisis
convulsivas durante el Sindrome de Abstinencia Diazepam.

Evidencias previas muestran que cualquier fendmeno epiléptico o evento
que bloquee la actividad GABAérgica son capaces de favorecer la induccién de
crisis convulsivas inducidas por PTZ (Vlainic y Pericic, 2009). El incremento de la
excitabilidad neuronal cortical que caracteriza al SAD no modificé Ila

susceptibilidad de crisis convulsivas inducidas farmacolégicamente con PTZ en
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ratas hembras Ovx (Fig. 19). En este caso la administracion de E y P por separado
0 en secuencia tampoco ejercen una actividad individual en la induccién de
convulsiones. Es necesario sefialar dos puntos con respecto a este hallazgo 1) la
dosis de PTZ utilizada para inducir crisis convulsiva fue supra-umbral (60mg/Kg).
La latencia de la primer crisis convulsiva no se modificé durante el periodo de
ansiedad del SAD, esto puede deberse a que la sensibilidad farmacolégica del
receptor GABAA por la disminucion hormonal enddégena por efecto de la Ovx que
puede producir un estado de mayor afinidad del receptor por el PTZ, esta huella
farmacologica perdura y es la responsable de que todos los grupos Ovx aun
tratados con hormonas no manifiesten alguna modificacion en la induccién de
crisis convulsivas). Es conocido el efecto de los E (Osborne y Frye, 2009) y la P en
la proteccién de crisis convulsivas en roedores (Majewska y Rochelle, 1987) en la
presente tesis la P tuvo efectos de incremento en la latencia de la primera crisis
convulsiva inducida por PTZ. Es necesario hacer la acotacion de que la dosis
utilizada de P es suficiente para inducir la conducta sexual, reducir la ansiedad
pero insuficiente para proteger de las crisis convulsivas. La dosis utilizada en este
estudio fue de 0.1mg/Kg, en tanto que las dosis que han sido reportadas como
protectoras de crisis convulsivas son de 50 a 75mg/Kg (Gholipour, 2008).

En el caso de los machos la induccién de crisis convulsivas por PTZ si se
incrementa cuando los animales tienen un sindrome de abstinencia (Fig. 20). La
premisa de que la hiperexcitabilidad neuronal que acompafna a la abstinencia y
favorece la aparicidn de crisis convulsivas es cierta en las ratas macho. En este
caso la diferencia farmacolégica de la susceptibilidad del desarrollo de crisis
convulsivas por PTZ es evidente. Datos previos en ratones fortalecen este
hallazgo, Pesce y cols identificaron que los ratones macho son mas susceptibles
de generar crisis convulsivas que las ratas hembra por una mayor sensibilidad a
PTZ y Flumazenil evidenciando el papel modulador de la P en la neurotransmision
GABAérgica (Pesce et al, 1994). Queda de manifiesto que la actividad de la
testosterona es menos eficiente que las hormonas sexuales en la hembra

referente a la modulacion alostérica del receptor GABAA.
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VIL.LIV Cambios en el EEG de las ratas hembra Ovx y macho antes, durante y
después del tratamiento con Diazepam.

El tratamiento con Benzodiacepinas utilizado en forma breve es capaz de
ser ansiolitico y sedativo. Sin embargo, cuando el tratamiento es crénico los
efectos electroencefalograficos adversos pueden detectarse cuantitativamente.
Estos datos de hiperexcitabilidad en la abstinencia en el EEG (espigas-onda,
incremento en la amplitud y la frecuencia de la actividad frontal y parietal) se
asocian con tolerancia y dependencia al farmaco. Datos previos han mostrado
diferencias en el electroencefalograma entre machos y hembras de los efectos
inducidos por la P, el Dz en animales gonadectomizados en diferentes edades
(Fernandez-Guasti et al, 2003; Corsi-Cabrea et al, 2007; Mele et al, 1984). Sin
embargo, poco se ha estudiado del EEG durante las abstinencias a farmacos
GABAérgicos, de ahi la importancia de los resultados de esta tesis.

Durante el estudio electroencefalografico de la abstinencia a Dz se
cuantificé que los machos tienen un incremento en la actividad del I6bulo parietal
(Fig. 23 B), en contraste, las hembras presentan mayor activacion en el lébulo
frontal (Fig. 22 A). En el estadio inicial de la abstinencia (primeras 24 h) aparecen
los complejos espiga-onda, es de hacerse notar que cuantitativamente la
excitabilidad es mayor para machos que para hembras (Fig. 21 C). Nuestros datos
muestran que en contraste con el grupo de la Dra. Corsi-Cabrera, en los que ha
reportado diferencias en el EEG durante la aplicacion de Dz: los machos son mas
vulnerables a generar una actividad lenta y de gran amplitud en tanto que el grupo
de las hembras no muestra este evento (Corsi-Cabrera et al, 2007). Estas
diferencias son posibles que se deban a las distintas dosis de administracion de la
Benzodiacepina, en esta tesis se utilizé una dosis 20% mayor.

Por lo anterior, la discusion de esta tesis se enfocara en analizar los
cambios durante la abstinencia y no durante la aplicacion del Dz. La interrupcion
abrupta del Dz genera cambios inicialmente en la neurotransmision GABAérgica y
eventualmente en otras neurotransmisiones. EI SAD se asemeja mucho en su
inicio, manifestacion EEG y clinica a otras abstinencias desarrolladas por
farmacos GABAérgicos: alcohol y GABA (Schacht et al, 2011; Diaz, 2011; Calixto
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et al, 2000; Casasola et al, 2004). Por lo que sugerimos que los mecanismos de
inicio de la hiperexcitabilidad neuronal que se cuantifican en el EEG tienen
similitudes en la etiopatogenia que desarrolla el SAD: 1) cambios presinapticos
(Katsura, 2007) a) disminucion, sintesis y liberacion de GABA (Calixto, 2000), por
cambios en la GAD (Salazar et al, 1994) y en el transportador de GABA
(Kammereret al, 2011), b) Modificaciones en la conductancia de K* (Kammerer et
al, 2011). 2) Modificaciones en la membrana postsinaptica a) cambios en la
sensibilidad y composicion del receptor GABAA (Smith et al, 1998; 2007) b)
disminucion en la expresion de los receptores GABAa (Casasola et al, 2004) y c)
Incremento de las corrientes de Ca®* post-sinapticas (Ator et al, 2010; Katsura et
al, 2007). Nuestra linea de investigacion indica que desde el punto de vista
temporal, primero ocurren los cambios GABAérgicos y eventualmente el de otras
neurotransmisiones (Brailowsky, 1991; Calixto et al, 2000), esto implica que en los
primeros estadios, el fendmeno sea altamente dependiente del farmaco (sélo la re-
administracion de la Benzodiacepina puede revertir los efectos de
hiperexcitabilidad) y en consecuencia el fendmeno adquiere la tolerancia
farmacoldgica que caracteriza a los sindromes de abstinencia. En resumen,
incrementar o favorecer la actividad GABAérgica en forma cronica modifica la
inhibicion neuronal, este evento permite que se reduzca el efecto inhibitorio y
favorece la excitacion del tejido neuronal, lo cual es la fase de inicio de la
abstinencia.

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

La actividad EEG es la suma de la interaccion de miles de poblaciones

neuronales corticales, las cuales son excitadas por glutamato e inhibidas por el
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GABA. Modificar el grado de excitabilidad cortical por alguno de estos dos agentes
repercute en la excitacion del SNC (crisis convulsivas o disminucién de la
actividad, respectivamente). La pérdida de este equilibrio es frecuente en los
mamiferos y es uno de los factores por los cuales el cerebro de los humanos es
vulnerable a las modificaciones sinapticas para adaptarse a diversos procesos
externos (Gonzalez, 1998). Este equilibrio precisamente se pierde con la
aplicacion y la interrupcion abrupta del Dz. Miles de poblaciones neuronales son
inhibidas por la aplicacion de la Benzodiacepina, de ahi radica que la actividad
electroencefalografica aumente su amplitud. La aplicacion de Dz permite la
sincronizacién, sin embargo, este proceso es el que modifica la neurotransmisién
GABAérgica a mediano plazo (la aplicacién i.p. durante 10 dias es suficiente para
dejar modificaciones sinapticas que empiezan a manifestarse por la interrupcion
de la aplicacién del farmaco). En estas condiciones farmacoldgicas y fisioldgicas,
la organizacién biofisica y de conexion neuronal va haciendo que
neurotransmisiones y moduladoras se involucren para generar un fenémeno que
desde el punto de vista electrofisiologico, es el resultado de que cada vez mas
poblaciones neuronales se organicen en la sincronizacion de disparo, generando
mayor hiperexcitabilidad y favoreciendo la liberacion de neurotransmisores
asociados al mantenimiento del SAD. Ademas, el proceso se continia debido a
que el filtro de la actividad de estructuras subcorticales se ve disminuido, por
ejemplo: a) ritmos de frecuencia, b) circuitos de retroalimentacion entre la corteza
cerebral y los talamos, c) la corteza cerebral y el hipocampo y d) corteza cerebral
con ganglios basales, se modifica, esta disminucion garantiza la aparicion de
informacién que normalmente no ingresa a la corteza cerebral, generando que
estas aferencias sobre exciten a poblaciones neuronales corticales y sean uno de
los elementos que favorecen la hiper-sincronia que se cuantifica en el EEG
durante el SAD.

Los mecanismos biofisicos que modifican la fisiologia neuronal repercuten a
largo plazo a cambios anatémicos, que a su vez van favoreciendo mas la
excitabilidad neuronal (Vivash et al, 2011; Liu et al, 1999). Existen evidencias de

reorganizaciéon del arbol dendritico y cambios en la orientacién y contraccion del
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axén cuando los sistemas de excitacion y de inhibicion se pierden (Liu et al, 1999).
Semejante a lo que sucede en las epilepsias, en el SAD se perpetuan los cambios
sinapticos y biofisicos: conexiones dendriticas y la aparicion del sprouting
(cambios en la morfologia y la conexion del axén), esto es un proceso de
plasticidad cerebral negativa que se ha asociado también a las adicciones.
Evidencias previas muestran que algunas abstinencias GABAérgicas son
mayores en machos que en hembras (mayor susceptibilidad a presentar crisis
convulsivas y dependencia a los farmacos que generd el cuadro de abstinencia,
Pesce et al, 1994). Estos datos son acordes a los resultados de la presente tesis.
Nuestros resultados muestran que las ratas macho tienen mayor hiperexcitabilidad
en el estadio inicial de la abstinencia (mayor numero de complejos espiga-onda),
lo cual se asocia a una mayor vulnerabilidad de tener una crisis convulsiva. En
contraste, el grupo de las hembras no tuvo una manifestacion electrofisiologica tan
fuerte de la abstinencia como los machos. Varias evidencias pueden sugerir la
explicacion del evento: 1) si bien en las hembras que fueron Ovx, antes de la
gonadectomia, el cerebro estuvo modulado por una gran cantidad de esteroides
sexuales, lo cual indica un mayor control GABAérgico (Plassart-Shiess y Baulieu,
2001; Baulieu et al, 2001). 2) La prueba del registro del primer estadio del SAD fue
en presencia de P, la cual es un modulador alostérico positivo del receptor GABAA,
este esteroide puede reducir las manifestaciones electroencefalograficas del SAD
(Majewska, 1992). 3) Evidencias recientes indican que la densidad de receptores
GABA,, su estructura (composicion por subunidades) y sensibilidad farmacoldgica,
tienen diferencia en el cerebro de ratas hembra con respecto a las ratas macho.
Esto se explica por la modulacion alostérica positiva del receptor ademas de la
actividad gendémica que tienen estas hormonas sobre la expresion de diversa
enzimas como la GAD, el transportador de GABA vy el control de la expresion de
algunas subunidades del receptor GABA,, todo lo anterior sugieren un dimorfismo
sinaptico: es posible que en el cerebro de las ratas hembras la actividad

farmacologica GABAérgica sea mas eficiente.
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VIll. CONCLUSIONES

1. ElI SAD desencadena un estado de hiperexcitabilidad neuronal el
cual incrementa la conducta sexual de la rata hembra Ovx pero no

del macho.

2. La hiperexcitabilidad neuronal que caracteriza al SAD permite la

apariciéon de la ansiedad en la rata.

3. Durante el SAD se modifica el umbral de desarrollar crisis

convulsivas en las ratas macho pero no en las hembras.

4. El incremento de la actividad cortical inducido por el SAD favorece la
aparicién en el EEG de actividad epileptiforme, la cual en estadios

iniciales es mayor en la rata macho que en la hembra.

5. Existen diferencias en las manifestaciones clinicas y

electrofisioldgicas del SAD entre machos y hembras.
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