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Resumen

El sindrome de abstinencia a GABA (SAG) es un modelo de
incremento en la excitabilidad neuronal, originado por Ila
interrupcion abrupta de la instilacion intracortical de GABA.
Estudios previos indican que antagonistas del receptor GABA,,
mejoran el rendimiento en tareas de memoria, en contraste,
agonistas como muscimol y diazepam, disminuyen la formacion de
la memoria. Por sus cambios sinapticos, el SAG asemeja los
efectos epileptiformes de la bicuculina, pero no conocemos si

modifica la memoria.

Con el objetivo de cuantificar las diferencias
electrofisiologicas y conductuales del SAG en dos distintas areas
cerebrales: corteza cerebral (SAG Cx) y area CA1 del hipocampo
(SAG H), y su impacto en la memoria. Se realiz6 la instilacion de
GABA en la corteza cerebral y area CA1 del hipocampo en ratas
macho de la cepa Wistar. Los resultados indican que la
hiperexcitabilidad neuronal generada por la abstinencia a GABA en
la corteza cerebral tiene una duracién de 10 dias, presenta una
frecuencia de descarga de 1.2 espigas/seg y un incremento en la
potencia EEG de 173%; en el area CA1 del hipocampo hay un
incremento mayor en la potencia EEG de 210% se presenta una
frecuencia de descarga de 1.6 espigas/seg y tiene una duracién de
15 dias, el SAG en dos distinta areas cerebrales no modifica la
memoria a corto y largo plazo validado por la prueba de

reconocimiento de objetos. Asimismo, la interrupcion abrupta de la



instilacion de GABA en la corteza cerebral y el area CA1 del
hipocampo induce un perfil tipo ansioso semejante. Los resultados
muestran que el SAG H tiene mayor potencia electrofisioldgica,
mayor duracién y presenta un incremento mayor en la actividad
epileptiforme comparado con el SAG Cx, sin embargo la induccion
de la abstinencia en dos distintas areas cerebrales no modifica la
memoria de reconocimiento a corto y largo plazo, aunque se
presenten niveles de ansiedad similares. No obstante de la
similitud de cambios que tienen ambas estructuras cerebrales: en
la disminucién de liberacién de GABA, down regulation del receptor
GABA, e incremento en la conductancia de Ca®* post sinaptico el
hipocampo muestra una mayor excitabilidad sin inferir en los

cambios conductuales y de memoria.
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Introduccion

La presente tesis tiene como objetivo cuantificar las
diferencias electrofisiolégicas, conductuales del SAG Cx y el SAG
H, y su efecto mediante la interrupcion abrupta de la instilacion del
acido y-aminobutirico (GABA). La interrupcion del GABA genera un
aumento en la actividad neuronal seguida de cambios sinapticos y
electrofisiolégicos. EI SAG es un modelo de hiperexcitabilidad
neuronal validado mediante el electroencefalograma (EEG) en el
que aparecen complejos espiga-onda de gran amplitud vy
frecuencia. En esta tesis primero se exponen los antecedentes en
donde se describe el sistema GABAérgico, su fisiologia, receptores
y farmacologia, continuando con la descripcién del Sindrome de
Abstinencia a GABA (SAG), los hallazgos relacionados con la
correlacion entre GABA, memoria y antecedentes inmediatos en el
campo de las neurociencias que involucran al SAG con los

moduladores del receptor GABA, Y la ansiedad.
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l. Antecedentes

.1 Neurotransmision GABAérgica en el Sistema Nervioso
Central

1.1.1 Acido y-aminobutirico (GABA)

Dentro del sistema nervioso central (SNC) las sinapsis mas
abundantes son inhibitorias, estas sinapsis inhibitorias utilizan el
neurotransmisor acido y-aminobutirico (GABA; Olsen y Betz, 2006;
Schousboe y Waagepetersen, 2007; Schousboe y Waagepetersen,
2008; Cortes-Romero et al., 2011).

En los 50’s del siglo pasado Eugene Roberts y Jorge Awapara
descubrieron que el cerebro era el 6rgano que mas GABA contenia,
sin embargo, fue aceptado como neurotransmisor hasta la década de
los 60’s (Jorgensen, 2005).

En 1967, Krnjevie y Schwartz encontraron la primera
evidencia de que el GABA actuaba como un neurotransmisor
inhibitorio mediante el analisis de las propiedades de los potenciales
postsinapticos inhibitorios (IPSP) demostraron que la accion del
GABA era hiperpolarizar a la neurona postsinaptica, disminuyendo de
esta manera la posibilidad de que una neurona genere un potencial
de accion; el mecanismo de esta inhibicion se da debido a que el
GABA al unirse a su receptor ionotropico GABA., aumenta la
corriente entrante de CI volviendo el interior de la célula mas
negativo, disminuyendo asi la excitabilidad neuronal (Carlson, 2006).

Posteriormente, se demostro que ademas de actuar como principal
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neurotransmisor inhibidor en el cerebro de los mamiferos, el GABA
podia ejercer otras funciones como promotor de la sinaptogénesis
(Wolff, 1981).

1.1.2 Sintesis y metabolismo del GABA

El acido glutamico (glutamato) es el aminoacido precursor
inmediato de la biosintesis del GABA (Fig. 1), mediante la
intervencion especifica de la enzima acido glutdmico descarboxilasa
(GAD), esta enzima produce una descarboxilacion y para activarse
requiere como coenzima la presencia de fosfato de piridoxal (PLP).
Al concluir la sintesis del GABA, es transportado y almacenado en
vesiculas sinapticas hasta el momento de su liberacion en el espacio

sinaptico (Waagepetersen et al., 2001).

El GABA es catabolizado por reacciones de transferencia del
grupo amino para posteriormente entrar al ciclo de Krebs (ciclo de los
acidos tricarboxilicos), por medio de la enzima GABA-Transaminasa
(GABA-T), esta enzima se encuentra localizada en la fraccion
mitocondrial de la célula donde transforma el GABA en semialdehido
succinico (SSA), metabolito que se utiliza para la sintesis de acido
glutamico y que se oxida mediante el succinato semialdehido
deshidrogenasa (SSADH) formando acido succinico (Mendoza,
2008).
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Glutamato entrade

N 3
GLN » GLU

A
UL

Membrana Posinaptica

GABA etraca

Figura 1. Grafico representativo de los sistemas de neurotransmision GABAérgico y
glutamatérgico. Las rutas metabdlicas o enzimas estan indicadas con los siguientes
numeros: 1. Glucolisis/ ciclo de Krebs; 2. Glutamina sintetasa; 3. Glutaminasa; 4.
Glutamato descarboxilasa (GAD); 5. Succinato deshidrogenasa. En la parte superior
(sinapsis de Glutamato; Glu) se hace referencia a los recapturadores de Glu (2 y 7) asi
como los receptores ionotrépicos (que permiten el ingreso de Na‘/Ca®, en el componente
postsinaptico) y metabotrépicos (1,5 y 4,6). En el grafico inferior del panel izquierdo, se
observa el papel de metabdlico de la glia e inferior a ella, una sinapsis GABAérgica,
identificando los transportadores de glutamina (GLN-SA1/2), los receptores GABAg (B) y el
receptor GABAa que permite el ingreso de CI” al componente postsinaptico. En la parte
derecha se muestran los iconos utilizados que hacen referencia a los diferentes tipos de
receptores para estos neurotransmisores (Imagen modificada de Foster ef al., 2006).
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1.1.3 Recaptura del GABA

El GABA es recapturado por un mecanismo de transporte
activo a la presinapsis, donde nuevamente es incorporado a las
vesiculas sinapticas (Mendoza, 2008). La funcién primordial del
sistema de recaptura es remover del espacio sinaptico el GABA para
la inactivacion de su efecto. Esto es modulado por una serie de
transportadores de alta afinidad para el GABA, denominados GAT,
los cuales son proteinas de doce pasos transmembranales cuya
activacién depende del gradiente electroquimico del Na* por lo que
es dependiente de la ATPasa Na*/K* (Olsen, 2000).

Actualmente se han identificado 4 tipos de transportadores
(GAT 1-4). Los transportadores mas abundantes dentro del SNC de
los mamiferos son GAT 1 y GAT 4 se encuentran localizados
principalmente en las terminaciones nerviosas. En la glia, estan
presentes GAT-2 y el GAT-3 esta altamente expresado en las
leptomeninges y en el plexo coroideo. El proceso de recaptura es
modulado por la actividad de segundos mensajeros. Tiene sitios para
ser fosforilado: uno para proteina cinasa A (PKA, por sus siglas en
inglés) y siete para proteina cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés),
(Bowery, 1990; Nelson et al, 1990).

Las sinapsis GABAérgicas a nivel pre y post sinaptico ejercen
su funcién en relacién a interacciones macromoleculares que se
realizan a través de distintos receptores. EI GABA desempena su

papel inhibidor por medio de dos tipos de receptores; ionotropicos en
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los cuales se encuentra el receptor GABA, y metabotropicos GABAg

(Schousboe y Waagepetersen, 2008).
1.1.4 El receptor GABAA

El receptor GABA, (Fig. 2), es una estructura heteromérica
conformada por cinco subunidades de naturaleza proteica, que
constituyen y forman un canal que permite la entrada de iones de CI
o bicarbonato (Magnaghi, 2007). Se han identificado 19 subunidades
diferentes (a1-6, p1-3, y1-3, d, ¢, m, 6, p1-3) que al combinarse
determinan principalmente las propiedades farmacolégicas vy
biofisicas del receptor (Cuzon y Yeh, 2011). La heterogeneidad de
las combinaciones de subunidades del receptor GABA, forman
diferentes sitios de wunién para varios farmacos clinicamente
importantes, incluyendo las benzodiacepinas, barbituricos, etanol y
neuroesteroides. Cada subunidad estd compuesta de un dominio N-
terminal extracelular (NH;), cuatro segmentos transmembranales
(M1-M4) con un extremo C-terminal extracelular y un asa intracelular
(Watanabe 2002).

El mecanismo sinaptico de los receptores GABA. esta
implicado en la regulacion de la vigilancia, la ansiedad, la depresion,
funciones de la memoria y desempefia una funcién critica para
mantener el nivel adecuado en la transmision sinaptica inhibitoria y la

funcion fisiolégica (Gasbarri y Pompili, 2014).
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B Barbituricos
Benzodiacepinas
Bicuculing —————————

® o B
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PTX

Figura 2. Representacion de la estructura del receptor GABAA. Es un
heteropentamero que en su forma mas comun contiene dos subunidades a, dos By
una y o 8, que en conjunto comprenden el canal idnico central, que permite el paso
de iones de CI- hiperpolarizando la neurona. El receptor tiene sitios de unién para
varios farmacos clinicamente importantes como los barbituricos, benzodiacepinas, el
etanol y los neuroesteroides. (Imagen modificada de Reddy, 2003).

El subtipo de receptor GABA, mas comun esta constituido por
las subunidades apy, pero existen multiples combinaciones, varian
en diferentes regiones del cerebro (Tabla 1), tipos de células vy
etapas del desarrollo, en el SNC la isoforma predominante es aB.y>
(Lagrange, Botzolakis y Macdonald, 2007). La composicion de las
subunidades del receptor GABA, tiene un papel importante en las
propiedades intrinsecas, incluyendo la afinidad por el GABA, la
cinética del canal, la conductancia, la modulacién alostérica, la
probabilidad de apertura de los canales y la interaccién con proteinas

moduladoras (Scharfman y Brooks-Kayal, 2014).
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Tabla 1. Isoformas y distribucion en el SNC del receptor GABA,

Isoformas

GABAA Distribucion en el SNC

Capa granular del bulbo olfatorio, capa de células polimorfas y
a1PB2y2 region CA3 del hipocampo, corteza cerebral, globo palido y varios
nucleos subtalamicos.

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

azBay2 del giro dentado e hipocampo.

asBy2 Talamo, caudado, putamen y giro dentado.

443D Células granulares. de giro dentado, la cqrteza cerebral y
predominantemente en el estriado.

asBay2 Neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo.

Tabla 1. Isoformas y distribucion del receptor GABAa En la columna de la
izquierda se presentan las subunidades que componen las diferentes isoformas del
receptor GABAAa, en la columna de la derecha se muestra su distribuciéon en el SNC
(Tabla modificada de Miguel, 2012).

La activacion de los receptores GABAA da como resultado dos
tipos de inhibicion GABAérgica: fasica y ténica. La inhibicion fasica
se produce por la activacidon de receptores postsinapticos; y la
inhibicién tonica se produce mediante la activacién continua de

receptores extrasinapticos (Feng, 2010).
1.1.5 El receptor GABAg

Los receptores GABAg son receptores metabotropicos
acoplados a proteinas G, de siete dominios transmembranales, que

modulan la actividad de los canales de potasio (K') y calcio
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dependientes de voltaje (Ca?*), asi como también, inhiben la
actividad de la enzima adenilato ciclasa y participan en el
componente lento y prolongado de la inhibicion sinaptica (Bettler et
al., 2004 y Bowery et al., 2004). Los receptores GABAg pueden
funcionar como autoreceptores, inhibiendo la liberacion de GABA y
heteroreceptores, inhibiendo la liberacion de otros neurotransmisores
(Pinard, Seddik y Bettler, 2010).

La activacion de los receptores postsinapticos GABAg activa a
los canales de K", hiperpolarizando la membrana (Heaney y Kinney,
2016). Farmacologicamente los receptores GABAg se diferencian de
los receptores GABA, por ser insensibles a la bicuculina y por su

activacion selectiva con el baclofén (Bormann, 2000; Pin et al., 2004).

Se han identificado receptores GABAg en el sistema nervioso
central (SNC), el sistema nervioso periférico (SNP), asi como en
varios érganos periféricos. Las regiones del SNC que tienen mayor
expresion de receptores GABAgson el hipocampo, nucleos
talamicos, el cerebelo, la amigdala cerebral, la corteza y la habénula
(Filip et al., 2015).

1.1.6 Fisiologia del sistema GABAérgico

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC
de los mamiferos, tiene un papel fundamental en la modulacién y
regulaciéon de la actividad neuronal. Sus efectos fisiolégicos se
producen a través de tres diferentes tipos de receptores (Nazari et
al., 2016). A nivel presinaptico se observa una activacion del receptor

GABAg que produce una disminucion de la entrada de Ca®" al botén
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terminal, ocasionando asi una disminucién de liberacion de
neurotransmisores (Pinard et al., 2010). En algunas neuronas, el
incremento de la conductancia lenta de K' genera potenciales
postsinapticos inhibitorios (IPSP), los cuales pueden ser rapidos

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

Al unirse el GABA al receptor postsinaptico, se abre un canal
de CI'; en la mayoria de los casos el potencial eléctrico del CI" en las
neuronas, es menor que el del ambiente extracelular, el cual es de 10
a 20 veces mayor (150 mM). La apertura de los canales de CI crea
un flujo al interior de la célula aumentando el numero de cargas
negativas hiperpolarizando la membrana neuronal contribuyendo a la
inhibicion (Carlson, 2006).

1.1.7 Moduladores del receptor GABAA

Los receptores GABA, tienen un papel primordial en la
regulaciéon de la excitabilidad neuronal, la heterogeneidad de sus
receptores brinda las bases para la flexibilidad de la transduccion de
sefales y la modulacién alostérica inducida por farmacos (Sigel y
Steinmann, 2012). El receptor GABAA se compone de diferentes
subunidades con varios dominios funcionales para diversos farmacos
clinicamente importantes incluyendo las benzodiacepinas (Bz),
neuroesteroides (NE), etanol y barbitdricos (Uusi-Oukari y Korpi,
2010).

Las benzodiacepinas, se utilizan clinicamente como
anticonvulsivos, sedantes, hipnoéticos, ansioliticos y relajantes

musculares. Son moduladores alostéricos positivos del receptor
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GABA,, las subunidades aq y y2 son el sitio de unién de las Bz, su
accion farmacoldgica reside principalmente por el aumento de la
frecuencia de apertura del canal mejorando asi la conductancia
(Jacob et al., 2012).

Los mecanismos moleculares que subyacen la accidn
farmacoldgica de los barbituricos se han identificado mediante
estudios electrofisiolégicos que demostraron que los anestésicos
tienen por lo menos tienen tres mecanismos de accion distintos: 1)
mejoran la respuesta a GABA (Lin et al., 1992), 2) activan de forma
directa los receptores GABA, (Franks y Lieb, 1994) y 3) bloquean el
canal de CI" en altas concentraciones (Brandon y Fischer; 2006). Los
barbituricos son potentes depresores del SNC con propiedades
sedativas, hipndticas y anestésicas, disminuyen el consumo de

oxigeno cerebral (Belelli y Lambert, 2005).

El efecto de los NE sobre el receptor GABA, depende del tipo
de esteroide (agonista o antagonista), el tipo de receptor, la
composicion de subunidades y la estructura del esteroide. Se han
identificado al menos dos acciones de los NE, la accidén agonista; que
modula de forma positiva al receptor, por medio de un incremento en
la corriente de entrada de CI'y una activacién directa del receptor
(Wang, 2011). En contraste la modulacion negativa del receptor
GABAA\ por parte de los NE parece implicar especificamente a los NE
sulfatados. Asi, la presencia o ausencia del grupo sulfato modifica la
interaccion del NE con el receptor GABA, inhibiendo la entrada de

CI' y reduciendo la frecuencia de apertura del canal sin modificar la
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duracién de apertura (Darnaudéry, Pallarés, Piazza, Le y Mayo,
2002).

Los agonistas GABAérgicos como el muscimol y la
isoguvacina potencian la actividad GABAérgica, en cambio los
antagonistas como la bicuculina y flumazenil bloquen la actividad
GABAérgica. Kim et al. (2012), demostraron que la administraciéon de
bicuculina en el area CA1 del hipocampo mejora la consolidacién de
la memoria, en contraste la administracién de agonistas tales como el

muscimol y el diazepam interrumpen la formacién de la memoria.
1.1.8 Alteraciones del sistema GABAérgico

La alteracion del equilibrio entre la excitacion e inhibicidn
neuronal genera condiciones patolégicas que se manifiestan en
distintos trastornos psiquiatricos como: la esquizofrenia, la ansiedad,

la epilepsia y la depresion (Hines et al., 2012 ).

La administracion cronica de moduladores alostéricos
positivos del receptor GABA, genera alteraciones conformacionales
de los receptores (Saari et al., 2011). Las hormonas esteroideas son
neuromoduladoras del estado de animo, se ha demostrado que la
exposicion cronica de alopregnanolona durante el ciclo estral y el
embarazo induce tolerancia que se acompafa de cambios en la

expresion de la subunidad del receptor (Turkmen et al., 2011 ).

Cambios en la neurotransmision GABAérgica estan
relacionados con la generaciéon de la epilepsia (Pirker et al., 2003).
La patogénesis de la epilepsia tiene un fuerte determinante genético,

teniendo en cuenta que mutaciones secuenciales o anomalias
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estructurales cromosoémicas, alteran la expresién neuronal de una
determinada subunidad para un canal i6nico o alguna proteina

membranal, provocando anomalias estructurales y funcionales del
paso selectivo de Cl dando como resultado, alteraciones de la

excitabilidad neuronal (Cabo de la Vega et al., 2006; Macdonald,
Kang, y Gallagher, 2010).

En pacientes con epilepsia, se han identificado distintas
mutaciones en las subunidades y2, a1 y & de los receptores GABAA
(Jacob, Moss y Jurd, 2008). Fisher, (2004) identific6 que una
mutacién de la subunidad a1 del receptor GABAA que es el subtipo
de expresién mas amplia de la subunidad a, reduce la sensibilidad
farmacoldgica aumenta la tasa de desactivacién y reduce el tiempo
de apertura del canal, sin afectar la conductancia. Los efectos sobre
la sensibilidad de GABA, la desactivacioén y el tiempo de apertura del
canal se cuantificaron mediante una reduccion en la eficacia de la
compuerta del canal y una disminucion en la neurotransmision
GABAérgica, causando hiperexcitabilidad en el cerebro y
convulsiones generalizadas. Estos resultados mostraron que la
mutacién de la subunidad de receptor GABAA puede contribuir al
desarrollo de la epilepsia por media de una variedad de efectos sobre

la funcion del receptor.
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.2 ElI Sindrome de Abstinencia a GABA un modelo

experimental de hiperexcitabilidad neuronal

Durante el proceso de una investigacion que analizaba la
relacion entre el GABA vy la epilepsia, se identificé y cuantificé un
fendmeno de hiperexcitabilidad cortical consecutivo a la interrupcion
del tratamiento con GABA en el mandril fotosensible Papio papio
(Brailowsky, 1991; Brailowsky et al., 1989). La estimulaciéon luminosa
intermitente en estos monos, inducia la aparicion de descargas
epilépticas a nivel de la corteza cerebral acompafiadas de mioclonias
generalizadas. Por medio de canulas intracorticales se realizé la
infusion directa de GABA en la corteza, generando asi, un efecto
anticonvulsivo. No obstante, al dia siguiente de haber suspendido la
instilacion intracortical de GABA, se constaté en todos los monos, la
presencia de focos de actividad paroxistica. Mediante el analisis
electroencefalografico se observé que, independientemente del area
de infusién, el electrodo de registro EEG mostré la aparicién de
poliespigas y actividad en forma de espiga-onda, que en el caso de la
corteza motora, se correlacionaba con la aparicién de mioclonias
(Brailowsky et al., 1988).

Posteriormente se confirmd la presencia del fenédmeno de
hiperexcitabilidad en la rata epiléptica (kindling amigdalino) y en la
rata no epiléptica (Brailowsky et al, 1987). El fenémeno se
estandariz6, valido conductual y electroencefalograficamente
(Brailowsky et al., 1988). A este fendmeno de hiperexcitabilidad

cortical generado por la interrupcion abrupta de la instilacion
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intracortical de GABA se le llamé “Sindrome de abstinencia al GABA”
(SAG; Silva-Barrat et al., 1992).

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

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

Se cuantificé mediante la técnica de la captura/metabolismo
de la 2-desoxiglucosa (2DG) radioactiva, un aumento significativo
(tres a cinco veces en relacién al control) en el consumo local de
glucosa del area cortical involucrada en la generacion de actividad
paroxistica y también en la zona talamica ipsilateral de proyeccion:
nucleos posterior oralis, ventro-posterolateral, central-lateral, ventro-
lateral y reticular; en cerebros de ratas obtenidos 60 min después del
retiro abrupto del GABA. El incremento de la actividad metabdlica
oxidativa en estas regiones, corresponde con las areas de gliosis-
reactiva identificadas en los cerebros de animales obtenidos 10 dias
después de haberse interrumpido la actividad paroxistica (Menini et
al., 1991).
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En investigaciones consecutivas, se encontré que posterior a
las infusiones croénicas intracorticales de GABA, la actividad de la
descarboxilasa del acido glutamico (GAD) disminuyé un 40% a nivel

del sitio de infusion del aminoacido (Salazar et al., 1994).

Experimentos dirigidos a evaluar el papel de los receptores
GABA. y GABAg en el SAG, demostraron que para el inicio es un
fendmeno dependiente del primero. El fundamento que apoya esta
afirmacion es farmacolégico: por una parte, se identificé que es
posible inducir un foco epiléptico al interrumpir infusiones localizadas
de isoguvacina, un agonista GABA, especifico, y por la otra, la
constatacion de que los agonistas especificos del receptor GABAg
como el baclofén inducen el foco epiléptico durante su instilaciéon y no

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

El mecanismo neuronal de la hiperexcitabilidad de este
modelo es la consecuencia de cambios consecutivos y dinamicos en
los componentes presinapticos y postsinapticos. Dentro de los
componentes presinapticos, hay una reduccion en la sintesis y
liberacion de GABA por la disminucién en la expresion y actividad de
la GAD, lo que incide en la disminucion de la liberacion y la
concentracion de GABA en el espacio sinaptico. Las modificaciones
postsinapticas implican una disminucién en la densidad de
receptores GABA, y de forma gradual, los nuevos receptores GABA,
tienen una menor sensibilidad farmacolégica a causa de los cambios
en la expresion de las subunidades que lo conforman. Finalmente el

incremento de la excitabilidad neuronal se ve favorecido por un
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aumento en la entrada de Ca*" a la célula (Calixto, 2012; Calixto,
2016).

Este modelo, en rebanadas de cerebro se identifica por el
incremento en la sincronizaciéon de disparo de neuronas piramidales
y por cambios en las propiedades excitables de la membrana
neuronal (Calixto, 2016). En las neuronas de la corteza cerebral y del
hipocampo, a nivel molecular se ha observado una down requlation
de los receptores GABA, causada por una presencia continua y una

elevada concentracion de GABA (Calixto et al., 2000).

El estudio del sistema de induccion del SAG, indica que los
mecanismos de inicio de la abstinencia se dan mediante cambios en
la neurotransmisién GABAérgica y posteriormente se involucran
modificaciones de otras neurotransmisiones, es decir que la actividad
epileptiforme observada en el EEG, inducida por el retiro abrupto de
la instilacién intracortical de GABA, depende de una modificacion
sinaptica que comienza por la disminucion del tono GABAérgico.
Consecutivamente se incrementa la actividad de los receptores a
glutamato (NMDA y AMPA), asociado al aumento del tono colinérgico
y adrenérgico. No obstante, no se producen modificaciones en la

actividad serotoninérgica (Katsura et al., 2007).

Estudios realizados en nuestra linea de investigacion
identificaron que la abstinencia a GABA en las primeras 24 h, es
dependiente exclusivamente de cambios excitatorios de Ila

neurotransmision GABAérgica (Araneda et al., 1994).



27

El SAG inducido con 6yl a una concentracion de 5mM durante
2 horas (3pl/h) genera un aumento en la potencia del EEG (187%) en
ambas cortezas cerebrales el dia de induccion. El aumento de
potencia se registr6 en la banda de frecuencia de 5 a 15 Hz
(Segovia, 2014).

Mediante el analisis del espectro de frecuencia de Wavelets
se cuantificd que en la rata macho, el SAG, tiene una duracién de 9-
10 dias y se presentan una frecuencia de descarga de 1.1
espigas/seg (Segovia, 2014). En contraste, la rata hembra el dia de
induccién presenta un aumento de potencia de un 133%. El SAG
induce un perfil ansioso en la rata macho y hembra (Hernandez,
2013).

A partir de investigaciones farmacolégicas se identificé que el
foco epiléptico del SAG, en sus primeras 24 hrs, es resistente a
anticonvulsivos de uso clinico (fenitoina, barbituricos, etosuccimida,
valproato, carbamazepina) e incluso al farmaco de eleccién en casos
de status epiléptico: el diazepam. La frecuencia de descarga del foco
no se modifica significativamente aun empleando dosis anestésicas
de pentobarbital (35 mg/Kg; Brailowsky, 1991).

Sin embargo, Segovia, en el 2014 identificdé que el HEPP un
derivado de la fenil-alquil-amida, es el Unico medicamento que
disminuye significativamente la actividad epileptiforme aguda del
SAG. Sus propiedades anticonvulsivas son inmediatas y su efecto
ademas de disminuir la hiperexcitabilidad neuronal del hemisferio

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

reverberacion epiléptica representativa del SAG.

La hiperexcitabilidad neuronal generada por la abstinencia a
GABA favorece la induccién, la expresion y el mantenimiento de un
fendmeno de plasticidad neuronal denominado: potenciacion a largo
plazo (LTP por sus siglas en inglés, Long Term Potentiation) que
representa un modelo y sustrato electrofisioldgico de los procesos de
memoria. Este fendbmeno es un incremento en la eficacia sinaptica
que se caracteriza por un aumento de la actividad sinaptica posterior
a una estimulacién de alta frecuencia en la via aferente del sitio en el
que se registra. Estos experimentos fueron realizados en la corteza
cerebral y en el hipocampo estructuras cerebrales relacionadas
directamente con los procesos de aprendizaje y memoria en los

mamiferos (Montiel et al., 2000; Casasola et al., 2004).
1.3 Memoria

La memoria es un término amplio que designa una serie de
funciones cerebrales diferentes. El rasgo comun es la recreacion de
las experiencias pasadas mediante la activacion sincronica de las

neuronas que intervinieron en la experiencia original.

Las caracteristicas que comparte la memoria implican
aprendizaje y reconstruccion total o parcial de una experiencia
pasada. El aprendizaje es un proceso en el que las neuronas que se
excitan conjuntamente para crear una experiencia concreta se
alteran de tal forma que tendran a re-excitarse al unisono en el

futuro. La ulterior excitaciéon conjunta de las neuronas reconstruye la
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experiencia original, generando un recuerdo de ésta. El acto de
recordar hace mas probable que las neuronas implicadas vuelvan a
excitarse en el futuro, asi que la reconstruccion repetida de un

suceso facilita cada vez mas su recuerdo.

La memoria es un proceso neurobiologico mediante el cual la
informacion se codifica, almacena y es evocada (Kandel et al., 2000).
Las principales estructuras involucradas con la memoria son:
hipocampo (transformacion de experiencias en recuerdos), talamo
(dirige la atencion), amigdala cerebral (genera conductas que
potencian atencién y activacién de varias areas cerebrales), I6bulo
temporal (guarda los conocimientos generales), I6bulo frontal
(funciones cerebrales superiores asociadas a memorias), putamen
(asociado a habilidades de procedimiento), cuerpos mamilares
(memoria episddica), corteza parietal (memorias espaciales), nucleo
caudado (asociado con memoria de las destrezas instintivas) y el
cerebelo (recuerdos condicionados a eventos vinculados con el

tiempo Solis y Lopez-Hernandez, 2009).

Con base en su duraciéon o temporalidad la memoria se
clasifica en memoria a corto plazo (MCP) y memoria a largo plazo
(MLP, Kandel, 2001). La MCP involucra la retencién y el
almacenamiento de la informacién durante segundos o minutos. Por
medio de un proceso denominado consolidacion la MCP se convierte
en MLP la cual es una forma de almacenamiento mas permanente
que puede durar dias, semanas o incluso toda la vida (Purves, 2006;
Purves, 2007).
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El proceso de la formacion de la memoria tiene varios
estadios naturales, desde la seleccidén inicial y la retencion de
informaciéon hasta la evocacién y en ocasiones cambiar o perder el
recuerdo. Cada estadio presenta caracteristicas especificas y
aspectos que pueden fallar. 1° Seleccion: la corteza cerebral esta
disefiada para almacenar informacion que le sera util en el futuro y
descarta lo que no le funciona. 2° Retencion: experiencia
seleccionada para que quede memorizada y se almacene de tal
modo que se asocia con recuerdos preexistentes pertinentes y se
retiene durante un periodo apropiado. 3° Evocacion: los
acontecimientos actuales deben estimular la evocacién de recuerdos
apropiados. 4° Cambio: cada vez que se evoca un recuerdo éste se
altera ligeramente para dar cabida a una nueva informacion. 5°
Olvido: las experiencias empiezan a olvidarse tan pronto como se
han registrado, a menos que se refresquen su recuerdo con

regularidad. Todo la informacién innecesaria se borra (Carter, 2011).
1.3.1 Tipos de memoria

Existen cinco tipos de memoria, cada una con un propoésito
concreto. La memoria episddica comprende las reconstrucciones de
las experiencias pasadas, incluidas sensaciones y emociones, éstas
suelen desplegarse como una pelicula y se experimentan del punto
de vista de uno mismo. La memoria semantica, es conocimiento
factual, autbnomo y no personal. La memoria de trabajo es la
capacidad de retener informacion en la mente el tiempo necesario

para usarla. La memoria de procedimiento comprende acciones
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aprendidas como andar y nadar. La memoria implicita es la de los
recuerdos que conservamos sin ser conscientes de ello, y afecta a
nuestras acciones de modo sutil: asi, puede que una persona nueva
nos disguste de modo inexplicable porque nos recuerda a alguien
desagradable (Carter, 2011).

1.3.2 Neurofisiologia de la memoria

El hipocampo y la corteza cerebral son dos estructuras
cerebrales fundamentales para la elaboracién de la red de memoria
cada uno de los elementos que conforman un recuerdo: visual,
sonoro, verbal y emotivo, se codifican en la misma red neuronal que
creo ese fragmento. Cuando evocamos una experiencia reactivamos
los patrones neurales que se generaron durante la experiencia
original que se codificé en la memoria (O' Reilly y Rudy, 2001;
Moses et al., 2002).

La excitacion sincréonica neuronal hace que las neuronas
implicadas tiendan a re-excitarse en el futuro, este fendbmeno es
conocido como potenciacién, recrea la experiencia original. Si las
mismas neuronas se excitan juntas a menudo, a la larga se
sensibilizaran siempre unas a otras, de manera que cuando una se
excite las otras también lo haran. El cual es un fendmeno que
depende de la neurotransmision glutamatérgica y GABAérgica,
favorecida por trenes de frecuencia de activacion de acetilcolina,
activada la atencién por dopamina y adrenalina (Siegelbaum, vy
Kandel, 1991).

La memoria se forma por activaciones estructurales
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cerebrales que permiten la actividad neuronal para reconstruirla
posteriormente (Carter, 2011). Sélo las experiencias que originan una
actividad neural prolongada o intensa quedan codificadas como

recuerdos.
Recuerdos a largo plazo

Atencion 0.2 seg: debido a que el cerebro solo puede
analizar una cantidad limitada de informacion la atencion debe
circunscribirse en uno solo y extraer la mayor cantidad de
informacioén. La atencidén hace que las neuronas que registran el
suceso se exciten con mas frecuencia. Esta actividad hace mas
intensa la experiencia e incrementa la probabilidad de que el evento
sea codificado como un recuerdo. A mayor excitabilidad neuronal las
conexiones sinapticas son mas fuertes, este proceso depende mucho

del talamo y el I6bulo frontal.

Emocién 0.25 seg: la experiencia se intensifica con la
emocion la informacion de un estimulo se procesa al principio por
diversas vias neuronales que conducen a la amigdala cerebral, por lo
tanto se incrementa la atencién favoreciendo el almacenamiento de

esta en estructuras limbicas.

Sensacién 0.2-0.5 seg: cuando mas intensa es la sensacion
la probabilidad de que se recuerde la experiencia es mayor, las
sensaciones combinan la activacion de varias areas cerebrales parta
realizar percepciones conscientes practicamente toda esta

informacion fluye al hipocampo.
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Memoria de trabajo 0.5 seg-10 min: la memoria de trabajo
activa dos circuitos neuronales para conservar la informacion que se
necesita. Uno para la informacioén viso espacial y el otro para los
sonidos. Las rutas de los circuitos abarcan cortezas sensoriales
donde se registra la experiencia, y los lobulos frontales donde se
anota conscientemente, la corteza prefrontal controla el flujo de la

informacion.

Procesamiento hipocampal 10 min- 2 afos: en el
hipocampo el procesamiento de la memoria provoca una actividad
neural que circula comunmente en direccion del giro dentado al area
CA3 y de ahi al area CA1. La informacidon mas intensa se envia y
reproduce a las partes del cerebro que registraron primero. Por
ejemplo, una imagen regresa a la corteza visual donde se reproduce
como un eco del acontecimiento original. De tal manera que el
hipocampo es fundamental para que los recuerdos duren toda la

vida.

Consolidacion 2 anos o mas: en promedio hacen falta dos
afos para que un recuerdo se consolide en el cerebro humano e
incluso el recuerdo puede alterarse o perderse. Durante este tiempo
los patrones de excitacidon neuronal que codifican una experiencia se
van recreando entre el hipocampo y la corteza y viceversa Este
didlogo electrofisioldgico prolongado y repetitivo hace que el patrén
se desplace del hipocampo a la corteza. Y tiene lugar durante el

suefo. Por lo que el dormir ayuda a este proceso.
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1.3.3 Hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral localizada en el
I6bulo temporal medial y forma parte del sistema limbico, tiene un
papel fundamental en los procesos de la memoria y el aprendizaje
(O' Reilly y Rudy, 2001). Anatémicamente, esta organizado en varias
regiones: Giro Dentado (GD) formado en su mayoria por células
granulares y areas: CA1, CA2 y CA3 constituidas por neuronas

piramidales e interneuronas (Figura 3).

Células
musgosas

-y

Girodentado

Interneurona

Fibras Musgosas

VP G )

Colaterales de Schaffer

b Sefial excitatoria

<' ™" Sefial inhibitoria

Figura 3. Esquema de los circuitos del hipocampo adulto. La tradicional via
excitatoria trisinaptica (Corteza entorrinal (CE), Giro Dentado (GD)-CA3-CA1-CE) es
descrita por las flechas de colores (flecha azul: via perforante VP; flecha naranja; via
de las fibras musgosas; flecha verde; colaterales de Schaffer; flecha roja;
proyecciones de CA1 a CE. (Imagen modificada de Olivares, Juarez y Garcia,
2015).
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El circuito trisinaptico hipocampal inicia en la via perforante de
la corteza entorrinal (CE). Las neuronas de la CE envian sus
proyecciones hacia las células granulares del GD. La células
granulares a su vez proyectan un haz de fibras musgosas (FM) hacia
las células piramidales del area CA3, las cuales finalmente envian
sus axones hacia las neuronas piramidales de CA1 mediante las
colaterales de Schaffer. La aferencia de esta via es que el
hipocampo envia informacion a varias estructuras cerebrales a partir

del area CA1 (Balderas, Ramirez-Amaya, Bermudez-Rattoni, 2004).

Las interneuronas GABAérgicas del hipocampo son
fundamentales para la modulacién de la memoria y muchas
funciones de esta estructura. Sin la modulacion GABAérgica del
hipocampo no podria priorizarse la entrada de un estimulo e inhibir
los estimulos de poca importancia: las neuronas GABAérgicas son
fundamentales para el filtro de informacién en el hipocampo. Se sabe
que agonistas GABAérgicos disminuyen la funcién de la memoria y
sus antagonistas mejoran su consolidacién (McGaugh y Roozendaal,
2009). Estudios farmacolégicos han demostrado que la bicuculina
genera una mejora en la memoria cuando se infunde en el area CA1
del hipocampo inmediatamente o 1.5 h después del entrenamiento
(Luft et al, 2004). Kim et al, (2012) demostraron que la
administracion de bicuculina en el area CA1 del hipocampo
administrada 1h después de la prueba de evitacién pasiva mejora la
consolidacion de la memoria, aumentado de manera significativa los
niveles del factor neurotrofico derivado de cerebro (BDFN).

Concluyendo que existe una ventana de tiempo posterior a la
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formacion de la memoria para mejorar la consolidacién y que el
incremento de los niveles de BDFN esta relacionado directamente

con una mejora de la consolidacion.

Inyecciones de muscimol en el hipocampo, disminuyen la
recuperacion de la memoria en la prueba del laberinto acuatico de
Morris (Moser y Moser, 1998). de Lima et al, (2006) demostré que
una inyeccién de muscimol en el hipocampo después de un
entrenamiento deteriora la memoria a corto plazo en la prueba de

memoria de reconocimiento de objetos.

Las redes neuronales en sincronia favorecen la adquisicién
de la memoria. Por lo tanto esta tesis propone que el incremento de
la actividad neuronal del SAG por sus cambios sinapticos, asemeja
los efectos epileptiformes de la bicuculina, por lo que se sugiere que
la hiperexcitabilidad neuronal del SAG puede tener modificaciones en
los mecanismos de duracion y temporalidad de la memoria. El
presente trabajo pretende realizar el contraste del efecto sobre la
memoria de reconocimiento de una hiperexcitabilidad neuronal en la

corteza cerebral con respecto a una del area CA1 del hipocampo.
1.3.4 Memoria de Reconocimiento

La memoria de reconocimiento se ha definido como la
capacidad de saber que algo se ha experimentado previamente,
desde estimulos individuales hasta todo un evento (Mandler, 1980;
Brown y Aggleton, 2001). Dentro del proceso de reconocimiento se
han identificado dos componentes. El primero es la familiaridad el

cual da la capacidad de saber que un estimulo se ha presentado con
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anterioridad pero no el recuerdo de un episodio especifico, y el
segundo es el recuerdo que esta basado en la informacion contextual
asi sea espacial o temporal de los eventos, es decir cuando y donde

se experimentaron los estimulos (Yonelinas, 2002).

Se ha demostrado que diferentes estructuras cerebrales
como: la corteza entorrinal, la corteza perirrinal, la corteza insular y el
hipocampo que forman parte del I6bulo temporal medial participan de
manera diferencial en la memoria de reconocimiento (Murray y
Richmond, 2001). Diferentes estudios han mostrado que el
hipocampo esta involucrado en la memoria contextual, codificando
informacién sobre la posicion en el espacio, lo cual sugiere que el
hipocampo es un estructura que esta involucrada en la memoria de
reconocimiento dentro de un contexto, pero no en la memoria de
reconocimiento (Mumby et al., 2005; Winters et al, 2004,
Eichenbaum, Yonelinas y Ranganath, 2007; Balderas et al., 2008).

Una de las pruebas que cuantifica la memoria de
reconocimiento mediante la cual se puede identificar la correlacion
conductual a nivel del procesamiento y almacenamiento de la
informacion es la prueba de memoria de reconocimiento de objetos,
la cual fue propuesta, estandarizada y validada en ratas por
Ennaceur y Delacour (1998) esta basada en la tendencia natural de
los roedores por preferir estimulos novedosos sobre los familiares. La
prueba consiste en introducir al animal en una caja experimental en
la cual se encuentran dos objetos idénticos durante un tiempo

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

familiar y un nuevo objeto llamado novedoso.

La tendencia natural de los roedores es explorar por mas
tiempo un objeto novedoso que uno que fue explorado previamente.
Es importante destacar que esta prueba es un modelo anélogo a
pruebas utilizadas en humanos que cuantifican la memoria de
reconocimiento, en las cuales se evalua el material verbal: palabras,
frases e historias y material no verbal: imagenes, objetos, fotografias
y series de lineas y puntos. Ademas estas pruebas se han utilizado
ampliamente para evaluar y caracterizar sindromes amnésicos (Reed
y Squire, 1997).

.4 Ansiedad

La ansiedad es una respuesta fisiologica (activacion
vegetativa) esencial. Con alteraciones cognitivas conductuales, cuyo
estimulo provocador es difuso y subjetivamente peligroso. Su
respuesta es generalizada y duradera. La ansiedad es necesaria
para la supervivencia bajo condiciones ambientales cambiantes, no
obstante, la ansiedad generalizada persistente y exagerada son
manifestaciones patolégicas que disminuyen la calidad de vida
(Norholm y Ressler, 2009). Aproximadamente el 30% de la poblacion
experimenta sintomas relacionados con la ansiedad en su vida
(Kessler et al., 2005 ). Se sabe que la ansiedad clinicamente es la
manifestacion de la conducta de miedo que se caracteriza por un

estado de alerta continua ante el peligro (Méhler, 2012).
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La neurotransmision GABAérgica ha sido implicada en la
patogénesis y tratamiento de la ansiedad, se ha descrito que los
moduladores alostéricos positivos del receptor GABAA tienen efectos
ansioliticos mientras los moduladores alostéricos negativos producen
efectos ansiogénicos (Nash y Nutt, 2007; Sandford, Argyropoulos y
Nutt, 2000; Argyropoulos, Sandford y Nutt, 2000). La caracterizacién
de los estados de ansiedad en los seres humanos presenta una
conducta de evitacion del dafio y una polarizacidn de las sefales de

amenaza (Crestani et al., 1999).

Se ha demostrado mediante estudios clinicos y en animales
que disfunciones pre y postsinapticas en la transmision GABAérgica
pueden ser la causa de trastornos ansiosos y del estado de animo
(Luscher et al., 2011; Smith y Rudolph, 2012; Moéhler, 2012).

A partir de investigaciones con técnicas en neuroimagen:
tomografia computarizada y tomografia por emisién de positrones
(PET) en pacientes con trastorno de panico se cuantificaron e
identificaron déficits en los niveles de receptores GABA, en el
hipocampo, en la corteza orbitofrontal y parahipocampal (Abadie et
al., 1999). Ratones knock-out, de la subunidad y2, del receptor
GABA. aumentaron el comportamiento relacionado a conductas
ansiosas, lo que sugiere que una disfuncion en la subunidad y2

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

Estudios neuroquimicos han demostrado que modificaciones
en el receptor GABAA pueden desencadenar trastornos de ansiedad

en humanos. Clinicamente las alteraciones en la neurotransmision
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GABAérgica dan como resultado sintomas ansiosos (Crestani et al.,
1999; Millan, 2003; Rudolph y M&hler, 2004).

Diversos estudios han demostrado que existe una correlacién
no lineal entre la ansiedad y la memoria (Wall y Messier, 2000;
Maren y Quirk, 2004; Kalueff et al, 1997; Kalueff, 2007) lo que
sugiere que ambos dominios pueden afectarse de manera
independiente. Modulaciones en la actividad GABAérgica esta
correlacionado con conductas tipo ansiosas, por lo que es posible
que al inducir hiperexcitabilidad neuronal en dos areas cerebrales:
corteza cerebral y el area CA1 del hipocampo, se cuantifiquen las

diferencias en la manifestacion de la ansiedad.
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Il. Justificacion

La neurotransmision GABAérgica esta implicada en diferentes
trastornos neuropsiquiatricos, ademas de regular diferentes
conductas, es parte fundamental del equilibrio de la excitabilidad
neuronal. La participacién del GABA tiene consecuencias directas
para la formacion de redes neuronales y plasticidad neuronal,
desempefiando un papel importante en la memoria y el aprendizaje.
La hiperexcitabilidad neuronal generada por la induccién de la
abstinencia a GABA comprende un modelo validado EEG vy
conductualmente que es analogo a la sintomatologia de las
abstinencias a diversas drogas GABAérgicas. Esta tesis identifica por
primera vez la correlacidon electrofisiolégica y conductual de la
abstinencia a GABA con la memoria y la disociacion en dos distintas
areas cerebrales en un aspecto de la plasticidad neuronal y esto
puede ser una diana terapéutica para el manejo de las abstinencias a
drogas GABAérgicas. Nuestros resultados proponen estandarizar y
cuantificar las diferencias de la hiperexcitabilidad neuronal por

abstinencia a GABA en una estructura cortical y otra limbica.

Se pretende identificar las diferencias electrofisiolégicas y
modificaciones en la memoria a corto y largo plazo de la abstinencia
a GABA en la corteza cerebral y area CA1 del hipocampo, ademas si
la hiperexcitabilidad neuronal de la abstinencia genera un perfil tipo

ansioso.
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lll. Objetivos

General

Identificar las diferencias electrofisiolégicas y conductuales
entre el SAG del hipocampo y el SAG de la corteza cerebral inducido

en ratas macho de la cepa Wistar.

Especificos

Analizar diferencias y similitudes del niumero de complejos
espiga-onda y potencia de la actividad electroencefalografica
caracteristica del SAG inducido en la corteza cerebral somatomotora,

e hipocampo.

Cuantificar los indices de reconocimiento (IR) en la memoria

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

Cuantificar las diferencias en la conducta tipo ansiosa
inducida por la interrupcién abrupta de la instilacién en la corteza
cerebral o el area CA1 del Hipocampo, mediante el niumero de
entradas y porcentaje en tiempo de permanencia en brazos abiertos
y brazos cerrados en el Laberinto Elevado en Cruz (LEC), posterior

a la induccion del SAG.



43

Variables de trabajo de la presente tesis
1) Variable Independiente (SAG H)

- Retiro abrupto de la instilacion intrahipocampal de GABA en
el area CA1 del hipocampo derecho para inducir el Sindrome de
Abstinencia a GABA (SAG).

2) Variables Dependientes
- Incremento de la excitabilidad neuronal en la actividad
electroencefalografica en ratas macho.

- Cambios en la memoria a corto y largo plazo, mediante la
cuantificacion de un indice de la prueba de reconocimiento de

objetos

- Modificacién de la conducta tipo ansiosa, evaluada en el
LEC mediante el numero de entradas y porcentaje en tiempo de

permanencia en brazos abiertos y cerrados.

1) Variable Independiente (SAG Cx)

- Retiro abrupto de la instilacion intracortical de GABA en la

corteza somatomotora derecha para inducir un SAG cortical.
2) Variables Dependientes

- Cambios de la excitabilidad neuronal en el EEG cuantificado
por la potencia y en el numero de complejos espiga-onda
caracteristicos del SAG.

- Tiempo de exploracion por objeto cuantificado por un indice



44

de reconocimiento (analisis de latencia y duracion) definido como la
cantidad de tiempo que pasa en un objeto, dividido entre la

exploracion total.

- Tiempo de permanencia en brazos abiertos y cerrados y

numero de entradas en el LEC.

Hipétesis General

Si se realiza un retiro abrupto de la instilacién de GABA en el
area CA1 del hipocampo derecho o la corteza cerebral somatomotora
derecha en ratas macho, entonces habra un incremento de la
excitabilidad neuronal y esta generara cambios en la memoria de

reconocimiento y en la conducta de ansiedad.
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Hipétesis especificas

Si se interrumpe abruptamente la instilacion de GABA (en la
corteza cerebral o en el area CA1 del hipocampo) generara
modificaciones electroencefalograficas tendientes a un
incremento en la actividad neuronal.

El SAG H tendra mayor potencia EEG, actividad epileptiforme
y propagacion que el expresado en la corteza cerebral.

El SAG Cx y el SAG H modificara el desempefio en la prueba
de reconocimiento de objetos, cuantificado mediante un
indice de reconocimiento.

La interrupcion abrupta de la instilacién intracortical e
intrahipocampal de GABA inducira un perfil tipo ansioso en la
rata, cuantificado por un aumento en el tiempo de
permanencia y numero de entradas a brazos cerrados en el
LEC.
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IV. Material y Método
Sujetos experimentales

Se utilizaron 110 ratas macho de la cepa Wistar (250-3009),
proporcionadas por el bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria
‘Ramon de la Fuente Mufiiz” (INPRF), las cuales se mantuvieron en
condiciones estandarizadas de temperatura (20-25°C), agua vy
alimento ad libitum, con ciclo de luz oscuridad invertido 12:12 hrs y
de acuerdo a las normas establecidas en la guia para el cuidado y
uso de animales del laboratorio de la Academia Nacional de Medicina
(1999, y la norma oficial de la SAGARPA y aprobados por el comité
de ética del INPRF). En todos los procedimientos experimentales se
evitd cualquier dafio o sufrimiento innecesario de los animales. Los
sujetos de experimentacion fueron alojados en cajas individuales de
acrilico transparentes, y permanecieron asi hasta el final del
procedimiento. Cada uno de los experimentos se realizé durante el

ciclo de oscuridad de las ratas macho.

Sustancias utilizadas en esta investigacion

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

solucion inyectable al 2% /50ml).

Para disminuir la posibilidad de infeccién, se utilizaron;

(bencilpenicilina benzatinica, Amsa Laboratorios® antibiéticos de
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México, S.A. de C.V, aplicaciéon unica). Antiséptico con base en iodo
povidona (Quiromed® 0.8%, México), antiséptico (Microdacyn®,
Oculus Technologies de México), peroxido de hidrogeno (J.T Baker®,

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

Para inducir la hiperexcitabilidad: retiro abrupto de instilacion
intracortical de GABA (Sigma-Aldrich®, St Lois, MO U.S.A) en la
corteza somatomotora derecha, o el area CA1 del hipocampo se
utilizé dosis de 5 mM; 6 pl/2h.

Procedimientos
Cirugia Estereotaxica

Para la implantacion del complejo canula/electrodo conector
se anestesio a los animales con pentobarbital sédico (30 mg/Kg, i.p.).
Se aplico lidocaina (0.1 ml) en cada conducto auditivo y se coloco a
la rata en un sistema estereotaxico de una torre (Neuroscience
Physiology Research Equipment Stoelting modelo Lab. Standard®),
después se esterilizd la zona con isodine y se inyecto lidocaina (0.6
ml, sc) en el cuero cabelludo para realizar un corte en la piel. De
acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (1998) se colocaron dos
canulas (Aguja BD Precision Needle®, 23mm x 25mm) de infusién
intracortical a 1.5 mm de profundidad, 2 mm posterior a bregma y a
25 mm de Ila linea media para obtener la sefal
electroencefalografica de la corteza somatomotora derecha, para el
area CA1 del hipocampo las coordenadas fueron: 3 mm de

profundidad, 2 mm posterior a bregma y a 2.5 mm de la linea media.
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Asimismo, se colocaron 3 electrodos de registro en el craneo
(tornillos de acero inoxidable soldados a pequefias terminales de
cobre, dos de registro colocados a 4 mm posterior a bregma y uno de
referencia sin actividad anterior a bregma) para obtener la sefial EEG
de la capa superficial de la corteza cerebral. Las canulas y los tres
electrodos se soldaron a un conector mediante un Cautin Steren® y
estafio para soldar, posteriormente se fijaron al craneo con resina
acrilica y monémero (Nic Tone Cross Linked®, mdc dental México).
Todos los instrumentos de cirugia fueron esterilizados previamente
con un Horno esterilizador CRAEdental®. Con el fin de asegurar la
permeabilidad de las canulas se les introdujo una “guia removible”. Al
término de la cirugia se les administr6 antibidtico de forma
profilactica. Los animales permanecieron una semana en reposo

antes de cualquier manipulacion.
Registro electroencefalografico (EEG)

El registro de la actividad electroencefalografica se realizé en
un cuarto aislado faradizado, la sefial fue adquirida con un cable de
registro (5 terminales faradizadas) adaptado a conexion directa con
amplificadores (P511 AC amplifier GRASS Astro Med In.) La
amplificacién fue de 20, con filtros de baja frecuencia (3 Hz/1000) y
alta frecuencia (0.3 KHz). Para la traduccion de esta sefal se utilizé
el software Poliview 8 (National Instruments). Los registros tuvieron
una duracion de dos horas en los animales en los que se les indujo la
abstinencia. Todos los registros EEG tuvieron una duracién de 30

min. Los datos electrofisiolégicos se analizaron con el Software
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Adqg4ch mediante el uso de filtros digitales de 0-40 Hz y eliminacion
de saturacién. Se obtuvo el valor de la potencia total del EEG
(WV?/Hz) en la banda de frecuencia de 4-20 Hz a partir del espectro
de frecuencia de Wavelets.

El conteo de espigas se realiz6 mediante la identificacion de
las primeras 10 espigas representativas en el registro EEG después
del inicio del SAG. Posteriormente se promediaron los valores

obtenidos para establecer una frecuencia de disparo.

Induccién del Sindrome de Abstinencia a GABA (SAG)

Para la induccion de la abstinencia a GABA se realiz6 la
instilacion intracortical o intrahipocampal de GABA (5mM) en la
corteza somatomotora derecha o en el area CA1 del hipocampo,
mediante una bomba de instilacion programable (Kd Scientific®), una
microjeringa (Hamilton Co. Reno). Se instilé a una velocidad de 3 pl
por hora, durante 2 h. Inmediatamente después de la interrupcién de
la instilacion se registré la actividad electroencefalografica para

evaluar los cambios en la excitabilidad neuronal durante 2 h.
Prueba del laberinto elevado en cruz (LEC)

Para la cuantificacion de la ansiedad se utilizé LEC, el cual es
una estructura de madera en cruz, elevada a 50 cm del piso con 4
brazos: un par con paredes de 40 cm de alto denominados brazos
cerrados (BC) de 50 x 10 cm cada uno y otro par con las mismas
dimensiones llamados brazos abiertos (BA). Los cuatro brazos se

encuentran unidos por un cuadro central de 10 x 10 cm. El cuarto
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donde se realiza la prueba debe estar iluminado con luz roja (40W).

Para la evaluacién de la ansiedad se coloco a la rata en el
centro del LEC con la cabeza hacia uno de los BA y se le dejé
explorar libremente el LEC durante 5 min. Se evalué: 1) el nUmero de
entradas a BA y BC; asi como 2) el porcentaje de tiempo en cada
uno de los brazos. El criterio para considerar una entrada es que la

rata cruce con las cuatro patas hacia el interior de los mismos.

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

Prueba de Reconocimiento de Objetos

Se utilizaron cajas de madera de color gris (cuyas medidas
fueron 40X40X60 cm) con el piso cubierto de aserrin y colocadas en
un cuarto separado del bioterio. Todas las sesiones fueron
videograbadas con una camara de video (Steren SEG-3000)
adaptada a una tarjeta digital de PC para almacenar los videos en
una computadora PC (HP/compac 6000; software ENLTV). Todas las
cajas se mantuvieron en el mismo cuarto experimental, con las

mismas condiciones de luz y temperatura. Los objetos a reconocer
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fueron focos blancos (6cm de diametro y 5 cm de largo), frascos
transparentes de vidrio (5.5-cm diametro y 5-cm alto). Todos los
objetos fueron fijados al piso con velcro para evitar que fueran
desplazados por los animales, fueron colocados en las esquinas
traseras de la caja, a una distancia de 10 cm de las paredes. Cuando
los objetos fueron presentados mas de una vez al animal, se
utilizaron copias idénticas para evitar que el reconocimiento de los
objetos no fuera por la presentacion del objeto. Para evitar sefiales
olfativas en cada ensayo el aserrin de la caja fue removido y los

objetos se limpiaron minuciosamente con etanol al 70%.
Procedimiento Conductual

Posterior a la cirugia, todos los animales tuvieron una semana
de recuperacion antes de cualquier procedimiento conductual. En
cada ensayo los animales fueron llevados al cuarto experimental 2
horas antes del inicio de cada sesion y 2 horas después de la sesidn
para evitar condiciones de estrés que afectaran la ejecucion de la
tarea, asi como la consolidacién de la misma. Durante todas las
fases, la rata se introdujo a la caja mirando hacia la pared opuesta al
lugar donde se colocaron los objetos, para evitar inducir alguna
tendencia hacia alguno de los objetos.

Habituacion

Todos los animales tuvieron una fase de habituacién durante
5 dias antes de cada experimento, que consistié en la manipulacion
de la rata durante un minuto en el regazo del experimentador. De

inmediato se introdujo a la caja sin objetos por 3 minutos. Al finalizar
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la exploracion, los animales fueron manipulados durante otro minuto

y regresados a su caja individual (Fig. 4).

Habituacion

Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

| 3 min |

Exploracion

Figura 4. Esquema del protocolo conductual de habituacion para la tarea de
reconocimiento de objetos. Durante un minuto se manipulé a la rata en el regazo
del experimentador inmediatamente después, se colocé en la caja y se le permitio
explorar libremente. Durante 5 dias consecutivos se llevé a cabo este
procedimiento con duracion de tres minutos en cada ensayo.

Tarea de Reconocimiento de Objetos
Fase de muestra

En la fase de muestra, las ratas se colocaron en la caja
mirando hacia la pared opuesta para evitar inducir alguna tendencia
de atencién hacia alguno de los objetos, donde previamente se
habian colocado dos objetos idénticos (A1 y A2), durante 10 minutos
se les permitié explorar libremente los objetos. Al finalizar el tiempo

de exploracion el animal fue regresado a su caja individual.
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Prueba de memoria

La prueba de memoria de corto plazo se realizé 15 min
después de la instilacién, o 24 h después (memoria de largo plazo).
En cada ensayo se les permitid explorar libremente una copia
idéntica del objeto previamente presentado (familiar, A3) y un nuevo
objeto (B1) durante 3 minutos (Fig. 5).

Habituacion Muestra Prueba

Objeto Familiar Objeto novedoso

5 dias 10 min 3 min
Instilacion
GABA

Figura 5. Después de 5 dias de habituacion se realizé la fase de muestra, en la cual
se introdujo a la rata en la caja con dos objetos idénticos (A1 A2) durante 10 min. Al
finalizar se realiz6 la Instilacion de GABA. La prueba de memoria a corto plazo se
realizé 15 min post instilacion y 24 h después la de largo plazo.

Analisis de resultados de memoria

Se analizd la conducta de exploracion mediante la
cuantificacion de un indice de reconocimiento (IR) definido como la
cantidad de tiempo total de exploracion del objeto novedoso dividido
entre la cantidad de tiempo total de ambos objetos (tiempo de
exploracion del objeto novedoso / tiempo de exploracién del objeto
familiar + tiempo de exploracion del objeto novedoso). Un IR de 0.5

expresa que no hay preferencia de un objeto sobre otro, mientras
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que un IR mayor de 0.5 represente la preferencia por alguno de los

objetos.
Analisis Estadistico

Los resultados estan expresados en medias y error estandar
(EE). Para la cuantificacion de los resultados, se utilizé un analisis de
varianza de una via (ANOVA) para cada una de las variables
dependientes, con una significancia de p<0.05, seguida de una
prueba Post Hoc de Dunette por medio de los paquetes estadisticos
GraphPad y SigmaPlot 11.0.

Mediante el analisis de frecuencia de Wavelets, se
cuantificaron el nimero de complejos espiga onda, la potencia y
frecuencia de los resultados electroencefalograficos. La evaluacion
estadistica se realizé mediante un analisis de varianza de un factor
haciendo una comparacion intra y entre grupos con un valor de
p<0.05 (ANOVA Post Hoc: Tukey).

La evolucién electrofisiolégica fue considerada como un
estudio longitudinal donde se cuantificaron los complejos espiga-
onda, el aumento de amplitud y donde se evaluaron las diferencias
electrofisiolégicas entre las cortezas somatomotoras y los
hipocampos, los que recibieron la instilacion intracortical o
hipocampal de GABA con respecto al area contralateral (ANOVA,
Post Hoc: Tukey).

En la prueba del LEC, los datos cuantificados estan
cuantificados en proporcion, tanto en numero de entradas, asi como

porcentaje de tiempo siguiendo esta ecuacion:
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tBx tBx+ tBx x 100

Donde t es el tiempo y x es el brazo en el que ha
permanecido, se usé la misma ecuacion para el numero de entradas.
Los resultados conductuales fueron analizados con una ANOVA,

Post Hoc: Tukey.
Procedimiento Experimental

Cada condicién experimental conté con ratas asignadas
aleatoriamente en uno de 11 grupos. La n de cada uno de los grupos

fue de 10 ratas.

Grupo 1. Control: se realiz6é con la finalidad de ser el punto
de comparacion de las modificaciones en los niveles de la conducta
de ansiedad para el resto de los grupos. Se utilizaron 10 ratas macho

a las cuales se les realiz6 la prueba del LEC.

LEC

Laberinto Elevado en
Cruz
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Grupo 2. Control de memoria a corto plazo: tuvo como
objetivo ser el punto de comparacién para la evaluacion de las
modificaciones de la memoria a corto plazo con los grupos de
evaluacion experimental de la abstinencia a GABA en la corteza
cerebral e hipocampo, de la prueba de reconocimientos de los
objetos. Todos los animales tuvieron 5 dias de habituacion y su
respectiva prueba.

| 6 5421 0o 1]

Habituacién I i

Fase de Muestra
+
Prueba Memoria
Corto Plazo
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Grupo 3. Control de memoria a largo plazo: el propédsito de
este grupo fue identificar los IR en condiciones basales de la
memoria a largo plazo de la prueba de reconocimiento de objetos y
cuantificar las modificaciones con los grupos; SAG Cx y SAG H.
Todos los animales tuvieron 5 dias de habituacién y su prueba de

evaluacion.

Prueba
Memoria
Largo Plazo

4

| 65424 0o 1]
Dias

Habituacion i i

Fase de Muestra
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Grupo 4. SHAM Memoria: para evaluar si la prueba de
memoria de reconocimiento de objetos induce cambios en la
conducta de ansiedad, la cual fue cuantificada mediante la prueba de
LEC. Todos los animales tuvieron el mismo protocolo; 5 dias de

habituacion y su respectiva prueba conductual.

LEC

| 6 54 21 0|

Dias

Habituacion




59

Grupo 5. SHAM: se realiz6 para determinar si la cirugia
estereotaxica inducia cambios en la conducta motora y exploratoria
de las ratas. Se utilizaron 10 ratas macho que fueron implantadas
para la colocacion del complejo canulas-electrodos. Los animales
tuvieron 7 dias para la recuperacion de la intervencién quirurgica y al
dia siguiente se evalu6 la conducta de ansiedad mediante la prueba
de LEC.

Cirugia LEC
Estereotaxica

4 J

|-8-7-6-54-3-2-101
Dias

Seguimiento EEG (30 Min)

Todos los grupos tuvieron una semana de recuperacion
posterior a la cirugia estereotaxica, siete dias después de la cirugia
se realizé un registro electroencefalografico con duracion de 30 min
con el objetivo de cuantificar datos basales de la actividad EEG.
Todos los grupos fueron evaluados para identificar la conducta de

ansiedad mediante el LEC.
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Grupo 6. SAG Cx: con el objetivo de replicar y estandarizar la
senal electroencefalografica del SAG de la corteza cerebral se indujo
el SAG en la corteza somatomotora derecha (n = 10). Durante las
primeras dos horas post instilacion se realizé un registro EEG y se

hizo un seguimiento de registrar el EEG 10 durante dias.

Se cuantificaron los cambios en la potencia, la frecuencia y el

numero de complejos espiga onda del EEG del SAG de la corteza

cerebral.
Cirugia EEG Control LEC
Estereotaxica (30 min)

4 4

8 -7 6 54 -3 -2 41 0 123456789 10

Dias
Recuperacién Post Quirargica Seguimiento EEG (30 Min)

Induccién
del SAG
Corteza

+

EEG (2h)
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Grupo 7. SAG H: para estandarizar por primera vez la sefial

electroencefalografica del SAG del hipocampo en el area CA1. Se
realizé la instilacion de GABA (5mM; 6 pl/2h) en el area CA1 del

hipocampo derecho (n = 10). Inmediatamente después se realizd un

registro EEG durante 2h y un seguimiento de 15 dias con duracién

de 30 min. Se cuantificaron los cambios en la potencia, la frecuencia

y el numero de complejos espiga onda.

Cirugia
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Grupo 8. Memoria a Corto Plazo/SAG Cx: se realizd para
evaluar si la hiperexcitabilidad neuronal generada por la induccion del
SAG en la corteza somatomotora derecha en ratas macho
modificaria la memoria de reconocimiento de objetos a corto plazo.
Todos los animales tuvieron 5 dias de habituacion antes de cada
fase de la prueba de reconocimiento de objetos. El dia 6 se realizé la
instilacion de GABA (5mM; 6 pl/2h) 30 min después de la instilacién
se realizd la evaluacién a corto plazo. Se cuantific6 un IR para

evaluar si existian modificaciones en la memoria de reconocimiento

de objetos.
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Grupo 9. Memoria a Largo Plazo /SAG Cx: nos permitio
saber si la induccion del SAG Cx en ratas macho modificaria la
memoria de reconocimiento de objetos a largo plazo. Todos los
animales tuvieron 5 dias de habituacion antes de cada fase de la
prueba de reconocimiento de objetos. El dia 6 se realizé la instilacion
de GABA (5mM; 6 pl/2h) y al dia siguiente se evalud la memoria a
largo plazo. Por medio del IR se cuantificaron las modificaciones de

la memoria a largo plazo.
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Grupo 10. Memoria a Corto Plazo /SAG H: con el objetivo
de evaluar si la hiperexcitabilidad neuronal generada por la induccion
del SAG del area CA1 del hipocampo derecho en ratas macho
modificaria la memoria de reconocimiento de objetos a corto plazo.
Los animales tuvieron 5 dias de habituacién antes de cada fase de la
prueba de reconocimiento de objetos. El dia 6 se realiz6 la instilacion
de GABA (5mM; 6 pl/2h) y 30 min después de la instilacion se realizé
la evaluacion a corto plazo. Se cuantificé un indice de reconocimiento
para evaluar si existian modificaciones en la memoria de

reconocimiento de objetos.
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Grupo 11 Memoria a Largo Plazo /SAG H: este grupo
identificé si la induccion del SAG en el area CA1 del hipocampo
derecho en ratas macho modificaria la memoria de reconocimiento
de objetos a largo plazo, y si estas modificaciones presentaban
diferencias significativas al realizar una comparacién con los grupos
de corteza cerebral. Los animales fueron habituados durante 5 dias
antes de cada fase de la prueba de reconocimiento de objetos. El dia
6 se realizo la instilacion de GABA (5mM; 6 pl/2h) el dia siguiente se
realiz6 la evaluacion de la memoria a largo plazo. Se cuantificé un
indice de reconocimiento para evaluar si existian las modificaciones

en la memoria de reconocimiento de objetos.
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V. Resultados
Analisis Electrofisiolégico del SAG de la corteza cerebral

El primer planteamiento de esta tesis fue realizar un analisis
electrofisioldgico que identificara las diferencias electrofisiologicas de
la hiperexcitabilidad neuronal inducida por el SAG de la corteza
cerebral en relacion a un SAG del hipocampo. Se cuantificd el
numero de complejos espiga-onda, frecuencia y la potencia de la
actividad electrofisiolégica. El analisis de Wavelets nos permitié
realizar una medicion electrofisiolégica de la evolucién temporal del

SAG en distintas bandas de frecuencia de la senal EEG.

En la Fig. 6. se muestra el desarrollo cuantitativo del SAG Cx
que presenta el EEG antes, durante y después de la instilacion de
GABA en la corteza cerebral somatomotora derecha.

El SAG de la corteza cerebral se manifiesta de manera
electrofisioldgica por un incremento de la potencia en la banda de
frecuencia de 4-20 Hz, y aparicién de complejos espiga-onda los
cuales disminuyen en su amplitud y frecuencia de manera gradual en
la evolucion temporal de la abstinencia hasta el dia 10 post
induccion. El aumento en la potencia se observa por la aparicion de
colores rojos-amarillos en el analisis de Wavelets que representa la
hiperexcitabilidad neuronal (Fig. 6).
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SAG en la corteza cerebral
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Figura 6. Espectros de frecuencia representativos de la Cx somatomotora derecha-
instilada de una rata macho; seguimiento de registro electrofisiolégico durante 10 dias.
El color rojo refleja un aumento en la potencia, en contraste el color azul indica una menor
actividad. Notese que en los primeros dias de la abstinencia (1-2), se incrementa
significativamente la actividad EEG, en la evolucion temporal de la abstinencia se cuantifica
una disminucién de la hiperexcitabilidad neuronal que en promedio tiene una duracion de 10

dias.
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La potencia promedio del electroencefalograma previa a la
manipulacion farmacolégica fue de 450.3+1.8 yV3/Hz en la corteza
instilada y de 426.5+1.8 pV?*Hz en la corteza contralateral. La
actividad cortical basal esta representada en colores azules-verdes

en la grafica del espectro de frecuencia. (Fig. 6, dia -1).

Al realizar el analisis del espectro de frecuencia de 4-20 Hz en
ambas cortezas cerebrales durante el dia de induccion del SAG (dia
0), se cuantificé que la potencia tuvo un promedio de 778.8+1.8
MV3/Hz en la corteza cerebral instilada, incremento correspondiente
al 173% comparado con la estado basal (Fig. 7, circulos negros,
p<0.001). En la corteza cerebral contralateral se cuantifico un
incremento de 680.4+1.8 pV?/Hz en la potencia correspondiente a un
incremento de 151% comparado con la condicién basal (Fig. 7,

circulos blancos, p<0.001).

En la evolucién temporal de la abstinencia el incremento en la
potencia EEG disminuye gradualmente. La amplitud de la sefal
electroencefalografica es significativamente mayor en la corteza
cerebral instilada comparada con la corteza cerebral contralateral
(p=0.001).

Se cuantificaron el nimero de complejos espiga-onda de alta
amplitud y frecuencia del electroencefalograma durante la
abstinencia a GABA, esta manifestacion electroencefalografica es
caracteristica de fenémenos de hiperexcitabilidad neuronal. En la
Fig. 8, panel |, se muestran trazos EEG representativos en tres

condiciones, en A la estado basal (A, dia -1), en B el dia de
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induccién del SAG (B, dia 0) y en C el dia 10 de seguimiento (C, dia
10).
Analisis Cuantitativo del Espectro de Frecuencia del SAG en la

Corteza Somatomotora
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Figura 7. Andlisis cuantitativo del SAG en su espectro de frecuencia (4-20 Hz/ 30 min)
min durante 10 dias. La grafica muestra el incremento en la potencia EEG (uV2/Hz) en la
evolucién temporal de la abstinencia. Cx somatomotora instilada con GABA (circulos negros @;
n=10) y Cx somatomotora contralateral (circulos blancos, O; n=10). La flecha roja indica la
induccion del SAG. Media + EE ANOVA Post Hoc Tukey (*p<0.001 intra grupos. & p<0.001

entre grupos).
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Al realizar la cuantificacion de complejos espiga-onda se
identificé que el dia de induccion del SAG Cx (dia 0), la corteza
instilada tuvo en promedio 2210.1+£0.33 espigas en un tiempo de 30
min (Fig. 8, panel Il; circulos negros, p<0.001). El dia posterior a la
induccion de la abstinencia se registro un promedio de 1420.2+0.4
espigas, lo que representa una disminucién del 35.74% comparado
con el dia de induccion en forma significativa. Los complejos espiga-
onda disminuyen acercandose a niveles basales a partir del dia 8 del
inicio del SAG Cx.

En comparacion, la corteza cerebral contralateral solo tuvo un
incremento en el nimero de complejos espiga-onda el (dia 0)
presentando un promedio de 1300.1 1 (Fig. 8, panel IlI; circulos
blancos, p<0.001). La actividad epileptiforme disminuye a partir del
dia 1 del SAG.

Estos resultados electrofisiolégicos corroboraron lo sefialado
anteriormente en relacion con el SAG: 1) la induccion de la
abstinencia a GABA provoca un aumento en la potencia del EEG y la
aparicion de complejos espiga-onda, que durante la evolucion
temporal la abstinencia regresan a niveles basales en el dia 10. 2) En
los estadios iniciales de la abstinencia la actividad epileptiforme de la

corteza instilada se propaga a la corteza contralateral.
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Incremento de la actividad neuronal de la Corteza

somatomotora y Contralateral durante del SAG
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Figura 8. Trazos EEG representativos y cuantificacion de complejos espiga-onda. En el
panel superior I, en A se muestra la actividad EEG basal (dia-1), en B se presenta la aparicion
de complejos espiga-onda el dia de induccion de SAG (dia 0), y en C se observa la ausencia
de actividad epileptiforme el dia 10 posterior a la induccion del SAG. (Cx S: corteza
somatomotora. Der: derecha/ instilada: 1zq: Izquierda/ contralateral). En el panel Il se grafican
los complejos espiga-onda de la Cx somatomotora instilada (circulos negros, ® ; n=10) y de la
Cx somatomotora contralateral (circulos blancos, O ; n=10). La flecha roja indica la induccion
del SAG. Media + EE ANOVA Post Hoc Tukey (*p<0.001 intra grupos. & p<0.001 entre grupos).
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Analisis Electrofisiolégico del SAG del hipocampo

La siguiente serie de experimentos estuvo orientada a
estandarizar e identificar por primera vez, mediante el registro
electroencefalografico, la sefal EEG de la instilacion de GABA
(5mM/2h) en el éarea CA1 del hipocampo (SAG H) y sus
modificaciones en la potencia electrofisioldgica, frecuencia y duracién

de la hiperexcitabilidad neuronal.

En la Fig. 9 identificamos la evolucién temporal del SAG H.
Semejante a lo que sucede en la corteza cerebral, la manifestacién
electrofisiolégica del SAG H se caracterizé por un aumento en la
potencia en la banda de frecuencia de 4-20 Hz, la aparicion de
complejos espiga-onda de gran amplitud y frecuencia que fueron
disminuyendo de manera gradual. En el analisis de frecuencia de
Wavelets se observa la evolucion electrofisiolégica del SAG H el
aumento de la potencia se observa por la aparicién de colores rojos

amarillos (Fig. 9).
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SAG en el Hipocampo
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Figura 9. Espectros de frecuencia representativos del hipocampo derecho-instilado de
una rata macho; seguimiento de registro electrofisiolégico durante 15 dias. El aumento en
la potencia se ve reflejado por la aparicién de colores calidos, mientras que los colores azules-
verdes indican una menor actividad. N6tese que en los primeros dias de la abstinencia (1-2), se
incrementa de manera significativa la actividad EEG, cuantificandose una disminucioén gradual

y desaparicion en los dias 14-15.
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La potencia promedio del EEG antes de la manipulacién
farmacoldgica fue de 533+1.9 pV#/Hz en el hipocampo instilado y de
510£1.9 pV3/Hz en el hipocampo contralateral. La actividad basal
esta representada en colores azules-verdes en la grafica del espectro
de frecuencia (Fig. 9, dia -1). Mediante el analisis electrofisiolégico se
identificé que no hubo presencia de actividad espiga-onda, cambios

en la amplitud o frecuencia en el hipocampo.

El dia de induccion del SAG H (dia 0) la potencia del EEG
tuvo un promedio de 1120+1.7 pV?/Hz en el hipocampo instilado,
incremento correspondiente al 210.1% comparado con la condicién
basal (Fig. 10, circulos negros, p<0.001). El hipocampo contralateral
presentd un incremento en la potencia de 778.+1.8 uV?3¥Hz
incremento correspondiente de 152% comparado con la condicién

basal (Fig. 10, circulos blancos, p<0.001).

La potencia del EEG disminuye gradualmente hasta regresar
a niveles basales entre el dia 14-15. La sefial EEG presenté mayor
amplitud significativa en el hipocampo instilado comparado con el

hipocampo contralateral (p<0.001).

En la Fig. 11, panel I, se muestran trazos EEG de un animal,
representativos de esta serie de experimentos en relacion con la
evolucion de la actividad electroencefalografica durante el registro
control (A), induccion del SAG (B) y seguimiento dia 15 (C).
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SAG en el Hipocampo
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Figura 10. Andlisis cuantitativo del SAG del hipocampo en su espectro de frecuencia (4-
20 Hz/ 30 min) min durante 15 dias. Se grafica la cuantificacion del incremento en la potencia
EEG (uV2/Hz) en la evolucion temporal de la abstinencia del Hipocampo instilado con GABA
(circulos negros, ®; n=10) y en el Hipocampo contralateral (circulos blancos,0 ; n=10). La
induccion del SAG esta indicado por la flecha roja. Media + EE ANOVA Post Hoc Tukey
(*p<0.001 intra grupos. & p<0.001 entre grupos).
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Mediante el analisis cuantitativo de los complejos espiga-
onda, identificamos que en el hipocampo instilado el dia de induccién
se manifestaron 3000+0.33 complejos espiga-onda en 30 min (Fig.
11, panel Il; circulos negros, p<0.001). El promedio de espigas que
se presentaron el dia posterior de la abstinencia fue de 2220.2+1, lo
cual se traduce como una disminucién del 26% representando una
diferencia significativa con el dia de induccién. En el curso temporal
de la abstinencia los complejos espiga-onda disminuyen regresando

a niveles basales los dias 14-15 posterior a la induccion.

En contraste de lo que sucede en el hipocampo instilado, el
hipocampo contralateral presenta un incremento en el numero de
complejos espiga-onda soélo el dia de induccién (dia 0), con un
promedio de 2009+0.22 (Fig. 11, panel Il; circulos blancos, p<0.001).
A partir del dia 1 del SAG se identifica la disminucién de la actividad

epileptiforme en el hipocampo contralateral.

Esta serie de experimentos demuestran por primera vez que:
1) el SAG H incrementa la potencia electroencefalografica,
aumentando la frecuencia generando la aparicién de complejos
espiga-onda; 2) Disminuye de manera gradual y desaparece los dias
14-15; 3) La actividad epileptiforme del hipocampo instilado se

propaga al hipocampo contralateral.
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SAG en el Hipocampo
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Figura 11. Trazos EEG representativos y cuantificacion de complejos espiga-onda del
SAG del hipocampo. En el panel superior I; en A se observa la actividad EEG basal (dia-1),
en B se aprecia la aparicion de complejos espiga-onda el dia de induccién de la abstinencia a
GABA(dia 0), y en C se muestra la ausencia de actividad epileptiforme el dia 14-15 posterior a
la induccién del SAG. (Hipo Der: hipocampo derecho. Hipo Izq.: hipocampo izquierdo. En Il se
grafica a los complejos espiga-onda de la Hipocampo derechol/instilado (circulos negros, @;
n=10) y del hipocampo izquierdo/contralateral (circulos blancos, ©O; n=10). La induccién del
SAG esta indicada con la flecha roja. Media + EE ANOVA Post Hoc Tukey (*p<0.001 intra
grupos. & p<0.001 entre grupos).
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Comparaciéon SAG Hipocampo y Corteza Cerebral

La corteza cerebral y el hipocampo son diferentes estructuras
que presentan distinta organizacién neuronal, el hipocampo es una
estructura con organizacioén trisinaptica y mas epileptogénica que la
corteza cerebral. Mediante esta premisa identificamos los siguientes

resultados.

En la Fig. 12 se muestran espectros de frecuencia y trazos
EEG representativos del hipocampof/instiado y Ila corteza
cerebral/instilada de un registro EEG control (A), la induccién del
SAG (B) el ultimo dia de abstinencia (C).

El promedio EEG de la actividad control de la corteza cerebral
fue de 450.3x1.8 pV3/Hz, y del hipocampo fue de 533+1.9 pV?/Hz.
Los colores verdes-azules representan este tipo de actividad (Fig.
12).

La duraciéon de la actividad epileptiforme del SAG de la corteza fue
de 10 dias, en contraste la actividad del hipocampo regresé a niveles
basales el dia 15 (Fig. 12, panel C).



79

El SAG del hipocampo presenta mayor potencia EEG que el SAG

de la corteza cerebral
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Figura 12. El SAG del hipocampo es mas potente que el SAG de la corteza cerebral,
espectros de frecuencia y registros EEG representativos de la Cx somatomora instilada,
y del Hipocampo instilado. El color rojo indica un aumento en la potencia, a diferencia del
color azul que indica una menor actividad EEG. En A, se observa el espectro y trazos EEG de
la actividad control de un animal; B muestra la induccién del SAG. En C se presentan trazos
EEG vy espectros de frecuencia representativos correspondientes al ultimo dia de abstinencia.
Nétese que en el SAG del hipocampo se incrementa significativamente la actividad EEG, en
comparacion con la corteza cerebral. Se cuantific6 una disminucion gradual de la
hiperexcitabilidad neuronal del SAG de la corteza cerebral regresando a niveles basales el dia

10, en contraste el SAG del hipocampo regresa a niveles basales.
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Al realizar el analisis diferencial electrofisiolégico entre el SAG
Cx y el SAG H, se cuantificaron diferencias significativas. El dia de
induccién del SAG Cx (dia 0) la potencia EEG tuvo es de 778.8+1.8
pMV?3/Hz, incremento correspondiente al 172.9% (Fig. 13, triangulos
blancos, p<0.001). En contraste, el SAG H presenté un aumento en
la potencia de 210.1% identificado con un promedio de 1120+1.7
pV3/Hz (Fig. 13, Circulos negros, p<0.001). Esto demuestra que el
SAG H se caracteriza por un mayor incremento en la potencia del

EEG en comparacion con el SAG Cx.

Esto puede deberse a las conexiones neuronales y la red de
inhibicion distinta en ambas estructuras. Asimismo a la diferencia de
subunidades del receptor GABA, (Fig. 13).

El SAG H tiene mayor duracién que el SAG Cx, esto significa
que el hipocampo es la estructura que responde con mayor actividad

neuronal por la abstinencia al GABA.
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Diferencias electroencefalograficas del SAG en el
hipocampo y la corteza cerebral
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Figura 13. Analisis cuantitativo del incremento en la potencia EEG en el hipocampo y la
corteza cerebral durante el SAG. Se observa el cambio en la potencia EEG (uV2/Hz) en la
evolucién temporal de la abstinencia del Hipocampo instilado con GABA (circulos negros, @;
n=10) y la corteza instilada (triangulos blancos, V; n=10). La flecha roja indica la induccién del
SAG. Media + EE ANOVA Post Hoc Tukey (*p<0.001 intra grupos. & p<0.001 entre grupos).
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El analisis cuantitativo del numero de complejos espiga-onda,
permite identificar que el SAG Cx presento el dia de induccion (dia 0)
2210.1£0.33 complejos espiga-onda (Fig. 14, triangulos blancos,
p<0.001). En comparacién el SAG H tuvo en promedio 3000+0.33
complejos espiga-onda (Fig. 14, circulos negros, p<0.001), siendo
este el que tuvo mayor frecuencia de aparicion de complejos espiga-

onda.

El SAG Cx y el SAG H presentaron el dia de su induccién una
gran actividad epileptiforme, manifestada mediante la aparicién de un
incremento en la frecuencia electrofisiolégica. La cuantificacion de
complejos espiga-onda identificd que el SAG Cx tuvo un promedio de
1.2 espigas por segundo. EI SAG H presentd un incremento
significativamente mayor en la actividad electrofisiolégica epiléptica
identificado con un promedio de 1.6 espigas por segundo, un 33% de

mayor actividad.

Los resultados de esta serie de experimentos demostraron: 1)
El SAG H es mas potente que el SAG Cx; 2) ya que la aparicién de
complejos espiga onda de alta amplitud y frecuencia es mayor en el

hipocampo; 3) El SAG H el hipocampo tiene mayor duracion.

Tabla 2. Namero de Espigas/Segundo del SAG Cx y el SAG H

Grupo Espigas por segundo
SAGH 1.6%+0.1
SAG Cx 1201
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Diferencias del incremento de la Actividad neuronal del SAG Cx

y el SAG H
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Figura 14. Trazos EEG representativos y cuantificacion de complejos espiga-onda del
SAG H y el SAG Cx. En el panel superior: I, en A se aprecia la actividad control (dia-1), en B
se observa la aparicion de complejos espiga-onda el dia de induccion de la abstinencia a
GABA(dia 0), y en C se observa el ultimo dia de la abstinencia respectivo para el SAG Cx y el
SAG H. En Il se muestra el niumero de complejos espiga-onda del SAG H derechol/instilado
(circulos negros, ®; n=10) y del SAG Cx derecha/lnstilada (triangulos blancos, ¥;n=10). La
induccion del SAG esta indicada con la flecha roja. Media + EE ANOVA Post Hoc Tukey
(*p<0.001 intra grupos. & p<0.001 entre grupos).



84

El SAG en el hipocampo o el de la corteza cerebral no modifica
la memoria a corto y largo plazo

Después de identificar la actividad epileptiforme del SAG Cx
o el area CA1 del hipocampo. Se cuantifico el efecto en la memoria
a corto y largo plazo, evaluado a través de la prueba de
reconocimiento de objetos (Fig. 15). Se calculd un indice de
reconocimiento de objetos el cual indico la cantidad de tiempo que el
animal pasaba en un objeto, dividido entre la exploracion total. Un
indice de reconocimiento menor o igual a 0.5 indica que no hay
preferencia por algun objeto, un indice mayor de 0.5 indica que hay

preferencia sobre el objeto novedoso.

A B

Muestra Prueba corto/largo
plazo

!

Instilacion
GABA

10 min 3 min

Fig. 15. Protocolo conductual de la prueba de reconocimiento de objetos. En A se
observa la fase de muestra dénde se coloca a la rata mirando al lado opuesto donde se
encuentran los dos objetos idénticos llamados (A1 y A2) durante 10 minutos. B. Posterior a la
instilacion de GABA se realiz6 la prueba de memoria a corto, largo plazo introduciendo a la rata
con dos objetos: un objeto idéntico al mostrado previamente; objeto familiar (A3) y un nuevo

objeto llamado novedoso (B) por 3 minutos
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El grupo control, el del hipocampo y el de la corteza cerebral tuvieron
una fase de muestra previa a su respectiva prueba de evaluacion de
la MCP en la que tuvieron un tiempo similar de exploracion en los
objetos idénticos (A1, A2). Esto validado mediante la cuantificacion
del indice de reconocimiento que mostré que los animales no tenian
preferencia por algun objeto asimismo, no presentaron diferencias
significativas en la fase de muestra de la prueba de reconocimiento
de objetos (Fig.16).
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Fig. 16. Fase de muestra de la prueba de reconocimiento de objetos a corto plazo. I:
Representacion de la fase de muestra de la prueba de reconocimiento de objetos. Il: indices de
reconocimiento cuantificados durante la fase de muestra de la prueba de memoria a corto plazo
de los objetos idénticos A1, A2. Media + EE ANOVA Post Hoc Tukey.
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Después de la interrupcidon abrupta de la instilacion de GABA
se realiz6 la prueba de memoria a corto plazo, todos los grupos
tuvieron un tiempo de exploracion mayor por el objeto novedoso, esto
cuantificado mediante el indice de reconocimiento que en los tres
grupos fue mayor de 0.5; CTL: 0.78+0.05, SAG Cx: 0.861£0.01, SAG
H: 0.86+0.01 (Fig. 17). Estos resultados indican que la memoria no
fue modificada, y que la hiperexcitabilidad neuronal inducida por el
SAG en la corteza cerebral y en el area CA1 del hipocampo no

modifica la memoria de reconocimiento de objetos a corto plazo.

La memoria de corto plazo no se modifica por el SAG Cx
oel SAGH
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Fig. 17. Evaluacion de la memoria a corto plazo, de la prueba de reconocimiento de
objetos. I: Representacién esquematica de la prueba. II: indices de reconocimiento
cuantificados durante la evaluacién de la memoria a corto plazo del objeto familiar (A3) y el
objeto novedoso (B). Media + EE ANOVA Post Hoc Tukey.
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Durante la fase de muestra previa de la prueba de memoria a
largo plazo (Fig. 18), todos los grupos tuvieron tiempos similares en
la exploracién de los objetos idénticos (A1, A2). Se obtuvieron los
indices de reconocimiento y no se encontraron diferencias
significativas. Indicando esto que los animales no tuvieron

preferencia por ningun objeto.
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Fig. 18. Fase de muestra de la prueba de reconocimiento de objetos a largo plazo. I:
Representacion de la fase de muestra de la prueba de reconocimiento de objetos. Il: indices de
reconocimiento cuantificados durante la fase de muestra de la prueba de memoria a largo plazo
de los objetos idénticos A1, A2. Media + EE ANOVA Post Hoc Tukey.
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En la Fig. 19 se muestra la evaluacion de la memoria a largo
plazo que se realizé 24 h después de la instilaciéon de GABA, a todos
los animales se les mostré un objeto familiar y un objeto novedoso.
En el apartado Il se observa la cuantificacion de los indices de
reconocimiento del objeto novedoso y el familiar. EI grupo CTL
obtuvo un indice de: 0.75+0-08, el grupo SAG Cx: 0.96+0.05 y el
grupo SAG H: 0.88+0.07. Todos los grupos mostraron preferencia
por el objeto novedoso, indicando que la consolidacion de la memoria
no fue modificada por el SAG.

La memoria a largo plazo no se modifica por el SAG Cx y

el SAGH
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Fig. 19. Evaluacion de la memoria a largo plazo, de la prueba de reconocimiento de
objetos. I: Esquema de la prueba de la memoria a largo plazo Il: indices de reconocimiento
cuantificados durante la evaluacion de la memoria a largo plazo del objeto familiar (A3) y el
objeto novedoso (B). Media + EE ANOVA Post Hoc Tukey.
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Estos resultados indican: 1) EI SAG Cx, y el SAG H no
modifican la memoria a corto plazo; 2) La hiperexcitabilidad neuronal
del SAG de la corteza cerebral no modifica la formacion de la
memoria a largo plazo; 3) La actividad epileptiforme caracteristica del

SAG del hipocampo tampoco modifica la memoria a largo plazo.

Cuantificacion de la ansiedad en el estadio Inicial del SAG

Utilizando el LEC es posible realzar la medicion de la
ansiedad en roedores. En la presente tesis fue utilizada para evaluar
la conducta de ansiedad que aparece en los estadios iniciales del
SAG. Se cuantificé el porcentaje del tiempo de permanencia en los
BC y los BA; asi como, el numero de entradas en cada uno de los
brazos, de esta manera mayor permanencia en BC se considera una

conducta de ansiedad (Rodgers et al., 1997; Pellow et al., 1985)..

Estudios previos demostraron que el SAG Cx generaba un
perfil tipo ansioso en la rata (Segovia, 2014). Uno de los objetivos de
esta tesis fue cuantificar las diferencias de la conducta de ansiedad
generada por la abstinencia a GABA en la corteza cerebral y el area
CA1 del hipocampo. La siguiente serie de experimentos identifica por
primera vez las diferencias en la conducta tipo ansiosa del SAG Cx y
el SAG H.
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La induccion de la abstinencia en dos distintas areas cerebrales

genera niveles similares de ansiedad
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Fig. 20. El SAG Cx y el SAG H tienen en comun inducir ansiedad. En esta prueba mayor
tiempo de permanencia en BC esta asociado con una conducta de ansiedad. En A se grafica
el porcentaje de tiempo de permanencia en BC y en B el tiempo de permanencia en BA. (**
p<0.01 *** p<0.001). Media + EE. ANOVA Post Hoc Tukey.
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Los resultados confirmaron que el SAG Cx y el SAG H
generan un perfil tipo ansioso en la rata. Cuantificado mediante el
porcentaje de tiempo de permanencia SAG Cx; BC (Fig. 19-A,
Barras azules, 21.5+3.2, p<0.001) y BA (Fig. 20-B, Barras azules,
7914.6, p<0.001) SAG H; (Fig. 20-A, Barras moradas, BA: 18.1+3.1,
BC: 81.8+3.1, p<0.001) en comparacién al grupo Control (Fig. 20-A,
Barras negras, BA: 18.1+3.1, BC: 81.8+3.1, p<0.001). Se identifico
que el Grupo SHAM Caja obtuvo el mayor tiempo de permanencia en
BA (73+5.5, barras rosas, p<0.001) y un menor tiempo en BC
(2745.2, barras rosas, p<0.001) indicando esto que la habituacién

tiene un impacto positivo sobre la conducta de ansiedad.

No se identificaron diferencias significativas en porcentaje de
tiempo de permanencia en BC y BC, ni en el nimero de entradas,
entre los grupos SAG Cx y SAG H (Fig. 21).

Esta serie de experimentos demostré: 1) la induccion del SAG
en dos distintas areas cerebrales genera un perfil tipo ansioso; 2) El
grupo SHAM que recibié tratamiento de habituacién obtuvo los
niveles mas bajos en porcentaje de permanencia en BC y un
porcentaje mayor en BA y 3) El SAG Cx y el SAG H tienen niveles

similares de ansiedad.



92

La induccion de abstinencia en dos distintas areas cerebrales

genera niveles similares de ansiedad
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Fig. 21. Cuantificacion del numero de entradas a BC y BA. No se encontraron diferencias
significativas en el nimero de entradas a BA y BC. En A se grafica el nimero de entradas a
BA. En B el numero de entradas a BC. Media + Er EE ANOVA Post Hoc Tukey.
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VI. Discusioén
Generalidades

Los resultados de la presente tesis indican que la interrupcion
abrupta de la instilacion de GABA en la corteza cerebral y en el area
CA1 del hipocampo incrementa la potencia electrofisiologica e induce
una actividad epileptiforme caracterizada por la aparicion de
complejos espiga onda de gran amplitud y alta frecuencia. Se
identificé que el SAG de la corteza cerebral tiene una duracién de 10
dias y tiene una frecuencia de descarga de 1.2 espiga/seg. El SAG
en el area CA1 del hipocampo tiene un 20% mayor potencia EEG, es
un 50% mayor en duracién y 30% mas fuerte en frecuencia.
Asimismo, el SAG Cx y el SAG H no modifican la memoria de
reconocimiento a corto y largo plazo. Ademas en ambas estructuras

el SAG induce un perfil tipo ansioso.

Andlisis espectral de Wavelets del SAG

La evolucién temporal de un electroencefalograma en una
crisis convulsiva o de una hiperexcitabilidad neuronal no es
estacionaria, existen eventos transitorios como los complejos espiga-
onda y descargas de potenciales sinapticos poblacionales que son
estocasticos, es decir, no tienen un patrén homogéneo (Fernadndez-
Més et al., 1998). Esta es la razdn por la cual se utilizé el analisis de

frecuencia de Wavelets para analizar la sefal EEG del SAG.

El andlisis de Wavelets representa la mejor herramienta

matematica para analizar los cambios en la amplitud y voltaje,
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asociados a la frecuencia de eventos estacionarios y transitorios.
Describe un fendmeno eléctrico sincrénico o con cambios en la
frecuencia. Un incremento en la actividad EEG (amplitud) lo modifica
a colores calidos (rojo-naranja) en contraste, su reduccion se
cuantifica con colores frios (verdes-azules). En esta tesis
identificamos que la actividad eléctrica basal de los animales en
estado de vigilia, se encontraba en una banda de frecuencia de 4 a
10 uV4/Hz, lo cual ha sido ampliamente descrito en diversos estudios.
Los resultados de esta tesis indican que el incremento de la potencia
EEG por el SAG, se manifiesta por la aparicién de colores amarillo-
rojos. EI SAG Cx muestra una actividad epileptiforme de: 1.2
espigas/seg en la banda de frecuencia de 4-15 Hz. El SAG H

muestra: 1.6 espigas/seg.

Neurobiologia de los cambios del SAG

El primer objetivo especifico de esta tesis fue analizar las
diferencias y similitudes del nimero de complejos espiga onda vy
potencia EEG del SAG Cx y el hipocampo, en el estudio de la
hipétesis que plantea una mayor excitabilidad por parte del

hipocampo.

Datos previos de nuestra linea de investigacidon indican que
los estadios tempranos de la induccién del SAG Cx generan varios
cambios en los componentes de la sinapsis (Calixto, 2016). Por
ejemplo, en el componente presinaptico disminuye la sintesis y
liberacion de GABA por lo que, la concentracion de GABA es dos

veces menor que en condiciones control (Salazar, 1994). Dentro del
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componente postsinaptico hay una disminucion en el numero de
receptores GABA. (down regulation) y eventualmente se asocia a
cambios en la expresion de subunidades del receptor ionotrépico, por
ejemplo, la expresion de la subunidad a es la mas sensible y
frecuente en modificarse lo cual contribuye a cambios en la
fosforilacion del receptor, cinética de activacion e inactivacion y
afinidad por el ligando (Brailowsky et al., 1988; Will et al., 1988).
Conocemos que la conductancia de calcio se incrementa
significativamente en el componente postsinaptico, como en
cualquier fendbmeno de epilepsia estas oscilaciones frecuentes de
calcio por parte del componente postsinaptico son responsables de
los procesos de epileptogénesis en el inicio y el mantenimiento de las
descargas ictales, por lo que la parte postsinaptica representa uno de
los grandes retos de estudio para identificar las diferencias entre
diferentes sitios anatémicos de inicio como posibles entidades para el

tratamiento de crisis epilépticas.

La fenomenologia de induccion del SAG se debe a que
primero ocurren cambios en la neurotransmision GABAérgica y
posteriormente se instalan modificaciones de otras
neurotransmisiones: glutamatérgica, colinérgica, adrenérgica y
dopaminérgica (Brailowsky, 1991; Calixto, 2016) en otras palabras, la
actividad epileptiforme (complejos espiga-onda de alta frecuencia,
propagacion de la actividad y aumento de la potencia del EEG) que
se cuantifica posterior a la interrupcion de la infusion de GABA
depende directamente de la disminucién del tono GABAérgico, y que

gradualmente se agrega el incremento de la actividad de los



96

receptores a glutamato (NMDA y AMPA), asociado a un aumento del
tono colinérgico y adrenérgico, asociado a cambios en los canales de
Ca®* tipo L. No obstante la ventana temporal de los sucesos
sinaptico-moleculares son dificiles de indicar, nuestra linea
investigacion demuestra que en las primeras 24 h, el evento de inicio
depende exclusivamente de los cambios de la neurotransmision
GABAeérgica (Menini et al., 1991; Araneda et al., 1994; Silva-Barrat et
al., 1995; Silva-Barrat et al., 2005; Silva-Barrat et al., 2001; Calixto,
2012; Calixto, 2016).

Al interrumpir de manera abrupta la instilacién de GABA se
genera un foco epiléptico, la corteza y el hipocampo contralateral
también se activan de manera significativa generando un mecanismo
de reverberancia en la comunicacion neuronal que se identifica en el
electroencefalograma. La evolucion temporal del SAG nos indicé que
la propagacién es muy fuerte en los primeros estadios de la
abstinencia; y que no obstante a que esta hiperexcitabilidad continua
la propagacion desaparece practicamente a la mitad del sindrome
(Fig. 13).

Analogias y diferencias de la corteza cerebral y el area CA1 del

hipocampo durante el SAG

El hipocampo es una estructura involucrada en una variedad
de funciones cerebrales, incluyendo la memoria, la atencion,
reverberancia informativa y el aprendizaje. El hipocampo esta

organizado en un circuito trisinaptico, en el cual la informacion es a
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través de neuronas piramidales modulada directamente por
interneuronas GABAGérgicas, esto garantiza que la informaciéon que
pasa por el hipocampo es perfectamente organizada, filtrada e
inhibida. Dos estimulos de gran importancia e incluso de misma
frecuencia no pueden ser analizados de la misma manera, ya que las
interneuronas GABAérgicas inhiben al segundo. La organizacién
celular la corteza cerebral es columnar, la informacion ademas puede
interaccionar por las diferentes laminas histolégicas de su estructura,
es decir, la integracién sinaptica es mas complejo y esto tiene
implicaciones electrofisiolégicas del registro del EEG. Esta es la
razon por la cual la amplitud basal del EEG del hipocampo (5633+1.9)
sea discretamente mayor a la de la corteza cerebral (450+1.8) siendo
una estructura mas pequefa el hipocampo es mas excitable por su
componente sinaptico: esta es una de las razones fundamentales por

la cual, el SAG H tiene mayor potencia, frecuencia y duracion.

Las interneuronas GABAérgicas que se encuentran en el
hipocampo tienen diferentes proyecciones y conexiones comparadas
con la corteza cerebral. Datos de nuestra linea de investigacion
demuestran que la morfologia de las interneuronas esta relacionada
con sus propiedades excitables (frecuencia de disparo, umbral,
duracién y amplitud de potencial de accién; Ascoli et al., 2010) por lo
que la morfologia de estas interneuronas las puede hacer mas
sensibles a las modificaciones sinapticas del GABA en relacion a las

de la corteza cerebral.
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¢Por qué es mas excitable el hipocampo que la corteza

cerebral para desarrollar un SAG?

Las neuronas piramidales de la corteza cerebral y el
hipocampo tienen discretas diferencias en sus propiedades
excitables (umbral, disparo y adaptacion): los potenciales de accién
son discretamente mas rapidos en el hipocampo que en la corteza
(duracion y amplitud), el post potencial hiperpolarizante (PPH) del
potencial de accién de las neuronas hipocampales tiene una mayor
amplitud y esta modulado por corrientes ionicas que las hacen
suigeneris  (IK* modulada por Ca®* la cual las hace
extraordinariamente sensibles en la excitabilidad; si esta corriente
disminuye las neuronas son mas excitables, como lo que sucede en
muchos modelos de epilepsia. Nuestra linea de investigacién indica
que el SAG afecta estos PPH, los disminuye y en consecuencia las
neuronas se hacen epilépticas). El SAG en su induccion en la Cx y el
H tiene mecanismos semejantes pero estos son cuantitavamente
mas fuertes en el hipocampo porque las propiedades excitables de
sus neuronas piramidales la morfologia e integracién sinaptica de

sus interneuronas las hace mas excitables (Calixto et al., 2008).

A nivel sinaptico las neuronas del area CA1 del hipocampo
tienen un receptor GABAa predominante compuesto por las isoformas
0412 B3 Y2, en relacion a las isoformas de la Cx a4f2y2 (Tabla. 1) esto
le otorga una sensibilidad farmacoldgica distinta a estas dos areas
cerebrales, lo cual contribuye a la diferencia en la susceptibilidad

para el desarrollo, expresién y duracion del SAG. Datos previos en
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nuestra linea investigacion indican que los receptores del hipocampo
en condiciones de una abstinencia a GABA in vitro tiene una down
regulation permanente y que estad disminucién en la densidad de
receptores genera una plasticidad sinaptica tendiente a la
sincronizacion de poblaciones neuronales en el area CA1 del
hipocampo (Casasola et al., 2001). En contraste a este hallazgo en
la Cx la down regulation durante el SAG es reversible por lo cual este
estructura muestra una mayor plasticidad del receptor GABA4, con
una consecuencia inherente a esta tesis, que el fendmeno a nivel del
receptor se auto limita mas en la corteza cerebral que en el

hipocampo.

Las entradas de la amigdala cerebral contribuyen a la
excitabilidad del hipocampo, de igual forma la corteza entorrinal, la
corteza frontal, la corteza temporal y los ganglios basales. Lo cual lo
hace tener una reverberancia de informacién en ventanas de tiempo
cortas. En relacién con la corteza cerebral cuyas frecuencias de
activacién son distintas que aunque igual de dinamicas tienen menor
frecuencia pero asocian ritmos con diversas estructuras como lo es el

talamo, el hipocampo, amigdala cerebral y nucleos subcorticales

Esta tesis propone que la organizacion, morfologia celular y
estructura diferencial de la corteza e hipocampo contribuyen de
manera importante al aumento de la actividad GABAérgica, siendo el
hipocampo claramente una estructura mas epileptogénica con lo cual
se acepta la hipotesis del trabajo y los objetivos propuestos para este

punto.
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Efecto de la hiperexcitabilidad neuronal del SAG en la memoria
de reconocimiento de corto y largo plazo en la corteza cerebral y

CA1 del hipocampo.

En este trabajo una de las hipotesis planted que el incremento
de la excitabilidad neuronal puede favorecer el sustrato sinaptico de
la memoria y el aprendizaje. Tanto en hipocampo como en corteza la
abstinencia a GABA favorece la LTP. Bajo esta premisa, nuestra
propuesta fue identificar si el SAG modificaria la memoria de

reconocimiento a corto y largo plazo.

Estudios farmacolégicos han demostrado que al realizar
inyecciones post-entrenamiento de compuestos GABAérgicos
modulan el almacenamiento de la memoria (Hatflied et al., 1999).
Bloquear al receptor GABA, mejora el rendimiento en tareas de
memoria, en contraste, la administracion de agonistas disminuyen su
formacion en roedores (Kim et al, 2012). Por sus cambios sinapticos
y electrofisioldgicos, el SAG asemeja los efectos epileptiformes de la
bicuculina. Los antecedentes indican que los receptores GABAa
modulan los procesos post-entrenamiento que subyacen la

consolidacion de la memoria (Luft et al., 2004).

Los datos obtenidos en esta tesis sugieren que la
hiperexcitabilidad neuronal generada por la induccion de la
abstinencia a GABA en la corteza cerebral o en el area CA1 del
hipocampo no modifica la memoria de reconocimiento a corto y largo

plazo.
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Ennaceur y Delacour (1998) demostraron que cuando una
rata tiene preferencia por el objeto novedoso recuerda que
anteriormente estuvo expuesta a uno de los dos estimulos. Asimismo
se ha reportado que el hipocampo es una estructura que esta
relacionada ampliamente con procesos de memoria (Moser y Moser,
1998). Los primeros estudios en donde se demostrd que las lesiones
en el lébulo temporal provocaban dafio amnésico, dieron una gran
importancia al hipocampo, estudios posteriores demostraron que la
memoria dependiente del hipocampo estaba ampliamente
relacionada con la memoria del miedo y la espacial (Mishkin, 1978;
Dix y Aggleton,1999; Brown y Aggleton, 2001; Mumby et al., 2002;
Darnaudery et al., 2002; Manns et al., 2003; Winters et al., 2004,
Aggleton et al.,, 2005;Eichenbaum, Yonelinas, y Ranganath, 2007;
Squire, Wixted, y Clark, 2007: Balderas et al., 2008).

El hipocampo esta relacionado con la posicion de los objetos
en el espacio o la informacién referente a estimulos en lugares
especificos (Gaffan y Parker, 1996; Nemanic, Alvarado, vy
Bachevalier 2004; Mumby et al., 2002).

Broadbent et al, (2004) demostr6 que una lesion en el
hipocampo dorsal mayor a un 75% induce un déficit en la ejecucién
de reconocimiento de objetos. La conclusion de este trabajo fue que
el hipocampo participa activamente en tareas espaciales la cuales
requieren mayor integracién del contexto (ambiente o espacio donde

se desarrollan), en contraste, el hipocampo al parecer no participa
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en tareas de reconocimiento (es decir en donde no requiere

discriminar un ambiente especifico; Mumby et al., 2002).

Estos datos sugieren que el hipocampo tiene una
participacién significativa en la discriminacion de estimulos en un

ambiente especifico.

La memoria de reconocimiento en contexto necesita de la
sintesis de proteinas ya que la aplicacion de un inhibidor selectivo de
sintesis de novo altera la memoria de reconocimiento de objetos,
pero no la memoria de reconocimiento (Balderas et al., 2008;
Balderas et al., 2015).

Administrar DDC, un inhibidor selectivo y reversible de la
sinapsis de las fibras musgosas y neuronas piramidales de la region
CA3 del hipocampo no afecta la consolidacién de la memoria de
reconocimiento, pero esta regién del hipocampo si esta implicada en
el procesamiento de la informacion espacial: adquisicién vy
consolidaciéon; esta memoria espacial, es la responsable de que los
animales discriminar el arreglo espacial novedoso (Stupien et al.,
2003). Tanto el area CA1 y CAS3 tienen un procesamiento semejante:
la memoria de reconocimiento no se altera por lesiones pero si la

memoria de reconcomiendo en contexto.

Hay otras areas cerebrales de activacion importantes para la
memoria de reconocimiento medidas a través de la actividad de c-fos
(gen de expresion temprana que marca activacién neuronal). Por
ejemplo, (Wan et al., 1999; Moses et al., 2005; Aggleton y Brown,

2005) reportaron que existe una participacion diferencial en algunas
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estructuras del I6bulo temporal-medial posterior a la presentacién de
un estimulo novedoso o del arreglo espacial novedoso de estimulos
familiares. La corteza perirrinal se activa selectivamente ante la
presentacion de un estimulo novedoso. En contraste el hipocampo se
activa ante la exposicidon a estimulos novedosos de los arreglos
espaciales. Winters et al., (2004) fueron los primeros en demostrar
que existe una doble disociacién entre las estructuras del I6bulo
temporal medial, ellos encontraron que las lesiones del hipocampo
perjudican sélo la memoria espacial pero no afectan la memoria de

reconocimiento.

Las evidencias indican que el hipocampo esta implicado en el
procesamiento de la informacion contextual (identificaciéon de
posicién, espacio y estimulos de contexto especificos), pero no en la
memoria de reconocimiento. Que es dependiente de la integridad

anatomica, la sintesis de proteinas y actividad neuronal.

Pesé a que in vitro se habia identificado que Ila
hiperexcitabilidad neuronal de la abstinencia a GABA favorece los
mecanismos sinapticos para el aprendizaje y la memoria, en la
corteza cerebral y en el hipocampo, in vivo no se cuantificaron
diferencias significativas en este fendmeno. El objetivo de este
trabajo pretendia identificar si el incremento de la actividad neuronal
por una abstinencia a GABA podria modificar la memoria de
reconocimiento. Con base a los resultados obtenidos la hipotesis

planteada no se acepta.



104

Es la primera vez que se realiza un analisis conductual,
farmacoldgico y electrofisioldgico sobre los efectos del SAG sobre la
memoria de reconocimiento a corto o largo plazo. Estudios
subsiguientes deberan evaluar si el SAG contribuye a otro tipo de
memorias y la disociacion que existe en las estructuras del l6bulo
temporal. La hiperexcitabilidad neuronal de la corteza cerebral

tampoco incide en esta memoria.

Neurobiologia de la ansiedad durante el SAG

Se ha demostrado que el GABA tiene un papel fundamental
en la patogénesis de la ansiedad (Lydiard, 2003; Rudolph y Méhler,
2006; Sandford, Argyropoulos y Nutt, 2000). Paraddjicamente los
medicamentos que se utilizan para el tratamiento de la ansiedad, son
agonistas GABAérgicos como las benzodiacepinas y algunos
esteroides. Nuestra linea de investigacidn reconoce que generar
tolerancia y dependencia (Bz, alcohol y neuroesteroides) va
relacionado con una disminucién en el tono GABAérgico. Se sabe
que la abstinencia induce cambios en la expresion en la subunidad
del receptor GABA,, tolerancia y dependencia a neuroesteroides o
Bz tiene el comun denominador de disminuir la expresion de la
subunidad a1, y a2 asociado a una sobreexpresion de la
subunidades a4 y a6 lo cual contribuye a una disminucion de la
afinidad del receptor por su agonista y una disminucién en la
actividad del GABA. La tolerancia y dependencia a diversas drogas
GABAérgicas tienen un mecanismo en comun, expresarse cComo

ansiedad. Esta se da por un incremento en su funcionamiento de
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diversas estructuras corticales y subcorticales, lo cual Unicamente
puede ser inhibido por una re-exposicion a un agonista del receptor
GABA,. Estudios en animales que tienen un knock-out del gen para
la expresion de la subunidad a2 del receptor GABAA presentan como
marcador caracteristico un incremento en la conducta tipo ansiosa
(Mohler et al., 2012; Kheirbek et al., 2012; Shekhar et al., 1990).
Resultados preliminares de nuestra linea de investigacion indican
que durante el SAG hay una disminucion en la expresion de la
subunidad a1 y un incremento en la expresion a4, esto es semejante
a lo que hacen otros agonistas del receptor. Por lo tanto se sugiere
que uno de los inductores de la ansiedad en este modelo sea un
cambio molecular. Investigaciones ulteriores tendran que identificar
los cambios cuantitativos en el hipocampo y la corteza cerebral, para
identificar si contribuyen de la misma manera en la induccién de la

conducta tipo ansiosa.

Se sabe que las regiones cerebrales que estan implicadas
con la generacion, modulacion y expresién de la conducta de
ansiedad son: la amigdala cerebral, el hipocampo y la corteza
prefrontal (M6éhler, 2012; Clement y Chapouthier, 1997). Durante los
primeros estadios de sindromes de abstinencia a diferentes drogas la
conducta de ansiedad puede ser el resultado de cambios en la

plasticidad neuronal.

Datos previos en nuestra linea de investigacion demostraron
que el SAG en la corteza somatomotora en los estadios iniciales

presentaba una conducta de ansiedad acompafiada por la aparicion
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de complejos espiga-onda en el EEG (Segovia, 2014). Es decir, que
al presentarse una disminucién de la actividad GABAérgica cerebral
puede ponerse en manifiesto una conducta ansiosa (Picazo et al.,
2006; Fernandez-Guasti y Picazo, 1999). La ansiedad es la
manifestacién clinica de la conducta del miedo, la cual se caracteriza
por un estado de alerta continua ante un estimulo peligroso (Méhler,
2012). Este proceso implica una activacién del sistema nervioso
autdbnomo que permite un incremento del metabolismo, de la
frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria, disminucion de la
atencidén, asociado a un incremento de la sensibilidad sensorio-

perceptiva (Clement y Chapouthier, 1997).

Uno de los objetivos de esta tesis fue cuantificar la conducta
de ansiedad durante la abstinencia a GABA en el area CA1 del
hipocampo y la corteza cerebral. Los resultados obtenidos
demuestran que aunque el hipocampo sea una estructura mas
epileptogénica por su organizacidn y su estructura, no presenta

niveles mayores de ansiedad que los cuantificados en la corteza.

En conjunto estos resultados sugieren que el GABA es un
mediador clave en la regulacion de la ansiedad, que el SAG de la
corteza y el SAG del hipocampo en sus estadios tempranos
modifican la liberacion de GABA y cambian la expresion de sus
receptores y continua con cambios en la expresién y funcionamiento

de los mismos, generando un perfil ansiogénico en los animales.
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VIl. Conclusiones

El SAG del hipocampo tiene mayor duracién, potencia vy
frecuencia EEG comparado con el SAG de la corteza.

La memoria a corto plazo no se modifica por la
hiperexcitabilidad neuronal inducida por la abstinencia a
GABA en la corteza cerebral y el area CA1 del hipocampo.

La memoria a largo plazo no se ve afectada por el SAG de la
corteza cerebral y el SAG hipocampo.

El SAG Cx y El SAG H generan un perfil tipo ansioso pero no

presentan diferencias significativas entre ellos.
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