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RESUMEN

Los receptores GABAa son estructuras oligoméricas cuya estructura cuaternaria en
los receptores convencionales esta determinada por la agregacion de subunidades alfa
(0), beta (B), gamma (y), delta (8) y épsilon (g); y en los receptores GABAa rho (p)
recientemente descubiertos, por la asociacion exclusiva de subunidades rho vy
eventualmente y. Adicionalmente, la evidencia que se ha acumulado proveniente de
diversas fuentes ha sefialado que los receptores GABAa convencionales tienen un papel
preponderante en la modulacibn amigdalina de la ansiedad y que sus propiedades
dependen en gran medida de su estructura cuaternaria.

El presente trabajo pretende, mediante el estudio de los efectos diferenciales que
resultan del bloqueo de los receptores GABAa convencionales y GABAa rho, obtener
evidencia del papel que juegan los cambios de la estructura cuaternaria de los
receptores GABAA en la modulacion amigdalina de la ansiedad. Adicionalmente se
pretende estudiar la posible aparicion de cambios cinéticos adaptativos en los receptores
GABAA convencionales como consecuencia de la exposicion de los roedores ante
situaciones ansiogénicas especificas, como podria ser una sola exposicion al laberinto
elevado en forma de “+”.

Los resultados obtenidos mostraron que la administracion bilateral intra-amigdalina
(6-240 pmol/lado) del &acido(1,2,5,6-tetrahidropiridin-4-il)metilfosfinico (TPMPA), un
antagonista selectivo del receptor GABAa rho, disminuye de manera dosis dependiente la
exploraciéon en los brazos abiertos del laberinto elevado en forma de “+”, sin afectar la
locomocién y aumentando los niveles de corticosterona en plasma. En contraste, la
bicuculina (1.8-60 pmol/lado) no tuvo efectos en la exploracion del laberinto y en las dosis
mayores produjo convulsiones. Asimismo se encontré6 que la sola exposicion de los
roedores al laberinto es capaz de inducir dentro del nicleo basolateral de la amigdala,
cambios cinéticos adaptativos en los receptores GABAa convencionales que afectan su
afinidad (Ko) pero no el nimero de receptores (Bmax), Y que son responsables de una
disminucién de la unidn de las benzodiacepinas a sus sitios de unién dentro de este
receptor y a la pérdida consecutiva de sus efectos ansioliticos.

Los resultados de este trabajo apoyan el importante papel que juegan los
receptores GABAa en la modulacién amigdalina de la ansiedad en los roedores. Mas aun,
nuestros resultados indican que tanto el tipo de respuesta que muestran los roedores ante
estimulos ansiogénicos especificos, como la adquisicion por parte de ellos de propiedades
funcionales y farmacoldgicas distintivas, depende en gran medida de la estructura
cuaternaria de los receptores GABAa y de los cambios cinéticos que de ella derivan.

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
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ABSTRACT

GABAA receptors are oligomeric molecules whose quaternary structure depends,
on the case of conventional GABAa receptors, on the aggregation of alpha (o), beta (p),
gamma (y), delta (8) and epsilon (g) subunits whereas in the newly discovered GABAa rho
(p) receptors upon the exclusive association of rho and eventually of rho and y subunits. In
addition, converging evidence indicates that GABAa receptors have an important role in
the amygdaloid modulation of anxiety and that their physiological properties are largely
dependent on their quaternary structure.

The aim of this work is to ascertain by means the specific GABAa or GABAa rho
receptor blockade the relevance of their quaternary structure on the amygdaloid
modulation of anxiety. In addition, the possible induction of kinetic changes on
conventional GABAa receptors as a result of the exposure of rodents to anxiogenic
conditions such as those experienced by these animals in the elevated plus “+” will be also
studied.

The results of this work show that the bilateral intra-amygdaloid administration (6-240
pmol/side) of 1,2,5,6-tetrahydropyridin-4-yl) methyl phosphinic acid (TPMPA), a selective
GABAA rho receptor antagonist to rats decreased in a dose-dependent fashion the open
arm exploration in the elevated plus maze without affecting locomotion suggesting the
induction of anxiogenic effects. In support to this, plasma corticosterone levels were also
increased. In contrast with these findings, the bilateral intra-amygdaloid administration of
bicuculline, a selective antagonist for conventional GABAa receptors has no effects on the
exploration of the maze but elicited seizures but in higher concentrations. In addition, it was
found that the exposure of drug- free rodents to the elevated plus-maze was able to
induce, within the amygdaloid basolateral nucleus, adaptive kinetic changes upon the
benzodiazepine binding. It is suggested that these changes affecting affinity (Ko) but not
number of receptors (Bmax) may underlie the decrease observed in this work on the binding
of benzodiazepine to conventional GABAareceptors and the lose of their anxiolytic effects.

The results of this work support the role of GABAA receptors in the amygdaloid
modulation of anxiety and suggest that the response of rodents to specific anxiogenic
stimuli as well as their subsequent acquisition of distinctive functional and pharmacological
properties is dependent upon specific structural and kinetic changes affecting GABAa
receptor activity within the basolateral amygdaloid nucleus.
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MARCO TEORICO

ANSIEDAD

La ansiedad es una respuesta adaptativa que prepara a un individuo a detectar y
contender en contra de un peligro real o potencial. Dicha respuesta cumple una funcién
vinculada con la supervivencia de las especies ya que, sin esta respuesta, la vida de un

organismo estaria continuamente en entre dicho.

Bajo condiciones de ansiedad normales, un individuo experimenta una sensacion
de inquietud y aprehensién que lo alerta sobre la existencia de algo que para su especie
constituye una amenaza. Dicho estado se acompafa de un estado de hipervigilancia,
gue le permite explorar su entorno para buscar y caracterizar aquello que pueda dafiarlo.
Aunado a esto, se presentan una serie de sintomas somaticos, tales como el aumento de
la tension muscular y los reflejos, asi como de numerosos sintomas autonémicos entre los
que destacan las palpitaciones, la sudoracion, la falta de aliento, el aumento de la
presion arterial y el aumento de la frecuencia respiratoria. Todos estos sintomas somaticos

preparan al individuo para afrontar la situacién u objeto que lo amenaza.

Generalmente, una vez que la situacion de emergencia ha concluido, el individuo
se tranquiliza y todos estos sintomas desaparecen al regularizar sus constantes fisiolégicas.
Cuando la ansiedad se torna patolégica, todos o algunos de estos sintomas aparecen sin
causa alguna y se hacen mas ostensibles de lo que la supuesta amenaza exige haciendo
que, en el caso de los humanos, se experimente un estado de terror inexplicable,
acompafado frecuentemente de la sensacion de muerte inminente, de irrealidad, de
pérdida de control, de sintomas de evitacion, o de diversos tipos de obsesiones y

compulsiones.

Por otro lado, cuando los niveles de ansiedad son tan bajos que no permiten que
el individuo reaccione ante estimulos peligrosos, se genera otro tipo de trastorno. Tal es el
caso de individuos con el sindrome de Kliver-Bucy (Kluver y Bucy, 1937), donde una lesion
de la amigdala en monos genera una disminucién en los sintomas de ansiedad, haciendo
que los animales lesionados se acerquen a toda clase de objetos, inanimados o no, sin
desconfianza, examinandolos con la boca en lugar de las manos, sin importar que estos
objetos sean peligrosos. Dichos animales dejan de mostrar respuestas emocionales,
motoras o vocales, tipicamente asociadas a estimulos que en monos intactos provocan

miedo o enojo (Davis y Whalen, 2001). A pesar de lo sugestivo de su sintomatologia, el

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
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sindrome de Kliver-Bucy aln no esta bien definido, pues en trabajos mas recientes en
donde se han utilizando métodos de lesion que no afectan las fibras nerviosas que pasan
por la amigdala rumbo a su destino final, no se ha reproducido completamente la

disminucién tan marcada de la ansiedad que se describi6 inicialmente (Kling et al, 1993).

La ansiedad como trastorno psiquiatrico es un problema que afecta a un nimero
significante de la poblaciéon general. Su prevalencia durante la vida de un sujeto
considerando cualquiera de sus trastornos es de alrededor de 25% (Heinze, 2003), mientras
que la prevalencia en 1 afio esta estimada entre el 13.1% y el 17.1% (Silverstone, 2004). No
hay duda entonces, que debido a esto, la ansiedad patolégica debe ser considerada

como un fuerte problema de salud publica.

Adicionalmente, es necesario sefialar que algunas enfermedades consideradas
psicosomaticas, como las ulceras pépticas, son con frecuencia causadas por respuestas
fisioldgicas repetidas o continuas que acompafan al estrés o a la ansiedad. Un
mecanismo similar podria estar operando en otros desérdenes tales como ataques
cardiacos, apoplejias, asma, dismenorreas y jaquecas que, aunque pueden ocurrir
cuando no se experimenta ansiedad frecuente, ésta los agrava notablemente (Carlson,
1996).

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
amigdalina de la ansiedad.
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EL SUSTRATO ANATOMICO DE LA ANSIEDAD.

La ansiedad requiere de una serie de regiones cerebrales que participan en su
integracion y expresion. Numerosas estructuras anatdmicas interconectadas entre si,
dentro de lo que se ha denominado el sistema limbico, han sido implicadas en los

mecanismos que modulan y soportan los estados ansiosos.

En 1878, Broca acufié el término “limbico” para designar una serie de estructuras
anatomicas conservadas filogenéticamente. Sin embargo, en 1937, James Papez fue el
primer investigador en realizar un intento para establecer el sustrato anatdémico de la
ansiedad, al proponer que la emocidn se genera en el hipocampo y es transmitida por el
fornix hasta los cuerpos mamilares, de donde pasa al nacleo anterior del talamo y de ahi
alcanza al giro cingulado que, segun Papez, seria la regidon receptora de la emocion
(Barili et al, 1998).

La definicién del sistema limbico maduré con el trabajo de MaclLean quien en 1949
incluy6 a la amigdala dentro de este sistema anatémico, y elaboré una red neuronal que
involucraba a la corteza frontal y otros nudcleos subcorticales en la modulaciéon de la
emocién, como el septum y el nucleo accumbens (Pralong et al, 2002). El papel del
septum en la ansiedad fue destacado posteriormente por Gray y McNaughton quienes lo
incorporaron como parte fundamental a un “sistema de inhibicibn conductual”
denominado “septo-hipocampal” que, de acuerdo con ellos, operaria durante la
ansiedad y estaria modulado por la corteza cerebral (Gray y McNaughton, 2002). Por otro
lado, dado que el nucleo paraventricular del hipotalamo participa en la integraciéon de
las respuestas adrenocorticales del estrés (Yadin et al, 1993; Carrasco y Van der Kar, 2003)
,y €l nicleo supramamilar esta relacionado con el control cognoscitivo de las emociones
(Kirk, 1998; Pan y McNaughton, 2002), ambas estructuras han sido incluidas dentro del

sistema limbico.

Adicionalmente, estudios recientes han sugerido que otras estructuras tales como
la sustancia gris periacueductal, el hipotalamo medial y el coliculo inferior pudieran estar
involucradas en la modulaciobn de entradas aversivas y en la coordinaciéon de la
conducta defensiva y ansiosa. En apoyo de lo anterior, ha sido encontrado que el coliculo
inferior genera a través de sus proyecciones con la amigdala, respuestas condicionadas y
no condicionadas a estimulos auditivos (Maisonnette et al, 2000; Macedo et al, 2002). Por
ultimo, se ha visto que practicamente todas las regiones corticales tiene un papel

importante en la respuesta al miedo y al estrés (Pratt, 1992; Pralong et al, 2002).

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
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LA AMIGDALA

Dentro de estas estructuras, la amigdala juega un papel de primera magnitud en
la vida emocional de un sujeto, pues su participacion en el miedo y la ansiedad es por
todos reconocido. En 1819 el anatomista Karl Burdach describié una masa de células en
forma de almendra localizada en las profundidades de la corteza temporal de los

humanos, a la que llamé amigdala (Figura 1).

Figura 1: Primera ilustracion del “ndcleo amigdalino” en el hemisferio cerebral humano

La flecha indica el niucleo amigdalino como lo describié Burdach, quien sélo se refirié al
complejo basolateral de la amigdala. Trabajos posteriores afiadieron la corteza olfatoria
adyacente y el ndcleo central y medial de la amigdala, formando el complejo
amigdalino, el cual ha sido extendido recientemente incluyendo el nicleo cama de la
estria terminal y partes de la sustancia innominata.

Tomado de Swanson y Petrovich (1998)

Medio siglo después de la descripcion de Burdach, Theodor Meynert sostuvo que
la amigdala era la extensidn ventral del claustrum del I6bulo temporal y no fue sino hasta
el afo de 1923 cuando J.B. Johnston describié ampliamente a la amigdala e introdujo una
nomenclatura que ha servido de base para todas las nomenclaturas actuales. Johnston
propuso que la amigdala esta dividida en un grupo primitivo de ndcleos asociados al
sistema olfatorio, que incluye a los ndcleos central, medial, cortical y el del tracto olfatorio
lateral, asi como de un grupo filogenéticamente nuevo de nucleos formado por el ntcleo

lateral y el ntcleo basal de la amigdala (Swanson y Petrovich, 1998).

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
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Ahora sabemos que la amigdala es una regidon heterogénea formada por varias
partes (Figura 2). Una de ellas representa la expansion ventromedial del cuerpo estriado e
incluye al ndcleo central, al nicleo medial y al area anterior; otra parte, formada por el
nucleo del tracto olfatorio lateral, los nlicleos corticales y las areas amigdalinas piriformes y
postpiriformes, constituye la corteza olfatoria caudal y por ultimo, la tercera de ellas
considerada como la extensidon ventromedial del claustrum, esta formada esencialmente
por el nucleo lateral, el nlcleo basal y el nacleo posterior de la amigdala (Swanson y

Petrovich, 1998).

Figura 2: NUcleos de la amigdala en el cerebro de la rata

Seccion coronal representativa a nivel de -2.30 mm del bregma. CPu: putamen caudado,
BLA: nucleo basolateral, CeA: nucleo central, MeA: ndcleo medial, DEn: nucleo
endopiriforme dorsal, ITC: islas intercaladas, VL: nilcleo talamico ventromedial, MGP:
globo palido medial, LGP: globo palido lateral, CTX: corteza, CPu: caudoputamen, Pir;
corteza piriforme.

Tomado de Nuche-Bricaire (2008)

Cabe sefalar que por su papel en la modulaciéon de la ansiedad destacan el
llamado complejo basolateral, que es la principal estacidon de entrada de la amigdala y
que agrupa a los nucleos lateral, basolateral, basomedial y accesorio basal, asi como el
nucleo central que constituye su principal estacion de salida (Pérez de la Mora et al, 2010).
Es notorio asimismo, una coleccidn de masas celulares densamente pobladas (islas
intercaladas paracapsulares) que se interponen entre el complejo basolateral y el nicleo
central de la amigdala y que se considera constituyen una interface inhibitoria que

controla el trafico de impulsos entre ambos nucleos (Milhouse, 1986).
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Estudios de lesion y/o estimulacion eléctrica de la amigdala han demostrado el

importante papel de esta estructura en la modulacién de la ansiedad (Cuadro 1).

Cuadro 1

Efectos de la lesién y estimulacion eléctrica de la amigdala

Kluver y Bucy, 1937

Dano del Iébulo disturbios

emocionales.

temporal causa

Kaada, 1951

Estimulacidbn eléctrica de la amigdala provoca
respuestas de ansiedad en humanos y animales.

Chapman et al, 1954
Gloor et al, 1981

La estimulacidon eléctrica de la amigdala genera
sentimientos de miedo o ansiedad, asi como
reacciones autonémicas indicativas de miedo.

Weiskrantz, 1956
Zola-Morgan et al, 1991

Lesion restringida de la amigdala produce varios de
los efectos de sindrome de Kluver-Bucy, incluidos la
pérdida de miedo y el enojo, incrementa la
exploracién del ambiente e hiper-oralidad.

Ursin, 1960

Produce un reflejo de extrema atencién en gatos,
respuesta asociada con el miedo y la ansiedad.

Goddard, 1964
Adolphs et al, 1998
Aggleton, 1993

Lesion de Ila amigdala asociada con déficit
emocional, incluida la pérdida de reconocimiento de
miedo.

Blanchard y Blanchard,
1972
Vazdarjanova et al, 2001

Lesibn en la amigdala provoca la reduccion de
congelamiento en ratas expuestas a un gato sedado
y a pelos de gato.

Applegate et al, 1983

Produce un reflejo de extrema atencién en conejos,
respuesta asociada con el miedo y la ansiedad.

Feldman y Weidenfeld,
1998

La estimulacidon de la amigdala causa un incremento
en los niveles de corticosterona en el plasma.

McGaugh et al, 1996
Pape y Driesang, 1998

La activacion de la amigdala tiene un efecto
modulatorio en la adquisicion y consolidacion de
memaoria que evoca una respuesta emocional.

Bechara et al, 1995
La Bar et al, 1995

Lesion de la amigdala perturba el condicionamiento
al miedo en primates no humanos y humanos.

Likhtik et al, 2008

La lesibn de las islas paracapsulares mediales
interfiere  con la  extincion de respuestas
condicionadas.

Asi, la lesion de la amigdala esta relacionada con la disminuciéon del miedo y la
ansiedad, y los sintomas emocionales del sindrome de Kliver-Bucy pueden ser
reproducidos removiendo la amigdala pero no el hipocampo y las partes corticales que lo

rodean (Zola-Morgan et al, 1991).

Como ya se mencion6 anteriormente, la amigdala juega un papel importante en
la modulacion del miedo y la ansiedad (Davis y Whalen, 2001; Everitt et al, 2003; Engin vy
Treit, 2008; LeDoux, 2000; Millan, 2003). Estimulos relevantes emocionalmente, que vienen

del talamo y la corteza, llegan al complejo basolateral de la amigdala y, después de ser
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procesados, son transmitidos al nucleo central amigdalino donde se implementa una

respuesta ansiogénica apropiada.

Estudios realizados por Everitt y sus colaboradores (2003) han mostrado, sin
embargo, que ademas de estos caminos seriales para procesar los estimulos ansiogénicos,
se puede llevar a cabo un procesamiento paralelo de la informacién que involucra

entradas y salidas independientes, desde y hacia el nacleo basolateral y el nicleo central.

Finalmente, cabe sefialar que considerable evidencia experimental sugiere que la
neurotransmision intra-amigdalina estad controlada merced a la existencia de varias
interfases inhibitorias de naturaleza GABAérgica. De acuerdo con esto se ha descrito una
interfase que controlaria el trafico de los impulsos nerviosos que vienen del ndcleo
basolateral al nicleo central medial (Collins y Pare, 1999; Royer et al, 1999; Royer et al,
2000) y supuestas interfases GABAérgicas adicionales que modularian la informacién que
envia la corteza cerebral al nlcleo basolateral (Marowsky et al, 2005) o al nacleo central
medial (Quirk et al, 2003; Sun et al, 1994). Para una discusibn mas amplia sobre el
funcionamiento de estas interfases GABAérgicas inhibitorias ver Pérez de la Mora et al,
2008.
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LA QUIMICA DE LA ANSIEDAD

La ansiedad es una respuesta compleja que incluye componentes fisicos y
emocionales. Desde el punto de vista bioquimico la mayoria de los neurotransmisores
parecen estar involucrados en la ansiedad. Sin embargo, pareceria que la ansiedad se
mantiene en equilibrio gracias esencialmente a la actividad de dos sistemas de
neurotransmision: el sistema glutamatérgico y el sistema GABAérgico. Estos sistemas
ejercen acciones ansiogénicas y ansioliticas respectivamente, en varios niveles de los
circuitos neuronales. Sin embargo, las catecolaminas (como la dopamina o la
noradrenalina) o indolaminas (como la serotonina), que tienen a la amigdala como
blanco de muchas de sus acciones, ejercen un papel modulador complejo sobre estos
sistemas neuronales y por ende sobre la ansiedad. Asi mismo, se ha encontrado que una
constelacion de neuropéptidos también participan en la ansiedad, entre los que se
encuentran la colecistoquinina (CCK), la somatostatina, el neuropéptido “Y”, el péptido
intestinal vasoactivo o los péptidos opioides, y el mas recientemente descrito

neuropeptido S.

En la amigdala se han encontrado practicamente todos los neurotransmisores
descritos, pero el papel de sélo unos cuantos en la modulacidn de la ansiedad ha sido
estudiado con cierto detalle (Millan, 2003; Engin y Treit, 2008). Por otro lado, también se ha
documentado los efectos de algunos compuestos que ejercen acciones moduladoras en

la amigdala (Millan, 2003; Engin y Treit, 2008).
Acido y-aminobutirico (GABA)

En la amigdala, por medio del uso de anticuerpos en contra de la enzima
descarboxilasa glutamica que sintetiza al GABA y que por tal razén es un marcador
selectivo para las neuronas GABAérgicas, se pudo demostrar en 1981 la presencia de
abundantes terminales GABAérgicas inmunoreactivas, esparcidas entre los cuerpos
celulares de neuronas localizadas en la mayor parte de los nlcleos amigdalinos de la rata
y en particular en la parte externa de la corteza piriforme (Perez de la Mora et al, 1981).
Estudios posteriores basados en el uso de anticuerpos contra el GABA, mostraron que
existen cuerpos celulares GABAérgicos en todos los nldcleos de la amigdala,
encontrandose la mayor densidad de ellos, en las islas intercaladas paracapsulares y en la
porcién lateral del nacleo central (Sun y Cassell, 1993; Fritschy y Mohler, 1995; Pirker et al,
2000). Mas tarde, se demostré que las células GABAérgicas de las islas intercaladas

reciben inervacion glutamatérgica proveniente del complejo basolateral y proyectan sus
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axones a neuronas GABAérgicas localizadas en los nucleos central y medial de la
amigdala, asi como a islas intercaladas paracapsulares situadas en posiciones mas

mediales (Royer et al, 2000).

Aunque en menor cantidad también se ha demostrado la presencia de neuronas
GABAérgicas en el nucleo basolateral de la amigdala, habiéndose sugerido que estas
neuronas funcionan como interneuronas locales. Asi mismo, se ha observado que, aunque
alrededor del 15% de estas neuronas son de naturaleza GABAérgica, el GABA coexiste
con diversos neuropéptidos (McDonald y Pearson, 1989). Cabe sefialar, que ademas de
los sistemas GABAérgicos intrinsecos de la amigdala, se han descrito vias GABAérgicas
amigdalinas de proyecciéon como la que llega al nucleo del tracto solitario procedente
del nudcleo central (Saha, 2005), y que dentro de la amigdala, el nicleo basolateral
contiene la mayor cantidad de receptores para benzodiacepinas (Niehoff y Kuhar, 1983;

Thomas et al, 1985).

Glutamato

El sistema glutamatérgico esta ampliamente representado en la amigdala, tanto
en cuerpos celulares, como en numerosas terminales axénicas. La mayor parte de los
cuerpos celulares en la amigdala presentan inmunoreactividad para las subunidades Glu-
R1 y Glu-R2 del receptor AMPA, y para NMDAR1 del receptor NMDA en el nucleo
basolateral (McDonald, 1994). En el ndcleo lateral dichas subunidades se encuentran
tanto en somas como numerosas terminales inmunoreactivas para el glutamato, cuyo
origen podria estar en neuronas del tdlamo y de la corteza cerebral (LeDoux, 2000).
También se ha demostrado la presencia de receptores glutamatérgicos metabotrépicos
(MmGIuR) dentro de la amigdala, como el receptor mGlu-R5 y mGlu-R2, los cuales
pertenecen a los grupos | y Il respectivamente. El receptor mGlur-R5 es preferentemente
postsinaptico y existe en pequefias cantidades en la porcion caudal de la amigdala,
sobre las neuronas de las islas intercaladas paracapsulares mediales que separan el
complejo basolateral del nicleo central (Pérez de la Mora et al, 2005). El receptor mGlu-
R2, por el contrario, ha sido localizado presinapticamente en el neurépilo del nucleo
basolateral de la amigdala de la rata (Mrzljak, 2003). Se han descrito también sistemas
glutamatérgicos de proyeccion que llevan informacién desde el nucleo basolateral de la
amigdala a la corteza prefrontal, al talamo y al area tegmental ventral (Kocsis et al 2003;

Takayama y Miura, 1992).
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Sistemas peptidérgicos

Diversos estudios inmunohistoquimicos han evidenciado dentro de la amigdala la
existencia de sistemas peptidérgicos locales y de otros que proyectan adicionalmente a
nicleos extra-amigdalinos. Se han encontrado neuronas CCKérgicas en los nucleos
basolateral, central, medial y cortical de la amigdala (Roberts et al, 1982; McDonald y
Pearson, 1989). Casi el 100% de las interneuronas grandes y 50% de las pequefias del
nucleo basolateral de la amigdala, presentan inmunoeactividad para CCK en
coexistencia con el GABA (McDonald y Pearson, 1989). En otras neuronas se ha podido
determinar también dentro de este nucleo la coexistencia del GABA con el péptido
intestinal vasoactivo (VIP). En el nucleo basolateral de la amigdala se localizaron
numerosos receptores tipo CCK-B (Mercer et al, 2000), y en el nacleo central y medial
abundantes fibras positivas para CCK en curso probablemente hacia blancos fuera de la

amigdala (Roberts et al, 1982).

El péptido intestinal vasoactivo ha sido encontrado principalmente en los cuerpos
celulares de neuronas del complejo basolateral (Roberts et al, 1982) en donde
probablemente ejerzan sus acciones localmente (McDonald y Pearson, 1989) o inervando
al nacleo central de la amigdala. Estas neuronas pueden coexistir dentro de la amigdala

con el GABA (McDonald y Pearson, 1989) y con la CCK (Mascagni y McDonald, 2003).

Neuronas inmunoreactivas para el neuropéptido “Y” se han localizado en el
nucleo medial y en la base de la estria terminal (Gustafson et al, 1986), asi como del
complejo basolateral, en dénde un 90% de ellas coexisten con el GABA (McDonald y
Pearson, 1989). También se han encontrado plexos densos de fibras que contienen al
neuropéptido “Y” en el nlcleo central y el ndcleo medial de la amigdala (Gustafson et al,
1986), los cuales probablemente dan lugar a vias que llegaran a blancos tanto dentro,

como fuera de la amigdala.

Sistemas monoaminérgicos

La amigdala tiene una inervacion abundante de dopamina, noradrenalina y
serotonina, que tienen su origen en cuerpos celulares localizados fuera de ella. En el area
tegmental ventral (VTA) del mesencéfalo se encuentran las neuronas responsables de
inervar dopaminérgicamente a la amigdala (Dahlstrom y Fuxe, 1964; Pérez de la Mora et

al, 2010; Asan, 1998). Por otro lado, la inervacion noradrenérgica y serotoninérgica de la
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amigdala proviene de neuronas asentadas en el locus coeruleus, y el rafé dorsal y

mediano respectivamente (Dahlstrom y Fuxe, 1964; Fallon y Ciofi, 1992; Ungerstedt, 1971).

El nacleo central de la amigdala es el mayormente inervado por las neuronas
dopaminérgicas y noradrenérgicas. En este nucleo, los plexos dopaminérgicos y
noradrenérgicos se sobreponen en la mayor parte de sus porciones, con la excepcion de
su porcion central lateral en la que predomina la inervacion dopaminérgica y la lateral
capsular que apenas se encuentra inervada por ambos sistemas (Asan, 1998). Los nucleos
basolateral y medial estan también densamente inervados, aunque en menor proporcion

que el ndcleo central.

De acuerdo a su topografia y localizaciéon, la densidad de las terminales
dopaminérgicas varia a nivel de las islas intercaladas. En la porcién rostrolateral de la isla
intercalada principal la densidad de las terminales dopaminérgicas es intensa en
comparacién con su porcion rostromedial y caudal de la isla intercalada principal.
Asimismo las islas intercaladas paracapsulares rostrales parecen estar mas inervadas por
terminales dopaminérgicas que las caudales (Fuxe et al, 2003). La inervacion
noradrenérgica de la isla intercalada principal y del resto de las islas intercaladas

paracapsulares es escasa (Fuxe et al, 2003).

Por lo que toca a los receptores dopaminérgicos, los receptores D1 se encuentran
localizados en las islas intercaladas paracapsulares y el nacleo basolateral a todos sus
niveles (Scibilia et al, 1992; Fuxe et al, 2003), mientras que los receptores D2 parecen estar
confinados al ndcleo central de la amigdala (Scibilia et al, 1992; Pérez de la Mora et al,

2010; Pérez de la Mora et al, 2012).

La inervaciéon serotoninérgica es particularmente densa en todo el complejo
basolateral, la porcién medial del nacleo central y el nacleo medial. Comparativamente,
de menor importancia cuantitativa es la inervacion serotoninérgica de la porcion lateral
del ntcleo central y la del nacleo cortical posterior (Fallon y Ciofi, 1992). Como en el caso
de las otras monoaminas, la transmisidon serotoninérgica en la amigdala involucra la
participacion de numerosos tipos de receptores, entre los que destacan los 5HT1A y los
5HT3 que ejercen poderosos efectos sobre la ansiedad modulando la transmision

GABAérgica (Morales y Bloom, 1997; Sibille et al, 2000).
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Moduladores hormonales

Ademas de los sistemas de neurotransmision que interactian dentro de la
amigdala para modular la ansiedad, se encuentra la progesterona y el factor liberador de
corticotropina. La primera posee notables acciones ansioliticas (Fernandez-Guasti y
Picazo, 1992) que se supone son mediadas por su unidn a sitios especificos localizados
sobre los receptores GABAA y que bien podrian tener a la amigdala como su sitio de
accion. La inyeccioén intra-amigdalina de progesterona tiene un efecto ansiolitico en ratas
en algunos modelos animales de ansiedad (Frye y Walf, 2004) y los niveles de
alopregnanolona, el metabolito activo de la progesterona, se encuentran elevados en la
amigdala en ratas que fueron seleccionadas por “cruza” para mostrar niveles bajos de

ansiedad tras ser separadas de sus madres (Zimmerberg et al, 2005).

La subunidad o4 del receptor GABAa se encuentra sobre-expresada en
condiciones de ansiedad elevada, y bajo condiciones de abstinencia a la progesterona
existe un aumento selectivo en los niveles de esta subunidad en la amigdala y en el
hipocampo (Gulinello et al, 2003), lo cual apoya la idea de que la activacion de los
receptores GABAAa en la amigdala podria ser la responsable de los efectos ansioliticos de

la progesterona.

Existen numerosas evidencias que sefialan que el factor de liberacion de la
corticotropina tiene efectos ansiogénicos y que sus antagonistas pueden revertir las
respuestas conductuales a muchos estresores (Koob y Heinrich, 1999). Este factor puede
interactuar dentro de la amigdala con otros sistemas de neurotransmisores como el
noradrenérgico y el glutamatérgico, ya que en el nlcleo central de dicha estructura la
noradrenalina estimula su liberacion (Koob y Heinrich, 1999) y se ha reportado la
presencia de receptores mGlu-R1 sobre neuronas inmunoreactivas para el factor de
liberacion de corticotropina (Smialowska et al, 2002). Ademas, un antagonista funcional
para los receptores glutamatérgicos del tipo NMDA, el acido 1-
aminociclopropanecarboxilico (ACPC), desprovee de su inmunoreactividad para el factor
de liberacion de corticotropina a fibras y neuronas amigdalinas, indicando que el
glutamato controla la sintesis o liberaciéon de este factor via receptores del tipo NMDA

(Wieronska et al, 2001).
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LOS RECEPTORES GABAERGICOS

Los receptores son componentes membranales proteicos de una célula que tienen
la capacidad de identificar una sustancia, hormona o neurotransmisor (Siegel et al, 1994).
El GABA activa dos tipos diferentes de receptores: el GABAaA y el GABAs, siendo
particularmente importante para los fines de este trabajo el receptor GABAa y que por

consiguiente sera al Ginico que nos referiremos.

El receptor GABAA no es una entidad molecular discreta, sino que constituye una
familia de receptores asociados a un canal que permite el flujo de cloruro hacia el interior
la célula (Silvilotti y Nistri, 1991). Cabe sefialar que dentro de esta familia existe otro tipo
de receptores inicialmente llamados receptores GABAc, pero que ahora se les prefiere
considerar como una variedad de los receptores GABAa, y que por estar formados de
subunidades rho (ver abajo) se les denomina receptores GABAa rho (Barnard et al, 1998).
Dichos receptores, como ocurre con el resto de las variantes de los receptores GABAA,
estan asociados directamente con canales idnicos para el cloruro y poseen propiedades

farmacoldgicas y funcionales caracteristicas (Cuadro 2).

Cuadro 2
Farmacologia de los receptores GABAérgicos
GABAA GABAg GABAAa rho

5 GABA
o < .
o) GABA GABA Acido 4 cis-
S . (-)-Baclofen . L

Muscimol < . aminocrotonico
S Ilsoguvacina Acido butanoico Acido 4 trans-trans-
5 9 Acido fosfinico (SKF 97541) ; >
2 aminocrotonico
8 Bicuculina Faclofen TPMPA*
_8 Gabazina (SR saclofen Imidazol-4-acido
9 95531) 2-Hidroxisaclofen < acetico
E (+)-B-Hidrastina Acido metilfosfinico

Elaborado a partir de Wermuth y Biziere (1986); Seabrook et al (1990); Bormann vy
Feigenspan (1995); Ragozzino et al (1996).* Acido 1,2,5,6-tetrahidro-piridina-4-il- metil-
fosfinico

Propiedades farmacoldgicas y funcionales de los receptores GABAx y GABAA rho

Los receptores GABAa son de gran importancia, ya que cumplen un papel
fundamental en la regulacion de la excitabilidad cerebral (McDonald y Olsen, 1994), y

muchas drogas importantes, tales como benzodiacepinas, barbitlricos, neuroesteroides,
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etanol y algunos de los anticonvulsivantes y anestésicos generales interactian con ellos

para ejercer sus efectos farmacoldgicos (Cuadro 3).

Cuadro 3
Drogas que interactidan con los receptores GABAa convencionales.

Droga Tipo Tipo de ligando Accion

Sitio de unién de benzodiacepinas

Diazepam BZ Agonista
Midazolam BZ Agonista
Ansiolitico
Flunitrazepam BZ Agonista
Bretazenil Agonista parcial
Flumazenil Antagonista
Ro 15-4513 ImidazoBZ Agonista inverso parcial
Zolpidem Imidazopiridina Agonista
Hipndtico
CL 218.872 Triazolopiridazina Agonista
BCCM B carbolina Agonista inverso
DMCM Agonista inverso

Barbituricos y sitios de modulacién de esteroides

Loreclezole Anticonvulsivante

Alphaxalone Anestésico

Tomado de Smith (2001)

El receptor GABAA es una proteina transmembranal heterooligomérica formada
por cinco subunidades proteicas (Richards et al, 1991) organizadas de tal manera que
delimitan un canal que atraviesa la membrana y que, debido a sus propiedades, permite
especificamente el paso de aniones cloruro (Cl) de manera selectiva al interior de la

célula (Schmid et al, 1998) (Figura 3).

Los receptores GABAA contienen sitios de reconocimiento para el GABA y como
podria predecirse por sus propiedades, también para otras sustancias de interés médico
como las benzodiacepinas y los barbitiricos, que se comportan como agonistas
indirectos, asi como para sustancias antagonistas competitivas como la bicuculina, y no
competitivas como la picrotoxina. Dichos receptores, poseen ademas sitios de
reconocimiento para algunos esteroides neuroactivos del tipo de la alopegnanolona
(Freeman et al, 1993) y la progesterona (Picazo y Fernandez-Guasti, 1995). Cuando el

GABA se une al receptor, su canal se abre y permite el paso de iones CI- a través de ellos.
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La unién de las benzodiacepinas a sus sitios de reconocimiento incrementa el tiempo de

apertura de estos canales y potencia la accion del GABA en sus sinapsis (Alvano, 2003).

Figura 3: Receptores GABAA
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Los receptores GABAa estdn formados por 5 subunidades. Cada subunidades esta

formada 4 regiones transmembranales, de las cuales la region 2 es la encargada de

formar el canal. Ambas terminales (amino y carboxilo terminal) son extracelulares.
Modificado de Moss y Smart (2001).

A diferencia de los receptores GABAa convencionales, los receptores GABAAa rho
no son inhibidos por la bicuculina y a diferencia de los receptores GABAs no son activados
por el (-)baclofen (Chebib y Johnston, 2000). Los receptores GABAa rho son activados por
el &cido carboxilico (+)-cis-2-aminometilciclopropano ((+)CAMP) (Duke et al, 2000) y por el

acido cis-4-aminocroténico (CACA) (Chebib y Johnston, 2000).

Los receptores GABAAa rho son 10 veces mas sensibles al GABA comparados con los
receptores GABAa convencionales, y muestran una conductancia baja (Polenzani et al,
1991; Qian y Dowling, 1993) y tiempos de apertura bastante largos (Feingespan y
Bormann, 1994; Polenzani et al, 1991; Qian y Dowling, 1993; Wang et al, 1994; Woodward et
al, 1992). También se ha demostrado que el GABA es mas potente al activar a los
receptores GABAA rho que a los receptores GABAA convencionales (Feigenspan et al,

1993; Feigenspan y Bormann, 1994).

Los receptores GABAa rho son canales i6nicos asociados al Cl, formados por

ensambles homo-oligoméricos y hetero-oligomericos de subunidades GABA rho (Chebib,
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2004; Cutting et al, 1991; Enz et al, 1995; Enz y Cutting, 1998; Olsen y Sieghart, 2008, Wang et
al, 1994). Cémo ya se menciond, no son sensibles a los agonistas de los receptores GABAEs,
como el baclofen, ni a los agonistas del receptor GABAa, como la bicuculina (Chebib,
2004; Drew et al, 1984, Drew y Johnston, 1992; Olsen y Sieghart, 2008; Polenzani et al, 1991,
Wang et al, 1994) pero son selectivamente bloqueados por el (acido(l,2,5,6-
tetrahidropiridin-4-il) metilfosfinico (TPMPA), un compuesto disefiado de forma especifica

para bloquear los subtipos de receptores GABAAa rho (Chebib, 2004; Ragozzino et al, 1996).

A pesar de que inicialmente los receptores GABAa rho fueron encontrados y
caracterizados en la retina (Enz et al, 1995; Feingespan y Bormann, 1994; Lukasiewics et al,
1994; Polenzani et al, 1991; Qian y Dowlin, 1993, Wang et al, 1994, Woodward et al, 1992;
Zhang et al, 1995), evidencia convergente indica que también pueden estar presentes en
varias regiones cerebrales, incluyendo la amigdala (Enz et al, 1995; Enz y Cutting, 1999;

Esmaeili et al, 2009; Rosas-Arellano et al, 2007).

Asi, los receptores GABAa rhol han sido detectados inmunohistoquimicamente en
la amigdala posterior y los receptores GABAa rho2 han sido encontrados con la técnica
de reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) dentro del nicleo

basolateral y el nicleo central de la amigdala (Esmaeili et al, 2009).

Neurofisiolégicamente, la aplicacion ionoforética de GABA a rebanadas de
amigdala y la estimulacion eléctrica de las islas paracapsulares intercaladas mediales,
qgue como se indicé antes, son grupos de neuronas GABAérgicas que estan interpuestas
entre el nlcleo basolateral y el nacleo central y parecen controlar el flujo de los impulsos
nerviosos entre estos nucleos (Paré et al, 2004, Pérez de la Mora et al, 2008; Pérez de la
Mora et al, 2010), inducen dentro del nlcleo central corrientes postsinapticas inhibitorias
que fueron insensibles a la bicuculina y parcialmente bloqueadas por la aplicacion del

TPMPA (Delaney y Sah, 1999; Delaney y Sah, 2001).

Dado que los receptores GABAa rho tienen una baja tasa de desensibilizacion
(Polenzani et al, 1991; Qian y Dowling, 1993) y son mas eficientes que los receptores
GABAA convencionales (Feingespan y Bormann, 1994; Polenzani et al, 1991; Qian vy
Dowling, 1993; Wang et al, 1994; Woodward et al, 1992) para inducir respuestas inhibitorias,
se considera que su activacion puede ejercer efectos ténicos inhibitorios a varios niveles

de la amigdala y asi modular su salida ansiogénica.
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Composicion de subunidades

Como se indic6 antes, el receptor GABAa esta compuesto por varias subunidades
cuya secuencia de aminoacidos ha sido deducida y muestra una identidad significante
(20%-30%) cuando se le compara con la secuencia de otros canales idnicos tales como el

receptor nicotinico, el receptor a la glicina, y los receptores 5HT 3 a la serotonina.

En el cerebro de los mamiferos se han clonado varias clases de subunidades e
isoformas correspondientes a cada una de las clases de receptores GABAa. La identidad
de los aminoacidos a través de las isoformas de la misma clase es aproximadamente de

un 70%, mientras que la identidad a través de clases es aproximadamente del 30%.

Para el receptor GABAA se han clonado diversas subunidades: seis a; cuatro f; tres
v; una d y una ¢ (Barnard et al, 1998) y se ha reportado la presencia de variantes para la
misma subunidad, de manera que, la subunidad vz, por ejemplo, se expresa como yazs
(forma corta) y ya (forma larga) (Gutierrez et al, 1994). Bioquimicamente, la forma ya
contiene ocho aminoacidos mas entre la regidn transmembranal 3 y la region
transmembranal 4, lo que le proporciona un sitio potencial adicional de fosforilaciéon
(Whiting et al, 1990). La subunidad as también tiene dos variantes, sin embargo la forma

corta de la subunidad as no forma receptores funcionales (Korpi et al, 1994).

Se ha sugerido que los receptores ensamblados a partir de varias isoformas de la
subunidad rho sean clasificados como receptores GABAa rho (Shimada et al, 1992), ya
gue estos son insensibles a la bicuculina y al baclofen, un ligando para los receptores
GABAs, pero contienen la subunidad rho que pertenece a la familia de las subunidades

del receptor GABAA.

Estudios de “inmunoblot” con anticuerpos especificos para las subunidades del
receptor GABAa han revelado su peso molecular (Cuadro 4) y el porcentaje de los sitios de
unién inmunoprecipitados por anticuerpos especificos en relaciéon a las otras subunidades
del receptor GABAAa en cerebros adultos (Cuadro 5). La investigacion de la distribucion de
la mayor parte de las subunidades (Cuadro 6) que participan en la formacion del receptor

GABAa ha indicado que existe selectividad para ellas en distintas regiones del cerebro.

Hasta el momento se han identificado 2 tipos de subunidades rho en la retina del
humano, el ratén y el pollo; 3 tipos de subunidades rho en la rata, con una variante para

rho 1; y 5 tipos de subunidades rho en la perca blanca. La secuencia genética entre las
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subunidades rho del humano y de la rata es homdéloga hasta en un 92%, al igual que entre

las distintas especies, que es de entre el 60% y el 74% (Chebib, 2004).

Cuadro 4
Peso molecular de las subunidades del receptor GABAAa (kDa).
1 2 3 4 5 6

a 50-51 52-52 58-61 66-67 53-55 57-58
B 57 54-57 57
y 45-51 43-49 43-46
) 54
€ ?
P ?
7 ?

Elaborado a partir de Mehta y Ticku (1999)

Cuadro 5

Porcentaje de los sitios de unién inmunoprecipitados por anticuerpos
especificos en relacion a las otras subunidades del receptor GABAa en el

cerebro adulto.

1 2 3 4 5 6
a 70-97 4-28 12-24 0-15 4-14 30-39
B 2-32 55-96 19-52
Y 0-19 50-94 0-18
o 0-23
€ ?
o ?
1 ?

Elaborado a partir de Mehta y Ticku (1999)
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Cuadro 6

Distribucidén de algunas de las subunidades del receptor GABAAa

SUBUNIDAD LOCALIZACION

FUENTE

Areas corticales y talamo.

Rudolph et al, 1999

o1 . .
B_ulbo olfatorio, neocorteza, formacion Tecott, 2000
hipocampal, cerebelo.
Sistema limbico Low et al, 2000
o2
Nucleo central de la amigdala Rudolph et al, 2001
a3 Sistema reticulado activador Low et al, 2000
aa Corteza cerebral, hipocampo y tdlamo. Mehta y Shank, 1995
as Sistema limbico Rudolph et al, 1999
as Células granulares cerebelares
Bs Mayoria de las areas cerebrales Rudolph et al, 2001
A Cerebelo y talamo
Y1 Amigdala y septum Ymer et al, 1990
Y2s Mayoria de las regiones de cerebro
: Gutierrez et al, 1994
Abundante en el hipocampo, corteza
Yo )
cerebral y bulbo olfatorio
n Pulmones, timo, prostata y utero. Hedblom y Kirkness, 1997
Wisden et al, 1996
P Retina y cerebro Enz y Cutting, 1999

Esmaeili et al, 2009

Estructura oligomérica y funcion

Como se mencion6é anteriormente, los receptores GABAa constituyen el sitio de

reconocimiento de diversos compuestos ansioliticos, sedantes y anticonvulsivantes (Klein

et al, 1995; Gulinello et al, 2003), es por esto que la regulacion de la ansiedad esta

asociada estrechamente con la funcién del receptor GABAa (Sanders y Shekhar, 1995). En
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apoyo de lo anterior existe evidencia que sefiala que distintas isoformas del receptor
GABAA,, localizadas en regiones especificas del cerebro, podrian modular a la ansiedad

en forma diferencial (Crestani et al, 1999).

Tales caracteristicas funcionales son atribuidas a la combinacion diferencial de las
subunidades que integran a los receptores GABAa. La elucidacion de los ensambles que
caracterizan al receptor GABAa ha resultado una tarea sumamente desafiante ya que, en
teoria, son muchos los diferentes tipos de ensambles que se pueden deducir de la
combinacién de sus subunidades. Hay reportes que indican que las subunidades a1, f23 y
y2 coexisten en la mayoria de los receptores (Khan et al, 1993; Benke et al, 1994) aunque
también se ha visto que se pueden coexpresar dos isoformas diferentes de la subunidad a-
(Araujo et al, 1996), - (Li y De Blas, 1997) o y- (Benke et al, 1996) en el mismo receptor. As
pues, la combinacién de subunidades predominante en la mayoria de los receptores
GABAA comprende dos subunidades a, dos subunidades y y una subunidad p (Backus et

al, 1993) o dos subunidades a, dos subunidades  y una subunidad y (Chang et al, 1996).

Los receptores GABAAa rho estan formados exclusivamente de subunidades rho. A
la fecha se han identificado 3 subunidades rho las cuales se ensamblan para formar un
pentamero conformado por el mismo tipo de subunidad, a lo cual se le llama
homopentamero, o puede estar formado por mas de una subunidad rho, a lo cual se le
llama heteropentamero. También hay evidencia de que la subunidad rhol puede formar

heteropentameros con la subunidad y2 (Qian y Ripps, 1999).

La estequiometria de las subunidades que constituyen al receptor GABAa
probablemente varia en las diferentes regiones del cerebro, pero hasta el momento sélo
se han sugerido algunas combinaciones de subunidades que se considera son las que se

presentan con mayor abundancia en la mayoria de las regiones cerebrales.

Estudios recientes han demostrado por otro lado que la subunidad & no se
colocaliza con la subunidad y (Araujo et al, 1998), y que se necesita la coexpresion de las

subnidades o, B y y para formar receptores GABAa completamente funcionales.

La combinacién de subunidades en los receptores determina sus propiedades
farmacoldgicas y electrofisiolégicas, siendo para el caso de los receptores GABAa el tipo
de subunidades a es el mas determinante (Cuadro 7). Por ello, durante los dltimos afios se

ha investigado la localizacidon de los sitios de unidon para diversos ligandos del receptor
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GABAa, usando radioligandos que se unen a receptores que son posteriormente

inmunoprecipitados mediante anticuerpos dirigidos en contra de subunidades especificas.

Tales estudios indican que la alta afinidad del sitio de unién para GABA/muscimol
se encuentra en la interfase de las subunidades a y g (Ruano et al, 1995), y se ha sugerido
que la subunidad B es necesaria para la unidn del TBPS (Slany et al, 1995). Por otro lado, el
sitio de unidn para benzodiacepinas esta localizado en la interfase que se forma entre las
subunidades a. y y (Wong vy Skolnick, 1992). Se ha descrito ademas, que existen receptores
GABAA con dos isoformas de la subunidad a y y haciendo posible la existencia de dos sitios

de unidn para las benzodiacepinas en el mismo receptor (Khan et al, 1996).

De esta manera, se han descrito dos sitios diferentes para la unién de las
benzodiacepinas en el receptor GABAA. Los sitios tipo 1 (BZ I) tienen una afinidad mayor
para sustancias tales como CL 218872, 3-CCM y zolpidem, en comparacién con los
receptores de tipo 2 (BZ Il) (Benke et al, 1994). Por otro lado, los receptores que contienen
a la subunidad a1 forman receptores BZ I, mientras que los receptores BZ Il necesitan de la
expresion de las subunidades a2, az 0 as (Marksitizer et al, 1993; Mertens et al, 1993). Es
interesante, sin embargo, que los receptores que contienen la subunidad as pierden la
afinidad para el zolpidem y sus analogos (Hadingham et al, 1993) pero mantienen una
alta afinidad para el Ro 15-4513 (Mehta y Shank, 1995), un agonista inverso parcial del sitio

de unidn para las benzodiacepinas.

Benzodiacepinas convencionales tales como el diazepam, flunitrazepam vy
clonazepam no se unen a los receptores GABAa que contienen las subunidades a4 y as,
mientras que el Ro 15-4513 y algunos agonistas parciales para el receptor a
benzodiacepinas tienen una alta afinidad para estos receptores insensibles al diazepam
(Khan et al, 1996; Quirk et al, 1994). El [3H]lmuscimol por su parte se une con una alta
afinidad a los receptores que tienen la subunidad a4 (Wisden et al, 1991) y la subunidad as

(Khan et al, 1996), amén de asociarse con receptores que posee las otras subunidades.

Por otro lado, ha sido descrito que los receptores que contienen la subunidad ys
tienen una reducida afinidad para el clonazepam y el flunitrazepam y pierden la
sensibilidad al zolpidem (Benke et al, 1996), mientras que los receptores que contiene la
subunidad y: tienen una baja afinidad para las benzodiacepinas, excepto el
flunitrazepam, y se diferencian de los receptores que contienen las subunidades y2 y ys por
su baja afinidad hacia el agonista inverso p-CCM y por su pérdida de afinidad para el

agonista inverso parcial flumazenil (Benke et al, 1996). Finalmente, el ensamble de
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subunidades © con subunidades o, p 6 y lleva a una densidad reducida de los sitios de

unién para [3H]flumazenil (Hedblom y Kirkness, 1997).

Cuadro 7
Ligandos y localizacidn de las subunidades a
Tipo de Localizacién de expresion
Subunidad receptor a Ligando reconocido
BZ alta/intermedia baja
Flumazenil
Zolpidem Cerebelo Hipocampo
o1 i Talamo Corteza cerebral
DMCM, flunitrazepam Amigdala
CL218,872 (a) Diazepam (a)
Flumazenil
“ | Diazepam (a) Hipocampo Cerebelo
2 .
Zolpidem (b), CL218,872 (b) Amigdala Corteza cerebral
DMCM, flunitrazepam
Flumazenil
“ | Diazepam (a) Hipocampo Cerebelo
3 ;
Zolpidem (b), CL218,872 (b) Amigdala Corteza cerebral
DMCM, flunitrazepam
Flumazenil
_ BCCM (b) Télamo Cerebelo
a4 Insensible — Hipocampo Corteza cerebral
Bretazinil (i) Striatum Amigdala
Ro 15-4513 (a)
Flumazenil, RY80
Diazepam (a) E(Trebelo
alamo
L655,708 (s) . .
as Il (atipica) Hipocampo Nucleo

Ro 15-4513 (ra>15X0i1,2,3) Bulbo olfatorio hipotaldmico
Corteza cerebral

Amigdala

Zolpidem (<30Xa.2,3)
DMCM, flunitrazepam

Antagonistas, por ejemplo
o6 insensible flumazenil (mb) o agonista Cerebelo
inverso (Ro 15-4513)

a:alta; i;intermedio; b:baja; ra:relativamente alta; s:selectiva; mb:muy baja

(Barnard et al, 1998; Khan et al, 1996; Smith, 2001; Thomas et al, 1985)

Se ha encontrado que el acido carboxilico (+)-cis-2-aminometilciclopropano ((+)-
CAMP) se comporta como un agonista para el GABA que activa en forma total solo a los
receptores que contienen las subunidades rho 1 y rho 2, y activa de manera parcial a los
receptores formados con subunidades rho 3 (Pan y Qian, 2005). Otros farmacos como la
isoguvacina son capaces de activar a los receptores GABAa convencionales, pero solo lo

hacen de manera parcial con los receptores GABAAa rho.
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Existen farmacos capaces de distinguir entre receptores formados con distintos
tipos de subunidades rho. El (-)-TAMP o el 2-Metil-TACA funcionan como agonistas
parciales de homoligdbmeros formados por subunidades rhol y rho2, pero nuevamente,
solo se logra bloquear de manera parcial a los receptores que contienen las subunidad
rho3 (Zhang et al, 2001). Ya que las propiedades farmacoldgicas no son consistentes en los
receptores GABAa rho, se ha sugerido que al igual que los receptores GABAa
convencionales, las acciones diferenciales de los agentes farmacolégicos sobre dicho
receptor son determinadas por la muy particular composicién molecular de estos (Pan y
Qian, 2005). Finalmente cabe sefialar que el TPMPA fue disefiado para ser un bloqueador
selectivo para los receptores GABAa rho. Los estudios realizados con éste farmaco han
sido de vital importancia para mostrar el papel que los receptores GABAa rho tienen en

diferentes procesos fisioldgicos.

Desde el punto de vista funcional el grupo de Yang (2003) ha sugerido que a nivel
celular los receptores GABAA rho estan relacionados con la inhibicion de la apoptosis
inducida por amoniaco en neuronas hipocampales. Asi mismo, se les ha relacionado con
la modulacion de la liberaciéon la hormona tirotropina en la glandula pituitaria (Boue-
Grabot et al, 2000). Finalmente, se ha demostrado que los receptores GABAa rho pueden
estar implicados en la regulaciéon del ciclo suefio-vigilia en ratas, donde al parecer
provocan un incremento de la vigilia y una reduccion tanto del suefio de ondas lentas

como del suefio de movimientos oculares rapidos (Chebib, 2004; Deschaux et al, 2006).

FENOMENO DE TOLERANCIA AL PRIMER ENSAYO (“ONE-TRIAL
TOLERANCE")

El laberinto elevado en forma de “+” (EPM por sus siglas en inglés: Elevated Plus
Maze) es una prueba conductual no condicionada que ha sido ampliamente validada
para la evaluacion de la ansiedad en los roedores (Pellow et al, 1985). La prueba se lleva
a cabo en un laberinto en forma de “+” que se encuentra elevado a 50 cm del piso y
qgue posee dos brazos abiertos y dos brazos cerrados, por paredes de 40 cm de alto, que
se interceptan en un cuadrado central (10 x 10 cm). La prueba dura 5 minutos (Figura 4) y
se inicia cuando se coloca al animal en el cuadrado central del laberinto. Ya que el EPM
explota la aversidon de los roedores por los espacios abiertos, las ratas evitan la exploracion
de sus brazos abiertos y pasan la mayor parte del tiempo confinadas dentro de sus brazos
cerrados. Cuando a los animales se les trata con sustancias ansioliticas, aumenta el
tiempo que estos pasan en los espacios abiertos pues su ansiedad disminuye y se atreven
a explorar por mas tiempo aquellos espacios que les son aversivos de forma natural. Por
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el contrario, cuando los animales son tratados con sustancias ansiogénicas, estos
generalmente permanecen en los brazos cerrados del laberinto que estos representan

para ellas su zona de confort en esta prueba

Figura 4: Laberinto Elevado en forma de “+”

El laberinto en forma de “+” esta construido de madera y se encuentra elevado a 50 cm
del piso y posee dos brazos abiertos y dos brazos cerrados por paredes de 40 cm de alto.
Los brazos se interceptan en un cuadrado central de 10 cm de lado.

En 1987, Lister encontré un fenédmeno extrafio mientras trabajaba con ratones en el
EPM Este investigador noté que aquellos animales que habian sido expuestos al EPM sin
haber recibido tratamiento farmacoldégico alguno perdian la capacidad de generar
respuestas ansioliticas cuando eran tratados con clorodiazepoxido y sometidos

subsecuentemente al EPM. (Lister, 1987).

Tres aflos mas tarde, File y sus colaboradores confirmaron el mismo fenémeno en
ratas, encontrando ademas que este efecto permanecia aun si el intervalo entre la
primera y la segunda exposicion al laberinto era de 2 semanas (File et al, 1990). Este
fendmeno denominado tolerancia al primer ensayo (one-trial tolerance) se defini6 como
la pérdida de los efectos ansioliticos de las benzodiacepinas en animales que tuvieron una

experiencia previa libre de drogas en el laberinto elevado en forma de “+” (File, 1993).

Mas aun, en estudios posteriores se demostré que este fendmeno ocurre también
cuando los efectos de las benzodiacepinas son estudiados en otras pruebas conductuales
como la caja luz-oscuridad (Rodgers y Sheperd, 1993), la prueba de las cuatro
plataformas (Hascoet et al, 1997) y la prueba de evasidon al olor de gato (McGregor y
Dielenberg, 1999) utilizando roedores no tratados que han sido previamente expuestos a

la misma prueba. La conclusidon a la que se lleg6 es que las benzodiacepinas pierden su
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efecto ansiolitico cuando se aplican a animales previamente sometidos a una

experiencia previa libre de medicamentos en la misma prueba.

Como explicacidon a sus observaciones en el laberinto elevado en forma de “+”,
Gonzalez y File sugirieron que la experiencia inicial en el laberinto altera la respuesta o del
receptor GABAa a las benzodiacepinas, posiblemente como resultado del aumento de la
liberaciéon de un agonista inverso endégeno. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha

encontrado evidencia de que tal agonista exista (Gonzalez y File, 1997).

Cémo ya se mencioné anteriormente, las benzodiacepinas actuan en el
organismo a través de los receptores GABAa, ¥ se ha demostrado que este receptor
muestra cambios en respuesta a muchos estresores, tales como el nado forzado (Medina
et al, 1983), la inmovilizacion (Braestrup et at, 1979), el sonido de fondo (Lai y Carino, 1990)

y a la manipulacion (Biggio et al, 1990).

Se ha demostrado que el estrés por manipulacion aguda disminuye la unién de
[BH]flunitrazepam al receptor GABAA en membranas corticales como consecuencia de
una disminucién del nimero de sus receptores (Bmax) Y sin que exista una modificacion de
la afinidad de estos (Kp) por su ligando. Estos efectos son contrarios, a los observados
cuando los animales son manipulados por 21 dias, ya que bajo estas condiciones
aumenta la unidon del [3H]flunitrazepam como consecuencia de un mayor niumero de
receptores sin existir alguna modificacidn en su afinidad (Andrews et al, 1992). Asimismo,
se sugirié que la rapida disminucion de los sitios a las benzodiacepinas que se encuentran
después de una manipulaciéon aguda podria ser consecuencia de la internalizacion y

alteracion consecutiva en la conversion (turnover) del receptor (Mennini et al, 1988).

En contradiccidon con los datos de Andrews y sus colaboradores (Andrews et al,
1992) comentados antes, Chacur y sus colaboradores encontraron en la rata, mediante el
empleo de la autoradiografia, que tras una exposicion de 5 minutos al laberinto elevado
en forma de “+” ocurria un aumento significativo en la unién del [3H]flunitrazepam a su
receptor, tanto en la amigdala como en el hipocampo (Chacur et al, 1999), en ausencia
de cambios correlativos en la unién del [3H]muscimol a sus sitios de unién en el receptor
GABAA, indicando que la experiencia aversiva sufrida durante la exposicion al laberinto
afectaba selectivamente el sitio de unién a las benzodiacepinas y no asi el sitio de unién
para el GABA.
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Finaimente, resulta de considerable interés que en animales sometidos al nado
forzado y probados 24 horas después en la caja luz oscuridad, la administracion de
diazepam no tuvo efectos ansioliticos y que dichos cambios ocurrieron en paralelo con un
aumento en la unién al [3H]flunitrazepam tanto en la amigdala como en el hipocampo

(Briones-Aranda et al, 2005).

Aunque existe informacidon acerca del papel que tienen en la modulacion
amigdalina de la ansiedad los receptores GABAa convencionales, constituidos por la
asociacion de subunidades o, p y v, no se tiene informaciéon sobre el papel de estos
receptores en esta modulaciéon cuando sus subunidades o, f y y han sido sustituidas por
subunidades rho exclusivamente, como ocurre en forma natural en los receptores GABAa

rho

Asimismo, se consideré importante estudiar la posibilidad de que cambios cinéticos
en los receptores GABAa convencionales pudieran estar involucrados en la respuesta de
los roedores a condiciones experimentales especificas tales como aquellas que ocurren

en el fendmeno de la tolerancia al primer ensayo.
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HIPOTESIS

El papel de los receptores GABAa en la modulacion amigdalina de la ansiedad depende
de la naturaleza de su estructura cuaternaria y su respuesta ante situaciones o estimulos

especificos involucra la generacion de cambios cinéticos adaptativos.

OBJETIVOS

Estudiar el papel de la estructura cuaternaria (agregacion de subunidades) del receptor

GABAAa en la modulacién amigdalina de la ansiedad.

Estudiar la posible generacion de cambios cinéticos adaptativos en el receptor GABAAa

como consecuencia de su exposicion ante situaciones ambientales especificas.

METAS

Determinar en la rata los efectos conductuales que resultan del bloqueo diferencial de los
receptores GABAa convencionales y GABAa tho en la modulacién amigdalina de la

ansiedad.

Determinar en la rata la posible generacion de cambios cinéticos en los receptores
GABAA convencionales en regiones involucradas en la ansiedad (amigdala e hipocampo)

tras la exposicion de las ratas al laberinto elevado en forma de “+”.
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MATERIALES Y METODOS
MATERIALES

En este estudio se usaron ratas macho Wistar (250-270g) del Instituto de Fisiologia
Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Las ratas se mantuvieron en un
ambiente controlado [22°C de temperatura y ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (luz
encendida a las 6:00 horas)] con agua y comida ad libitum. Los experimentos se llevaron a
cabo de acuerdo a los lineamientos establecidos por el Comité Etico del Instituto de
Fisiologia Celular, los cuales estan basados en las recomendaciones hechas por los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos para el cuidado y uso de animales de
laboratorio (NIH Publications No0.80-23, revisado en 1996). En todos los experimentos se
realizaron esfuerzos para minimizar el nimero de animales usados y su sufrimiento. Tanto
en los experimentos conductuales como en los experimentos de mediciobn de
corticosterona, las ratas fueron asignadas de manera aleatoria a cada grupo. Los

experimentos se llevaron a cabo entre las 10:00 y las 16:00 horas.

El TPMPA y la bicuculina fueron adquiridas de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). El kit Coat-A-Count® Rat Corticosterone se adquiri6 de Diagnostics Products
Corporation (Los Angeles, CA, USA). El Midazolam fue comprado a Roche (México) y el

[BH]flunitrazepam 73.3 Ci/mol fue comprado a Amersham (USA).

METODOS
Cirugia y Microinyeccion.

Para la implantacién de una canula guia permanente dentro de la amigdala, las
ratas fueron anestesiadas con ketamina hidroclorada (170 mg/kg, i.p.) y colocadas en un
marco estereotaxico (Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA) con la barra incisiva colocada a
-3.3 mm. Se mantuvo la temperatura corporal de los animales a 37°C usando un
controlador de temperatura CMA/150 (CMA/Microdialysis, Stockholm, Suecia). Se
colocaron canulas bilaterales de acero inoxidable de 0.46 mm de diametro exterior
(C315G, Plastic One, Roanoke, VA, USA) en el complejo basolateral anterior cerca de la
isla intercalada principal de la amigdala (coordenadas: AP -2.12 mm, L +4.7 mm desde el
bregma, V -7.7 mm desde la superficie del craneo, de acuerdo al atlas de Paxinos y
Watson, 1986. Las canulas guia fueron fijadas con tornillos de acero inoxidable y cemento

acrilico dental (Laboratorios Arias, México) y selladas con “mandriles” hechos al tamafo
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(C315DC, Plastic One, Roanoke, VA, USA). Para prevenir infecciones Se inyectd
Estreptobezetazil V-Fortificado (Fort Dodge Animal Health Laboratories, México). Para
evitar que las ratas mordieran las canulas, los animales se colocaron en cajas individuales

hasta el dia en el que fueron sometidas a la microinyeccion.

Después de 7 dias de recuperacion de la cirugia y la anestesia, las ratas fueron
manipuladas una vez al dia durante 5 minutos por 3 dias consecutivos. Se usaron
diferentes grupos de ratas para los experimentos que involucraron pruebas conductuales

y aquellos destinados a medir la costicosterona en el plasma.

El dia del experimento los animales fueron inyectados bilateralmente a través de
las canulas, la microinyeccion se realizé 1 mm por debajo de la canula guia. Los animales
recibieron ya sea TPMPA (6-800 pmol por lado), metayoduro de bicuculina en solucion
salina (1.8 - 60 pmol por lado), o solucién salina En todos los casos el volumen inyectado
fue de 250 nl por lado. Todas las sustancias fueron inyectadas en un periodo de 5 minutos,
usando dos bombas de microdialisis CMA (CMA/microdialysis). La canula se mantuvo en
su lugar 30 segundos después de la inyeccion para prevenir el flujo inverso de la sustancia

inyectada y para facilitar la difusion del farmaco.

Las evaluaciones conductuales empezaron inmediatamente después de la
inyeccion del TPMPA o la bicuculina. Las muestras de sangre para medir los niveles de
corticosterona en el plasma fueron tomados 15 minutos después de que termind el
proceso de microinyeccion. El rango de dosis de TPMPA usado se basé en el trabajo de
Gibbs y Johnston (2005), asociado a los efectos de este antagonista con la formacién de

memoria a corto plazo en pollos pequefos.

Laberinto elevado en forma de “+”.

El laberinto elevado en forma de “+” usado en este trabajo estuvo basado
esencialmente en el disefio de Pellow y sus colaboradores (1985) y fue construido de
madera. El laberinto poseia dos brazos abiertos (50 x 10 cm) y dos brazos cerrados (50 x 10
x 40 cm) pero con el techo abierto que se entrecruzaban en un cuadro central (10 x 10
cm). El laberinto se elevaba 50 cm del piso merced a un pedestal unido al cuadro central.
Para facilitar la exploracion del laberinto y evitar la caida de los animales, sus brazos
abiertos poseian un pequefio levantamiento en los bordes de 0.5 x 0.5 cm. El nivel de

iluminacion en el cuadro central del laberinto fue de 5.1 luxes. Las ratas fueron colocadas
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en el cuadro central con el rostro hacia un brazo abierto al inicio de la prueba, y se les

permitié explorar libremente el laberinto por un periodo de 5 minutos (Pellow et al, 1985).

En la prueba se tomaron como medidas de ansiedad el numero de entradas a los
brazos abiertos (como porcentaje del nimero total de entradas a los brazos) y el tiempo
en los brazos abiertos (como porcentaje del tiempo que los animales pasan en los brazos
abiertos y en los brazos cerrados). El nUmero total de entradas a los brazos fue tomado
como medida de locomocién. Las entradas a los brazos del laberinto fueron contadas
cuando las 4 patas del animal estuvieron dentro del brazo en cuestion. Después de cada
prueba el laberinto fue limpiado con detergente y se dej6é secar antes de iniciar la

siguiente prueba.

Los experimentos se llevaron a cabo en una habitacidn con atenuacioén de ruido y
equipada con un equipo de video remoto. El laberinto se colocé bajo la camara de

video y la conducta de los animales fue videograbada en ausencia de observadores.

Prueba de Campo Abierto.

Para evaluar los efectos del TPMPA y la bicuculina en la locomocién, los animales
fueron evaluados en un campo abierto inmediatamente después de haber sido
sometidos al laberinto elevado en forma de “+”. La locomocion en esta prueba se llevé a
cabo en una caja de acrilico (50 x 50 x 30 cm), equipada con celdas fotoeléctricas para
detectar el movimiento horizontal de los animales a través del campo abierto (OMNIALVA,
México). Cada pared contenia para este propoésito 10 celdas fotoeléctricas colocadas a
4 cm sobre el piso de la caja de acrilico y separadas 5 cm una de la otra. Mediante una
PC, las interrupciones de las trayectorias de los rayos luminosos entre las celdas fueron
cuantificadas y transformadas en eventos de locomocién con una frecuencia de
muestreo de 10 Hz. El nivel de iluminacién al interior de la caja fue de 138 luxes. Los
animales al inicio de la prueba fueron colocados en el centro la caja y se les permitid

explorar libremente la caja por 5 minutos.

Niveles de corticosterona en el plasma.

Las muestras de sangre para medir los niveles de corticosterona en el plasma
fueron obtenidos de la cola de un grupo independiente de ratas, pero que fueron
tratadas y manipuladas de la misma manera que aquellos que se usaron en las pruebas
conductuales, tal como lo describen Vahl y sus colaboradores (2005), con algunas

pequefas modificaciones. Debido a la lentitud con la que se inician las respuestas
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humorales, las muestras de sangre se tomaron 15 minutos después de la microinyeccion
del TPMPA. La cola de la rata se lavo y se aplicé anestesia local con gel de benzocaina.
Después de 2 a 3 minutos, 2 cm del final distal de la cola fue removido con la ayuda de
una navaja fina. Las muestras de sangre fueron obtenidas masajeando el extremo
proximal de la cola y recogiendo las gotas de sangre durante 3 minutos en una tubo BD
Microcontainer® que contenia K2 EDTA. El plasma se obtuvo por centrifugacion (3,500
rom/5min) y los niveles de corticosterona se midieron por radioinmunoensayo en 50 pl de
plasma, usando el kit Coat-A-Count® Rat Corticosterone, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Bajo estas condiciones, los niveles de corticosterona en el plasma tan bajos

como 5.7 ng/ml pueden ser medidos con precision .

Evaluacion histoldgica.

Para verificar que las canulas estuvieran en el lugar deseado, al final de los
experimentos conductuales o de la medida de niveles de corticosterona en el plasma, los
animales fueron anestesiados profundamente con pentobarbital sédico (65 mg por
animal, Laboratorios Ttokkyo, México) y se microinyectaron bilateralmente 200 nl de una
soluciéon diluida de azul de pontamina a través de las canulas. Los cerebros fueron
removidos y fijados en 10% de formaldehido. La posicién de las canulas fue verificada en
cortes coronales (45 um) hechos con un criostato (CM 1510-3 Leica Instruments, Nussloch,
Alemania) y tefiidos con violeta de cresilo. La crioproteccion se llevé a cabo sumergiendo
los cerebros en soluciones de sacarosa al 10%, 20% y 30%, un dia en cada solucién. Sélo las
ratas con al menos una punta de la canula en las areas de interés fueron incluidas en los

analisis estadisticos. El total de animales que cumplieron esta caracteristica fue de 143.

Validacion de los efectos ansioliticos del midazolam en el laberinto elevado en
forma de “+”.

Para validar los efectos ansioliticos del midazolam en el Laberinto elevado en
forma de “+” se usaron animales que fueron manipulados por 5 minutos diarios durante 3
dias previos al experimento. El dia del experimento los animales se dividieron de manera
aleatoria en 4 grupos, el grupo control recibié una dosis de solucion salina (NaCl 0.9% en
1ml/kg), los otros tres grupos recibieron diferentes dosis de midazolam (0.5, 1.0 y 1.25
mg/ml). El volumen inyectado fue en todos los casos de 1.25ml/kg. La inyeccion fue

intraperitoneal y se realiz6 30 minutos antes de que los animales entraran al laberinto
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Evaluacion cinética de los efectos ansioliticos del midazolam en ratas no
tratadas farmacologicamente pero expuestas al laberinto elevado en forma de

“ ., "

+ .

Al inicio del experimento, los animales fueron sometidos al laberinto elevado en
forma de “+” sin haber recibido ningun medicamento. Se permiti6 que los animales
exploraran libremente el laberinto por 5 minutos y se registré su conducta a través de la
videocamara, denominandose a esta experiencia T1. Los animales fueron regresados a
sus cajas. Dependiendo del grupo al que pertenecian, los animales fueron inyectados con
soluciéon salina o midazolam a distintos tiempos después de haber sido expuestos al
laberinto (6, 12 6 24 horas). Treinta minutos después de la inyeccion, los animales fueron
introducidos nuevamente al laberinto elevado en forma de “+” permitiéndoles su

exploracién por 5 min. A esta experiencia se le denominé T2.

Autorradiografia para los receptores GABA /benzodiacepinas.

Para evaluar la posible existencia de cambios en la unién de las benzodiacepinas
a sus receptores en animales con una experiencia libre de farmacos en el laberinto
elevado en forma de “+”, los animales usados fueron manipulados cotidianamente por 5
minutos durante los 3 dias previos al experimento. El dia del experimento los animales
fueron asignados aleatoriamente a 4 grupos y se permitié explorar el laberinto elevado en
forma de “+” durante 5 minutos. Los animales del primer grupo fueron sacrificados
inmediatamente después de la exploracion del laberinto. Los animales del segundo,
tercero y cuarto grupo fueron sacrificado a su vez 6, 12 y 24 horas después de la

exploracion del laberinto respectivamente.

Los cerebros de los animales fueron rapidamente removidos, congelados en hielo
seco y almacenados a -70°C hasta ser usados. Los cerebros fueron cortados en secciones
coronales (20 pm) en un criéstato (CM 1510-3 Leica Instruments, Nussloch, Alemania). Para
la autorradiografia sélo se usaron aquellas rebanadas que correspondian a la regién del
cerebro comprendida entre los niveles AP -1.80mm y -3.14 mm del bregma, de acuerdo al
atlas de Paxinos y Watson (1986). Las rebanadas fueron colocadas en portaobjetos con
gelatina y almacenadas nuevamente a -70°C hasta que fueron procesados

autorradiograficamente.

La autorradiografia se realiz6 de acuerdo con Rocha y colaboradores (1994),
usando cuatro concentraciones diferentes de [3H]flunitrazepam (10nm, 5nm, 2.5nmy 1.75
nm). Las rebanadas fueron lavadas en una solucién amortiguadora de Tris HCI 170nm pH
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7.4, Tris HCI 20.6 g/It y Tris Base 4.73 g/l por 30 min a 25°C e incubadas por 45 minutos a 4°C
con [3H]flunitrazepam a una concentracion apropiada. Al final de la incubacioén las
rebanadas fueron lavadas 2 veces con la solucibn amortiguadora (1 minuto a 4°C),
sumergidas en agua a la misma temperatura por 3 segundos adicionales y dejadas secar
al aire. Finalmente, las rebanadas en laminillas fueron expuestas a peliculas sensibles al
tritio (Biomax MR Film, Kodak)por 3 semanas en un cuarto oscuro.a temperatura ambiente.
Al final de su exposicion, las peliculas fueron reveladas usando el revelador Kodak (D19)
lavadas y secadas de acuerdo a las instrucciones de los laboratorios Kodak para sus

productos.

La densidad Optica de las peliculas reveladas fue determinada mediante un
programa de analisis de imagen (JAVA Jandel Video Analysis Softwarer, Jandel Scientific
Center Madera CA) realizandose 10 lecturas en promedio para cada area cerebral
estudiada. Las unidades de densidad optica fueron convertidas a fentomoles por
miligramo de proteina (fm/mg de proteina) con la ayuda de estandares de tritio

revelados junto con las peliculas.

Analisis estadisticos.

Aunqgue la distancia KS obtenida usando la prueba de Kolmogoroff-Smirnoff sugirié
qgue en los experimentos conductuales la poblaciéon bajo estudio tenia una distribucion
normal, se decidié analizar estos datos mediante estadistica no paramétrica, dada la
cantidad limitada de observaciones (Motulsky, 2003). Para ello se us6é la prueba de
Kruskal-Walllis seguida, cuando fue necesario, de la prueba de Dunn como prueba post
hoc para comparar los grupos tratados con TPMPA o bicuculina contra su grupo control
respectivo. Los datos se consideraron estadisticamente significativos en todos aquellos
casos donde P fue menor que 0.05 (P<0.05). Los parametros estadisticos se analizaron

usando el software GraphPad Prism version 4.0.

Los efectos de diversas dosis de midazolam sobre la exploracion de los brazos
abiertos del laberinto elevado en forma de “+” se realiz6 mediante un analisis de varianza
de una via (ANOVA) seguida de la prueba de Dunnet para determinar si algin grupo era

diferente con respecto al grupo control.

Para evaluar los efectos de la tolerancia al primer ensayo, se compararon los
efectos del midazolam en animales con una experiencia previa en el laberinto elevado

en forma de “+” con los efectos de la solucidn salina en animales con esta experiencia
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previa. Cada grupo tratado con midazolam antes de la segunda experiencia fue
comparado contra su grupo control. Se realiz6 una prueba de Mann Whitney de dos
colas, con intervalos de confianza del 95% para comparar el tiempo que pasaron los
animales en los brazos abiertos en la segunda experiencia (12), cuando estos fueron
tratados previamente con midazolam o cuando fueron tratados previamente con

solucioén salina.

Para evaluar la cinética de la unién del [3H]flunitrazepam a los receptores
GABA/benzodiacepinas en rebanadas de amigdala provenientes de animales sometidos
en ausencia de farmacos al laberinto elevado en forma de “+”, se realizaron pruebas de t
no pareada de dos colas con intervalos de confianza del 95% y correccién de Welch en
las diferentes regiones cerebrales estudiadas, en el grupo de animales con una
experiencia previa en el laberinto elevado en forma de “+” comparados con los animales

que no tuvieron esta experiencia.

En la region donde se mostré6 un cambio en la unién del [BHflunitrazepam se
calculé la constante de disociacion (Kp) de la union del [3H]flunitrazepam a su receptor
en ratas sometidas al laberinto elevado en forma de “+”, asi como el niUmero maximo de
sitios de unién (Bmax) para la union del [3H]flunitrazepam en ratas libres de farmacos

sometidas al laberinto elevado en forma de “+”.

Las constantes de disociacidn y el nimero maximo de sitios de unidn se
compararon entre los grupos control y los animales que fueron sometidos al laberinto
elevado en forma de “+”. La comparacion se realiz6 mediante pruebas de t no pareadas

de dos colas con intervalos de confianza del 95%.
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RESULTADOS

Efecto de la manipulacion farmacolégica de receptores GABAérgicos con
diferente composicion de subunidades sobre la modulacion amigdalina de la
ansiedad.

La localizacion de las puntas de las canulas fue similar tanto en los animales
tratados con TPMPA como en los animales tratados con bicuculina (Figura 5). A excepcion
de nueve animales, todos los demas usados en este experimento tuvieron las canulas
bilaterales colocadas en la amigdala rostral, entre -1.80mm y -3.14 mm del bregma, de
acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1986). La punta de la mayoria de las canulas estuvo
colocada dentro del complejo basolateral (que comprende los ndcleos lateral y
basolateral) y el ndcleo central de la amigdala. También estuvieron cerca de la isla
intercalada principal y las islas paracapsulares mediales. En la posicidon mas rostral (-1.40 a
-1.80 mm del bregma) y caudal (-3.60 mm del bregma), las puntas de las canulas se
encontraron en una posicion similar. No se encontraron puntas de canulas en el ndcleo
medial ni en el ndcleo cortical de la amigdala. La posicién de las canulas dentro de la
amigdala de los animales destinados a estudiar el efecto del TPMPA sobre los niveles de

corticosterona fue similar.

Efecto de la inhibicion de los receptores GABAA rho amigdalinos sobre la
conducta de la rata en el laberinto elevado en forma de “+”.

La microinyeccion bilateral del TPMPA, un antagonista selectivo para los
receptores GABAAa rho, redujo de manera significativa la exploracién de los brazos abiertos
del laberinto. Asi, mientras a bajas dosis de TPMPA (6 pmol por lado) no se observaron
efectos (Figura 6a), cuando se administraron dosis mayores (69 y 240 pmol por lado), se
observd una reduccién significativa en el tiempo que los animales pasaron en los brazos
abiertos del laberinto . No se observaron sin embargo efectos cuando el TPMPA se
administré a dosis de 800 pmol por lado (Hs,47=11.42; P<0.05). De manera consistente con
estos resultados, el tiempo que los animales pasaron en los brazos cerrados del laberinto
aumenté de forma significativa (Hs,47=11.4) en aquellas dosis de TPMPA que fueron
efectivas en disminuir la exploraciéon de los brazos abiertos del laberinto (Figura 6b). De
acuerdo con la reduccién en el tiempo que los animales pasaron en los brazos abiertos
del laberinto, la microinyeccion bilateral de TPMPA mostré una tendencia a disminuir las

entradas a los brazos abiertos (Figura 6c), sin embargo, en el analisis estadistico estas
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diferencias no fueron significativas (H4,47=2.772; P>0.05). Adicionalmente no se encontrd
ningun cambio en el nimero de entradas a los brazos cerrados del laberinto en ninguna
de las dosis de TPMPA usadas, ni en el nUmero total de entradas a los brazos del laberinto
(Figura 6d), calculadas como la suma del nimero de entradas a los brazos abiertos, mas
el numero de entradas a los brazos cerrados (Hs,47=5.026; P>0.05).

Figura 5: Representacion esquematica de los sitios de implantacion de canulas.

TPMPA BICUCULINA
izquierda derecha izquierda derecha
Bregma -1.80
Bregma -2.12
Bregma -2.30
Bregma -2.56
Bregma -2.80
Q
0 0
Bregma -3.14
O saline @ 6pmoles @ 60 pmoles O saline @ 1.8 pmoles @ 6 pmoles
® 240 pmoles @ 800 pmoles ® 16pmoles @ 60 pmoles

ACo: Nucleo cortical amigdalino, BLA: nacleo basolateral; BMA: nicleo basomedial, CeL:
nucleo central (division lateral); ndcleo central (division medial), IM isla paracapsular
intercalada, LA: amigdala lateral, MeA: nacleo medial.
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Figura 6: Efectos de la microinyeccion bilateral de TPMPA en la amigdala sobre el
comportamiento de ratas en el laberinto elevado en forma de “+”.
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Los resultados estan expresados en medianas con su respectivo rango intercuartil. Las
barras indican los valores mas altos y mas bajos de la muestra. Las dosis mas bajas de
TPMPA (60-240 pmol/lado) disminuyen de forma significativa el tiempo que las ratas pasan
en los brazos abiertos (a) y aumentan el tiempo en los brazos cerrados (b). La dosis mas
alta (800 pmol/lado) no tuvo efectos significativos. No hubo efectos estadisticamente
significativos en las entradas a los brazos cerrados (c) o en el total de entradas en los
brazos abiertos + cerrados (d). *P<0.05; **P<0.001 comparado con el control. Prueba de
Kruskal-Walllis seguida de una prueba de Dunn. Control: n=16; 6 pmol TPMPA: n=9; 60 pmol
TPMPA: n=12; 240 pmol TPMPA: n=10; 800 pmol de TPMPA: n=10.

La administracion bilateral de bicuculina (1.8 - 60 pmol) no tuvo efectos (Figura 7)
ni en el tempo que los animales pasaron en los brazos abiertos, ni en los brazos cerrados
del laberinto. No se encontraron tampoco efectos de la bicuculina, en ninguna dosis
administrada, en el nimero de entradas a los brazos abiertos o el nidmero total de
entradas a los brazos del laberinto, calculadas como la suma del nimero de entradas a
los brazos abiertos, mas el niumero de entradas a los brazos cerrados. Debido a la
presencia de convulsiones después de la administracion bilateral de la dosis de 60 pmol

de bicuculina, no se administraron dosis mayores de dicho farmaco.

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
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Figura 7: Efectos de la microinyeccion bilateral de bicuculina en la amigdala sobre el
comportamiento de ratas en el laberinto elevado en forma de “+”.
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Los resultados estan expresados en medianas con su respectivo rango intercuartil. Las
barras indican los valores mas altos y mas bajos de la muestra. La bicuculina (1.8-60
pmol/lado) no tuvo efectos en el tiempo que las ratas pasan en los brazos abiertos (a) y el
tiempo en los brazos cerrados (b). No hubo efectos estadisticamente significativos en las
entradas a los brazos cerrados (c) o en el total de entradas en los brazos abiertos +
cerrados del laberinto. (d). Prueba de Kruskal-Wallis >0.05. Control: n=19; 1.8 pmol
bicuculina: n=9; 6 pmol bicuculina: n=9; 16 pmol bicuculina: n=13; 60 pmol de bicuculina:
n=14.

Campo abierto

Ni la administracion bilateral de TPMPA o de bicuculina fueron capaces de afectar

la locomocién de los animales cuando se probaron en el campo abierto (Figura 8).

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
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Figura 8: Efectos de la microinyeccion bilateral de TPMPA y bicuculina
en lalocomocién de las ratas, medida en la prueba de campo abierto.
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Los resultados estan expresados en medianas con su respectivo rango intercuartil. Las
barras indican los valores mas altos y mas bajos de la muestra. Ni la inyeccion de
diferentes dosis de TPMPA (a) ni la inyeccidén de diferentes dosis de bicuculina (b) tuvieron
efectos sobre la locomocion de las ratas. Prueba de Kruskal-Wallis >0.05. TPMPA control:
n=11; 6 pmol TPMPA: n=9; 60 pmol TPMPA: n=12; 240 pmol TPMPA: n=10; 800 pmol de
TPMPA: n=10. Bicuculina control: n=19; 1.8 pmol bicuculina: n=9; 6 pmol bicuculina: n=9; 16
pmol bicuculina: n=13; 60 pmol de bicuculina: n=14.

Niveles de corticosterona en el plasma

Para validar el efecto ansiogénico observado, se midieron los niveles de
corticosterona en diferentes grupos de ratas 15 minutos después de la microinyeccion
bilateral de TPMPA en la amigdala (60 — 800 pmol por lado). De manera consistente con
los efectos de este antagonista en el laberinto elevado en forma de “+”, los niveles de
corticosterona en el plasma aumentaron de manera dosis-dependiente a las dosis bajas
pero sus efectos desaparecieron cuando el TPMPA fue administrado a la dosis de 800

pmol por lado (Figura 9).

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
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Figura 9: Efectos de la microinyeccion bilateral de TPMPA en la amigdala de ratas sobre
los niveles de corticosterona en el plasma
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Los resultados estan expresados en medianas con su respectivo rango intercuartil. Las
barras indican los valores mas altos y mas bajos de la muestra. Las dosis bajas de TPMPA
incrementan los niveles de corticosterona en el plasma, pero no tiene efectos en la dosis
mas alta utilizada. *P<0.05 comparado con el control. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de
una prueba de Dunn. Control: n=5: 60 pmol de TPMPA: n=8; 240 pmol de TPMPA: n=10; 8000
pmol de TPMPA: n=4,

Analisis temporal del fenomeno de la tolerancia al primer ensayo.

Como se seflalé anteriormente, los cambios estructurales conllevan a cambios
cinéticos en el receptor GABAA, existe la posibilidad de que dichos cambios cinéticos en
pudieran estar involucrados en la respuesta de los roedores a condiciones experimentales
especificas tales como aquellas que ocurren en el fenédmeno de la tolerancia al primer

ensayo.

Para tal objeto, y sabiendo que el midazolam es una benzodiacepina
hidrosoluble, se realiz6 una curva dosis-respuesta para conocer la dosis Optima de este
compuesto con la que los efectos ansioliticos coexistan con un minimo de efectos
motores. De esta forma, cuando los animales fueron inyectados intraperitonealmente con
diferentes dosis de midazolam (0.5, 1.0 y 1.25mg/kg), se encontré un aumento significativo
en el tiempo que los animales pasaron en los brazos abiertos del laberinto (P<0.01, ANOVA
de una via (F=21.08)). Como puede observarse en la Figura 10, de acuerdo a la prueba

de Dunnet que fue usada como prueba post hoc, sélo las dosis mas altas de midazolam

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
amigdalina de la ansiedad.
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(1.0 y 1.25 mg/kg) tuvieron resultados estadisticamente significativos (P<0.01) cuando se
compararon contra su control, optandose por usar la dosis de 1.25 mg/kg para los

experimentos de tolerancia al primer ensayo.

Figura 10: Efectos de la inyecciodn intraperitoneal de midazolam
en el comportamiento de las ratas en el laberinto elevado en forma de “+”.
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Los resultados estan expresados en medianas con su respectivo rango intercuartil. Las
barras indican los valores mas altos y mas bajos de la muestra. La inyeccion de
midazolam en las 3 dosis usadas (0.5, 1.0 y 1.25 mg/kg) aumentan de forma significativa el
tiempo que los animales pasan en los brazos abiertos del laberinto elevado en forma de
“+”. Solo las dosis de 1.0 y 1.25 mg/kg fueron estadisticamente significativos. **P<0.01.
ANOVA de una via (F=21.08) seguida de una comparacion multiple de Dunnet. Control:
n=15, 0.5 mg/kg de midazolam: n=6, 1.0 mg/kg de midazolam: n=7, 1.25 mg/kg de
midazolam: n=7.

Efectos del midazolam en animales con una experiencia previa en el laberinto

“ ., »”»

elevado en forma de “+”.

Como era de esperarse, la inyeccion intraperitoneal de 1.25 mg/kg de midazolam
tuvo efectos ansioliticos en el laberinto elevado en forma de “+” cuando se compard con
animales inyectados intraperitonealmente con soluciéon salina (NaCl 0.9%). La inyeccion
intraperitoneal del vehiculo (NaCl 0.9%) y del midazolam se realiz6 30 minutos antes de
que los animales fueran sometidos al laberinto. Los efectos ansioliticos del midazolam
pueden observarse en el tiempo que los animales pasan en los brazos abiertos del
laberinto tras la administracion de este farmaco. Este aumento en el tiempo fue

estadisticamente significativo (P<0.01) y se interpreta como la disminuciéon de ansiedad en

los animales.

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
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Sin embargo, cuando se inyecté midazolam a diferentes tiempos (6, 12 y 24 horas)
después de su primera experiencia libre de farmaco en el laberinto (T1), no se observaron
efectos a ninguno de los tiempos analizados. Prueba de Mann Whitney de dos colas con

intervalos de confianza del 95%. (U6=27, U12=18, U24=29).

Con la falta de cambios presentados en el tiempo que los animales pasan en los
brazos abiertos del laberinto elevado en forma de mas, podemos decir que el midazolam
pierde los efectos ansioliticos cuando es inyectado intraperitonealmente en animales que
han experimentado una primera experiencia el laberinto elevado en forma de “+” sin

ningln farmaco (T1) en las 6, 12 o 24 horas previas a la inyeccién (Figura 11).

Figura 11: Efectos del midazolam en el laberinto elevado en forma de “+” en
animales con una experiencia previa libre de farmacos en el mismo laberinto.
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Los resultados estan expresados en medias * el error estandar de la media. Las barras
corresponden al promedio del porcentaje del tiempo que los animales pasaron en los
brazos abiertos en la segunda prueba (T2). No se encontré diferencia en el tiempo que los
animales pasaron en los brazos abiertos, sin importar si en la segunda prueba fueron
inyectados con solucién salina o con midazolam. Prueba de Mann Whitney de dos colas
con intervalos de confianza del 95%. (Us=27, U12=18, U24=29). Control 6: n=7, Midazolam 6:
n=8, Control 12: n=6, Midazolam 12: n=6, Control 24: n=10, Midazolam 24: n=6.

Cinética de la union del [3H]flunitrazepam a los receptores
GABA/benzodiacepinas en rebanadas de amigdala provenientes de animales
sometidos en ausencia de farmacos al laberinto elevado en forma de “+”.

Con el objeto de indagar si los efectos de la exposiciéon previa al laberinto elevado
en forma de “+” de animales no tratados era capaz de modificar las caracteristicas

cinéticas del receptor GABA/benzodiacepina en la amigdala, secciones coronales de

Estudios en torno al comportamiento estructural y cinético del receptor GABAa en relaciéon a la modulacion
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cerebro (20 ym) conteniendo a la amigdala y al hipocampo fueron incubadas con 2.5

nmol de [3H] flunitrazepam. Y procesadas como se sefiald en la seccion de Métodos

La autorradiografia demostr6 que existe una disminucion estadisticamente
significativa en la unién del [3H] flunitrazepam a sus receptores en el nlcleo basolateral de
la amigdala; en animales que 24 horas antes tuvieron una experiencia en el laberinto
elevado en forma de “+” libre de todo tratamiento farmacoldgico (Figura 12).

Figura 12: Unidn de [3H]flunitrazepam en la amigdala de la rata tras una
experiencia previa en el laberinto elevado en forma de “+” sin ningun farmaco.
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Los resultados estan expresados como medias * su error estandar. Las barras
corresponden al promedio de la unidn especifica del flunitrazepam (fmol/mg de proteina)
en el ndcleo basolateral (izquierda) y el nacleo central (derecha) de la amigdala de ratas
que tuvieron una experiencia previa en el laberinto elevado en forma de “+” sin ningun
farmaco. Prueba de t no pareada de dos colas con intervalos de confianza del 95% y
correccion de Welch. *P<0.05. CTR 24: n=22, EPM 24: n=12, CTR 12: n=15, EPM 12: n=12, CTR
6: n=14, EPM 6: n=16, CTR 0: n=10, EPM 0: n=15.

Aunque esta disminucion se observa ya desde las 6 y 12 horas después de la
exposicion de los animales al laberinto, muy probablemente debido a la amplia
variabilidad experimental observada, los cambios Unicamente alcanzaron significancia
estadistica en aquel grupo de ratas al que se le aplicé la autorradiografia a las 24 horas
después de su exposicion al laberinto. Alternativamente, la falta de efectos claros
observada en la unién del [3H]flunitrazepam observada al inico de estos experimentos
podria indicar la operacion de efectos plasticos lentos tendientes a estabilizar la falta de
respuesta de los receptores GABAa convencionales a las benzodiacepinas. Es claro que
nuevos estudios tendientes a demostrar la persistencia de este fenomenod depues de las

24 horas seran necesarios para aceptar esta hipotesis.
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En contra de lo observado en el nacleo basolateral, no se detectaron cambios en
la unién del [BH]flunitrazepam en el nicleo central (Figura 12) en ninguno de los grupos
estudiados. Ningun cambio fue tampoco observado sobre la unidn de [3H]flunitrazepam a
sus receptores en el hipocampo de los diferentes grupos de ratas expuestas al laberinto

(Figura 13).

Figura 13: Unidn de [3H]flunitrazepam en el hipocampo de la rata tras su exposicion
libre de farmacos al laberinto elevado en forma de “+”
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Los resultados estan expresados en medias + el error estandar de su media. Las barras
corresponden al promedio de la unidn especifica del flunitrazepam (fmol/mg de proteina)
en diferentes regiones del hipocampo de ratas que tuvieron una experiencia previa sin
ningun farmaco en el laberinto elevado en forma de “+”. Prueba de t no pareada de dos
colas con intervalos de confianza del 95% y correccién de Welch. CTR 24: n=22, EPM 24
n=12, CTR 12: n=15, EPM 12: n=12, CTR 6: n=14, EPM 6: n=16, CTR 0: n=10, EPM 0: n=15.
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Figura 14: Constante de disociacion (Kp) de la unién del [3H]flunitrazepam a su receptor en
el BLA de ratas sometidas al laberinto elevado en forma de “+”.
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Los resultados estan expresados en medias + el error estandar de su media. Las barras
corresponden al promedio de la constante de disociacion (Kpo) en cada uno de los grupos
de animales sometidos a diferentes tiempos al laberinto elevado en forma de “+”. Prueba
de t no pareada de dos colas con intervalos de confianza del 95% y correcciéon de Welch.
CTR 24: n=14, EPM 24: n=12, CTR 12: n=16, EPM 12: n=14, CTR 6: n=14, EPM 6: n=14, CTR O:
n=16, EPM 0: n=16.

Figura 15: Numero de receptores (Bmax) que participan en la unién del [3H]flunitrazepam a
su receptor en el BLA de ratas sometidas al laberinto elevado en forma de “+”.
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Los resultados estan expresados en medias + el error estandar de su media. Las barras
corresponden al promedio del nimero maximo de sitios de unidon (Bmax) en cada uno de
los grupos de animales sometidos a diferentes tiempos al laberinto elevado en forma de
“+”. Prueba de t no pareada de dos colas con intervalos de confianza del 95% vy
correccion de Welch. CTR 24: n=14, EMP 24: n=12, CTR 12: n=16, EMP 12: n=14, CTR 6: n=14,
EMP 6: n=14, CTR 0: n=16, EMP 0: n=16.
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Con el objeto de indagar la naturaleza del cambio observado sobre la unién del
[BH]flunitrazepam en el BLA de ratas no tratadas y expuestas con 24 horas de anterioridad
al laberinto elevado en forma de “+” se obtuvieron los valores de la constante de

disociacion (Kp) (Figura 14) y de la unién total (Bmax) a su receptor (Figura 15).

Los valores de la constante de disociacion (Kp) encontrados en los experimentos
autorradiograficos mostraron que la Kp no presenta cambios de forma inmediata en
aquellos animales que fueron sometidos, en ausencia de farmacos, al laberinto elevado
en forma de “+” y que es solo hasta las 24 horas de su exposicion cuando se observa un
aumento significativo en los valores de esta constante. Cabe sefialar, sin embargo, que el
inicio en el incremento de la Kp se esboza ya desde a 12 horas posteriores a la exposicion

de las animales al laberinto.

El analisis de los valores encontrados para el nUmero de receptores que participan
en la unién del [3H] flunitrazepam al receptor GABA/benzodiacepinas (Bmax) no mostro
cambio, sin importar el tiempo previo en que los animales fueron sometidos al laberinto

elevado en forma de “+”.
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DISCUSION

La participacion de un determinado sistema de neurotransmision en el
funcionamiento del sistema nervioso central depende dentro de otros factores de la
conectividad de sus neuronas y de la naturaleza y caracteristicas funcionales de sus
receptores. Es cominmente aceptado que el sistema GABAérgico juega un papel
fundamental en practicamente todas las manifestaciones funcionales del sistema nervioso
central de los mamiferos y que sus acciones son mediadas por la unién del GABA tanto a
receptores ionotropicos como metabotrépicos. La mayoria de los receptores ionotrépicos,
conocidos como GABAa, forman canales i6nicos constituidos por la asociacion
heteromérica de distintos tipos de subunidades denominadas alfa (o), beta (B), gamma (y)
y delta (3). Los receptores GABAa rho son canales asociados a ligando que difieren
estructuralmente del resto de los receptores GABAa por estar constituidos por ensambles
homoméricos de subunidades rho (Chebib, 2004; Cutting et al, 1991; Enz et al, 1995; Enz y
Cutting, 1998; Greka et al, 2000; Olsen y Sieghart, 2008, Wang et al, 1994) y muy
probablemente, también por ensambles heterébmericos formados por la asociacién de
subunidades rho con otras subunidades del receptor GABAA, tales como la subunidad y2
(Milligan et al, 2004; Pan y Qian, 2005). Asi, como consecuencia de su muy particular
estructura cuaternaria, los receptores GABAa rho poseen un perfil farmacoldgico distintivo
(Chebib, 2004; Drew et al, 1984; Drew y Johnston, 1992; Feigenspan et al, 1993; Olsen y
Sieghart, 2008; Polenzani et al, 1991; Ragozzino et al, 1996; Wang et al, 1994) y poseen
propiedades fisioldgicas sui generis (Bormann y Feigenspan, 1995; Feigenspan y Bormann
1994; Feigenspan et al, 1993; Polenzani et al, 1991; Qian y Dowling, 1993; Wang et al, 1994;
Woodward et al, 1992).

En este trabajo se presenta por primera vez evidencia experimental que sefala la
importancia de las subunidades rho en la estructuracidon de receptores GABAa, con
trascendencia en la modulacién amigdalina de la ansiedad y el comportamiento cinético
de la plasticidad de los receptores GABAa, ante la presencia de estimulos ansiogénicos
innatos como la exposicion a espacios abiertos carentes de indicios tigmotacticos, como

ocurre en el laberinto elevado en forma de “+”.
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Papel de receptores GABA, rho en la modulaciéon amigdalina de la ansiedad.

Las principales observaciones a este respecto son que la microinyeccion bilateral
de TPMPA, un antagonista selectivo del receptor GABAa rho (Ragozzino et al, 1996), dentro
de la amigdala rostral de la rata, disminuye la exploracion del laberinto elevado en forma

de “+” y aumenta los niveles de corticosterona en el plasma de estos animales.

En estos experimentos, la microinyeccioén bilateral de TPMPA (60-240 pmol/lado)
disminuye el tiempo que las ratas pasan en los brazos abiertos del laberinto. Estos efectos
no fueron observados con la dosis mas baja (6 pmol/lado), y a pesar de la considerable
disminucién en la exploracidn de los brazos abiertos, los resultados no fueron
estadisticamente significativos cuando la dosis mas alta de TPMPA (800 pmol/lado) fue
usada. De forma consistente con estos resultados, la microinyeccién bilateral de TPMPA
induce una tendencia a la reduccidon en el nUmero de entradas a los brazos abiertos del
laberinto e incrementa de forma significativa el tiempo que las ratas pasan en estos

brazos del laberinto.

El laberinto elevado en forma de “+” es una prueba no condicionada de ansiedad
que evalia el miedo y/o la ansiedad innatas (Pellow et al, 1985; Rodgers, 1997),
explotando el miedo natural de los roedores a los espacios abiertos (Treit et al, 1993). De
esta forma, la reduccidn en la exploraciéon de los brazos abiertos del laberinto y, como
consecuencia de ello, el aumento en el tiempo que las ratas pasan en los brazos cerrados
del laberinto, sugiere que el bloqueo de los receptores GABAa rho en la amigdala rostral

de larata resulta en la induccién de una respuesta ansiogénica.

Estas observaciones estdn de acuerdo con la disminucién en la exploracion de los
brazos abiertos observada en ratas criadas con altos niveles de ansiedad (Henninger et al,
2000) o en experimentos llevados a cabo en ratas tratadas con compuestos ansiogeénicos
(Pellow et al, 1985; Davis y Whalen 2001; Pérez de la Mora et al, 2008; Pérez de la Mora et
al, 2010; Engin y Treit, 2008). Por otro lado, los efectos de la microinyeccion bilateral de
TPMPA en la amigdala sobre la exploracidn de los brazos abiertos del laberinto no
parecen ser ocasionados por cambios en la actividad general de las ratas, como lo
muestra la falta de efectos del TPMPA en el nimero total de entradas a los brazos abiertos
y cerrados del laberinto, que es una medida de locomocién en los animales (Pellow et al,

1985), asi como en la motilidad en el campo abierto.
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De forma consistente con los resultados de las pruebas conductuales, los niveles de
corticosterona en el plasma, que se ha demostrado aumentan bajo condiciones
estresantes o ansiogénicas (File et al, 1994; Herman et al, 2005; Jankord y Herman, 2008;
Mufoz-Abellan et al, 2010; Stephens et al, 1987), se incrementaron después de la
microinyeccién de dosis bajas de TPMPA en la amigdala (60-240 pmol/lado), pero no

cuando este compuesto se inyectd a dosis altas (800 pmol/lado).

Cabe sefialar, que estos resultados varian con los encontrados por Cuhna y sus
colaboradores (Cuhna et al, 2010), quienes reportaron que la infusibn de una dosis
elevada de TPMPA (30 nmol) dentro del ndcleo lateral de la amigdala disminuye el
congelamiento de las ratas en la prueba condicionada de dicho nombre, sugiriendo que
el bloqueo de los receptores GABAa rho interfiere con el aprendizaje del miedo. Estas
diferencias no son del todo claras, ya que los paradigmas utilizados son diferentes y en
ellas pueden estar involucrados otros factores tales como el sitio de inyeccion del TPMPA,
asi como la magnitud de la dosis usada. Asi, cabe sefialar al respecto, que en los
experimentos del grupo de Cuhna, la administracion del TPMPA fue restringida al ndcleo
lateral de la amigdala, mientras que en nuestros experimentos el antagonista se inyecto
en una region cercana a las islas intercaladas mediales y al nucleo central de la
amigdala. En este aspecto, es significativo que en rebanadas de amigdala incubadas
con TPMPA, la inhibicién evocada en el CeA por la estimulaciéon de las islas intercaladas
paracapsulares se incrementd (Delaney y Sah, 2001), mientras que en los experimentos de
Cuhna (Cuhna et al, 2010), se disminuye la inhibicibn y aumenta la excitaciéon evocada
por la estimulacién de la capsula interna y externa. Por otro lado, mientras que en nuestros
experimentos el TPMPA fue microinyectado dentro del rango picomolar (6 - 800
pmol/lado) y los resultados no fueron significativos cuando se usé la dosis mas alta, en los
experimentos de Cuhna el TPMPA fue administrado dentro de un rango nanomolar (30

nmol).

La razén por cual se perdieron los efectos del TPMPA cuando se administré la dosis
mas alta, tanto en la exploraciéon del laberinto elevado en forma de “+” como en los
niveles de corticosterona en el plasma, no esta clara; pero un efecto de “tope maximo”
pudo haber contribuido a la falta de resultados estadisticamente significativos que se
observaron en este trabajo. En apoyo a esta explicacion, se ha reportado que los efectos
del TPMPA en la formacién de memoria a largo plazo en pollos es maxima a 300 pmol por
hemisferio pero que los efectos desaparecen cuando se administra una dosis mas alta de

este compuesto (Gibbs y Johnston, 2005). Estudios recientes han mostrado que la salida
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ansiogénica de la amigdala se encuentra bajo el control de neuronas GABAérgicas
pertenecientes a las islas paracapsulares ventrales, y que existen interacciones inhibitorias
seriales mediadas por receptores GABAa tradicionales a través de las cuales las islas
paracapsulares dorsales inhiben a las ventrales con la consiguiente produccion de
ansiedad (Paré et al, 2004; Pérez de la Mora et al, 2008; Pérez de la Mora et al, 2010). En
vista de lo anterior y debido a la cercania de los sitios de inyeccion del TPMPA con la
cadena de islas intercaladas paracapsulares, el aumento en la dosis del TPMPA podria
haber resultado en una pérdida de su selectividad por los receptores GABAa rho y en un
bloqueo de los receptores GABAAa tradicionales que controlan la interaccion entre las islas
paracapsulares dorsales y ventrales, con la consiguiente produccion de efectos
ansioliticos antagoénicos que podria haber llevado a la pérdida de los efectos
ansiogénicos observados en nuestros experimentos. Finalmente, dado que en los
experimentos de Cuhna, las dosis mas altas de TPMPA causaron efectos ansioliticos
atribuidos al bloqueo de los autoreceptores GABAa rho, es posible que en nuestros
experimentos el TPMPA administrado en la dosis mas alta hubiera actuado tanto sobre
receptores GABAa rho postsinapticos como presinapticos, conduciendo a una mezcla

antagonica de efectos tanto ansiogénicos como ansioliticos.

En contraste a los resultados con TPMPA, la microinyeccion bilateral de bicuculina
dentro de la amigdala en un rango de 1.8 a 60 pmol por lado, no afectd la exploracion
del laberinto elevado en forma de “+”. Desafortunadamente, la presencia de
convulsiones después de la microinyeccioén bilateral de 60 pmol por lado de bicuculina
impidié la administracion de dosis mas altas de este antagonista. Como en el caso de la
administracion del TPMPA, la microinyeccién bilateral de bicuculina no tuvo efectos en la
actividad general de las ratas tratadas. Nuestros resultados estan de acuerdo con los
resultados de Rezayat y sus colaboradores (Rezayat et al, 2005), quienes después de la
microinyecciéon de altas dosis de bicuculina (2,000 a 8,000 pmol por lado) dentro del
hipocampo dorsal de ratas, no encontraron efectos en el laberinto elevado en forma de
“+” asi como con los resultados de Zarrindast y sus colaboradores (Zarrindast et al, 2001),
quienes tampoco encontraron efectos en el laberinto elevado en forma de “+” después
de administrar bicuculina de forma intracerebroventricular. Nuestros resultados, sin
embargo, varian de los resultados encontrados por Sajdyk y Shekhar (Sajdyk y Shekhar,
1997), quienes encontraron efectos ansiogénicos en la prueba de interacciéon social
después de la administracion de 20 pmol por lado de bicuculina, asi como un aumento en
la presion sanguinea y la frecuencia cardiaca, cuando la bicuculina fue administrada en
el nicleo basolateral de la amigdala. Como los efectos de la microinyeccion bilateral del
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TPMPA y de la bicuculina encontrados en nuestros experimentos difieren uno de otro de
forma cualitativa, es improbable que los efectos del TPMPA sobre el miedo y la ansiedad
reportados en este trabajo sean resultado de efectos inespecificos de este compuesto
sobre los receptores GABAa convencionales. Por el contrario, nuestros resultados indican
que los receptores GABAa rho que se encuentran en la amigdala poseen un claro papel

en la modulaciéon del miedo y la ansiedad.

Es significativo que, mientras en algunas ratas se generaron convulsiones después
de la microinyeccion bilateral de dosis bajas (60 pmol por lado) de bicuculina (Turski et al,
1985), ninguna de las ratas desarrollé actividad convulsiva hasta 800 pmol por lado de
TPMPA. De acuerdo con nuestros resultados, los estudios de Takechi (Takechi et al, 2009)
mostraron que la administracion intracerebroventricular de 5 yg de TPMPA a ratones no
indujo actividad convulsiva, pero se presentaron convulsiones cuando la dosis de TPMPA
se increment6 al doble. Es posible que tanto en estos experimentos como en los nuestros
la selectividad de este antagonista se haya perdido y las convulsiones hayan resultado

como consecuencia de la inhibiciéon de receptores GABAa convencionales.

El sitio de la amigdala responsable de los efectos del TPMPA sobre el miedo y la
ansiedad observados en este estudio se desconocen. Sin embargo, bajo las condiciones
de microinyeccidon usadas en este trabajo, se ha demostrado que [3H]2-methyl-6(feniletinil)
piridina, un compuesto con un peso molecular similar al del TPMPA, no difunde dentro de
la amigdala mas alla del espacio ocupado por una esfera de 1 mm?3 de volumen
centrada en el sitio de su inyeccion (Pérez de la Mora et al, 2006). En vista de lo anterior es
posible que el TPMPA hubiese actuado en la amigdala cerca de su sitio de inyeccion,
principalmente el ndcleo central, el complejo basolateral, y las islas paracapsulares

intercaladas mediales (Esmaeili et al, 2009).

Estudios recientes han mostrado que la activacion de los receptores GABAa rho
pueden ejercer efectos ténicos inhibitorios, a diferencia de los receptores GABAa
convencionales, ya que poseen una taza de desensibilizacion muy baja (Polenzani et al,
1991; Qian y Dowling, 1993) y el tiempo de apertura de su canal es mayor que para los
receptores GABAa sensibles a la bicuculina (Feigenspan y Bormann 1994; Feigenspan et al,
1993). Por otro lado, dado que se han encontrado corrientes insensibles a la bicuculina,
pero sensibles al TPMPA, en el nldcleo central de la amigdala después de la aplicacion
ionoforética de GABA o de la estimulacion eléctrica de las islas intercaladas mediales

(Delaney y Sah, 1999; Delaney y Sah, 2001) es posible que la administracion de bajas dosis
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de TPMPA hayan producido sus efectos ansiogénicos a través del bloqueo de receptores
inhibitorios GABAA rho, tédnicamente activos en las neuronas ansiogénicas de proyeccion

localizadas en el nacleo central de la amigdala.

De manera alternativa, el TPMPA pudo haber actuado a nivel del ndcleo
basolateral mediante la desinhibicion de grupos cruciales de neuronas piramidales de
proyeccion mantenidas en “jaque” por neuronas GABAérgicas activadas por la corteza
prefrontal medial (Marowski et al, 2005) o de un modo complejo a través de efectos sobre
la cadena de interacciones GABA-GABA que, como se sefialé antes, ocurren al nivel de
las islas intercaladas (Royer et al, 1999; Royer et al, 2000; Paré et al, 2004), o bien dentro de
la division lateral del nacleo central (Sun et al, 1994). Las acciones combinadas del TPMPA
sobre estos sitios deberan ser exploradas para dar una la explicacidn mas coherente a las

acciones ansiogénicas del TPMPA.

Finaimente, ya que las dosis de TPMPA que disminuyeron la exploracién en el
laberinto elevado en forma de “+”, aumentaron también los niveles de corticosterona en
el plasma, y ha sido demostrado que el nicleo central de la amigdala esta implicado en
la modulaciéon del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (Herman et al, 2005; Jankord y
Herman, 2008), es posible que ambos efectos hayan sido mediados via un mecanismo
comun que involucra la actividad del receptor GABAa rho dentro del nlcleo central de la

amigdala.

En apoyo de esta sugerencia cabe sefialar que las neuronas del nicleo
paraventricular del hipotalamo, responsables de la activacion del eje hipotalamo-hipofisis
adrenal se encuentran sujetas a un fuerte control inhibitorio proveniente de diversas
estructuras tales como los nucleos cama de la estria terminal, dorsomedial del hipotalamo,
del tracto solitario y del area preoptica y que a su vez estos ndcleos son inhibidos por
neuronas GABAérgicas provenientes del nicleo central de la amigdala (Jankord vy
Herman, 2008). En vista de lo anterior es concebible que la remociéon de este control
inhibitorio inducido por el bloqueo de receptores GABA rho en su ndcleo central haya
resultado en una activacion de las neuronas del nucleo paraventricular del
hipotalamocon la consiguiente activacion del eje hipotalamo-hiopofisis-adrenal y la
consecuente liberacidon de corticosterona. Cabe sefialar por otro lado que la liberacion
de corticosterona mas que ser una consecuencia de el estado ansioso promovido por la
administracion del TPMPA podria representar un mecanismo que ayudaria a través de sus

efectos metabdlicos a proporcionar energia a un sujey en condiciones de apremio.
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Comportamiento cinético del receptor GABAx ante estimulos ansiogénicos.

Evidencia considerable se ha acumulado en los Ultimos afios que sefala que los
receptores GABAa convencionales muestran cambios en respuesta a numerosos
estresores, tales como el nado forzado (Medina et al, 1983), la inmovilizacidon (Braestrup et
at, 1979), al sonido de fondo (Lai y Carino, 1990) y a la manipulacion (Biggio et al, 1990).
Mas aun, ha sido observado por Lister (Lister, 1987) en ratones y corrobarado por File en
ratas (File et al, 1990), que la sola exposicidon de los animales al laberinto elevado en forma
de “+” abole las propiedades ansioliticas de las benzodiazepinas cuando los efectos de
estos compuestos son probados al dia siguiente de su exposicion libre de farmacos a

dicho laberinto; un fenébmeno denominado “tolerancia al primer ensayo”.

En este trabajo de tesis mediante el uso del midazolam, un miembro hidrosoluble
de las benzodiacepinas, se corroboré la existencia de estos efectos y se demostrd
adicionalmente que dicho fendbmeno se presenta muy precozmente, habiendo sido
posible demostrarlo desde a las 6 horas después de la primera experiencia de los animales

en el laberinto elevado en forma de “+”.

Nuestros resultados coinciden adicionalmente con los obtenidos por Gonzalez y File
(Gonzalez y File, 1997) y otros grupos de investigadores que han observado el mismo
fendmeno (Frussa-Filho et al, 1999; Pereira et al, 1999; Albrechet-Souza et al, 2008). Es
interesante por otro lado sefalar que el fenédmeno de “tolerancia al primer ensayo” no
parece ser privativo de los cambios que provoca por si mismo el laberinto elevado en

forma de”+ “, sino que parece ser un fendbmeno mas general, pues ha sido también
observado que la exposicidn previa de los roedores a otras pruebas incondicionadas de
ansiedad, tales como la caja luz-oscuridad (Rodgers y Sheperd, 1993), la prueba de las
cuatro plataformas (Hascoet et al, 1997) y la prueba de evasién al olor de gato
(McGregor y Dielenberg, 1999), cancela de la misma manera los efectos ansioliticos de las
benzodiacepinas cuando estos son evocados en roedores previamente expuestos a cada
una de ellas. Adicionalmente, el fenédmeno de la “tolerancia al primer ensayo” no parece
depender de la exposicion previa de los roedores a una prueba determinada y su
evocacion posterior en la misma prueba pues también se ha observado en forma
cruzada. Asi, Briones-Aranda y colaboradores (Briones-Aranda et al, 2005) fueron capaces
de demostrar este fendmeno cuando probaron el efecto de las benzodiacepinas en la

caja luz oscuridad en animales previamente expuestos al nado forzado.
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Dado que las benzodiacepinas ejercen sus efectos a través de su unién al receptor
GABAAa, los efectos anteriores en su conjunto sugieren que la experiencia a eventos
ansiogénicos incondicionados de diversa indole induce cambios estructurales que
interfieren con la uniébn de estos compuestos a dicho receptor, o bien que impiden la
induccién de cambios alostéricos cooperativos responsables del aumento de afinidad del
GABA que se observa tras la union de las benzodiacepinas a sus sitios de unién en el
receptor GABAA y que se considera subyacen al efecto ansiolitico de este grupo de

compuestos.

En apoyo de la primera posibiidad, nuestros resultados autorradiograficos
mostraron que la sola exposicidon de las ratas al laberinto elevado en forma de “+”, fue
capaz de producir una disminucion selectiva de la unidon del [*H]flunitrazepam en el
nucleo basolateral de la amigdala. Dicha disminucion se observd, como ocurrid en
nuestros experimentos conductuales en torno al fenédmeno de tolerancia al primer ensayo,
desde las 6 horas siguientes a la exposicion de las ratas al laberinto, pero adquirid
significancia estadistica hasta las 24 horas de su exposicion inicial. Tales modificaciones se
acompafaron de un aumento gradual de la Ko para la unién del [3H]flunitrazepam a los
receptores GABAa en el nucleo basolateral de la amigdala, que sugiere una disminucion
paulatina en la afinidad de este compuesto por sus sitios receptores y que, a la par con la
unién de este ligando, adquiere significancia estadistica hasta las 24 horas de la
exposicion de las ratas al laberinto. En contraste, en nuestros estudios no se encontraron
cambios significativos en el nUmero de receptores (Bmax) que participan en la unién del
[BH]flunitrazepam a su receptor, sugiriendo que la disminucién de la combinacion de esta
benzodiacepina observada en los experimentos de unidén obedece a una disminucién de
su afinidad por los receptores GABAa Yy no a su “enmascaramiento”. Nuestros resultados a
este respecto difieren de los de Chacur (Chacur et al, 1999) quien, también mediante
estudios autorradiograficos, reportd que tras una exposicion de 5 minutos al laberinto
elevado en forma de “+” ocurrfa un aumento significativo en la unién del
[BH]flunitrazepam a su receptor, tanto en la amigdala como en el hipocampo; pero
coinciden con los de Andrews (Andrews et al, 1992) que mostraron que el estrés por
manipulaciéon aguda disminuye la unidn de [3H]flunitrazepam al receptor GABAaA en
membranas obtenidas de corteza cerebral. Sin embargo en este estudio, a diferencia del
nuestro, la disminucién en la unién del [3H]flunitrazepam a sus receptores parece
obedecer a una disminucién de sus sitios de unién a sus receptores (Bmax) mas que a
cambios en su afinidad (Kp) (Andrews et al, 1992). La razdn de estas discrepancias no se
conoce, pero es posible que estén involucrados en ella variaciones en los procedimientos
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experimentales utilizados por ambos grupos pues en los experimentos de Chacur (Chacur
et al, 1999) la autorradiografia se practicé a los 5 min de la exposicion de los animales al
laberinto mientras que en nuestro los animales fueron procesados para dicho
procedimiento considerablemente mas tarde (6 horas) de su exposicion al laberinto. Asi
mismo, mientras que en los experimentos de Andrews (Andrews et al, 1992) el estimulo
ansiogénico fue fisico (inyeccién intraperitoneal de agua), en los nuestros fue psiquico
(exposicidon al laberinto en forma de “+”) y, a diferencia de nuestros experimentos, en los
de Andrews (Andrews et al, 1992) el estimulo ansiogénico fue aplicado tanto 24 horas
antes como inmediatamente previo al sacrificio de las ratas y el procesamiento
autorradiografico de sus cerebros. En todo caso, es posible que los cambios observados
en el receptor GABAa tras la aplicacidn de estimulos ansiogénicos incondicionados
representen, tanto en nuestros experimentos como en los de Chacur (Chacur et al, 1999) y
los de Andrews (Andrews et al, 1992), mecanismos plasticos compensatorios de
habituacién que ocurririan tanto a largo, como a corto plazo, tras la exposicion de los

roedores a estimulos ansiogénicos incondicionados.

Molecularmente dichos cambios pudieran ser el resultado de un intercambio entre
las subunidades que participan en la estructuracion de los receptores GABAA del nucleo
basolateral de la amigdala y particularmente del intercambio entre la subunidades y2 con
otros tipos de subunidades que forman el receptor GABAa ya que, como se sefald antes,
son las subunidades y2 las que confieren a los receptores GABAAa su sensibilidad a los
efectos ansiogénicos de las benzodiazepinas (Backus et al, 1993; Chang et al, 1996). En
apoyo de lo anterior, cabe sefialar que ha sido demostrado en la hemoglobina, que
también posee una estructura cuaternaria, que intercambios entre sus subunidades
constitutivas se asocian a modificaciones en la afindad para sus ligandos (Benesch et al,
1966). Alternativamente, ya que se ha también demostrado (Yuan y Luscher, 2007) que
tanto a nivel sinaptico como extrasinaptico existe un intercambio rapido entre receptores
GABAA que contienen subunidades y2 con aquellos que no los tienen. Es también posible
que tras la presencia de estimulos ansiogénicos incondicionados, el equilibrio que
gobierna este intercambio favorezca la insercion de receptores GABAa carentes de
subunidades y2 en sinapsis regionalmente especificas. Es claro, sin embargo, que en
ambos casos, el remplazo gradual de receptores GABAa ricos en subunidades y2 por
receptores carentes de ellas en sinapsis de estructuras involucradas en la modulaciéon de
la ansiedad, como es el caso del nacleo basolateral de la amigdala (LeDoux, 2000; Pérez
de la Mora et al, 2010), conduciria a una disminucién de la afinidad de los receptores
GABAA por las benzodiacepinas y a la eventual desaparicion de sus efectos ansioliticos.
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Finalmente la posibiidad de que la disminucién de la unién del [3H]flunitrazepam a sus
receptores pudiera deberse a la internalizacion del receptor GABAaA y su posterior
degradacion intracelular (Mennini et al, 1988) resulta poco probable, pues en nuestros
experimentos no se encontraron cambios en la Bmax que refleja el nUmero de receptores
pero si un aumento de la Ko que sugiere una disminucion de la afinidad del

[BH]flunitrazepam por sus sitios de unién en el receptor GABAA.

La razén por la cual la exposicion al laberinto elevado en forma de “+” afectdé en
forma selectiva la uniéon del [3H]flunitrazepam en el nlcleo basolateral de la amigdala,
pero no tuvo efecto sobre la unidbn de este compuesto en el ndcleo central amigdalino ni
en el hipocampo, resulta poco clara. Estudios recientes han sefialado, sin embargo, que
cada uno de estos nlcleos juega un papel diferencial en la modulaciéon de la ansiedad
incondicionada (Perez de la Mora et al, 2010; Antoniadis y McDonald, 2001; Phillips y
LeDoux, 1992) y que la composicidon de las subunidades constitutivas de sus receptores
GABAA es diferente para cada uno de ellos (Marowsky et al, 2004). Es posible, entonces,
que la dinamica funcional de estos receptores ante la exposicion de un animal a un
estimulo ansiogénico no condicionado sea solo el reflejo de estas diferencias. Nuevos
estudios seran necesarios para establecer el tipo de cambios estructurales y cinéticos que

dentro del receptor GABAAa subyacen al fendmeno de tolerancia al primer ensayo.
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CONCLUSION

Los resultados encontrados en este trabajo apoyan la existencia de receptores
GABAA rho, poseedores de una estructura cuaternaria sui generis, dentro de la amigdala
de la rata y sugieren, por primera vez, que tales receptores, poseen un papel distintivo en

la modulacion amigdalina del miedo y la ansiedad.

Nuestros resultados muestran asi mismo, que la exposicion de ratas a situaciones
ansiogénicas v.g. la exposicion al laberinto elevado en forma de “+” cuyos brazos abiertos
carecen de “pistas” (clues) tigmotacticas, , induce cambios plasticos compensatorios en
los receptores GABAa convencionales cuya naturaleza parece depender de su estructura

cuaternaria y de sus propiedades cinéticas consecutivas.

En suma, nuestros resultados apoyan la participacion fundamental de los
receptores GABAA en la modulacién de la ansiedad incondicionada e indican que la
naturaleza de su estructura cuaternaria (niumero y tipo de subunidades constituyentes) y
las propiedades cinéticas que de ella derivan, determinan su participacion tanto en la
expresion de sus respuestas ante estimulos ansiogénicos, como en la formaciéon de
plasticidad manifestada en la adquisicidon de propiedades funcionales y farmacoldgicas

distintivas.
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