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RESUMEN: 

Las benzodiacepinas (BZDs) son uno de los medicamentos más 

prescriptos para los trastornos de ansiedad y sueño, cuyo tratamiento requiere 

de la administración crónica del medicamento, puediendo generar 

dependencia. En este caso, la interrupción de su administración conduce a la 

aparición del síndrome de abstinencia, siendo la ansiedad el signo más 

predominante. El desarrollo de dependencia a diazepam (DZ, una BZDs) se 

asocia a un proceso de aprendizaje asociativo dependiente del contexto y se 

acompaña con un aumento de la plasticidad sináptica en el hipocampo (HP). El 

HP es una estructura cerebral que participa en procesos de aprendizaje y 

memoria, y en la iniciación y mantenimiento de la adicción a sustancias 

adictivas. Además el HP envía y recibe proyecciones del núcleo accumbens 

(NAc), una de las principales estructuras cerebrales implicada en la 

neurobiología de la adicción, de esta forma estas dos estructuras se regulan 

funcionalmente de forma bi-direccional. El óxido nítrico (ON), sintetizado 

principalmente por la enzima óxido nítrico sintasa neuronal (NOS-1), es un 

neurotransmisor gaseoso que cumple un rol fundamental en los procesos de 

aprendizaje y memoria, en la transmisión sináptica en el HP y en la regulación 

de la actividad de las células principales del NAc. Teniendo en cuenta estos 

antecedentes, en este estudio investigamos si la interferencia del proceso de 

aprendizaje asociativo que subyace al desarrollo de dependencia, mediante el 

empleo de un protocolo de inhibición latente (IL), es capaz de prevenir el 

incremento del índice de ansiedad en ratas Wistar macho durante la 

abstinencia a DZ, y el aumento de la transmisión sináptica en el HP, a través 

de un mecanismo mediado por ON. Además como segundo objetivo, nos 

propusimos caracterizar los cambios en la plasticidad funcional y estructural de 

las células principales del NAc, y en la neurotransmisión nitrérgica en esta 

estructura, durante la abstinencia a DZ. 

Nuestros resultados indican que los animales que recibieron DZ de 

manera crónica utilizando el protocolo de IL no mostraron un comportamiento 

del “tipo ansioso” durante la abstinencia, ni cambios en la transmisión sináptica 
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en el HP, pero se observó una reducción significativa en la expresión de NOS-

1. Además, la inhibición farmacológica de NOS-1 generó cambios conductuales 

y electrofisiológicos similares a los inducidos por la IL. Por el contrario, los 

animales que recibieron DZ con el protocolo Control expresaron un 

comportamiento del “tipo ansioso” y evidenciaron un aumento en la plasticidad 

en el HP, sin alteraciones en la expresión de NOS-1 durante la abstinencia. En 

conclusión, la manipulación de las claves contextuales presentadas durante la 

administración crónica a DZ podría considerarse como una herramienta no 

farmacológica eficaz para prevenir la manifestación de la abstinencia. Esta 

estrategia cognitiva puede influir en la transmisión sináptica del HP, 

probablemente por alteraciones en las vías de señalización del ON en esta 

estructura. 

Por otro lado nuestros resultados mostraron que la expresión de un 

comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia, luego de la 

administración crónica de DZ, se acompañó con una reducción en la plasticidad 

funcional y estructural en las células principales del NAc, y en la expresión y 

actividad de la enzima NOS-1. Entonces, considerando que el ON es un actor 

importante en la modulación de la actividad y arborización dendrítica de las 

células principales del NAc, la disminución de la disponibilidad del ON en esta 

estructura durante la abstinencia a DZ podría explicar en parte estos 

resultados. Además teniendo en cuenta que el NAc envía proyecciones 

inhibitorias al HP y a su vez recibe aferencias excitatorias de esta estructura, 

nuestros resultados indicarían que el aumento de la transmisión sináptica en el 

HP podría potenciar la neurotransmisión de interneuronas inhibitorias en el 

NAc, produciendo una disminución de la excitabilidad de sus células 

principales. De la misma manera, la inhibición de la actividad del NAc 

contribuiría con el aumento en la plasticidad sináptica hipocampal. La 

neurotransmisión nitrérgica parecería tener un rol preponderante en los 

cambios observados en ambas estructuras. Sin embargo, la complejidad del 

circuito involucrado en la dependencia a DZ y las conexiones directas e 

indirectas entre las estructuras del SNC  no nos permiten establecer una 

relación directa entre la funcionalidad de ambas estructuras, ni descartar la 

participación de otras áreas involucradas en este fenómeno.  
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ABSTRACT: 

Benzodiazepines (BZDs) are usually prescribed for anxiety and sleep 

disorders in long term schedules that may cause drug dependence. 

Discontinuation after prolonged administration may lead to withdrawal 

expression, being anxiety the most predominant sign. The development of 

dependence to diazepam (DZ, a BZDs) is considered as a context-dependent 

associative learning process and is accompanied by an increase in 

hippocampus (HP) synaptic plasticity. HP is a brain structure that participates in 

learning and memory processes, and in the initiation and maintenance of drug 

addiction. Furthermore, the HP sends and receives projections to nucleus 

accumbens (NAc), one of the main brain structures involved in the neurobiology 

of addiction, and their function is regulated bi-directionally. Nitric oxide (NO), 

synthesized primarily by the neuronal nitric oxide synthase enzyme (NOS-1), is 

a gaseous neurotransmitter that plays a fundamental role in learning and 

memory processes, in HP synaptic transmission as well as in NAc neuronal 

activity regulation. Considering this background, in this study we investigate 

whether the interference of the associative learning process that underlie the 

development of dependence, by using a latent inhibition protocol (LI), is able to 

prevent the enhancement of the anxiety index in male Wistar rats during DZ 

withdrawal and the enhanced HP synaptic transmission, through a NO-

mediated mechanism. In addition, we further characterize possible changes in 

functional and structural plasticity in the NAc principal cells, and nitrergic 

neurotransmission in this structure, during DZ withdrawal. 

Our results indicate that chronic DZ treated animals under LI protocol did 

not show an anxiety-like behavior, or changes in HP synaptic transmission, but 

a significant reduction in NOS-1 expression was observed. Accordingly, 

pharmacological NOS-1 inhibition resembles behavioral and 

electrophysiological changes induced by LI. Contrary, DZ treated animals under 

Control Protocol expressed an anxiety-like behavior and evidenced an 

increased HP plasticity, without alterations in NOS-1 expression. In conclusion, 

manipulation of the contextual cues presented during DZ administration may be 

considered as an effective non-pharmacological tool to prevent the withdrawal 
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syndrome. This behavioral strategy may influence HP synaptic transmission, 

probably by alterations in NO signaling pathways in this structure. 

On the other hand, our results showed that the anxiety-like behavior 

expression during withdrawal syndrome, after DZ chronic administration, was 

accompanied by a reduction in functional and structural plasticity within NAc, 

and in the NOS-1 expression and activity. Considering that NO is a crucial 

player in NAc principal cells excitability and in dendritic branching, the 

decreased availability of NO in this structure during DZ withdrawal could explain 

these results. In addition, considering that NAc sends inhibitory projections to 

the HP and in turn receives excitatory afferents from this structure, our results 

may indicate that the increased synaptic transmission in HP could enhance the 

inhibitory interneurons activity in NAc, producing a decrease in their principal 

cells excitability. Also, it is possible that inhibition of NAc activity could 

contribute to the HP synaptic plasticity enhancement. Nitrergic 

neurotransmission seems to have a preponderant role in the observed changes 

in both brain structures. However, the complexity of the circuit involved in DZ 

dependence and, direct and indirect connections between the SNC structures 

do not allow us to establish a direct relationship between their functionality, 

neither rule out the participation of other areas involved in this phenomenon. 
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INTRODUCCIÓN: 

El abuso a diversas sustancias adictivas y el consiguiente fenómeno de 

la adicción son dos de los problemas sociales más serios y de mayor impacto 

en la salud pública. En las últimas décadas se ha realizado un progreso en la 

comprensión de los efectos de las drogas de abuso en el cerebro, sin embargo 

no se han podido desarrollar tratamientos efectivos para prevenir la recaída al 

consumo. El uso recreacional o terapéutico de diferentes principios 

farmacológicamente activos puede transformarse en un comportamiento 

adictivo. Actualmente se propone que el desarrollo de adicción es un proceso 

patológico de aprendizaje, que involucra la activación de vías de señalización 

intracelulares y cambios adaptativos a nivel de la plasticidad neuronal similares 

a los que ocurren durante el aprendizaje y la formación de memorias.  

BENZODIACEPINAS: 

Después de más de 50 años de experiencia clínica con las 

benzodiacepinas (BZDs), el sistema de salud tiene una relación controversial 

con estos fármacos. En 1955, el químico del laboratorio farmacéutico 

Hoffmann-La Roche Leo Sternbach identificó por casualidad la primera BZDs, 

el clordiazepóxido. En 1960, dicho laboratorio lo comercializó como Librium, y 

buscó modificaciones moleculares para mejorar su actividad. El diazepam 

(Valium) siguió en 1963, y sus competidores también comenzaron a buscar 

análogos. Inicialmente, las BZDs parecían ser más seguras y menos propensas 

a causar dependencia que los principios farmacológicamente activos más 

antiguos con los mismos usos clínicos, los barbitúricos. Una mejora específica 

fue su falta de depresión respiratoria, el cual era un problema de seguridad con 

los barbitúricos. Los profesionales médicos adoptaron rápidamente el uso de 

las BZDs, disparando su popularidad y la demanda por parte de los pacientes. 

A mediados y finales de la década de 1970, las BZDs encabezaron las listas de 

"prescripciones más frecuentes" y diez años más tarde, el entusiasmo y la 

preferencia de los médicos por recetarlas crearon una nueva preocupación: el 

espectro del abuso y la dependencia. Los prescriptores estaban desilusionados 

y la opinión del público en general estaba dividida, algunos adoptaron estos 
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medicamentos por su capacidad de proporcionar alivio para el dolor de espalda 

y convulsiones, mientras que otros creían que muchos “adictos” eran víctimas 

inocentes cuya legítima necesidad se convirtió en una pesadilla de deseo e 

incapacidad para dejar de tomar el medicamento. Así comenzó el episodio más 

grande y largo del uso indebido de medicamentos recetados en la historia, 

donde los consumidores los utilizaron de manera recreativa (Wick, 2013). 

Mecanismo de Acción: 

Las BZDs potencian la neurotransmisión inhibitoria mediada por el ácido 

γ-amino-butírico (GABA). El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio 

del sistema nervioso central (SNC) y actúa sobre tres tipos de receptores hasta 

ahora conocidos: GABA-A, GABA-B y GABA-C. Las BDZs son moduladores 

alostéricos positivos de los receptores GABA-A, lo que significa que solo 

actúan en presencia del ligando endógeno GABA (Tan et al., 2011). Cuando 

estos fármacos se unen a su sitio específico en el receptor, aumentan la 

afinidad del GABA por su sitio en este complejo, y producen un aumento en la 

frecuencia de apertura del canal, incrementando el influjo de Cl- (Figura1). 

El receptor GABA-A es un receptor 

ionotrópico, conformado por 5 subunidades 

proteicas, siendo la estequiometria específica 

de: 2α, 2β y 1γ, la conformación más 

abundante en el SNC. Este receptor tiene un 

sitio de unión específico para las BZDs 

ubicado en las subunidades α, pero es 

necesaria la subunidad γ para que tengan 

efecto modulatorio sobre la apertura del canal. 

Cada familia de subunidades exhibe varias 

isoformas: α1−6, β1–3, γ1–3, por lo tanto en 

el cerebro se expresan una multitud de 

combinaciones que dan lugar a los receptores 

GABA-A. Solo los receptores GABA-A que 

contienen α1, α2, α3 y α5 son sensibles a las BDZs (Wieland et al., 1992). 

  

Figura 1: Representación esquemática 

del receptor GABA-A con las distintas 

isoformas que lo conforman (α, β, γ), 

mostrando los sitios de unión 

específicos para GABA y 

benzodiacepinas (BZDs). Figura 

modificada de “Jacob et al., 2008”. 
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Farmacoquímica: 

“Químicamente las BZDs están 

constituidas por un núcleo común que es 

el “anillo benzodiazepínico” (Figura 2). La 

mayoría posee los N del anillo 

benzodiazepínico en posición 1 y 4, pero 

algunas los tienen en posición 1 y 5.  Las 

diversas sustituciones en las posiciones 

disponibles, dan origen a las distintas 

BZDs y su amplio espectro de efectos 

farmacológicos, a la potencia 

farmacológica con que ejercen un efecto 

determinado y a las propiedades farmacocinéticas, que influyen de manera 

decisiva en la biodistribución y en la duración del efecto” (Hurlé et al., 2008). 

Farmacocinética: 

“Todas las BZDs presentan buena absorción por vía oral, aunque 

algunas lo hacen más rápidamente que otras dependiendo del grado de 

liposolubilidad. El equilibrio de concentraciones entre el plasma y el cerebro se 

alcanza rápidamente, ya que todas son lo suficientemente liposolubles y 

atraviesan la barrera hematoencefálica. Son metabolizadas en el hígado por 

acción de enzimas del citocromo P450, muchos de los metabolitos son 

farmacológicamente activos (principalmente N-desmetildiazepam y 

nordiazepam) y tienen una vida media prolongada en humanos (36-39 horas)” 

(Hurlé et al., 2008). 

Según el tiempo de vida media en humanos, se clasifican como de 

acción corta, intermedia o larga. Aunque solo existen diferencias 

farmacodinámicas sutiles, se prefieren las BDZs de acción corta para el 

tratamiento del insomnio, mientras que las BDZs de acción más prolongada se 

recomiendan para el tratamiento de la ansiedad (Lalive et al., 2011), como por 

ejemplo el diazepam (DZ), cuya actividad ansiolítica será creciente hasta que 

se alcance el nivel plasmático máximo estable tras varios días de 

administración. Tanto para el tratamiento del insomnio como de la ansiedad es 

Figura 2: Estructura química de las 
benzodiacepinas.  
Fuente: “Yates K & Catril M, 2009”.  
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recomendable no prolongar el tratamiento más allá de 4 semanas (Hurlé et al., 

2008). 

Efectos Farmacológicos: 

Los principales efectos farmacológicos de las BZDs son: sedante, 

hipnótico, miorrelajante,  ansiolítico y anticonvulsivante. También son capaces 

de producir amnesia anterógrada, generalmente considerado un efecto adverso 

de las BZDs, sin embargo, hay casos en los que esta propiedad puede 

utilizarse con fines beneficiosos, como por ejemplo durante los procedimientos 

quirúrgicos para reducir el trauma psicológico (Koht & Moss, 1997). 

Los efectos farmacológicos entre las distintas BZDs disponibles son 

similares, y se encuentran asociados a la selectividad que presentan para los 

distintos tipos de subunidades α del receptor GABA-A. Estudios farmacológicos 

y conductuales en ratones knock-in permitieron correlacionar las isoformas de 

las subunidades α con los principales efectos de las BDZs. Los receptores 

GABA-A que contienen la subunidad α1 median el efecto sedante, amnésico 

anterógrado y anticonvulsivante (Rudolph et al., 1999; McKernan et al., 2000). 

Aquellos que contienen la isoforma α2 participan en las acciones ansiolíticas y 

en gran medida en los efectos miorrelajantes. Los receptores GABA-A que 

contienen las isoformas de la subunidad α3 o α5 también contribuyen a las 

acciones miorrelajantes de las BDZs (Crestani et al., 2001; Crestani et al., 

2002), mientras que se demostró que los receptores GABA-A que contienen la 

isoforma α5 participan en procesos cognitivos afectados por las BDZs 

(Collinson et al., 2002; Crestani et al., 2002; Cheng et al., 2006). En cuanto a 

las propiedades adictivas de las BDZs, se demostró que se requiere la 

presencia de receptores GABA-A que contienen la subunidad α1 (Crestani et 

al., 2002; Tan et al., 2010). Además, al mejorar la actividad inhibitoria de 

GABA, las BZDs en una administración aguda reducen la liberación de los 

neurotransmisores excitadores, que incluyen noradrenalina, serotonina, 

dopamina y acetilcolina de manera central (Guerrini & Ciciani, 2013). 

Efectos adversos: 

Los efectos adversos más frecuentes se deben al desajuste de la dosis 

en relación con el efecto farmacológico deseado. Aparecen sedación, 
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somnolencia, ataxia, confusión, trastornos de la coordinación motora, con un 

notable deterioro de las habilidades manuales, tales como la conducción de 

vehículos. Pueden producir amnesia anterógrada, es decir, limitada a hechos 

que suceden después de la administración. En ocasiones producen conducta 

agresiva u hostil, por desinhibición, o un estado inicial de nerviosismo antes de 

que se establezca el efecto ansiolítico o sedante. Por vía intravenosa rápida 

producen sueño prolongado, pero sin depresión grave de las funciones 

respiratorias y cardiovasculares. Sin embargo, cuando se asocian a otros 

depresores del SNC como el alcohol, anestésicos u opiáceos, pueden provocar 

una grave depresión respiratoria que llega incluso a ser mortal (Hurlé et al., 

2008; Rang et al., 2008). 

En la mayoría de los tratamientos para los cuales se prescriben las 

BZDs se requiere de su uso crónico. El principal problema de la administración 

prolongada de estos medicamentos es el desarrollo de tolerancia, dependencia 

y una posible evolución hacia un comportamiento adictivo. La tolerancia 

(aumento gradual de la dosis necesaria para producir el efecto deseado) es 

común a todas las BZDs (Rang et al., 2008). Se produce tolerancia a los 

efectos sedantes y anticonvulsivantes, lo que se aprecia mejor cuando se 

administran dosis altas durante un tiempo prolongado (Hurlé et al., 2008). 

Algunos estudios han propuesto que el desarrollo de tolerancia se debería a 

una modificación covalente, como una fosforilación en el receptor GABA-A lo 

cual disminuiría la afinidad del GABA y de las BZDs por sus sitios de unión (De 

Blas, 1996). Otras evidencias involucran la sensibilización en mecanismos 

excitatorios, generando una respuesta compensatoria en el organismo 

(Stephens, 1995). La dependencia es un trastorno que se caracteriza por la 

disminución en el control sobre el consumo de una sustancia. Los esfuerzos 

que se realizan por reducir o eliminar la administración de esa sustancia 

fracasan reiteradamente, por lo que en circunstancias precisas se percibe 

como una necesidad o compulsión hacia su administración, que origina 

conductas de búsqueda del principio activo. El diagnóstico en toda 

dependencia no es que el consumo sea elevado, sino la percepción de fallo en 

el control intencionado del consumo (Ayesta et al., 2008). La dependencia se 

pone en manifiesto por la aparición de síntomas característicos del síndrome 
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de abstinencia, que es la expresión de los mecanismos de adaptación del 

organismo una vez que la sustancia ha desaparecido del mismo. 

Las BZDs pueden provocar dependencia, incluso a dosis bajas, con un 

síndrome de abstinencia que se instaura lentamente tras la supresión del 

fármaco. Entre los síntomas más comunes del síndrome de abstinencia a BZDs 

se encuentran la ansiedad, insomnio, despersonalización y  alteraciones 

sensoriales, acompañados de una sintomatología somática: palpitaciones, 

hiperventilación, intestino irritable, etc. En cuadros más graves se puede 

observar delirio, alucinaciones, confusión y convulsiones. En muchos casos 

resulta difícil diferenciar si se trata de la reaparición del trastorno preexistente 

que dio lugar a la utilización del medicamento o es producto de la 

discontinuación del tratamiento, ya que muchas veces los síntomas 

característicos del síndrome de abstinencia suelen ser los mismos que dieron 

origen al tratamiento. 

Considerando la amplia distribución de los receptores GABA-A y la 

selectividad de las BZDs por determinados subtipos de receptores, se han 

correlacionado los efectos farmacológicos y secundarios de estos 

medicamentos con las áreas del SNC donde ejercen su acción, como se 

muestra en la Figura 3 (Nothdurfter et al., 2012). 
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En la literatura se puede encontrar una cantidad considerable de 

estudios centrados en el desarrollo de tratamientos efectivos para la 

dependencia, abstinencia o incluso adicción a BZDs. Hoy en día, a pesar de 

que no existen tratamientos exitosos para la dependencia a BZDs los médicos 

eligen discontinuar la administración del medicamento, realizando una 

reducción gradual de la dosis para evitar los síntomas del síndrome de 

abstinencia y así favorecer el cumplimiento del paciente con la interrupción de 

las BZDs (CADTH., 2015). Sin embargo, los síntomas de abstinencia ocurren 

incluso con una disminución lenta de la dosis a partir de dosis relativamente 

bajas de BZDs (Schweizer et al., 1990; Lader, 1994), siendo la ansiedad el 

síntoma más difícil de prevenir o reducir (Podhorna, 2002; Himmerich et al., 

2007). En algunos estudios se combinó la reducción gradual de la dosis y 

terapias cognitivo-conductuales, sin embargo estas terapias conductuales 

apuntan a reducir la sintomatología preexistente por la cual se inició el 

tratamiento con BZDs, a través de por ejemplo grupos de apoyo para el 

tratamiento de ansiedad, o cambios en las rutinas de los pacientes que sufren 

Figura 3: Representación esquemática indicando las distintas subunidades del 
receptor GABA-A y la composición de las subunidades en diferentes regiones del 
SNC. Figura modificada de “Nothdurfter et al., 2012”. 

AM (amígdala); VTA (área tegmental ventral); LC (locus coreuleus); FR (formación 
rticular); VB (núcleo ventrobasal); RTN (núcleo reticular); RN (núcleo del rafe); SN 
(sustancia nigra); NAc (núcleo accumbens); HP (hipocampo); IN (interneurona); NP 
(neurona piramidal). 
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de insomnio,  y no abarcan el problema de adicción a estos medicamentos 

(Baillargeon et al., 2003; Morin et al., 2004; O'Connor et al., 2008). 

ABUSO Y MAL USO DE LAS BENZODIACEPINAS: 

Las BZDs se encuentran entre los medicamentos psicotrópicos más 

comúnmente recetados en todo el mundo y la prevalencia de su uso a largo 

plazo en la población general es del 2% al 7% (Lagnaoui et al., 2004; Fang et 

al., 2009; Olfson et al., 2015). Los problemas asociados con el uso de las 

BZDs, además de los efectos adversos ya mencionados como tolerancia y 

dependencia, también se incluyen el mal uso, morbilidad y mortalidad 

relacionados con sobredosis y abstinencia (Dickinson et al., 1990; Quaglio et 

al., 2012). 

El mal uso de medicamentos recetados significa tomar un medicamento 

de una manera o dosis diferente a la prescripta; utilizar la receta de otra 

persona, incluso para un problema médico legítimo; o tomar un medicamento 

para experimentar euforia (Center for Behavioral Health Statistics and Quality, 

2018). El aumento en el uso indebido de medicamentos recetados en los 

últimos 15 años se refleja en el incremento de las visitas a la salas de 

emergencias (Blanco et al., 2007), y en las muertes por sobredosis asociadas 

con los medicamentos recetados (Jones & McAninch, 2015; Rudd et al., 2016). 

Las razones de la alta prevalencia del uso indebido de medicamentos 

recetados varían según la edad, el sexo y otros factores como probablemente 

la facilidad de acceso. El uso no médico de este tipo de medicamentos es más 

alto entre los adultos jóvenes, de 18 a 25 años (Center for Behavioral Health 

Statistics and Quality, 2018). 

El consumo de BZDs se está convirtiendo en un problema de salud 

pública debido a su uso indiscriminado. En Estados Unidos, la Red de 

Advertencia de Abuso de Drogas (DAWN- del inglés- Drug Abuse Warning 

Network) informó que en el 2011 más de 1,2 millones de las visitas al 

departamento de emergencias podrían atribuirse al uso no médico de 

medicamentos recetados, de las cuales el 28,7% incluía a las BZDs (Substance 

Abuse and Mental Health Services Administration, 2013). Además, en el año 
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2013 se reportó que el 31% de muertes por sobredosis con medicamentos 

recetados incluyeron BZDs (Scholl et al., 2018). El abuso de BDZs a menudo 

ocurre junto con otras sustancias adictivas (por ejemplo, alcohol o cocaína), lo 

que dificulta aún más los enfoques de tratamiento. Si bien la depresión del SNC 

y cardio-respiratoria rara vez caracterizan las sobredosis por BZDs orales 

(Welch et al., 1977), su administración concomitante con alcohol o con otros 

medicamentos podría aumentar el riesgo de sobredosis mortal.  

Por otro lado, aunque el uso de BZDs está justificado en muchas 

situaciones, la alta proporción de prescripciones inapropiadas incluyendo 

problemas relacionados con la dosis, la frecuencia, y principalmente el período 

de duración del tratamiento, como así también las interacciones 

medicamentosas graves, se observan entre la población adulta mayor. Hay 

reportes, que indican que en algunos casos aproximadamente el 70% de los 

pacientes recibieron una receta inapropiada (Preville et al., 2012). Otros 

estudios en adultos (≥50 años) y adultos mayores (≥68 años) mostraron 

respectivamente, que el 35% y 40% presentaron una correcta prescripción, de 

los cuales en solo el 1,9% y 5,8% las BZDs fueron utilizadas en un correcto 

período de tiempo (Naloto et al., 2016). En nuestro país las estadísticas 

muestran que de los pacientes que recibieron una prescripción médica para el 

uso de BZDs, el 60% de las mismas fueron realizadas por médicos no 

especialistas (SEDRONAR, 2017). Estos problemas sugieren que se deben 

desarrollar estrategias de prevención para informar a los adultos mayores, 

médicos, farmacéuticos y otros proveedores de atención médica sobre la 

importancia del uso apropiado de estos medicamentos (Preville et al., 2012) y 

poder evitar el desarrollo de tolerancia, dependencia y la aparición del 

síndrome de abstinencia luego de la discontinuación del tratamiento con BZDs, 

que contribuyen al comportamiento adictivo por estos medicamentos.  

Actualmente, la Organización Mundial de la Salud considera a la 

adicción como una enfermedad del SNC, y aconsejó la sustitución del término 

adicción por el concepto más preciso y con menores connotaciones negativas 

de “dependencia”, sin embargo el término “adicción” (y “adicto”) está muy 

arraigado y frecuentemente se utiliza de forma más o menos equivalente al de 

dependencia (OMS, 1994). Se ha demostrado que el desarrollo y la expresión 
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persistente de comportamientos adictivos se producen mediante la usurpación 

de mecanismos naturales de aprendizaje y memoria dentro del sistema límbico, 

y las neuroadaptaciones resultantes de la exposición repetida a sustancias 

adictivas implican procesos de aprendizajes asociativos (Wolf, 2002; 

Taubenfeld et al., 2010). El contexto ambiental de una experiencia inducida por 

una sustancia de abuso es crucial para el comportamiento de búsqueda y 

recaída en personas adictas (O'Brien et al., 1992; Hyman & Malenka, 2001). 

Este hecho se sustenta en los principios del condicionamiento Pavloviano. 

CONDICIONAMIENTO PAVLOVIANO 

El condicionamiento Pavloviano es una forma de aprendizaje asociativo 

sobre la ocurrencia de dos eventos en forma simultánea; donde el individuo, 

más que aprender sobre las propiedades de un estímulo, aprende a asociar un 

estímulo con otro. Iván Pávlov demostró las bases del “condicionamiento 

clásico” observando la respuesta de salivación de un perro (respuesta 

incondicionada- RI) luego de darle comida (estímulo incondicionado- EI). Cada 

vez que Pavlov le colocaba comida hacía sonar una campana (estímulo 

neutro), de esta manera el perro asociaba el sonido de la campana con la 

comida (EI) y comenzaba a salivar (RI). Así el estímulo neutro se transforma 

por asociación en un estímulo condicionado (EC) generando una respuesta 

condicionada (RC, salivación). Por lo tanto la próxima vez que el perro 

escuchara la campana (EC), a pesar de la ausencia de comida, empezaría a 

salivar (RC).  

Según estos principios, las drogas se utilizarían como un EI que generan 

un efecto en el organismo (RI). La administración de las drogas (EI) se produce 

en un ambiente con claves características de ese entorno (estímulo neutro). 

Luego por asociación el estímulo neutro puede convertirse en un EC capaz de 

provocar una respuesta condicionada (RC) similares a las generadas por el EI 

(Figura 4) (Pavlov, 1927).  
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A lo largo del tiempo, ciertas claves del ambiente comienzan a asociarse 

con el uso de la droga, hasta que las claves por si solas son suficientes para 

estimular el deseo o la compulsión por consumir la misma. La exposición a 

determinadas claves contextuales que estuvieron presentes durante la 

administración de la droga, después de un periodo prolongado de la ausencia 

de droga, promueven que el individuo experimente nuevamente el síndrome de 

abstinencia. Estas manifestaciones de la abstinencia están relacionadas con 

las respuestas anticipatorias, dadas por el apareamiento de los estímulos 

incondicionados (droga) con los condicionados (claves contextuales), que 

pueden ser iguales u opuestas a los efectos que producen la droga. Se ha 

sugerido que estas respuestas condicionadas desempeñan un papel en la 

tolerancia a los medicamentos, la dependencia y la sensibilización (Wikler, 

1973; Siegel, 1975; 1977; Perez et al., 2002). 

La inhibición latente (IL) es una forma de interferencia cognitiva o del 

aprendizaje, que se puede realizar mediante la pre-exposición al EC, que 

generalmente debilita el condicionamiento (RC). Al igual que otros protocolos 

de interferencia de aprendizaje, la IL se caracteriza por ser contexto-

dependiente, lo que significa que la magnitud del efecto puede atenuarse 

cambiando el contexto durante las diferentes fases del procedimiento 

(Wasserman & Miller, 1997). 

EL HIPOCAMPO 

El hipocampo (HP) es una estructura cerebral que participa en el 

procesamiento de las asociaciones entre el contexto ambiental y los estímulos 

Figura 4: Esquema del condicionamiento Pavloviano. 
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no condicionados (Kim & Fanselow, 1992), como las sustancias adictivas 

(Taubenfeld et al., 2010; Kutlu & Gould, 2016). 

Estructura anatómica del hipocampo: 

El HP forma parte del sistema límbico y está localizado en el lóbulo 

temporal medial del cerebro. La corteza entorrinal es la mayor fuente de 

aferencias hacia el HP y está conectada con otras áreas de la corteza cerebral 

actuando de esta manera como interfaz entre esta estructura y otras partes del 

cerebro. En el HP se distinguen diferentes poblaciones neuronales (Reznikov, 

1975; Amaral et al., 1991; Knierim, 2015): 

 Neuronas granulares, glutamatérgicas, cuyos axones son denominados 

fibras musgosas. 

 Neuronas polimórficas, ubicadas debajo de las células granulares, en esta 

capa es donde ocurre la proliferación celular característica del hipocampo. 

 Neuronas piramidales, también glutamatérgicas, que constituyen el tipo 

principal de neuronas en esta estructura. 

 Interneuronas de tipo GABAérgicas, que se encuentran ampliamente 

distribuidas por todo el hipocampo y que expresan óxido nítrico sintasa. 

El HP contiene neuronas piramidales cuyos cuerpos celulares se ubican 

en una capa única densamente empaquetada llamada Cuerno de Ammonis 

(CA), la cual se divide en tres regiones anatómicas principales: CA1, CA2 y 

CA3. El giro dentado (GD) es una banda estrecha de sustancia gris que sigue 

el borde interno del HP. El circuito excitatorio de esta estructura consiste en 

tres vías principales. Sin embargo, estas vías constituyen una simplificación de 

las conexiones sinápticas existentes dentro del HP y con otras áreas 

cerebrales. La información proveniente de estructuras corticales o subcorticales 

entra al GD a través de la vía perforante desde la corteza entorrinal. Desde las 

células granulares del GD la información es transmitida a las células 

piramidales del área CA3 a través de la vía de las fibras musgosas. Las 

neuronas del área CA3 envían proyecciones a las células piramidales del área 

CA1 a través de la vía de las colaterales de Schaffer. Finalmente, la 

información proveniente de las neuronas de CA1 retorna a estructuras 

corticales y subcorticales (Figura 5) (Purves et al., 2004; Knierim, 2015).  
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Plasticidad sináptica: Potenciación a Largo Plazo 

Las neuronas del HP presentan una forma de plasticidad sináptica que 

es requerida para la formación de memoria y de ciertos tipos de aprendizajes 

(Martin & Morris, 2002), entendiéndose por plasticidad a la capacidad de 

adaptarse y mejorar su eficiencia funcional en respuesta a estímulos que 

provienen del medio interno o externo. Los mecanismos que explican los 

fenómenos de plasticidad en la funcionalidad de un sistema son múltiples. 

Unos son de carácter neuroquímico; por ejemplo, el incremento en la liberación 

de neurotransmisores o mediadores en el espacio sináptico, cambios en la 

actividad de neuronas que influyen sobre la liberación pre-sináptica de los 

neurotransmisores, aumento del número de receptores post-sinápticos, 

cambios en la velocidad de inactivación del mediador y cambios en las 

cascadas de mensajeros intracelulares,  entre otros eventos. Otras son de 

carácter anatómico, la cuales pueden ser más perdurables e incluso involucran 

cambios estructurales permanentes, por ejemplo, modificaciones en las 

espinas dendríticas y translocación de contactos sinápticos (Bi & Poo, 1998). 

Las primeras sinapsis identificadas en cerebro de animales donde fue 

posible explicar los cambios que acontecen y son las bases de la plasticidad 

sináptica propia de algunos procesos de memoria, fueron las conexiones 

excitatorias entre el tracto perforante y las células granulares del GD 

hipocampal (Bliss & Lomo, 1973; Bliss & Collingridge, 1993). Cuando un 

estímulo de alta frecuencia es dado en esta vía excitatoria del HP, causa un 

neurona 

granular

neurona 

piramidal

neurona 

piramidal

CA1

CA3

Gyrus

dentado

CORTEZA 

ENTORRINAL

Figura 5: A la izquierda ubicación del hipocampo en el cerebro humano; Figura de “Maaske L., 
2016”. A la derecha conexiones principales desde la corteza entorrinal hacia las dendritas de las 
neuronas piramidales de las regiones CA1 y CA3 del hipocampo; Figura modificada de 
“McEwen, 2000”. 
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incremento sostenido en la eficiencia de la transmisión sináptica, incremento 

que puede durar por horas, y en un animal intacto por días o semanas. Esta 

facilitación se conoce como Potenciación a Largo Plazo (LTP -del inglés-  “Long 

Term Potentiation”) y se caracteriza por un aumento duradero en la eficacia de 

la transmisión sináptica glutamatérgica siendo una forma importante de 

plasticidad sináptica. Además, el LTP es un fenómeno aceptado como un 

mecanismo molecular para el aprendizaje y la memoria en el cerebro en el que 

las señales contextuales son relevantes (Phillips & LeDoux, 1992; Martin et al., 

2000). 

Mecanismos moleculares que participan en la generación de la Potenciación a 

Largo Plazo 

El LTP en las sinapsis del GD y CA1 del HP requiere de la participación 

del glutamato. El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el 

SNC que, una vez sintetizado, se almacena en vesículas en las terminales pre-

sinápticas de neuronas glutamatérgicas hasta la llegada de un potencial de 

acción, el cual provoca la fusión de dichas vesículas a la membrana pre-

sináptica y la liberación del neurotransmisor al espacio sináptico. 

Posteriormente el glutamato liberado actúa en las células blanco por unión a 

receptores ionotrópicos específicos que son de tipo α-amino-3-hidroxi-5-metil-

isoxazol (AMPA), ácido N-metil-D-aspártico (NMDA) y kainato; o a través de 

receptores metabotrópicos acoplados a proteínas G activando segundos 

mensajeros. Durante la transmisión sináptica normal, o de baja frecuencia, los 

receptores AMPA son los responsables del nivel de despolarización de la 

membrana, ya que los canales de los receptores NMDA se encuentran 

bloqueados por Mg+2. Solamente cuando la membrana de la célula post-

sináptica es adecuadamente despolarizada por acción cooperativa y 

simultánea de varias neuronas pre-sinápticas, estos receptores son 

desbloqueados desplazando al ion Mg+2 del interior del canal, el cual queda 

libre para permitir un aumento de la conductancia de Ca+2 hacia el interior 

celular (Izquierdo & Medina, 1995; Nicoll & Malenka, 1995). Esta entrada 

masiva de Ca+2 en la célula post-sináptica desencadena una cascada de 

reacciones bioquímicas de gran trascendencia para la generación del LTP 

(Bliss & Collingridge, 1993). La concentración intracelular elevada de Ca+2 
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activa diversas quinasas; proteína-quinasa A, proteína-quinasa C, proteína-

quinasa M zeta (PKMz), quinasas dependiente de calcio como la 

Ca2+/calmodulina (CaMKII) y proteína-quinasa de tirosina, entre otras (Martin 

et al., 2000), y genes de expresión temprana como Arc (del inglés- Activity 

Regulated Cytoskeleton-associated protein). Las quinasas mencionadas son 

las encargadas de fosforilar proteínas y activar ciertos factores de transcripción 

los cuales activan genes de acción tardía, de inicio más lento y mayor duración, 

capaces de codificar diversas proteínas, tales como fosfolipasa C, sinaptofisina, 

TrkA, TrkB (receptores para tirosina-quinasa tipo A y B respectivamente) y la 

subunidad NR2B del receptor NMDA (Izquierdo & Medina, 1997; Ahmed & 

Frey, 2005). Existen además mecanismos que, iniciados en el compartimento 

post-sináptico, actúan retrógradamente en la terminal pre-sináptica facilitando 

la liberación sostenida de glutamato desde la neurona pre-sináptica. Se ha 

postulado que uno de estos mecanismos es la producción de óxido nítrico 

(ON). La activación de la CaMKII induce la activación de la óxido nítrico sintasa 

neuronal (NOS-1) y por consiguiente la síntesis de ON, este mediador difunde 

al espacio sináptico y penetra en la pre-sinapsis para facilitar la liberación de 

glutamato (Burette et al., 2002; Liddie et al., 2013; Russwurm et al., 2001). 

CIRCUITO DE RECOMPENSA: 

Modulación funcional entre el hipocampo y el núcleo accumbens 

La activación del circuito de recompensa es una característica común en 

respuesta a la administración de distintas sustancias que generan adicción. 

Este circuito es el sitio de convergencia de la información motivacional, 

emocional, contextual y afectiva, es decir, los tipos de comportamientos que 

subyacen a la búsqueda compulsiva de sustancias adictivas. Está conformado 

por interconexiones entre estructuras del SNC: el área tegmental ventral (VTA), 

la Corteza prefrontal y el Núcleo Accumbens (NAc). El NAc o estriado ventral, 

actúa como una interfaz entre los sistemas límbicos y motores (Groenewegen 

et al., 1999; Wolf, 2002), y se divide funcional e histológicamente en dos 

subregiones el NAc core y el NAc shell. Se ha demostrado que el NAc core es 

particularmente importante en el aprendizaje instrumental como en la 

reinstalación de la conducta de auto-administración inducida por claves 
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asociadas al consumo de sustancias adictivas (McFarland & Kalivas, 2001). El 

NAc shell cumple un rol importante en la recompensa, las conductas 

motivacionales, la sensibilización conductual y los cambios en el estado 

afectivo (Zahm & Brog, 1992).  

Las sustancias adictivas como los opioides (Johnson & North, 1992), 

cannabinoides (Szabo et al., 2002), nicotina (Maskos et al., 2005), cocaína y 

anfetaminas (Sulzer et al., 2005), generan una “sensación de placer” debido a 

que usurpan el circuito de recompensa aumentando la liberación de dopamina 

(DA) en el NAc y otras áreas de este circuito, por estimulación de los cuerpos 

neuronales de DA en VTA o debido a que producen efectos similares a los de 

DA (Wolf et al., 2004). Entonces, una función normal de DA puede ser ayudar a 

consolidar el aprendizaje de estímulo-respuesta, por lo que las personas 

adquieren el hábito de perseguir estímulos gratificantes (Wolf, 2002). Las BZDs 

también son capaces de generar este aumento agudo de DA en el NAc por un 

mecanismo de desinhibición, es decir que eliminan el “freno” de la transmisión 

inhibitoria sobre los cuerpos celulares de DA en el VTA que se proyectan al 

NAc. Estos estudios también reportaron que el potencial adictivo de las BDZs 

depende del sitio de unión de las BDZs en el receptor GABA-A que contiene la 

subunidad α1 en el VTA (Figura 6) (Tan et al., 2011). 
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Las interconexiones entre estas áreas constituyen los principales 

circuitos neuronales implicados en la neurobiología de la adicción. Sin 

embargo, otras áreas del cerebro, tales como el HP y la amígdala, están 

implicados en la iniciación y mantenimiento de la adicción a drogas (Eisch & 

Mandyam, 2004). La gran mayoría de las conexiones aferentes que recibe el 

NAc son de tipo glutamatérgicas, provenientes de la corteza pre-frontal, la 

amígdala y del HP (Floresco, 2015), el cual proporciona información espacial y 

contextual acerca de diferentes estímulos (Brog et al., 1993; Sesack & Grace, 

2010). Por lo tanto, los cambios en la actividad neuronal del NAc que pueden 

conducir a patrones de comportamiento relevantes para la motivación son 

probablemente el resultado neto de aumentos/disminuciones en las aferencias 

glutamatérgicas (Floresco, 2015). 

La transmisión sináptica glutamatérgica dentro del NAc ha sido 

reconocida como el blanco principal de las sustancias adictivas para producir 

cambios sinápticos adaptativos y modular la producción del comportamiento 

(Han & Lu, 2016). En este sentido, ciertos estudios demostraron que las 

Figura 6: Representación esquemática del mecanismo de acción de las BDZs en el 

VTA. Imagen izquierda: Estructura de VTA con Interneuronas GABAérgicas inhibitorias 

(verde) que expresan receptores GABA-A que contienen la subunidad α1, y neuronas 

dopaminérgicas (rojo) que expresan receptores GABA-A que contienen la subunidad α3. 

Las BZDs activan los receptores GABA-A, como resultado neto se produce una 

disminución de la liberación de GABA por parte de las interneuronas inhibitorias en la 

sinapsis con neuronas dopaminérgicas. Imagen derecha: Estructura de NAc donde se 

produce un aumento de la liberación de dopamina. Figura modificada de “Tan et al., 

2011”. 
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sinapsis de las terminales glutamatérgicas del HP en el NAc también 

experimentan cambios neuroplásticos como el fenómeno del LTP, el cual es 

necesario para la formación de recuerdos contextuales relacionados con la 

recompensa (LeGates et al., 2018). Por su parte, el NAc también modula la 

plasticidad en el HP, es decir que estas estructuras se regulan funcionalmente 

de forma bi-direccional (Lopez et al., 2008). También se demostró que los 

astrocitos regulan la plasticidad sináptica glutamatérgica en el NAc controlando 

la concentración extracelular de glutamato a través de la captación y liberación 

coordinadas (Kalivas, 2009). 

Si bien la mayoría de las investigaciones que involucran cambios 

neurofisiológicos en las neuronas en los procesos de adicción, como en los 

fenómenos de aprendizaje y memoria, se han centrado en la plasticidad 

sináptica, también hay una evidencia creciente de la importancia de la 

plasticidad celular. La plasticidad celular, también conocida como plasticidad 

homeostática, implica cambios en la excitabilidad intrínseca de una célula 

nerviosa de una manera que no es específica de la sinapsis. Dado que ciertas 

características de la adicción a sustancias implican una mayor o menor 

sensibilidad a la misma, tiene sentido que la excitabilidad eléctrica mejorada o 

reducida de ciertas células nerviosas contribuya a estas adaptaciones 

conductuales (Chen et al., 2013). 

EL ÓXIDO NÍTRICO: 

El descubrimiento de la función del ON como una molécula de 

señalización en el sistema nervioso cambió radicalmente el concepto de la 

comunicación neuronal (Esplugues, 2002). Las propiedades físicas del ON 

impiden su almacenamiento en vesículas celulares y su metabolismo mediante 

enzimas hidrolíticas, a diferencia de los neurotransmisores “clásicos”. El ON se 

sintetiza por acción de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS -del inglés- nitric 

oxide synthase) dependiendo de su demanda y difunde desde las células 

donde se produce. Aunque su vida media es de unos pocos segundos, es 

capaz de difundir ampliamente, entre 10 – 300 µm de diámetro (Lancaster, 

1994), lo cual conlleva a que las estructuras cercanas a las células que lo 
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producen, tanto neuronas como glía, vasculatura, etc., estén influenciadas por 

su liberación, ya que puede atravesar las membranas celulares con facilidad. 

Esto implica que, además de actuar como un neurotransmisor, el ON tiene un 

papel neuromodulador (Garthwaite & Boulton, 1995). La particularidad de poder 

difundir dentro de las células le permite interaccionar con las dianas 

intracelulares que normalmente son consideradas mensajeros secundarios. 

Asimismo, a diferencia de los neurotransmisores convencionales, en los cuales 

su actividad termina mediante mecanismos de recaptación o por degradación 

enzimática, la inactivación del ON se produce cuando éste reacciona con un 

sustrato (Esplugues, 2002). 

La síntesis de ON en el cerebro surge de la conversión de L-arginina en 

L-citrulina mediante la NOS. Se han identificado tres isoformas principales de 

NOS: neuronal (nNOS o NOS-1), endotelial (eNOS o NOS-3) ambas de 

expresión constitutiva y dependientes de calcio, y la isoforma inducible (iNOS o 

NOS-2) (Bredt & Snyder, 1994). En el SNC, la isoforma de la NOS más 

abundante es la NOS-1, aunque NOS-3 y NOS-2 también están presentes 

(Esplugues, 2002). Además, todos los tipos celulares del SNC pueden contener 

la enzima; la NOS-1 se expresa fundamentalmente en determinadas 

poblaciones neuronales y astrogliales; la NOS-3 se encuentra principalmente 

en el endotelio de los vasos sanguíneos, pero también se puede localizar en 

ciertas neuronas, mientras que la expresión de la NOS-2 se localiza en la 

microglía y los astrocitos (Knowles & Moncada, 1994; Heneka & Feinstein, 

2001). Aunque la NOS-1 presenta tres variantes principales: NOS-1α (150-

kDa), NOS-1β (136-kDa) y NOS-1γ (125-kDa) (Brenman & Bredt, 1997), la 

NOS-1α representa la mayoría de la actividad catalítica de NOS-1 en el 

cerebro, ya que se observó que cuando se elimina NOS-1α en ratones, hay una 

reducción en el 95% de la actividad catalítica de NOS (Huang et al., 1993). 

La vida media del ON en sistemas biológicos es de unos cuantos 

segundos a temperatura ambiente (alrededor de 10, 30, o hasta 50 segundos) 

(Edelman & Gally, 1992; Clarkson et al., 1995; Wink et al., 1996), ya que se 

oxida formando nitritos y nitratos (Buga et al., 1996; Salter et al., 1996; Molina 

et al., 2002), los cuales son los metabolitos estables de este gas. 
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El óxido nítrico en el sistema nervioso central 

En el SNC, el ON se produce principalmente en interneuronas nitrérgicas 

locales ubicadas en diversas estructuras cerebrales (Bredt et al., 1990). La 

activación de receptores glutamatérgicos del tipo NMDA y AMPA promueven la 

síntesis de ON. La NOS-1 se une a través de la proteína de densidad 

postsináptica PSD95 a la subunidad NR2B del receptor NMDA (Brenman & 

Bredt, 1997), cuando este receptor se activa, el Ca2+ que entra a la célula a 

través de él se une a calmodulina y como consecuencia se activa la enzima 

NOS-1 y aumenta la producción de ON (Liddie et al., 2013). Una vez 

sintetizado, el ON interacciona rápidamente con su principal diana fisiológica, la 

guanilatociclasa (GCs) (Russwurm et al., 2001) que puede localizarse pre-

sinápticamente, mientras que la NOS-1 está situada post-sinápticamente, por lo 

que el ON actuaría como un neurotransmisor retrógrado (Burette et al., 2002). 

Asimismo, la NOS-1 puede localizarse en prolongaciones muy próximas a otras 

sinapsis, pudiendo modular tanto la liberación de neurotransmisores por parte 

del terminal pre-sináptico como la respuesta de la célula post-sináptica (Kiss & 

Vizi, 2001; West et al., 2002). 

El ON puede activar diferentes vías de señalización: activa la enzima 

GCs estimulando la producción de guanosin monofosfato cíclico (GMPc), de 

adenosin monofosfato cíclico (AMPc) y además puede reaccionar directamente 

con proteínas que contengan grupos sulfhidrilos de cisteína, fenómeno que se 

denomina S-nitrosilación de proteínas (Stamler et al., 2001; Garthwaite, 2008; 

Mustafa et al., 2009; Garthwaite, 2010). 

Funciones del óxido nítrico 

En el SNC, el ON participa en el desarrollo embrionario (Bredt & Snyder, 

1994), y en distintos procesos, como la nocicepción (Moore et al., 1991; Moore 

et al., 1993), la ansiedad (Quock & Nguyen, 1992), la actividad convulsiva 

(Kaputlu & Uzbay, 1997), la ingesta de alimentos (Morley & Flood, 1991), en la 

neurotoxicidad asociada a diversos procesos neurodegenerativos y en la 

transmisión sináptica (Yun et al., 1996; Bruckdorfer, 2005). Además, el ON 

también influye en la regulación de liberación de neurotransmisores como el 

GABA, acetilcolina, DA, serotonina (Guix et al., 2005) y glutamato (Sequeira et 
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al., 1997). También se ha demostrado que el ON cumple un rol fundamental en 

procesos de aprendizaje y memoria (Park et al., 1998) y en el mantenimiento 

del LTP en el HP (Bon & Garthwaite, 2003). En el NAc se ha demostrado que el 

ON modula la actividad de la membrana y las propiedades electrofisiológicas 

de las principales neuronas de esta estructura (West & Grace, 2004). 

 Por lo tanto, existe una creciente evidencia de que el ON es un 

componente crítico de la respuesta del SNC a una variedad de estímulos. 

Numerosos estudios demostraron que el ON participa en el desarrollo de la 

dependencia de algunas sustancias adictivas, como los opioides (Vaupel et al., 

1995; Gabra et al., 2005), etanol (Uzbay et al., 1997), nicotina (Jain et al., 

2008), cafeína (Kayir & Uzbay, 2004), cannabinoides (Azad et al., 2001), 

anfetaminas (Itzhak et al., 2004), cocaína (Gabach et al., 2013; Artur de la 

Villarmois et al., 2019) y BZDs (Talarek et al., 2011). Estas evidencias, sugieren 

que el ON podría ser un mecanismo en común en las neuroadaptaciones 

generadas durante la dependencia a estas sustancias adictivas. 

MARCO TEÓRICO PARA EL DESARROLLO DE LA HIPÓTESIS  

Experimentos previos del laboratorio han demostrado que el desarrollo 

de tolerancia al efecto sedante y la dependencia a DZ son procesos de 

aprendizaje de tipo asociativo, donde las claves contextuales que acompañan 

la administración de DZ cumplen un rol fundamental. También se observó que 

estos procesos están asociados a un incremento en la plasticidad sináptica en 

el HP, evidenciado como una reducción en el umbral para generar LTP en el 

GD. A nivel molecular, se demostró que el incremento en la plasticidad 

sináptica, tanto en animales tolerantes como dependientes a DZ, coincide con 

una sobre-expresión del ARNm que codifica para las subunidades NR1 y NR2B 

del receptor glutamatérgico de tipo NMDA en dicha estructura (Perez et al., 

2002). Los cambios en la composición de estas subunidades del receptor 

NMDA podrían contribuir con los efectos reforzantes de sustancias adictivas 

cuando se sobre-expresan en el NAc y en el HP, entre otras estructuras 

relacionadas con el circuito de la recompensa (Bajo et al., 2006; Kato et al., 

2007; Ma et al., 2007). Estos efectos no se observaron cuando se co-

administró un antagonista no competitivo del receptor NMDA (MK-801), 
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impidiendo tanto el desarrollo de tolerancia condicionada a DZ, la sobre-

expresión de las subunidades del receptor NMDA, la generación del LTP en el 

HP (Almiron et al., 2004), y la dependencia a DZ. Además, se demostró que el 

efecto ansiogénico, característico del síndrome de abstinencia a DZ, estuvo 

acompañado por un incremento en la actividad de las neuronas 

noradrenérgicas del Locus Coeruleus (Perez et al., 2001) y las neuronas 

serotoninérgicas del Núcleo del Rafe Dorsal (Almiron & Ramirez, 2005). Todos 

estos cambios pueden contribuir tanto a los signos físicos del síndrome de 

abstinencia que involucran  funciones autonómicas y a la ansiedad observada, 

como al aumento en la plasticidad sináptica en el HP, que subyacen a la 

dependencia y abstinencia a DZ (Perez et al., 2001; Shen et al., 2009; Monti et 

al., 2010). 

 Por otro lado, como se mencionó en los mecanismos moleculares del 

LTP (ver página 26), la entrada masiva de Ca+2 en la célula post-sináptica 

luego de la activación del receptor NMDA, desencadena una cascada de 

reacciones bioquímicas, activando diversas quinasas (Martin et al., 2000). Las 

quinasas son las encargadas de fosforilar proteínas y activar ciertos factores de 

transcripción. Uno de estos intermediarios es Arc, el cual esta involucrado en 

procesos de plasticidad sináptica inducidos por actividad neuronal vinculada a 

procesos de  aprendizaje y memoria espacial (Tzingounis & Nicoll, 2006) que 

promueven la expansión local del citoesqueleto de actina (Messaoudi et al., 

2007). Otra quinasa cuya fosforilación y activación sostenida es necesaria para 

el mantenimiento del LTP en el HP y de memorias de larga duración es la 

PKMz (Serrano et al., 2005). Luego de que se conoció que la polimerización de 

actina es crítica para la síntesis de PKMz se ha propuesto una relación entre 

Arc, PKMz y el LTP, llevando a un grupo de autores a sugerir la posibilidad de 

un mecanismo secuencial de mantenimiento del LTP, en el que la 

estabilización de actina dependiente de Arc promueve la síntesis de PKMz y la 

expresión del LTP (Kelly et al., 2007; Messaoudi et al., 2007). Esta cascada de 

señalización intracelular fue estudiada en el grupo de investigación, y se 

demostró que el desarrollo de dependencia condicionada a DZ está asociada a 

un aumento de células positivas para Arc en el HP dorsal, y que la PKMz 

participa en este proceso, ya que la inhibición de PKMz fue capaz de prevenir 
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el comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia a DZ y la facilitación 

en la plasticidad sináptica asociada, aportando evidencias en torno a una 

posible participación de esta quinasa en el mantenimiento de memorias 

relacionadas a los efectos de sustancias adictivas (Monti et al., 2010; Monti et 

al., 2012). 

Otro intermediario importante en la excitabilidad neuronal y en la 

plasticidad sináptica en el HP y otras áreas del cerebro es el ON (Prast & 

Philippu, 2001). Conductualmente, se ha demostrado que la administración 

aguda de inhibidores no selectivos de NOS atenúa algunos de los signos del 

síndrome de abstinencia a BZDs en ratas y ratones, como las convulsiones 

inducidas por pentetrazol, la hipermotilidad y la disminución del peso corporal 

(Talarek et al., 2011). Sin embargo, no se ha descripto el rol del ON en la 

expresión de ansiedad como signo del síndrome de abstinencia a BZDs, ni en 

los mecanismos moleculares que subyacen a este fenómeno. 

Entonces, si el desarrollo de dependencia a DZ es un proceso de 

aprendizaje dependiente del contexto y este proceso está asociado con un 

aumento del LTP en el HP; teniendo en cuenta que el ON es un intermediario 

esencial para el mantenimiento del LTP como para procesos de aprendizajes 

asociativos en el HP, y que el HP y el NAc se regulan funcionalmente de 

manera bi-direccional contribuyendo a las conductas reforzantes inducidas por 

sustancias adictivas, se podría hipotetizar que: la interferencia del proceso 

de aprendizaje asociativo que subyace al desarrollo de dependencia a DZ 

puede revertir los cambios plásticos dependientes del ON en el HP 

evitando la expresión de un comportamiento de “tipo ansioso” durante la 

abstinencia a DZ. Además, debido a la participación del NAc en los 

efectos reforzantes de las BZDs, la abstinencia a DZ induce cambios en la 

plasticidad celular y en la transmisión nitrérgica en esta estructura. 
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Con el fin de identificar nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento 

de la dependencia a DZ, el OBJETIVO GENERAL de este trabajo es prevenir 

la expresión del comportamiento de “tipo ansioso” característico del síndrome 

de abstinencia a DZ, caracterizando los cambios plásticos en estructuras 

cerebrales que participan en procesos de aprendizaje asociativo y de 

recompensa, como el HP y el NAc a través de mecanismos mediados por el 

ON. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

OBJETIVO I: Interferir con el proceso de aprendizaje asociativo que subyace al 

desarrollo de dependencia a DZ utilizando un protocolo de interferencia 

cognitiva para prevenir la expresión del comportamiento de “tipo ansioso” 

característico del síndrome de abstinencia a DZ. 

OBJETIVO II: Caracterizar el impacto de la interferencia cognitiva en las 

variaciones de la excitabilidad neuronal descriptas en el HP luego de la 

discontinuación de la administración crónica de DZ. 

OBJETIVO III: Caracterizar la participación del ON luego de la discontinuación 

de la administración crónica de DZ, determinando si la interferencia cognitiva 

afecta la expresión de NOS-1 en el HP. 

OBJETIVO IV: Determinar si la inhibición farmacológica de NOS-1 

desencadena los cambios comportamentales y electrofisiológicos observados 

con la interferencia cognitiva. 

OBJETIVO V: Caracterizar los cambios en la plasticidad sináptica funcional y 

estructural, y en la neurotransmisión nitrérgica en el NAc, luego de la 

discontinuación de la administración crónica de DZ. 

Con el objetivo de que la lectura de este trabajo sea más fluida, se 

utilizaron frases como: “expresión de ansiedad”, “expresión de abstinencia”, 

“animales dependientes”, “animales ansiosos” o “comportamiento ansioso”, las 

cuales hacen referencia al comportamiento de “tipo ansioso” como uno de los 

síntomas característico del síndrome de abstinencia, luego de la 

discontinuación de la administración crónico de DZ. 
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MÉTODOS GENERALES: 

Sujetos experimentales: Se utilizaron ratas Wistar macho de 35 días de edad al 

comienzo del tratamiento con el propósito de mimetizar la adolescencia en 

humanos (Caballero & Tseng, 2016). Esta edad fue seleccionada considerando 

que los desórdenes de ansiedad son altamente prevalentes en los jóvenes y 

están asociados a una alta morbilidad y un riesgo incrementado de intentos de 

suicidio o comportamientos autolesivos (Foley et al., 2006; Jacobson et al., 

2008; Merikangas et al., 2010; Kessler et al., 2012). Las BZDs son prescriptas 

comúnmente para el tratamiento de estos trastornos aunque no constituyen el 

tratamiento de primera línea (Wehry et al., 2015). Además, reportes recientes 

indican que los sedantes y tranquilizantes constituyen casi el 10 % de todos los 

medicamentos de prescripción utilizados de manera recreacional por los 

adolescentes (NIDA, 2015), siendo el rango etario de 18-25 años el que 

presenta un mayor consumo no médico de BZDs (Maust et al., 2019). 

Los animales fueron obtenidos por endocría en el bioterio del 

Departamento de Farmacología, de la Facultad de Ciencias Químicas, UNC 

(IFEC-CONICET) y mantenidos en un ciclo luz-oscuridad de 12 horas (horas de 

luz de 7:00 a 19:00 hs) a una temperatura de 22ºC ± 2ºC. Se alojaron en 

grupos de 3 o 4 individuos en cajas de plástico estándar de laboratorio, con 

disponibilidad permanente de agua y alimento (dieta comercial balanceada 

para ratas y ratones de laboratorio). Los procedimientos experimentales fueron 

realizados entre las 9:00 y 12:00 hs. Los animales fueron habituados al 

contacto con el experimentador, para ello fueron trasladados a una habitación 

diferente, manipulados y luego devueltos a sus cajas y a su sala de alojamiento 

común. Este procedimiento se repitió durante los 6 días previos a iniciar los 

tratamientos experimentales. Las ratas fueron asignadas al azar a los distintos 

grupos experimentales y cada una fue utilizada una sola vez.  

Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a la Guía de uso 

y cuidado de Animales de laboratorio (NIH Publicación N° 80-23, revisado 

1996) y aprobados por el CICUAL-FCQ- Universidad Nacional de Córdoba 

(RES-48-2015). 
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Drogas utilizadas en animales: Se utilizaron ampollas de DZ disponibles 

comercialmente (10mg/2ml, Klonal SRL, Argentina); Vehículo (VEH), que 

contiene agua destilada, Tween 80 (0,3%, Sigma Aldrich-Fluka, Argentina) y 

propilenglicol (5%, Sintorgan SA, Argentina); solución Salina (0,9 % NaCl); 7-

Nitroindazole (7-NI, Sigma Aldrich, Argentina) diluido en Cremophor EL (Sigma 

Aldrich, Argentina) al 10% y en solución salina. 

El DZ se utilizó en una dosis sedante de 5 mg/kg/día, ya que trabajos 

previos del laboratorio demostraron la expresión de un comportamiento de “tipo 

ansioso” característico del síndrome de abstinencia a DZ, luego de la 

interrupción de la administración crónica (18 días) de DZ (5 mg/kg) (Perez et 

al., 2001; Perez et al., 2002; Monti et al., 2010; Monti et al., 2012). La selección 

de la dosis de 7-NI se basó en antecedentes que demostraron que la 

administración de 7-NI (30mg/kg) por vía intraperitoneal (i.p.) en ratas, fue 

capaz de inhibir la actividad de la enzima NOS en el estriado, cerebelo, HP, 

corteza y bulbo olfatorio, por lo tanto se decidió utilizar una dosis de 50 mg/kg 

para asegurar la inhibición completa de la enzima (MacKenzie et al., 1994). 

Además, en  resultados de previos se demostró que la administración de 50 

mg/kg/día de 7-NI por vía i.p. no afectó la actividad locomotora de ratas (Nasif 

et al., 2011; Gabach et al., 2013). 

Estadística: Para el análisis de los resultados se utilizó el programa estadístico  

GraphPad Prism 6. El tipo de análisis que se utilizó se detalla en cada capítulo 

en la sección de resultados.  Los resultados se expresan como la media ± SEM 

(error estándar de la media) y el nivel de significancia utilizado fue de un valor 

de p<0,05. Todas las comparaciones de las medias fueron realizadas con el 

test a posteriori Newman–Keuls. Con el objetivo de verificar la homogeneidad 

de varianza se utilizaron los test de "Brown-Forsythe" y de "Bartlett's", una vez 

que se verificó que los datos a analizar cumplían con el criterio de distribución 

normal se realizaron los correspondientes test paramétricos utilizados a lo largo 

de esta tesis. 

Las metodologías específicas de cada técnica y los diseños 

experimentales, se desarrollan dentro de cada objetivo según 

corresponda.



 

  

OBJETIVO I 
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OBJETIVO I 

Interferir con el proceso de aprendizaje asociativo que subyace al desarrollo de 

dependencia a DZ utilizando un protocolo de interferencia cognitiva para 

prevenir la expresión del comportamiento de “tipo ansioso” característico del 

síndrome de abstinencia a DZ. 

ANTECEDENTES: 

El contexto ambiental de una experiencia inducida por una droga de 

abuso es crucial para el comportamiento de búsqueda de la droga y la recaída 

al consumo en humanos adictos (Hyman & Malenka, 2001). Además, el 

aprendizaje y la memoria, particularmente las memorias contextuales, son 

importantes para el establecimiento de respuestas condicionadas a las drogas 

de abuso (Hyman & Malenka, 2001; Taubenfeld et al., 2010). 

Existen reportes clínicos y de laboratorio que indican que la exposición a 

determinadas claves contextuales que estuvieron presentes durante la 

administración de la droga, después de un período prolongado de ausencia de 

exposición a la misma, promueven a que el individuo experimente nuevamente 

el síndrome de abstinencia. Esas manifestaciones de la abstinencia pueden 

estar relacionadas con las respuestas anticipatorias, dadas por el apareamiento 

de los estímulos incondicionados (droga) con los condicionados (olores, 

pinchazos), que pueden ser iguales u opuestas a los efectos que produce la 

droga.  

Resultados previos demostraron que un tratamiento de 18 días con DZ 

en ratas Wistar produce el desarrollo de dependencia, la cual se pone en 

evidencia luego de la discontinuación del tratamiento y la consecuente 

aparición de un signo del síndrome de abstinencia, caracterizado por un 

comportamiento de “tipo ansioso” (Perez et al., 2001; Perez et al., 2002) que es 

evidente hasta 4 días después de la interrupción de la administración de DZ 

(Monti et al., 2010). Este signo característico del síndrome de abstinencia 

puede ser evidenciado nuevamente luego de dos semanas de la interrupción 

del fármaco, cuando los mismos animales son re-expuestos a las claves 

contextuales que habían estado presente la primera vez que mostraron un 
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comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia a DZ (Monti et al., 

2010). Por otro lado, se reportó que al cambiar las claves contextuales que 

acompañaron la administración crónica de DZ, no se evidenció un 

comportamiento de “tipo ansioso” como indicador del síndrome de abstinencia, 

cuando este fue evaluado 1 o 15 días después de la interrupción del fármaco 

(Perez et al., 2002; Monti et al., 2010). También, se demostró que la pre-

exposición al contexto de administración impidió el desarrollo de tolerancia al 

efecto hipolocomotor después de 4 días de administración de DZ (Marin et al., 

1999). 

Estos resultados concuerdan con la teoría de que un aprendizaje 

asociativo, específico del contexto, subyace al desarrollo de tolerancia y 

dependencia a DZ. Por lo tanto, en este trabajo se evaluó si la interferencia de 

este condicionamiento mediante un protocolo de inhibición latente (pre-

exposición al contexto de administración de DZ) durante los últimos días de un 

tratamiento crónico es capaz de prevenir la expresión de ansiedad como 

manifestación del síndrome de abstinencia.   

MÉTODOS: 

Protocolos de administración: 

Protocolo de Inhibición Latente: Los animales fueron inyectados diariamente 

por vía i.p. con DZ (5 mg/kg) o VEH durante 18 días (Figura 7). Durante los 

últimos 5 días fueron pre-expuestos al contexto de administración de DZ, 

donde recibieron una inyección i.p. de solución salina 30 minutos antes de la 

administración de DZ o VEH, obteniendo los grupos experimentales IL-DZ e IL-

VEH. 

 

Figura 7: Esquema que muestra el diseño experimental utilizado para el protocolo de inhibición latente. 

LCE (Laberinto en cruz elevado). 

DZ 5 mg/kg/día  o VEH (i.p.)

salina (i.p.) abstinencia

LCE

TEST

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
19 20

1 2 3 4 5
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Protocolo Control: Los animales recibieron dos inyecciones (i.p.) simultaneas 

durante 18 días. Los primeros 13 días, recibieron una inyección sin solución 

(solo pinchazo: simulación de administración) y la otra inyección con DZ o VEH. 

En los últimos 5 días del tratamiento fueron administrados de forma simultánea 

con DZ o VEH y solución salina, obteniendo los grupos experimentales C-DZ y 

C-VEH. 

 

Figura 8: Esquema que muestra el diseño experimental utilizado para el protocolo control. LCE (Laberinto 

en cruz elevado). 

Con el objetivo de preservar las claves ambientales que acompañaron a 

la administración de DZ, todas las inyecciones y manipulación que recibieron 

los animales fueron realizadas por el mismo operador, en la misma ubicación 

de la sala de inyección y con un paño de tela específico utilizado durante todo 

el tratamiento. 

 Diferentes ensayos clínicos han demostrado que los signos que mejor 

caracterizan el síndrome de abstinencia, y por lo tanto demuestran la 

dependencia a BZDs luego de discontinuar el tratamiento crónico, son: la 

ansiedad, el espasmo muscular y las convulsiones (Woods et al., 1987; 1992). 

Además, el tiempo de vida media del DZ en ratas cuando se administra por vía 

i.p., es de 0,89 y 0,88 horas en el cerebro y en el plasma respectivamente 

(Friedman et al., 1986). Por lo tanto, en este trabajo se evaluó la expresión de 

un comportamiento de “tipo ansioso” como manifestación del síndrome de 

abstinencia en ausencia de DZ circulante en plasma o cerebro. Para ello, todos 

los animales fueron evaluados en el Laberinto en Cruz Elevado 48 horas 

después de la última administración de DZ. 

 

DZ 5 mg/kg/día  o VEH (i.p.)

salina (i.p.) abstinencia

LCE 

TEST

Inyecciones (Simulación de administración)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
19 20

1 2 3 4 5



Emilce Artur de la Villarmois  OBJETIVO I 

 

45 
 

 

Laberinto en cruz elevado: 

El laberinto en cruz elevado (LCE) consiste en dos brazos abiertos (BA) 

opuestos y dos brazos cerrados (BC) también opuestos, con paredes de 40 cm 

de alto, sin techo. Los brazos (50 x 10cm) se encuentran enfrentados de tal 

manera que forman una cruz y en el medio se encuentra una plataforma central 

de 10 x 10 cm. Todo el aparato se encuentra elevado a 50 cm del suelo (Figura 

9). Este test, validado para medir un “índice del nivel de ansiedad” en roedores 

(Pellow et al., 1985; Pellow & File, 1986), está basado en la tendencia natural 

de estos animales a permanecer en la oscuridad, en los lugares cerrados y por 

su aversión innata a la exposición a las alturas o a los espacios abiertos. Como 

consecuencia, las ratas expuestas al LCE tienden a evitar los brazos abiertos y 

a permanecer más tiempo en los brazos cerrados. El LCE fue colocado en una 

habitación con bajo nivel de ruido y los animales fueron habituados a la sala 

durante 1 hora antes de ser testeados. Durante el test, el animal es colocado 

en la plataforma central y se lo  deja explorar libremente durante 5 minutos, en 

este punto al animal se le presenta el conflicto de salir a explorar libremente a 

los brazos abiertos o permanecer resguardado y seguro en los brazos 

cerrados. El porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos 

(%TA), el número de entradas en los brazos abiertos y el número de llegadas a 

los extremos de los brazos abiertos, son tomados en conjunto como un “índice 

del nivel de ansiedad”, siendo el %TA el parámetro más comúnmente 

empleado como indicador de ansiedad. El número de entradas en los brazos 

cerrados está relacionado con la actividad locomotora y representa una medida 

de la misma. Luego de testear a cada animal el LCE se limpia con una solución 

de alcohol 70%. El criterio a utilizar para clasificar a los animales en 

dependientes o no dependientes fue caracterizado y utilizado previamente por 

el grupo de investigación. Aquellos animales que recibieron DZ y cuyo valor de 

%TA es comparable con el grupo control (VEH) son considerados como 

animales no dependientes (DZ-ND), mientras que aquellos animales que 

recibieron DZ y presentan un %TA menor o igual al 12% son considerados 

como animales dependiente (DZ-D) (Perez et al., 2002).  
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Figura 9: Laberinto en cruz elevado. A la izquierda se muestra una foto tomada del LCE durante un 

experimento. A la derecha se muestra un esquema representativo del LCE. En ambas figuras se pueden 

observar los brazos abiertos, los brazos cerrados y la plataforma central donde se coloca el animal. 

Test de campo abierto: 

Para evaluar si la administración crónica de DZ altera la actividad 

locomotora espontánea, se utilizó un grupo diferente de animales los cuales 

recibieron DZ o VEH utilizando el protocolo Control. Cuarenta y ocho hs 

después de la última administración los animales fueron testeados en la prueba 

de campo abierto. El aparato empleado consiste en una caja de madera 

cuadrada (60 x 60 x 60 cm), cuya base está pintada de gris y dividida por finas 

líneas negras, en 16 cuadrados idénticos e iluminada por dos bombillas (100-W 

entre ambas), con una cámara de video digital entre ellas. La caja fue colocada 

en una habitación con bajo nivel de ruido y las ratas fueron habituadas a la sala 

durante 1 h antes de ser testeadas. Cada animal fue colocado en la caja de 

madera de forma individual y evaluado durante 10 minutos. La actividad 

locomotora de cada animal se cuantificó midiendo el número de cuadrados que 

el animal cruza mientras camina, considerando que cruza de un cuadrado a 

otro cuando pasan sus cuatro patas. 

RESULTADOS: 

La inhibición latente evita la expresión del comportamiento de "tipo 

ansioso" característico del síndrome de abstinencia de DZ. 

El ANOVA de dos vías del %TA muestra un efecto significativo del 

tratamiento (VEH vs. DZ) [F(1, 50)= 7,09; p=0,0104] y del protocolo (control vs. 
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IL) [F(1, 50)= 4,57; p=0,0375], sin efecto de la interacción tratamiento x protocolo  

[F(1, 50)= 0,81; p=0,3718; Figura 10-A]. En el protocolo control, el análisis a 

posteriori muestra que el %TA fue significativamente menor en el grupo C-DZ 

(14,5 ± 2,4) cuando se comparó con el grupo C-VEH (25,9 ± 1,7; *p<0,05); 

mientras que en el protocolo  de IL no se encontraron diferencias significativas 

entre los grupos IL-DZ (24,2 ± 3,3) e IL-VEH (29,9 ± 3,4; p>0,05).  Además se 

observó que el %TA en el grupo C-DZ fue significativamente menor que en el 

grupo LI-DZ (*p<0,05), y no se encontraron diferencias entre los grupos C-VEH, 

LI-VEH y LI-DZ (p>0,05). Cuando se analizó el número de entradas en los BA 

(Figura 10-B), el ANOVA de dos vías mostró un efecto significativo del 

protocolo [F(1, 50)= 5,84; p= 0,0193], sin efecto del tratamiento [F(1, 50)= 3,03; 

p=0,0878] ni de la interacción tratamiento x protocolo [F(1, 50)= 1,98; p=0,1656]. 

El análisis Newman–Keuls indicó que en el protocolo Control, el número de 

entradas en los BA fue significativamente menor en C-DZ (2,3 ± 0,4) cuando se 

comparó con C-VEH (3,8 ± 0,4; *p<0,05); mientras que en el protocolo de IL no 

se encontraron diferencias significativas entre IL-DZ (4,1 ± 0,5) e IL-VEH (4,3 ± 

0,6; p>0,05).  Además, este parámetro fue significativamente menor en el 

grupo C-DZ cuando se comparó con IL-DZ (*p<0,05), y no se encontraron 

diferencias entre los grupos IL-DZ, IL-VEH y C-VEH (p>0,05). Por otro lado, el 

análisis de las llegadas a los extremos de los BA (Figura 10-C), evidenció un 

efecto significativo del protocolo [F(1, 50)= 6,51; p=0,0139], sin efecto del 

tratamiento [F(1, 50)= 0,18; p=0,6736] ni de la interacción tratamiento x protocolo 

[F(1, 50)= 1,29; p=0,2617]. El test a posteriori indicó que las llegadas a los 

extremos fueron significativamente menores en el grupo C-DZ (1,5 ± 0,3) 

cuando se comparó con el grupo IL-DZ (3,2 ± 0,5; *p<0,05), sin diferencias 

significativas cuando se comparó con los grupos C-VEH (2,2 ± 0,4; p>0,05) e 

IL-VEH (2,9 ± 0,5; p>0,05). No se observaron diferencias significativas entre los 

grupos IL-DZ, IL-VEH y C-VEH (p>0,05). Por otro lado cuando se analizó el 

número de entradas en los BC (Figura 10-D), el ANOVA de dos vías no mostró 

un efecto significativo del protocolo [F (1, 50) =2,41; p=0,1268], del tratamiento [F 

(1, 50) =0,62; p=0,4343], ni de la interacción tratamiento x protocolo [F (1, 50) 

=2,41; p=0,1268], indicando que no se evidenciaron cambios en la actividad 

locomotora en el LCE entre los grupos experimentales. 
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Figura 10: Resultados conductuales del LCE 48 horas después de la última administración de DZ. 

Los gráficos de barras que representan la media ± SEM y la dispersión de los resultados individuales 

muestran: A) Porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos (%TA) de los animales que 

recibieron VEH y DZ con el protocolo de IL y control (*p<0,05 comparado con todos los grupos). B) 

Número de en entradas en los brazos abiertos (BA) de los animales que recibieron VEH y DZ con el 

protocolo de IL y control (*p<0,05 comparado con todos los grupos). C) Número de llegadas a los 

extremos de los brazos abiertos (BA) de los animales que recibieron VEH y DZ con el protocolo de IL y 

control (*p<0,05 entre IL-DZ y C-DZ). D) Número de entradas en los brazos cerrados (BC) de los animales 

que recibieron VEH y DZ con el protocolo de IL y control. El número de valores analizados para cada 

gráfico fue de: Protocolo Control (VEH n=10; DZ n=21), Protocolo de Inhibición Latente (VEH n=7; DZ 

n=16). 

Cuando se analizaron diferencialmente los animales tratados con DZ 

utilizando el protocolo control teniendo en cuenta el criterio de dependencia, es 

decir que mostraron un %TA menor o igual al 12% (ver métodos), se observó 

que el 38,1% cumplieron dicho criterio (DZ-D) mientras que el 61,9% de los 

animales expresaron un %TA mayor al 12% (DZ-ND; Tabla 1). Teniendo en 

cuenta este criterio de dependencia, el ANOVA  de una vía mostró una 

diferencia significativa en el %TA [F(2, 28) =46,02; p=0,0001; Figura 11-A]. El 

análisis a posteriori mostró una disminución significativamente en el grupo DZ-

D (2,9 ± 0,9) cuando se comparó con los grupos VEH (25,9 ± 1,7;*p<0,05) y 

DZ-ND (21,9 ± 1,8; *p<0,05). No se observaron diferencias entre los grupos 

DZ-ND y VEH (p>0,05). En el número de entradas en los BA se observó un 

efecto significativo entre los grupos [F(2, 28)= 17,22; p=0,0001; Figura 11-B]. La 
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comparación de las medias con el test Newman–Keuls evidenció una reducción 

significativa en el número de entradas en los BA en el grupo DZ-D (0,75 ± 0,25) 

cuando se comparó con los grupos VEH (3,8 ± 0,39, *p<0,05) y DZ-ND (3,23 ± 

0,36, *p<0,05). No se encontraron diferencias significativas entre  DZ-ND y 

VEH (p>0,05). También se observó un efecto significativo en la llegada a los 

extremos de los BA [F(2,28)= 11,74; p=0,0002; Figura 11-C], el análisis a 

posteriori demostró una disminución significativa en el grupo DZ-D (0,25 ± 0,16) 

cuando se lo comparó con los grupos VEH (2,2 ± 0,36, *p<0,05) y DZ-ND (2,23 

± 0,3, *p<0,05). No se encontraron diferencias entre los grupos DZ-ND y VEH 

(p>0,05). Cuando se analizó  el número de entradas en los BC, el ANOVA  de 

una vía, no mostró diferencias entre los grupos [F(2,28)=0,7; p=0,5035; Figura 

11-D]. 

Figura 11: Resultados conductuales del LCE 48 horas después de la última administración de DZ 

utilizando el protocolo control. Los gráficos de barras que representan la media ± SEM y la dispersión 

de los resultados individuales muestran: A) Porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos 

(%TA) de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND (*p<0,05 comparado con todos los grupos). B) Número de 

entradas en los brazos abiertos (BA) de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND (*p<0,05 comparado con todos 

los grupos). C) Número de llegadas a los extremos de los brazos abiertos (BA) de los grupos VEH, DZ-D y 

DZ-ND (*p<0,05 comparado con todos los grupos). D) Número de entradas en los brazos cerrados (BC) 

de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND. El número de valores analizados para cada gráfico fue de: VEH 

(n=10), DZ-D(n=8), DZ-ND n=13). 
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Cuando se analizaron diferencialmente los animales tratados con DZ 

utilizando el protocolo IL, teniendo en cuenta el criterio de dependencia, en este 

caso se observó que el 18,75% de los animales expresaron dependencia (DZ-

D) mientras que el 81,25% pertenecieron al grupo DZ-ND (Tabla 1). El análisis 

poblacional (chi-cuadrado) no mostró una asociación entre el tratamiento 

(control o IL) y el número de ratas de cada condición (DZ-D y DZ-ND) [X2
(0,95)= 

1,63, df=1; p=0,2022]. 

PROTOCOLO DZ-D (%) DZ-ND (%) 

CONTROL 38,1 61,9 

INHIBICIÓN LATENTE 18,75 81,25 

Tabla 1: Distribución de animales dependientes y no dependientes expuestos a distintos protocolos de 

administración de diazepam (p> 0,05). 

 

En los animales sometidos al protocolo de IL teniendo en cuenta el 

criterio de dependencia, el ANOVA de una vía mostró una diferencia 

significativa en el %TA [F(2, 20) =9,47; p=0,0013; Figura 12-A]. El análisis a 

posteriori mostró una disminución significativa en el grupo DZ-D (4,4 ± 1,78) 

cuando se comparó con los grupos VEH (29,89 ± 3,42; *p<0,05) y DZ-ND 

(28,83 ± 2,76; *p<0,05). No se observaron diferencias entre los grupos DZ-ND y 

VEH (p>0,05). Cuando el número de entrada en los BA fue analizado (Figura 

12-B), se observó un efecto significativo entre los grupos [F(2,20)= 8,4; 

p=0,0022]. La comparación de las medias con el test Newman–Keuls evidenció 

una reducción significativa en el número de entradas en los BA en el grupo DZ-

D (1,33 ± 0,33) cuando se comparó con los grupos VEH (4,28 ± 0,61; *p<0,05) 

y DZ-ND (4,77 ± 0,34; *p<0,05). No se encontraron diferencias significativas 

entre  DZ-ND y VEH (p>0,05). También se observó un efecto significativo en la 

llegada a los extremos de los BA [F(2,20)= 6,77; p=0,0057; Figura 12-C], el 

análisis a posteriori demostró una disminución significativa de las llegadas a los 

extremos en el grupo DZ-D (0,33 ± 0,33) cuando se lo comparó con los grupos 

VEH (2,86 ± 0,51) y DZ-ND (3,85 ± 0,46; *p<0,05). No se encontraron 

diferencias entre los grupos DZ-ND y VEH (p>0,05). Por otro lado, el ANOVA  
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de una vía, no mostró diferencias en el número de entrada en los BC entre los 

grupos [F(2,20)=1,61; p=0,2248; Figura 12-D]. 

Figura 12: Resultados conductuales del LCE 48 horas después de la última administración de DZ 

utilizando el protocolo de Inhibición Latente. Los gráficos de barras que representan la media ± SEM y 

la dispersión de los resultados individuales muestran: A) Porcentaje del tiempo de permanencia en los 

brazos abiertos (%TA) de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND (*p<0,05 comparado con todos los grupos). B) 

Número de entradas en los brazos abiertos (BA) de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND (*p<0,05 comparado 

con todos los grupos). C) Número de llegadas a los extremos de los brazos abiertos (BA) de los grupos 

VEH, DZ-D y DZ-ND (*p<0,05 comparado con todos los grupos). D) Número de entradas en los brazos 

cerrados (BC) de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND. El número de valores analizados para cada gráfico fue 

de: VEH (n=7), DZ-D (n=3), DZ-ND n=13). 

 

Con el objetivo de evaluar si la administración repetida de DZ altera la 

actividad locomotora espontanea que puede llevar a una interpretación 

incorrecta del comportamiento de “tipo ansioso” testeado en el LCE, se realizó 

el test de campo abierto en un grupo diferente de animales utilizando el 

protocolo control. El t-test no apareado no mostró diferencias significativas 

entre los grupos analizados [t(16, 0,05)=0,39; p=0,6957; Figura 13]. Esto sugiere 
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que las diferencias conductuales que se observaron en los distintos grupos 

experimentales en el LCE, no son debidas a una alteración de la actividad 

locomotora de los animales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Resultados conductuales del test de campo abierto 48 horas después de la última 

administración de DZ utilizando el protocolo control. El gráfico de barra que representa la media ± 

SEM y la dispersión de los resultados individuales muestra la actividad locomotora de los grupos VEH 

(n=7) y DZ (n=11).  

CONCLUSIONES PARCIALES: 

Los resultados obtenidos en este capítulo confirman resultados previos, 

donde se demostró que el desarrollo de dependencia a DZ es un proceso de 

aprendizaje de tipo asociativo, el cual puede ser interrumpido con la pre-

exposición al contexto de administración que formó parte durante el tratamiento 

crónico a DZ, los últimos 5 días del tratamiento. Por lo tanto se demostró que el 

protocolo de IL fue eficaz para prevenir la expresión de la abstinencia a DZ, ya 

que el incremento del comportamiento de “tipo ansioso” evidenciado en el LCE 

con el tratamiento control no se observó cuando los animales recibieron DZ con 

el protocolo de IL. 

Cuando se analizó la distribución poblacional de animales entre los 

protocolos de administración de DZ, si bien el chi-cuadrado no mostró una 

diferencia significativa entre los porcentajes de animales DZ-D y DZ-ND, se 

observó una tendencia al aumento de animales no dependientes cuando se 

utilizó el protocolo de IL ya que el 81,25% de los animales que recibieron DZ no 
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evidenciaron un incremento de “ansiedad”, mientras que con el protocolo 

control el 61,9% de los animales no expresaron “ansiedad” luego de la 

discontinuación de la administración de DZ. Este cambio en los porcentajes de 

animales DZ-ND podría explicar la eficacia del protocolo de IL para prevenir la 

expresión del comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia a DZ. 

Por lo tanto la diferenciación conductual entre animales dependientes y no 

dependientes permitió abordar en los próximos capítulos el estudio de posibles 

mecanismos que subyacen al desarrollo y/o expresión de dependencia a DZ. 

Por último es importante destacar que la diferenciación conductual entre 

animales DZ-D y DZ-ND reproducen reportes en humanos en relación a la 

expresión de la abstinencia a DZ, ya que la dependencia es un fenómeno que 

presenta una notable variabilidad inter-individual y la intensidad de la necesidad 

o compulsión por consumir varía entre las diversas personas. En el caso de las 

BZDs, aproximadamente el 35% de los pacientes tratados durante más de 4 

semanas desarrollan dependencia,  y cuanto mayores hayan sido las dosis 

utilizadas y más prolongado el tratamiento, más intenso es el síndrome de 

abstinencia (Hurlé et al., 2008).  



 

  

OBJETIVO II 
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OBJETIVO II 

Caracterizar el impacto de la interferencia cognitiva en las variaciones de la 

excitabilidad neuronal descriptas en el HP luego de la discontinuación de la 

administración crónica de DZ. 

ANTECEDENTES: 

Como se ha descripto en esta tesis y en trabajos anteriores, el desarrollo 

de dependencia a DZ por la administración crónica subyace a procesos de 

aprendizaje asociativo y memoria (Perez et al., 2002; Monti et al., 2010; Monti 

et al., 2012), donde el HP tiene un rol esencial (Ramirez & Perez, 2009), ya que 

participa en el procesamiento de las asociaciones entre el contexto ambiental y 

los estímulos no condicionados, como los efectos de las drogas de abuso (Kim 

& Fanselow, 1992). Numerosos trabajos indican que la adicción a drogas y los 

procesos de aprendizaje y memoria, comparten circuitos neuronales, cascadas 

de señales intracelulares (Nestler, 2001; Wolf, 2002; Kelley, 2004) y están 

acompañados por alteraciones en la plasticidad sináptica, particularmente en 

las sinapsis glutamatérgicas del cerebro, siendo el LTP un claro ejemplo de 

estas adaptaciones (Nestler, 2002). 

Estudios previos demostraron un aumento en la plasticidad sináptica en 

el GD del HP, evidenciado como una reducción en el umbral para generar LTP, 

en animales que expresaron un incremento de “ansiedad” en el LCE luego de 

la discontinuación de la administración crónica de DZ (Perez et al., 2001; Perez 

et al., 2002; Monti et al., 2010; Monti et al., 2012). Resultados similares se 

encontraron luego del desarrollo de tolerancia al efecto sedante de DZ, ya que 

los animales tolerantes a dicho efecto mostraron una reducción en el umbral 

para generar LTP. Sin embargo, cuando se utilizó el paradigma de IL para 

impedir el desarrollo de tolerancia al efecto hipo-locomotor de DZ (Marin et al., 

1999) se observó una normalización del umbral para generar LTP. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este capítulo nos 

propusimos estudiar si la interferencia cognitiva (IL) durante el desarrollo de 

dependencia a DZ es capaz de normalizar el umbral para generar LTP luego de 

la discontinuación del tratamiento con DZ. 
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MÉTODOS: 

Protocolos de administración: 

Los animales recibieron DZ y VEH utilizando el protocolo control y el protocolo 

de IL, tal como se detalló en el Objetivo I. 

Electrofisiología: 

Inmediatamente después de del test conductual (LCE) los animales 

fueron sacrificados, utilizando una guillotina, para realizar registros 

electrofisiológicos extracelulares multiunitarios. Con el objetivo de evitar 

variaciones provocadas por el ritmo circadiano o factores de estrés no 

específicos, las ratas fueron sacrificadas entre las 11:00 y 12:00 am. (Teyler & 

DiScenna, 1987). Para ello se prepararon cortes transversales del HP de 

aproximadamente 400 µm de espesor, los cuales fueron mantenidos en 

condiciones fisiológicas en una cámara de almacenamiento que contiene 

solución de Krebs estándar (NaCl, 124,3 mM; KCl, 4,9 mM; MgSO4 · 7H2O, 1,3 

mM; H2KPO4, 1,25 mM; HNaCO3, 25,6 mM; glucosa, 10,4 mM; CaCl2 ·2H2O, 

2,3 mM; Sigma, Argentina) saturada con 95% de O2 y 5% CO2. Al comienzo de 

los experimentos, cada rebanada se colocó en una cámara de registro (BSC-

BU Harvard Apparatus) perfundida con la solución estándar de Krebs saturada 

con 95% de O2 y 5% CO2. La velocidad de perfusión fue de 1,6 ml/min, y la 

temperatura de la solución del baño se mantuvo a 28 °C con un controlador de 

temperatura (TC-202A Harvard Aparatos). Los potenciales de campo post-

sinápticos excitatorios (EPSP -del inglés- Excitatory Post Synaptic Potentials) 

fueron evocados con un electrodo de estimulación colocado en el tracto 

perforante y conectado a un generador de pulsos (A310 Accupulser-World 

Precision Instruments Inc., EE.UU.). El electrodo de registro fue colocado en la 

capa de células granulares del GD, y conectado a un amplificador que envió las 

señales a un osciloscopio donde se observaron y registraron los EPSP 

generados (Figura 14-A). Sólo los cortes que mostraron una respuesta estable 

fueron incluidos. La amplitud (mV) de los EPSP que respondieron a pulsos de 

0,2 Hz (0,5 ms; 10 mA cada uno) fueron medidos cada 5 min durante un 

período de 20 a 30 min de tiempo (registro basal). Una vez que no se 

observaron cambios en la amplitud del EPSP, se aplicó un “protocolo de 

estimulación de frecuencia creciente”. Este protocolo permitió analizar distintos 
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Figura 14: A) Imagen de un corte de hipocampo de cerebro de rata que muestra la ubicación de los 

electrodos. El electrodo de estimulación se coloca en el tracto perforante y el electrodo de registro en 

el giro dentado. B) A la izquierda, se muestra la representación de un EPSP en estado basal, previo 

al estímulo. A la derecha, se muestra la señal representativa obtenida luego del estímulo (umbral 

para generar LTP), mostrando el incremento respecto a la señal basal. 

valores de frecuencia de estimulación con el fin de determinar el menor 

estímulo para generar LTP, “valor umbral”. El estímulo (“tétano”) consistió en 

un tren de pulsos cuadrados de 2 segundos de duración (0,5 ms; 10 mA cada 

uno), utilizando una frecuencia de estimulación creciente, comenzando con un 

estímulo de 5 Hz, si no se observó LTP 20 min después de la estimulación, otra 

rebanada del HP se utilizó para probar un estímulo al siguiente valor de 

frecuencia pudiendo llegar hasta 200 Hz (Perez et al., 2010). Una vez que se 

generó el LTP, ningún otro estímulo fue otorgado y se continuó registrando el 

EPSP a 0,2 Hz cada 20 minutos para realizar un perfil temporal del LTP. Se 

considera que se generó el LTP cuando se produce un aumento superior al 

30% de algún parámetro del EPSP con respecto al registro basal, y que el 

incremento persista durante 60 minutos (Figura 14-B). Se determinó la 

frecuencia (Hz) umbral para generar el LTP en los distintos grupos 

experimentales, los valores se analizaron mediante un ANOVA de dos vías y se 

expresaron como la media (Hz) ± SEM. El porcentaje de aumento del EPSP 

con respecto al registro basal se promedió en cada punto de tiempo y se 

analizó mediante un ANOVA de dos vías de medidas repetidas, considerando 

al tiempo de cada registro como la medida repetida. 
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RESULTADOS: 

La inhibición latente previene el aumento de la plasticidad sináptica 

hipocampal observada durante la abstinencia a DZ en animales 

“dependientes”. 

 El ANOVA de dos vías mostró en el umbral para generar LTP, un efecto 

significativo del tratamiento [F(1, 17)=13,65; p=0,0018] y de la interacción 

tratamiento x protocolo [F(1, 17)=5,08; p=0,0378], sin efecto del protocolo [F (1, 17) 

=0,98; p=0,3354; Figura 15-A]. El análisis a posteriori, indicó que en el 

protocolo control el umbral para generar LTP fue significativamente menor en 

C-DZ (52 ± 8 Hz) cuando se comparó con C-VEH (96,0 ± 7,48 Hz; *p<0,05); 

mientras que en el protocolo de IL no se encontraron diferencias significativas  

entre los grupos LI-DZ (76,0 ± 9,79 Hz) y LI-VEH (86,67 ± 4,22 Hz; p>0,05). 

Además, se encontraron diferencias significativas entre C-DZ cuando se 

comparó con los grupos C-VEH, LI-VEH y LI-DZ (*p<0,05), pero no se 

encontraron diferencias entre los grupos C-VEH, LI-VEH y LI-DZ (p>0,05). 

Estos resultados obtenidos utilizando el protocolo control fueron capaces de 

reproducir los resultados previos del grupo de investigación mencionados, en 

los que se reportó una reducción en el umbral para generar LTP en el HP en 

animales que expresaron “ansiedad” durante la abstinencia a DZ (Perez et al., 

2002). 

Figura 15: Resultados de electrofisiología 48 horas después de la última administración de DZ 

utilizando el protocolo control y de inhibición latente. A) Los gráficos de barras que representan la 

media ± SEM y la dispersión de los resultados individuales muestran, el umbral para generar LTP (HZ) de 

los grupos C-VEH (n=5), C-DZ (n=5), IL-VEH (n=6), IL-DZ (n=5), *p<0,05 comparado con todos los 

grupos. B) Trazos representativos de los EPSP correspondientes a los grupos C-VEH, C-DZ, IL-VEH, IL-

DZ antes (línea continua) y después (línea de puntos) del estímulo. 
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Cuando se analizó el perfil temporal del mantenimiento del LTP, el 

ANOVA de dos vías de medidas repetidas mostró un efecto significativo del 

tiempo [F(5, 85)=42,2; p=0,0001], sin efecto de la interacción grupo x tiempo [F(15, 

85) =0,4; p=0,9763] ni de los grupos [F(3, 17)=0,18; p=0,9055; Figura 16]. El test a 

posteriori reveló diferencias significativas en el porcentaje de incremento del 

EPSP comparado con la línea base entre los tiempos anteriores al tétano (-40 y 

-20 minutos) y los tiempos posteriores al mismo (0, 20, 40 y 60 minutos, 

*p<0,05). No se encontraron diferencias entre los grupos en los tiempos 0, 20, 

40 y 60 minutos (p>0,05). Esto sugiere que la determinación del umbral para 

generar LTP es un método más sensible para evidenciar un cambio en la 

excitabilidad neuronal comparado con el nivel de potenciación (incremento del 

EPSP) luego de un tétano. 

 

 

Figura 16: Perfil temporal del mantenimiento del LTP. El gráfico muestra el porcentaje de incremento 

del EPSP luego de un estímulo efectivo, en los grupos C-VEH (n=5), C-DZ (n=5), IL-VEH (n=6), IL-DZ 

(n=5); *p<0,05 con respecto a los tiempos -40 y -20 minutos. Los símbolos representan las medias ± SEM. 

La flecha negra representa el momento en que se aplicó el estímulo.  
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CONCLUSIONES PARCIALES: 

Estos resultados confirman reportes previos que indican una facilitación 

del proceso plástico hipocampal, medido como una disminución en el umbral 

para generar LTP, sin afectar el nivel de potenciación,  en aquellos animales 

que evidenciaron dependencia luego de la administración crónica de DZ. Sin 

embargo, los animales que recibieron DZ con el protocolo de IL, en los cuales 

no se observó la expresión del comportamiento de “tipo ansioso” durante la 

abstinencia a DZ, no evidenciaron un cambio en la plasticidad sináptica 

hipocampal, ya que el umbral para generar LTP es comparable con el grupo 

vehículo. 

Por lo tanto, si el desarrollo de dependencia a DZ es un fenómeno de 

aprendizaje asociativo, y las señales ambientales son relevantes, entonces 

nuestros resultados con respecto a la ausencia de un incremento del 

comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia a DZ y la falta del 

aumento concomitante en la plasticidad sináptica del HP, observada en 

animales después de la pre-exposición al contexto de administración (IL), 

indicarían que la plasticidad sináptica en el HP sería el mecanismo biológico de 

los cambios estructurales y neuroquímicos que se producen durante el proceso 

de aprendizaje asociativo que subyace al desarrollo de dependencia a DZ. 



 

  

OBJETIVO III 
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OBJETIVO III 

Caracterizar la participación del ON luego de la discontinuación de la 

administración crónica de DZ, determinando si la interferencia cognitiva afecta 

la expresión de NOS-1 en el HP. 

ANTECEDENTES: 

El ON es un neuromodulador gaseoso sintetizado en el cerebro 

principalmente por la enzima NOS-1 luego de la activación del receptor 

glutamatérgico NMDA (Garthwaite & Boulton, 1995). Se ha demostrado que el 

ON cumple un rol fundamental en procesos de aprendizaje y memoria (Park et 

al., 1998) y en el mantenimiento del LTP en el HP (Bon & Garthwaite, 2003), ya 

que modula procesos de excitabilidad neuronal y de plasticidad sináptica dentro 

del HP y también en otras áreas del cerebro (Prast & Philippu, 2001). 

 Por otra parte, la activación de las vías nitrérgicas contribuyen a las 

adaptaciones neuronales inducidas por diferentes drogas adictivas (Tayfun 

Uzbay & Oglesby, 2001; Nasif et al., 2011; Gabach et al., 2013), y la inhibición 

de la síntesis de ON reduce la expresión del síndrome de abstinencia de 

psicoestimulantes (Rawls et al., 2006), nicotina (Jain et al., 2008), opioides 

(Vaupel et al., 1995), etanol (Uzbay et al., 1997), y BZDs (Talarek et al., 2011). 

Por lo tanto en este capítulo se evaluó si la administración repetida de DZ o la 

manipulación comportamental (IL) fueron capaces de inducir cambios en la 

expresión de la enzima NOS-1 luego de la interrupción de la administración 

crónica de DZ, y así estudiar el rol del ON en los procesos de plasticidad 

sináptica y de aprendizaje asociativos que subyacen al desarrollo de 

dependencia a DZ. 

MÉTODOS: 

Protocolos de administración: 

Los animales recibieron DZ y VEH utilizando el protocolo control y el protocolo 

de IL, descriptos en el Objetivo I. 
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Procedimiento de Western Blot: 

Inmediatamente después del test conductual (LCE) los animales 

provenientes de cada grupo experimental fueron decapitados con guillotina. 

Sus cerebros fueron removidos rápidamente y colocados en hielo. Se 

prepararon cortes coronales de cerebro de 2 mm que contenían HP dorsal 

(HPd) o ventral (HPv). El tejido se homogeneizó en un buffer de lisis con 

inhibidores de proteasas y fosfatasas, el homogenato se centrifugó a 12000g 

durante 10min a 4°C. El sobrenadante se combinó con buffer de muestra 

(LAEMMLI), luego fue hervido a 100°C durante 5min y almacenado a -20°C 

hasta su uso. La determinación del contenido de proteínas se realizó utilizando 

alícuotas del sobrenadante mediante el método de Bradford. Las muestras (70 

µg de proteínas) fueron corridas en un gel de electroforesis de poliacrilamida 

sodio-dodecyl sulfato al 8% (SDS-PAGE), transferidas a membranas de 

difluoruro de polivinilideno en un buffer de tris-glicina con metanol al 20%. Las 

membranas fueron cortadas a 75KDa con el objetivo de incubar los anticuerpos 

para NOS-1 (160KDa) y actina (43KDa). Los anticuerpos primarios fueron 

incubados durante la noche a 4°C, NOS-1 (1:500; Cell Signaling Technology, 

Cat #4234), y actina (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, INC. Cat# sc-1616). Al 

día siguiente las membranas fueron incubadas con su correspondiente 

anticuerpo secundario, anti-rabbit (1:20000; IRDye 800 wc) y anti-goat 

(1:20000; IRDye 680 LD) durante 2 horas a temperatura ambiente. Las 

membranas fueron escaneadas (Odyssey CLx, LI-COR) y el valor de densidad 

óptica (DO) de cada banda fue cuantificado con un programa de análisis de 

imágenes (GelPro32 Analyzer). La expresión de actina fue utilizada como un 

control interno y los resultados se expresaron como la media de la DO de NOS-

1/ DO de actina. 

RESULTADOS: 

La inhibición latente modifica la expresión de NOS-1 hipocampal durante 

la abstinencia a DZ. 

Cuando se analizaron los niveles de proteína NOS-1 en el HP dorsal, el 

ANOVA de dos vías indicó un efecto significativo de la interacción tratamiento x 

protocolo [F(1, 21)=8,29; p=0,009], del tratamiento [F(1, 21)=5,59; p=0,0278] y del 
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protocolo [F(1, 21)=6,86; p=0,0161; Figura 17-A y B]. El análisis Newman–Keuls 

mostró que en el protocolo de IL la expresión de NOS-1 fue significativamente 

menor en IL-DZ (0,33 ± 0,08 OD) cuando se comparó con IL-VEH (0,87 ± 0,15 

OD; *p<0,05), mientras que en el protocolo control no se encontraron 

diferencias entre C-DZ (0,9 ± 0,1 OD) y C-VEH (0,85 ± 0,06 OD; p>0,05). 

También se observaron diferencias significativas entre los grupos C-DZ e IL-DZ 

(*p<0,05), y no se encontraron diferencias entre los grupos IL-VEH, C-VEH y C-

DZ (p>0,05). Además, cuando se analizó la relación entre los niveles de 

proteína NOS-1 y la performance conductual de los mismos animales (%TA) en 

el grupo C-DZ, se observó una correlación negativa y estadísticamente 

significativa [Correlación de Pearson: r=-0,87; p=0,0048; Figura 17-C], sin 

embargo en el grupo IL-DZ no se observó una correlación entre los parámetros 

analizados [Correlación de Pearson: r= -0,63; p=0,2569; Figura 17-D]. 

Figura 17: Expresión de NOS-1 en el hipocampo dorsal (HPd) 48 horas después de la última 

administración de DZ utilizando el protocolo control y de inhibición latente. A) El gráfico de barras 

que representa la media ± SEM y la dispersión de los resultados individuales muestra, la expresión de 

NOS-1, cuantificada como la densidad óptica (DO) de NOS-1/ DO de actina, en los grupos C-VEH (n=7), 

C-DZ (n=8), IL-VEH (n=5), IL-DZ (n=5), *p<0,05 comparado con todos los grupos. B) Imágenes 

representativas de las membranas de western-blot. C) Correlación entre el porcentaje del tiempo de 

permanencia en los brazos abiertos (%TA) y la expresión de NOS-1 en el HPd, en animales que fueron 

administrados con DZ utilizando el protocolo control. D) Correlación entre el %TA y la expresión de NOS-1 

en el HPd, en animales que fueron administrados con DZ utilizando el protocolo de IL.
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Por otro lado, cuando se analizaron los niveles de proteína NOS-1 en el 

HPv, el ANOVA  de dos vías  no mostró un efecto significativo de la interacción 

tratamiento x protocolo [F(1, 20)= 2,7; p=0,1159], del tratamiento [F(1, 20)= 0,56; 

p=0,4639], ni del protocolo [F(1, 20)= 0,44; p=0,5159; Figura 18-A y B]. El análisis 

de la relación entre los niveles de proteína NOS-1 y el %TA, no evidenció una 

correlación estadísticamente significativa en el grupo C-DZ [Correlación de 

Pearson: r= -0,11; p=0,7975; Figura 18-C], ni en el grupo IL-DZ [Correlación de 

Pearson: r= -0,78; p=0,1217; Figura 18-D]. 

Figura 18: Expresión de NOS-1 en hipocampo ventral (Hvd) 48 horas después de la última 

administración de DZ utilizando el protocolo control y de inhibición latente. A) El gráfico de barras 

que representa la media ± SEM y la dispersión de los resultados individuales muestra,  la expresión de 

NOS-1, cuantificada como la densidad óptica (DO) de NOS-1/ DO de actina, en los grupos C-VEH (n=5), 

C-DZ (n=8), IL-VEH (n=6), IL-DZ (n=5). B) Imágenes representativas de las membranas de western-blot. 

C) Correlación entre el porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos (%TA) y la expresión 

de NOS-1 en el HPv, en animales que fueron administrados con DZ utilizando el protocolo control. D) 

Correlación entre el %TA y la expresión de NOS-1 en el HPv, en animales que fueron administrados con 

DZ utilizando el protocolo de IL. 

  

C-VEH IL-DZC-DZIL-VEH
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CONCLUSIONES PARCIALES: 

Con estos resultados se pone en evidencia la posible participación del 

ON en la expresión del comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia 

a DZ, ya que se observó una disminución de la expresión de NOS-1 en 

aquellos animales que recibieron DZ con el protocolo de IL, pudiendo ser la 

expresión de esta proteína un mecanismo compensatorio para reducir la 

plasticidad sináptica hipocampal y evitar el aumento del comportamiento 

ansioso característico del síndrome de abstinencia. 

Por otro lado, si bien el grupo que recibió DZ con el protocolo control 

mostró niveles de proteína NOS-1 similares al grupo VEH en el HPd durante la 

abstinencia a DZ, cuando se analizaron individualmente los parámetros de 

cada animal se observó una correlación negativa entre los niveles de ansiedad 

y de proteína, es decir que los animales “ansiosos” presentaron una elevada 

expresión de NOS-1 mientras que animales no ansiosos mostraron una 

disminución en la expresión de la enzima. Sin embargo, cuando este análisis 

se realizó en el protocolo de IL no se encontró una correlación entre dichos 

parámetros, reforzando el efecto del tratamiento cognitivo sobre la expresión de 

la enzima. Es decir que la IL estaría interfiriendo con el proceso de aprendizaje 

asociativo que subyace al desarrollo de dependencia, y la vía del ON podría ser 

un mecanismo molecular que acompañe a este fenómeno ya que esta 

manipulación cognitiva tiene un efecto directo sobre la expresión de la enzima.  

Por último es importante señalar que la reducción en los niveles de 

proteína NOS-1, cuando se realizó la interferencia del aprendizaje (IL), solo se 

observó en el HPd, una región involucrada principalmente en el proceso 

cognitivo de aprendizaje y memoria (Fanselow & Dong, 2010). Sin embargo, no 

es posible descartar que el protocolo de IL sea capaz de inducir cambios en la 

transmisión sináptica, o en los niveles de NOS-1, incluyendo alguna de sus tres 

variantes α, β o γ, en otras estructuras cerebrales que puedan explicar también 

su participación en la expresión del comportamiento de “tipo ansioso” 

característico del síndrome de abstinencia a DZ. 



 

  

OBJETIVO IV 
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OBJETIVO IV 

Determinar si la inhibición farmacológica de NOS-1 desencadena los cambios 

comportamentales y electrofisiológicos observados con la interferencia 

cognitiva.  

ANTECEDENTES: 

Como se mencionó en el capítulo anterior, se ha demostrado que el ON 

participa en la expresión del síndrome de abstinencia a diversas drogas. En 

relación a las BZDs, se sabe que la administración aguda de inhibidores  no 

selectivos de NOS atenúa algunos de los signos del síndrome de abstinencia 

en ratas y ratones, tales como las convulsiones inducidas por pentilenetetrazol, 

la hiperlocomoción y la disminución de peso corporal (Talarek et al., 2011). 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y los resultados anteriores de 

esta tesis, en los que evidenciamos un cambio en la expresión de la enzima 

NOS-1 luego de un tratamiento crónico con DZ (Objetivo III), en este capítulo 

nos propusimos demostrar la participación del ON durante el desarrollo de 

dependencia a DZ y en los cambios plásticos observados durante la 

abstinencia a DZ, a través de la inhibición farmacológica de la enzima NOS-1 

durante el desarrollo de dependencia. 

MÉTODOS: 

Protocolo de administración: 

Protocolo con 7-NI: 

Los animales recibieron dos inyecciones (i.p.) simultáneas durante 18 días 

(Figura 19). Los primeros 13 días, recibieron una inyección sin solución (solo 

pinchazo, simulación de administración) y la otra inyección con DZ o VEH. 

Durante los últimos 5 días del tratamiento se les administró de forma 

simultánea DZ o VEH y 7-Nitroindazole (7-NI, 50mg/kg). Obteniendo los 

siguientes grupos experimentales: DZ/7-NI; VEH/7-NI. 
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Figura 19: Esquema que muestra el diseño experimental utilizado para el protocolo con 7-Nitroindazole 

(7-NI). LCE (laberinto en cruz elevado). 

Electrofisiología: 

Inmediatamente después del test conductual (LCE) los animales fueron 

sacrificados para realizar registros electrofisiológicos extracelulares 

multiunitarios como se describió en el objetivo II (Página 56). 

RESULTADOS: 

La inhibición farmacológica de NOS-1 previene la expresión del 

comportamiento de “tipo ansioso” característico del síndrome de 

abstinencia a DZ y el aumento en la plasticidad sináptica hipocampal 

asociada. 

Estos resultados mostraron que la inhibición farmacológica de NOS-1 

durante la administración crónica de DZ fue capaz de prevenir la expresión de 

un comportamiento de “tipo ansioso” característico del síndrome de abstinencia 

a DZ, ya que el análisis del t-test no apareado no arrojó diferencias 

significativas en el %TA [t(32, 0,05)= 0,12; p=0,9053; Figura 20-A] entre los grupos 

VEH/7-NI (31,07± 2,04) y DZ/7-NI (30,45 ± 3,19), ni en ninguno de los otros 

parámetros analizados en el LCE; número de entrada en los BA [t(32, 0,05)= 0,45; 

p=0,6527; Figura 20-B] VEH/7-NI (4,3 ± 0,42) comparado con DZ/7-NI (4,04 ± 

0,32), llegadas a los extremos de los BA [t(32, 0,05) = 1,61; p=0,1182; Figura 20-

C] VEH/7-NI (3,3 ± 0,5) comparado con DZ/7-NI (2,46 ± 0,27), y número de 

entrada en los BC [t(32, 0,05)= 0,21; p=0,8335; Figura20-D], VEH/7-NI (5,7 ± 0,34) 

comparado con DZ/7-NI (5,83 ± 0,38). 
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Figura 20: Resultados conductuales del LCE 48 horas después de la última administración de DZ 

utilizando el protocolo con 7-NI. Los gráficos de barras que representan la media ± SEM y la dispersión 

de los resultados individuales muestran: A) Porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos 

(%TA) de animales que recibieron VEH y DZ con el protocolo de 7-NI. B) Número de entradas en los 

brazos abiertos (BA) de animales que recibieron VEH y DZ con el protocolo de 7-NI. C) Número de 

llegadas a los extremos de los brazos abiertos (BA) de animales que recibieron VEH y DZ con el protocolo 

de 7-NI. D) Número de entradas en los brazos cerrados (BC) de animales que recibieron VEH y DZ con el 

protocolo de 7-NI. El número de valores analizados para cada gráfico fue de: VEH/7-NI (n=10); DZ/7-NI 

(n=24). 

Cuando se analizaron diferencialmente los animales que recibieron DZ 

utilizando el protocolo con 7-NI, teniendo en cuenta el criterio de dependencia, 

se observó que el 8,34% de los animales pertenecieron al grupo DZ-D, 

mientras que el 91,66% formaron parte del grupo DZ-ND (Tabla 2). El análisis 

poblacional entre los animales que recibieron DZ con el protocolo de 7-NI 

comparados con aquellos que lo recibieron con el protocolo control (ver objetivo 

I), mostró una asociación entre el protocolo utilizado (control o 7-NI) y el 

número de ratas de cada condición (DZ-D y DZ-ND) cuando se realizó el test 

Chi-cuadrado [X2
(0,95)= 4,15, df=1; p=0,0417]. 
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PROTOCOLO DZ-D (%) DZ-ND (%) 

CONTROL 38,1 61,9 

7-NI 8,34 91,66 

 

Tabla 2: Distribución de animales dependientes y no dependientes expuestos a distintos protocolos de 

administración de diazepam (p> 0,05). 

 

Por último se observó que la inhibición farmacológica de NOS-1 fue 

capaz de revertir el aumento en la plasticidad sináptica hipocampal asociada a 

la expresión de dependencia a DZ, ya que cuando se analizó el umbral para 

generar LTP no se encontraron diferencias entre el grupo VEH/7-NI (96,0 ± 

7,48) y el grupo DZ/7-NI (76,0 ± 11,66), [t(8, 0,05)= 1,44; p=0,1869;  Figura 21]. 

 

Figura 21: Resultados de electrofisiología 48 horas 

después de la última administración de DZ 

utilizando el protocolo con 7-NI. El gráfico de barras 

que representa la media ± SEM y la dispersión de los 

resultados individuales, muestra el umbral para generar 

LTP (HZ) de los grupos VEH/7-NI (n=5) y DZ-D/7-NI 

(n=5). 

 

CONCLUSIONES PARCIALES:  

Con estos resultados se demuestra que el ON participa en el desarrollo 

de dependencia a DZ y en la plasticidad sináptica hipocampal que subyace a 

este fenómeno, ya que la inhibición sistémica de la enzima NOS-1 durante el 

tratamiento crónico con DZ fue capaz de evitar el incremento del índice de 

ansiedad en animales expuestos al LCE durante la abstinencia, y de reducir el 

porcentaje de animales dependientes (DZ-D; 8,34%). Además se observó que 

la efectividad de este tratamiento en prevenir la expresión de un 
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comportamiento de “tipo ansioso”, se asocia con la reversión del aumento en la 

plasticidad sináptica en el HP inducida por el tratamiento crónico con DZ. 

En resumen, en este capítulo se demuestra que la inhibición 

farmacológica de la enzima NOS-1 durante el tratamiento crónico con DZ, fue 

capaz de desencadenar cambios conductuales y en la plasticidad sináptica en 

el HP similares a los observados previamente con el tratamiento cognitivo. 

Entonces el ON estaría modulando las neuroadaptaciones inducidas por la 

administración crónica de DZ, y la reducción de su disponibilidad, ya sea a 

través de la inhibición de NOS-1 o por medio de la IL, estaría disminuyendo en 

parte la expresión del comportamiento de “tipo ansioso” característico del 

síndrome de abstinencia.  



 

  

OBJETIVO V 
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OBJETIVO V 

Caracterizar los cambios en la plasticidad sináptica funcional y estructural, y en 

la neurotransmisión nitrérgica en el NAc, luego de la discontinuación de la 

administración crónica de DZ. 

ANTECEDENTES: 

El NAc desempeña un papel central en los circuitos neuronales que son 

responsables de comportamientos motivados, es decir, los tipos de 

comportamientos que subyacen a la búsqueda compulsiva de drogas (Wolf, 

2002). La gran mayoría de las conexiones aferentes que recibe el NAc son 

glutamatérgicas, provenientes del HP, corteza pre-frontal y amígdala, que 

proporcionan la unidad excitadora necesaria para evocar el comportamiento. El 

NAc y el HP se regulan funcionalmente de forma bi-direccional, ya que el NAc 

está involucrado en la modulación de la plasticidad del HP (Lopez et al., 2008), 

y el HP envía proyecciones hacia el NAc (Kelley & Domesick, 1982) que 

proporcionan información espacial y contextual acerca de diferentes estímulos 

(Brog et al., 1993; Sesack & Grace, 2010).  

Las células principales del NAc son las neuronas espinales medianas 

GABAérgicas (MSN; por sus siglas en ingles “Medium Spiny Neurons”), y 

constituyen aproximadamente el 90% – 95% de la población neuronal del NAc 

(Scofield et al., 2016). El 5% -10% de las células del NAc que no son MSN se 

clasifican en términos generales como interneuronas, y se pueden codificar 

químicamente en varias clases por su perfil de expresión de proteínas 

(Kawaguchi et al., 1995). Hay tres tipos discretos de interneuronas 

GABAérgicas en el cuerpo estriado: las que expresan parvalbúmina; aquellas 

que expresan calretinina; y aquellas que coexpresan somatostatina, 

neuropéptido-Y y NOS-1 (Tepper et al., 2010). Estas últimas interneuronas 

constituyen menos del 1% de las neuronas en el NAc pero tienen importantes 

consecuencias en la mediación de la neurotransmisión excitadora (Scofield et 

al., 2016), ya que se reportó que un aumento, in vivo, de la disponibilidad de 

ON en el NAc incrementa los disparos espontáneos de las MSN (West & 

Grace, 2004).  
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Teniendo en cuenta la participación del NAc en comportamientos que 

subyacen a la búsqueda de sustancias adictivas, en este último objetivo nos 

propusimos evaluar los posibles cambios inducidos durante la abstinencia a 

DZ, luego de su administración crónica, en la plasticidad celular de las MSN y 

en el sistema nitrérgico en el NAc. 

MÉTODOS: 

Protocolo de administración: 

Los animales recibieron DZ y VEH utilizando el protocolo control. 

Preparación del tejido: 

Inmediatamente después del test conductual (LCE) los animales 

fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (55mg/kg) – xilazina (11 

mg/kg; Holliday-Scott, Beccar, Buenos Aires, Argentina) y perfundidos 

transcardiacamente con un buffer de “líquido cefalorraquídeo artificial” (LCFa) 

bajo en calcio (NaCl 125mM, KCl 2,5mM, NaHCO3 25mM, MgCl2 3,5mM, CaCl2 

0,5mM, y glucosa 25mM (pH 7,4; 310 mOsm/L, oxigenado con 95% de O2 y 5% 

de CO2, a temperatura ambiente) con el objetivo de eliminar restos de sangre y 

aumentar la sobrevida neuronal. Inmediatamente después los animales fueron 

decapitados para remover el cerebro y se realizaron cortes transversales de 

300µm conteniendo el NAc con un vibratomo (Leica VT1000S, Bannockburn, 

IL) manteniendo el tejido en un buffer LCFa (NaCl 125mM, KCl 2,5mM, 

NaHCO3 25mM, MgCl21mM, CaCl2 2mM, y glucosa 25mM; pH 7,4; 310 

mOsm/L, oxigenado con 95% de O2 y 5% de CO2, a temperatura ambiente). 

Electrofisiología (Patch-clamp): 

Los cortes se anclaron en una cámara de registro y se perfundieron 

constantemente con LCFa oxigenado, con bloqueantes de los receptores de 

glutamato (ácido kinurenico 2,5 mM, Sigma Aldrich, Argentina) y GABA-A 

(gabazina 4µM, abcam SR95531) a un caudal de 2–3 ml / min, con el objetivo 

de prevenir las influencias de despolarización/hiperpolarización de las 

membranas dendríticas en el soma. 
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Las pipetas de registro (3–5 MΩ) fueron realizadas con capilares de 

vidrio Corning 7056 (Corning, NY) con un “puller” de pipetas horizontal (Flaming 

/ Brawn P-97, Sutter Instruments, Novato, CA) y se llenaron con una solución 

interna de registro (K+-gluconate120mM, HEPES 10mM, EGTA 0,1mMKCl 

20mM, MgCl2 2mM, Na2ATP 3mM, Na2GTP 0,3mM, y biocitina 0,1% (Sigma 

Aldrich, Argentina); pH 7,4, 280 mOsm /L). La biocitina se agregó a la solución 

interna con el objetivo de verificar la localización de la célula que se registró y 

analizar la plasticidad estructural (ver métodos de espinas y arborización 

dendrítica). 

Los registros se iniciaron con la identificación visual de las neuronas 

(MSN) en el NAc, mediante microscopia de contraste de interferencia 

diferencial (DIC) y un amplificador (Axopatch 200B, AxonInstruments, Union 

City, CA), se utilizó la configuración “whole-cell” (única célula) en modo 

“current-clamp” (corriente clampeada). Las señales de voltaje se registraron, 

amplificaron y digitalizaron mediante una interfaz (DigiData 1322A Series) que 

permitió su captura mediante un software de análisis (pCLAMP 9; Axon 

Instruments). 

Los potenciales de acción (“spikes”) dependientes de Na+ se generaron 

inyectando pulsos de corrientes despolarizantes a partir de 0 hasta 0,4 nA con 

incrementos de 0,05 nA y 200 ms de duración obteniendo la curva de N° de 

potenciales en función de la corriente (I-spikes). Las características de los 

potenciales de acción se obtuvieron a partir del primer registro evocado por el 

mínimo pulso de corriente despolarizante (corriente para generar el PA) en 

cada MSN registrada. En todos los casos, los potenciales de Na+ fueron 

evocados a partir del potencial de membrana en reposo (RMP), el cual se 

mantuvo constante a –80 mV (cerca de la media de –78 mV, característico de 

este tipo de neuronas). De esta manera todas las neuronas se mantuvieron a 

un mismo nivel de potencial basal, por lo tanto, los resultados obtenidos de 

diferentes células fueron comparables (Hu et al., 2004). La amplitud del 

potencial de acción (mV) se midió desde el umbral (mV) del disparo hasta su 

pico máximo. La amplitud del periodo refractario (AHP del inglés “after 

hyperpolarization period”, mV) se midió desde el punto equipotencial del umbral 

del disparo hasta la deflexión máxima de la hiperpolarización de la membrana 
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después del final del potencial de acción. La duración de la mitad de la amplitud 

de los potenciales se midió en el nivel de amplitud en el que se alcanzó la 

mitad del pico. El RMP fue medido en ausencia de corriente (Figura 22). 

La relación corriente-voltaje (curva I-V) se estudió hiperpolarizando la 

membrana celular administrando pulsos de corrientes negativas de -0,8 a 0 nA 

con un intervalo de 0,05 nA, con una duración de 200 ms cada pulso. Bajo 

estas condiciones, los cambios registrados en la curva I-V reflejan la activación 

o inactivación de corrientes de potasio hacia el interior de la célula (Ikir: del 

inglés “inward rectifiers potassium currents (Nisenbaum & Wilson, 1995). La 

resistencia de la membrana (Rin: del inglés “input resistance”, MΩ) fue 

determinada por la regresión en el rango lineal (generalmente ± 10 mV del 

RMP) de la curva I-V establecida al trazar el cambio de voltaje, en estado 

estable, de la respuesta a pulsos de corrientes despolarizantes e 

hiperpolarizantes. Para el análisis de las propiedades de la membrana solo se 

usaron células del NAc que presentaron un RMP estable y más negativo que 

−75 mV con picos evocados que sobrepasaron los potenciales de membrana 

de 0-mV. 

Análisis de plasticidad estructural: 

Luego de finalizar los registros electrofisiológicos, las rebanadas de 

cerebro conteniendo el NAc fueron fijadas con una solución de PFA 4% 

mantenidas a 4°C hasta una semana.  

Figura 22: Trazos esquemáticos de un potencial de acción (PA). A la izquierda se indica con 

líneas intermitentes (naranja) los puntos donde se mide la amplitud del PA y la AHP. A la derecha se 

indica con líneas intermitentes (naranja) los puntos donde se mide el umbral y la duración del PA. 
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Inmuno-química:  

Los cortes fueron lavados con PBS-T (PBS 0,1M + tritón al 0,5%), luego 

se agregó una solución de bloqueo (PBS-T + suero de cabra al 3%) durante 1 

hora e inmediatamente después se incubó con streptavidina-Alexa Fluor 488 

(1:1000; Invitrogen, S11223), la cual presenta una alta afinidad por biocitina, en 

solución de bloqueo durante 2hs a temperatura ambiente. Los cortes fueron 

lavados con PBS-T y posteriormente montados en porta objetos de vidrios con 

fluorsave (Calbiochem). 

Las distintas imágenes de fluorescencia se obtuvieron a través de 

microscopia confocal (Olympus - Fluoview FV-1000; Centro de Microscopía 

Óptica y Confocal Avanzada, Córdoba, Argentina). Con el objetivo de verificar 

la localización de las MSN (Figura 23), se obtuvieron imágenes con un objetivo 

de 10X. Para determinar la arborización dendrítica secciones ópticas en el eje 

Z fueron obtenidas a pasos de 0,5 μm con un objetivo de 20X. Para la 

cuantificación de la densidad de espinas dendríticas, las imágenes de las 

mismas se obtuvieron con un objetivo de 60X en el plano Z cada 0,1 μm. 

Espinas dendríticas:  

Fueron identificadas como protrusiones pequeñas que se extienden no 

más de 3μm desde la dendrita pariente. Las estructuras más largas son 

consideradas como filopodias. Solamente las espinas que aparecen en forma 

continua con la dendrita fueron cuantificadas. El largo de la dendrita fue medido 

y el número de espinas normalizado por 10μm de dendrita utilizando el 

software ImageJ. El análisis estadístico se realizó utilizando un ANOVA de una 

vía. 

Arborización dendrítica:  

El estudio de la arborización dendrítica se realizó mediante el análisis de 

Sholl (Sholl, 1953) utilizando el software ImageJ. Los anillos concéntricos con 

radios crecientes (10 μm desde el soma, con incrementos de 30 μm) se 

centraron alrededor del soma y se cuantificaron las intersecciones de las ramas 

dendríticas con los anillos en cada radio. Los resultados se expresan como la 

media de las intersecciones totales, y como la media de las intersecciones por 
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cada radio, y fueron analizados mediante un ANOVA de una vía y un ANOVA 

de medidas repetidas, con el radio de cada anillo como medida repetida 

respectivamente. 

Procedimiento de Western Blot: 

Inmediatamente después del test conductual (LCE) un grupo de 

animales fueron decapitados con guillotina. Sus cerebros fueron removidos 

rápidamente y colocados en hielo. Se prepararon cortes coronales de cerebro 

de 2 mm que contenían el NAc. El resto del procedimiento se llevó a cabo 

como se describió en el objetivo III (ver página 63). 

Determinación de nitritos y nitratos: 

Inmediatamente después del test conductual (LCE) se utilizó un grupo 

de animales para determinar la concentración de nitritos y nitratos (metabolitos 

estables del ON) utilizando la técnica de Griess. Para ello, los animales 

provenientes de cada grupo experimental fueron decapitados con guillotina. 

Sus cerebros fueron removidos rápidamente y colocados en hielo. Se 

prepararon cortes coronales de cerebro de 4mm que contenían el NAc. El tejido 

se homogeneizó con 200µL de buffer HEPES 20mM, pH 7,4 y el homogenato 

se centrifugó a 12000g durante 10min a 4°C. El sobrenadante (100µL) se 

incubó con 100µL de reactivo de Griess (Britania, B1550161) durante 20 

minutos. Para determinar la concentración de nitritos y nitratos, se realizó una 

curva de calibración utilizando diferentes concentraciones crecientes de 

solución de NaNO2 en agua destilada, en un rango desde 1,17 hasta 37,5 

µmoles/L, y se detectó la reacción colorimétrica con un lector de microplacas 

(BioRad modelo 680) a una longitud de onda de 540 nm. Una alícuota de 

sobrenadante fue utilizada para la determinación del contenido de proteínas 

mediante el de método de Bradford (Bio Rad Bradford Protein Assay). Los 

resultados se expresaron como la concentración [µM] de nitritos y nitratos/ 

proteínas totales (µg/µl). 
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RESULTADOS: 

La abstinencia a DZ coincide con una disminución en la excitabilidad 

intrínseca (plasticidad homeostática) y en la plasticidad estructural de las 

MSN en el NAc. 

Patch- Clamp: Cuando se analizó la curva I-spikes, el ANOVA  de dos vías de 

medidas repetidas mostró una diferencia significativa de la interacción (N° de 

potenciales vs. Corriente) [F(12, 78) =7,02; p=0,0001] y de la corriente aplicada 

[F(6, 78) =174,8; p=0,0001] sin efecto del tratamiento (VEH o DZ) [F(2, 13) =1,68; 

p=0,2244; Figura 23]. El análisis a posteriori mostró una disminución 

significativa en el N° de potenciales evocados en los pulsos de corrientes 

despolarizantes de 0,35 y 0,4 nA en el grupo DZ-D cuando se comparó con los 

grupos VEH (p*<0,05) y DZ-ND (p*<0,05), mientras que los grupos VEH y DZ-

ND no son diferentes entre ellos (p>0,05). En el pulso de corriente de 0,3 nA el 

N° de potenciales evocados fue menor en el grupo DZ-D cuando se comparó 

con el grupo VEH (#p<0,05), los grupo VEH y DZ-ND (p>0,05) no son distintos 

entre ellos en este pulso de corriente.  
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Figura 23: Número de spikes en función de la corriente aplicada 48 horas después de la última 

administración de DZ utilizando el protocolo control. A) El gráfico muestra el número de potenciales 

de acción evocados a distintos pulsos de corriente despolarizantes (nA) para los grupos VEH (n=5 ratas, 6 

células), DZ-D (n=3 ratas, 4 células), DZ-ND (n=5 ratas, 6 células) 
#
p<0,05 con respecto a VEH, *p<0,05 

con respecto a VEH y DZ-ND. Los símbolos representan las medias ± SEM. B) Trazos representativos de 

los potenciales de acción evocados en los pulsos de corrientes de 0,25 y 0,4 nA en los grupos 

experimentales VEH, DZ-D y DZ-ND. C) Una neurona espinal mediana (MSN) del NAc core marcada con 

biocitina-Alexa 488. 

 

El ANOVA de dos vías de medidas repetidas de la curva I-V basada en 

las alteraciones en el potencial de membrana (mV) en respuesta a los pulsos 

de corriente hiperpolarizantes aplicados, mostró un efecto significativo de la 

interacción (corriente vs. Potencial de membrana) [F(32, 272)= 2,18; p=0,0004], de 

la corriente [F(16, 272)= 242,3; p=0,0001], sin efecto del tratamiento (VEH o 

DZ)[F(2, 17)= 3,59; p=0,0502; Figura 24]. El análisis a posteriori mostró, en las 

corrientes -0,8, -0,75, -0,7, -0,65, -0,6 y -0,55 nA una disminución en el 

potencial de membrana en el grupo DZ-D cuando se comparó con los grupos 

VEH (p*<0,05) y DZ-ND (p*<0,05), mientras que VEH y DZ-ND no son 
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diferentes entre ellos para estos pulsos de corriente (p>0,05). En las corrientes 

hiperpolarizantes -0,5 y -0,45 nA el test a posteriori mostró una disminución en 

el potencial de membrana en el grupo DZ-D con respecto al grupo DZ-ND 

(#p<0,05), no se observaron diferencias significativas en el grupo VEH  cuando 

se lo comparó con DZ-D (p>0,05) y con DZ-ND (p>0,05).  

Figura 24: Rectificación Inward 48 horas después de la última administración de DZ utilizando el 

protocolo control. A) El gráfico muestra los potenciales de membrana (mV) a distintos pulsos de 

corrientes hiperpolarizantes (nA) para los grupos VEH (n=5 ratas, 6 células), DZ-D (n=3 ratas, 4 células), 

DZ-ND (n=5 ratas, 6 células) 
#
p<0,05 con respecto a VEH, *p<0,05 con respecto a VEH y DZ-ND. Los 

símbolos representan las medias ± SEM. B) Trazos representativos de los potenciales de membrana en 

los pulsos de corriente hiperpolarizantes desde -0,8 hasta 0 nA, con intervalos de 0,05 nA en los grupos 

experimentales VEH, DZ-D y DZ-ND. La flecha indica el punto donde se midió el potencial de membrana. 

Las propiedades pasivas y activas de la membrana de las MSN se 

estudiaron y resumieron en la Tabla 3. El ANOVA  de una vía mostró una 

diferencia significativa en la duración del PA [F(2, 14)= 20,03; p=0,0001] y en la 



Emilce Artur de la Villarmois  OBJETIVO V 

 

83 
 

resistencia de la membrana (Rin) [F(2, 14) =5,31; p=0,0192]. Los análisis a 

posteriori mostraron un aumento en la duración del PA y en la Rin en el grupo 

DZ-D cuando se comparó con los grupos DZ-ND y VEH (p*<0,05), los grupos 

DZ-ND y VEH no presentaron diferencias entre ellos en ambos parámetros 

(p>0,05). El análisis de las otras propiedades de membrana no arrojó 

diferencias significativas entre los grupos experimentales. 

 

PARAMETRO VEH DZ-D DZ-ND ANOVA  de una vía 

n= (ratas; células) n= (5; 6) n= (3; 4) n= (5; 6)  

Propiedades pasivas:     

RMP (mV) 76,34 ± 1,52 76,96 ± 1,29 76,24 ± 1,61 F(2,13)=0,05; p=0,9480 

Resistencia de 
membrana (Rin) 

89,08 ± 4,3 108,6 ± 7,98 80,25 ± 5,86 F(2,13)=5,41; p=0,0195* 

Propiedades activas:     

Corriente para 
generar el PA (nA) 

0,21 ± 0,02 0,21 ± 0,01 0,25 ± 0,01 F(2,13)=2,81; p=0,0965 

Umbral (mV) 37,17 ± 2,56 39,63 ± 2,37 35,12 ± 1,31 F(2,13)=1,01; p=0,3917 

Amplitud del PA (mV) 77,68 ± 2,28 72,9 ± 2,58 79,93 ± 1,35 F(2,13)=2,69; p=0,1056 

Duración del PA (ms) 2,03±0,06 2,56±0,08 1,72±0,09 F(2,13)=26,0; p=0,0001* 

AHP amplitud (mV) 13,55±0,1 12,38±1,1 13,72±0,67 F(2,13)=0,55; p=0,5921 

Tabla 3: Propiedades activas y pasivas de la membrana de las MSN del NAc core, *p<0,05. 

 

Plasticidad estructural: Los resultados de plasticidad estructural mostraron una 

reducción en la densidad de espinas dendríticas en el NAc luego de la 

interrupción de la administración crónica con DZ, ya que el ANOVA de una vía 

indicó un efecto significativo [F(2, 41)= 7,01; p=0,0024; Figura 25]. El análisis 

Newman–Keuls mostró que la densidad de espinas fue significativamente 

menor en los grupos DZ-D (12,99 ± 0,9)  y DZ-ND (14,73 ± 0,78) cuando se 

comparó con el grupo VEH (17,26 ± 0,72; *p<0,05), mientras que entre los 

grupos DZ-D y DZ-ND  no se observaron diferencias significativas (p>0,05). El 
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ANOVA de medidas repetidas de los resultados obtenidos del análisis de Sholl 

mostraron un efecto significativo en el radio de los anillos (μm desde el soma) 

[F(6, 36)= 53,97; p=0,0001], sin efecto entre los grupos (VEH, DZ-D y DZ-ND) 

[F(2, 6)= 3,37; p=0,1045], ni en la interacción (grupo vs. radio de los anillos) [F(12, 

36)= 1,75; p=0,0974]. El análisis a posteriori mostró una disminución en la 

arborización dendrítica, a los 60 y 90 μm desde el soma, en los grupos DZ-D y 

DZ-ND comparados con el grupo VEH (*p<0,05), sin diferencias significativas 

entre los grupos DZ-D y DZ-ND (p>0,05). Por último el ANOVA de una vía 

evidenció un efecto significativo en las medias de las intersecciones totales [F(2, 

6)= 6,71; p=0,0295]. El análisis a posteriori mostró una disminución significativa 

en los grupos DZ-D (5,42 ± 0,49) y DZ-ND (5,17 ± 0,37) cuando se los comparó 

con el grupo VEH (7,88 ± 0,79; *p<0,05), los grupos DZ-D y DZ-ND  no fueron 

diferentes entre ellos (p>0,05). 

 

 

 

Figura 25: Resultados de la densidad de espinas dendríticas en las MSN del NAc core 48 horas 

después de la última administración de DZ utilizando el protocolo control. A) El gráfico de barras 

que representa la media ± SEM y la dispersión de los resultados individuales muestra, el número de 

espinas dendríticas cada 10 µm de dendrita en los grupos VEH (n=17 dendritas, 624,45 µm total, 3 ratas), 

DZ-D (n=11 dendritas, 432 µm total, 3 ratas), DZ-ND (n=16 dendritas, 533,76 µm total, 3 ratas), *p<0,05 

vs. VEH. B) Imágenes representativas de una dendrita de cada grupo experimental. 

 

 

 

DZ-ND 2µm 

VEH 2µm 

DZ-D 2µm 
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Figura 26: Resultados de la arborización de espinas dendríticas en las MSN del NAc core 48 horas 

después de la última administración de DZ utilizando el protocolo control. A) El gráfico muestra el 

número de intersecciones en cada anillo concéntrico con radios crecientes para los grupos VEH (n= 3 

células, 3 ratas), DZ-D (n=3 células, 3 ratas) y DZ- ND (n= 3 células, 3 ratas). Los símbolos representan la 

media ± SEM. *p<0,05 con respecto a todos los grupos. B) El gráfico de barras que representa la media ± 

SEM y la dispersión de los resultados individuales, muestra la media de las intersecciones totales para los 

grupos VEH (n= 3 células, 3 ratas), DZ-D (n=3 células, 3 ratas) y DZ- ND (n= 3 células, 3 ratas), *p<0,05 

vs. VEH. C) Imagen representativa de una célula del grupo VEH, donde se observan los anillos 

concéntricos con radios crecientes resultantes del análisis de Sholl. D, E y F) Imágenes representativas 

de la arborización de las neuronas espinales medianas (MSN) de los grupos experimentales.  
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La expresión de un comportamiento de “tipo ansioso” durante la 

abstinencia a DZ se relaciona con una disminución en la expresión de 

NOS-1 y en la concentración de metabolitos de ON en el NAc. 

Cuando se analizaron los niveles de proteína NOS-1 en el NAc, el 

ANOVA de una vía indicó un efecto significativo [F(2, 17)= 4,86; p=0,0214; Figura 

27-A y B]. El análisis a posteriori mostró que la expresión de NOS-1 fue 

significativamente menor en el grupo DZ-D (0,77 ± 0,06 OD) cuando se 

comparó con los grupos VEH (0,99 ± 0,05; *p<0,05) y DZ-ND (1,06 ± 0,09 OD; 

*p<0,05), mientras que los grupos VEH y DZ-ND  no son diferentes entre ellos 

(p>0,05). 

Por último, el análisis de la concentración de nitritos y nitratos en el NAc 

mostró un efecto significativo en el ANOVA de una vía [F(2, 16)= 5,62; p=0,0142; 

Figura 27-C]. El análisis a posteriori mostró que la concentración de nitritos y 

nitratos fue significativamente menor en el grupo DZ-D (0,0086 ± 0,0008 µM) 

cuando se comparó con los grupos VEH (0,0125 ± 0,0011 µM; *p<0,05) y DZ-

ND (0,0118 ± 0,0007 µM; *p<0,05), mientras que no se encontraron diferencias 

entre los grupos VEH y DZ-ND  (p>0,05). 
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Figura 27: Resultados moleculares en el NAc 48 horas después de la última administración de DZ 

utilizando el protocolo control. Los gráficos de barras que representan la media ± SEM y la dispersión 

de los resultados individuales muestran: A) La expresión de NOS-1 cuantificada como la densidad óptica 

(DO) de NOS-1/ DO de actina, en los grupos VEH (n=8), DZ-D (n=6) y DZ-ND (n=6).*p<0,05 comparado 

con todos los grupos. B) Imágenes representativas de las membranas de western-blot indicando la marca 

de NOS-1 a 160 KDa y de actina a 43 KDa, las marcas corresponden a los grupos de izquierda a derecha 

(VEH, DZ-ND y DZ-D). C) La concentración de nitritos y nitratos cuantificada como µM de nitritos y 

nitratos/ proteínas totales (µg/µl), en los grupos VEH (n=6), DZ-D (n=6) y DZ-ND (n=7). *p<0,05 

comparado con todos los grupos.  

CONCLUSIONES PARCIALES: 

 Estos resultados permitieron caracterizar la excitabilidad neuronal en el 

NAc luego de la administración crónica de DZ. Se ha observado que los 

animales que expresaron un comportamiento de “tipo ansioso” (DZ-D) 

presentaron una disminución en la excitabilidad neuronal de las MSN del NAc 

ya que se evidenció un menor número de potenciales de acción evocados. Sin 

embargo, los animales que no expresaron “ansiedad” durante la abstinencia 

(DZ-ND) no mostraron un cambio en la excitabilidad neuronal respecto al grupo 

control, a pesar de haber recibido un tratamiento crónico con DZ. 

Se ha descripto que en las MSN del NAc se expresan varios subtipos de 

canales IKir, incluidos los clásicos canales de potasio inward (IRK1–3 o Kir 2,1–
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3) y los activados por proteína G (GIRK1 y 3, o Kir 3,1 y Kir 3,3) (Karschin et 

al., 1996). Estos canales se activan en respuesta a la hiperpolarización de la  

membrana y se inactivan durante la despolarización, ejerciendo un papel 

importante en diversas funciones celulares, especialmente en la regulación de 

la homeostasis del potasio, la inhibición sináptica, la activación neuronal y la 

conductancia en reposo (Wang, 1995; D'Ambrosio et al., 2002). Los resultados 

de este capítulo muestran que durante la expresión de dependencia a DZ (DZ-

D) la rectificación inward se encuentra atenuada, indicando una posible 

reducción de las corrientes IKir. Esta reducción podría impactar en la función de 

estos canales generando una mayor dificultad en regular la homeostasis del 

potasio. Estos resultados se asocian a una Rin incrementada y una mayor 

duración del PA en el grupo DZ-D, sugiriendo que la función de otros canales 

iónicos puede estar alterada durante la abstinencia a DZ. Curiosamente, al 

igual que los resultados obtenidos en la excitabilidad neuronal, los animales 

que no expresaron un comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia 

(DZ-ND) no mostraron un cambio en la Ikir, Rin o duración del PA respecto del 

grupo control, a pesar de haber sido expuestos a una administración crónica de 

DZ. 

Es interesante destacar que la disminución en la excitabilidad celular de 

las MSN en el grupo DZ-D se acompañó con cambios en la plasticidad 

estructural de dichas células, ya que se evidenció una disminución en la 

densidad de espinas dendríticas y de la arborización de las dendritas durante la 

abstinencia a DZ. Sin embargo, a diferencia de los resultados anteriores, estos 

cambios serían generados por la exposición a DZ y no por la expresión del 

síndrome de abstinencia, ya que no observamos diferencias entre los grupos 

DZ-D y DZ-ND.  

En relación a la neurotransmisión nitrérgica, se ha demostrado que el 

aumento de la disponibilidad de ON en el NAc incrementa los disparos 

espontáneos de las MSN (West & Grace, 2004). Además, la inhibición de la 

NOS-1 interfiere con la formación de nuevas sinapsis resultando en la pérdida 

de espinas dendríticas (Nikonenko et al., 2008; Yoshihara et al., 2009). 

Nuestros resultados mostraron que la expresión de un comportamiento de “tipo 
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ansioso” durante la abstinencia (DZ-D) se acompañó con una disminución en la 

expresión de NOS-1 en el NAc y probablemente de la actividad de esta enzima, 

ya que se ha demostrado que la concentración de nitritos y nitratos en tejido 

cerebral es un método apropiado para correlacionar su actividad in vivo (Salter 

et al., 1996). Por lo tanto, ésta probable disminución de la disponibilidad del ON 

en el NAc podría explicar la reducción en la excitabilidad y plasticidad 

estructural de las MSN durante la abstinencia a DZ. 

 



 

 

  

DISCUSIÓN Y 

CONCLUSIONES 
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DISCUSIÓN GENERAL: 

La dependencia a drogas a menudo se relaciona con un fenómeno de 

aprendizaje contextual (Robbins & Everitt, 1996) y parece ser el principal 

mecanismo que subyace al desarrollo de dependencia a BZDs, en el que el 

entorno contextual durante la administración de drogas cumple un rol 

fundamental en el establecimiento de la dependencia física y la abstinencia, 

tanto en animales como en humanos (Griffiths & Weerts, 1997; Perez et al., 

2002). Teniendo en cuenta estas observaciones, en este trabajo se pudo evitar 

la expresión de un comportamiento de "tipo ansioso" característico del 

síndrome de abstinencia a DZ al interferir con el proceso de aprendizaje 

asociativo que subyace al desarrollo de dependencia a DZ. El protocolo de IL, 

que consistió en la pre-exposición al contexto de administración que formó 

parte durante el tratamiento crónico a DZ, aplicado los últimos días de un 

protocolo de administración a largo plazo evitó con éxito la expresión del 

comportamiento de “tipo ansioso” característico del síndrome de abstinencia a 

DZ.  

Estudios previos han demostrado, que el efecto ansiogénico 

característico del síndrome de abstinencia a DZ se acompaña por una inmuno-

reactividad Fos positiva significativa aumentada en áreas telencefálicas, 

diencefálicas y mesencefálicas relacionadas con los circuitos de la ansiedad y 

el miedo en el cerebro (Fontanesi et al., 2007), así como por un incremento en 

la actividad de las neuronas noradrenérgicas del Locus Coeruleus (Perez et al., 

2001) y serotoninérgicas del Núcleo del Rafe Dorsal (Almiron & Ramirez, 

2005). Todos estos cambios pueden contribuir no solo a los síntomas de 

abstinencia física que involucran la función autónoma, sino también al aumento 

de la plasticidad hipocampal que subyace al desarrollo de dependencia y 

abstinencia a DZ (Perez et al., 2001; Shen et al., 2009; Monti et al., 2010). El 

HP, a través de sus conexiones con estructuras como la amígdala o la corteza 

prefrontal medial, entre otras, es una estructura cerebral implicada en la 

modulación contextual de las respuestas condicionadas en los paradigmas de 

interferencia del aprendizaje (Bouton, 2002) y también en el condicionamiento 

contextual (Maren, 2008). En el presente trabajo, se demostró que la 
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efectividad del protocolo de IL en la prevención del comportamiento de "tipo 

ansioso” durante la abstinencia a DZ, se asocia con la reversión de la 

aumentada plasticidad sináptica en el HP, ya que el umbral para generar LTP 

en animales abstinentes a DZ es similar al del grupo control. Este resultado 

confirmó informes anteriores que mostraron que el incremento en la plasticidad 

hipocampal observada durante la tolerancia (Marin et al., 1999) y dependencia 

a DZ (Perez et al., 2001; Perez et al., 2002; Monti et al., 2010) se asocia 

positivamente a la expresión de algunos de los signos conductuales de 

abstinencia de DZ; mientras que la ausencia de un comportamiento similar a la 

ansiedad, como se describe en este estudio cuando se realizó el protocolo de 

IL, se asocia a una transmisión sináptica hipocampal comparable a los valores 

del control. De manera similar, otros protocolos de administración crónica de 

drogas, como los tratamientos repetidos de cocaína, han demostrado un efecto 

modulador sobre la plasticidad sináptica en el HP (Black et al., 2004; 

Thompson et al., 2004; del Olmo et al., 2006). Particularmente, esta alta 

eficiencia de la transmisión sináptica en el HP, evidenciada por una reducción 

dramática en el umbral para generar LTP, caracteriza a las ratas sensibilizadas 

al efecto hiperlocomotor de cocaína, mientras que los animales no 

sensibilizados con cocaína mostraron valores de umbral más altos (Perez et al., 

2010; Gabach et al., 2013; Artur de la Villarmois et al., 2019). Entonces, la 

mejora de la transmisión sináptica del HP puede representar un mecanismo 

común reclutado por drogas con diferentes mecanismos de acción para 

mantener los cambios estructurales que subyacen a las modificaciones 

persistentes en la función cerebral después de la exposición repetida o durante 

la abstinencia de drogas de abuso. 

En este escenario, el ON parece jugar un rol importante no solo en los 

procesos de aprendizaje y memoria (Park et al., 1998) y en el mantenimiento 

del LTP en el HP (Bon & Garthwaite, 2003), sino también en la expresión de la 

abstinencia de BZDs en ratones y ratas, ya que la inhibición farmacológica de 

NOS-1 impidió la expresión de algunos síntomas característicos del síndrome 

de abstinencia (Talarek et al., 2011). En esta tesis, se demostró que la 

expresión del comportamiento de “tipo ansioso” característico del síndrome de 

abstinencia a DZ no afecta los niveles de proteína NOS-1 en el HP (dorsal o 
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ventral), aunque no es posible descartar que aumentos en su actividad puedan 

contribuir a la mayor plasticidad en el HP y a la expresión del comportamiento 

de “tipo ansioso”. Por otro lado, los animales que recibieron DZ con el protocolo 

de IL mostraron niveles reducidos de proteína NOS-1 y probablemente 

presenten una menor disponibilidad de ON dentro del HP dorsal, tal vez como 

un mecanismo compensatorio para reducir la plasticidad sináptica en el HP y 

evitar la expresión de un comportamiento "ansioso”. Además, la inhibición 

farmacológica sistémica de NOS-1 mostró resultados conductuales y 

electrofisiológicos similares a los observados en animales sometidos al 

protocolo de IL, lo que indica que una disponibilidad reducida de ON podría ser 

responsable de los efectos inducidos por la IL. Estos resultados concuerdan 

con hallazgos anteriores que indican que la inhibición aguda de la síntesis de 

ON disminuye la ansiedad en la prueba del LCE en ratas (Faria et al., 1997). 

Por último es importante señalar que la reducción en los niveles de proteína 

NOS-1, cuando se realizó la interferencia del aprendizaje (IL), solo se 

observaron en el HPd, una región involucrada principalmente en el proceso 

cognitivo de aprendizaje y memoria (Fanselow & Dong, 2010). Sin embargo, no 

se descarta la posibilidad que el protocolo de IL sea capaz de inducir cambios 

en la transmisión sináptica, o en los niveles de NOS-1, incluyendo alguna de 

sus tres variantes α, β óγ, en otras estructuras cerebrales que puedan explicar 

también su participación en la expresión de la abstinencia a DZ. 

La dependencia es un fenómeno que presenta una notable variabilidad 

inter-individual y la intensidad de la necesidad o compulsión por consumir varía 

entre las diversas personas. Cuando se logra diagnosticar la dependencia en 

pacientes que fueron sometidos a un tratamiento terapéutico con BDZs, el 

cambio a un estado de dependencia solo ocurre en una fracción de los 

usuarios (Wagner & Anthony, 2002). Se ha descripto que aproximadamente el 

35% de los pacientes tratados durante más de 4 semanas con BZDs 

desarrollan dependencia,  y cuanto mayores hayan sido las dosis utilizadas y 

más prolongado el tratamiento, más intenso es el síndrome de abstinencia 

(Hurlé et al., 2008). Actualmente se propone que estas vulnerabilidades 

interindividuales a la predisposición de desarrollar adicción se debe en parte a 

factores genéticos, ya que se demostró que en pares de gemelos idénticos y no 
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idénticos, cuando un gemelo era adicto al alcohol, el otro gemelo idéntico 

también tenía una alta probabilidad de volverse adicto. Sin embargo, cuando un 

gemelo no idéntico era adicto, el otro gemelo no necesariamente desarrollaba 

una adicción (Prescott & Kendler, 1999; Enoch & Goldman, 2001; Goldman et 

al., 2005). Otro estudio investigó a los familiares de primer grado (padres, 

hermanos o hijos) de 231 adictos y 61 no adictos. Este análisis mostró que si 

un padre presentaba adicción a drogas o alcohol, la posibilidad de que el hijo 

desarrollara una adicción era de 8 veces mayor (Merikangas et al., 1998). 

Aunque los factores genéticos parecen estar implicados, las influencias 

ambientales no deben subestimarse. Hasta el momento no hay una respuesta 

clara sobre cuáles son los genes sensibles responsables de la adicción, pero 

las mutaciones genéticas específicas se han relacionado con la sensibilidad al 

consumo de alcohol y BZDs (Iwata et al., 1999; Schuckit et al., 1999; Hu et al., 

2005). 

En esta tesis, la diferenciación conductual entre animales DZ-D y DZ-ND 

que se realizó con el objetivo de estudiar el impacto de los protocolos de 

administración de DZ en la distribución poblacional, reproduce la variabilidad 

inter-individual observada en humanos en relación al desarrollo de 

dependencia a BZDs. Los resultados mostraron que cuando se administró DZ 

utilizando el protocolo control el 38% de los animales expresaron “ansiedad”, 

mientras que cuando se utilizó el protocolo de IL se observó una tendencia a la 

disminución de animales dependientes ya que el 18,75 % perteneció al grupo 

DZ-D. En el caso del protocolo con 7-NI, la disminución en la población de 

animales dependientes fue aun mayor, ya que solo el 8,34 % fueron 

considerados “dependientes” a pasear de haber recibido DZ de manera 

crónica. Estas evidencias confirman que los protocolos de administración de 

DZ utilizados en este trabajo tienen un impacto en la expresión de un 

comportamiento de “tipo ansioso” característico del síndrome de abstinencia a 

DZ. 

El NAc es un componente central del estriado ventral que se posiciona 

como una interfaz para integrar señales que surgen de las áreas límbicas y 

corticales y así modular la salida motora relacionada con comportamientos 

dirigidos a un objetivo (Mogenson et al., 1983; French & Totterdell, 2002). El 
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NAc recibe y envía proyecciones de distintas aéreas del SNC, por ejemplo, 

recibe conexiones aferentes excitatorias del tipo glutamatérgicas, provenientes 

del HP, corteza pre-frontal y amígdala, que proporcionan la unidad excitadora 

necesaria para evocar el comportamiento. El HP proporciona información 

espacial y contextual acerca de diferentes estímulos (Brog et al., 1993; Sesack 

& Grace, 2010) y las conexiones directas e indirectas entre el HP y el NAc 

pueden permitir que dichas señales contextuales influyan en el comportamiento 

de búsqueda de drogas (Jentsch & Taylor, 1999). Además, funcionalmente 

estas estructuras se regulan de forma bi-direccional.  Por ejemplo, el NAc está 

involucrado en la modulación de la plasticidad sináptica hipocampal, ya que la 

estimulación eléctrica del NAc core evita todas las formas de LTP, incluida su 

inducción, en las células granulares del GD en el HP (Lopez et al., 2008). Por 

otro lado, la potenciación de la actividad sináptica en las aferencias 

provenientes del HP potenciarían la inhibición GABAérgica de las interneuronas 

del NAc, reduciendo la actividad de las MSN (Mulder et al., 1998). En 

concordancia con estos antecedentes funcionales, en esta tesis se describe por 

primera vez que el tratamiento crónico con DZ o que el incremento del 

comportamiento de “tipo ansioso” luego de la discontinuación de la 

administración crónica con DZ (grupo  DZ-D), generarían una disminución de la 

excitabilidad, acompañada por una reducción de la plasticidad estructural en 

las células principales del NAc. Estos cambios observados en las MSN también 

fueron descriptos para otras drogas de abuso, por ejemplo hay reportes que 

demostraron una disminución en la excitabilidad de las MSN del NAc en ratas 

abstinentes luego de un tratamiento crónico con cocaína (Perez et al., 2011), 

en este sentido es importante destacar que se observó nuevamente que el DZ 

induce cambios similares a otras drogas de abuso en el HP y en el NAc, 

indicando la presencia de mecanismos plásticos adaptativos similares entre las 

drogas que inducen comportamientos de búsqueda. Otro actor importante en la 

modulación de la actividad y arborización dendrítica de las MSN es el ON 

(West & Grace, 2004; Nikonenko et al., 2008; Yoshihara et al., 2009), donde la 

disminución de la disponibilidad de ON en el NAc luego de la interrupción de la 

administración de DZ podría explicar en parte estos resultados. En conjunto, 

estos hallazgos indican que tanto el aumento de la transmisión sináptica en el 
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HP podría potenciar la inhibición GABAérgica en el NAc, produciendo una 

disminución de la excitabilidad de las MSN, como la inhibición del NAc podría 

contribuir con el aumento de la plasticidad sináptica hipocampal. La 

neurotransmisión nitrérgica parecería tener un rol preponderante en los 

cambios observados en ambas estructuras. Sin embargo, la complejidad del 

circuito involucrado en la dependencia a DZ y los experimentos realizados en 

este trabajo no permiten establecer una relación directa entre la funcionalidad 

de ambas estructuras, ni descartar la participación de otras áreas cerebrales 

involucradas en este fenómeno. 

CONCLUSIONES FINALES: 

Los resultados presentados en esta tesis indican que la IL podría ser una 

estrategia no farmacológica útil para prevenir la expresión de “ansiedad” como 

síntoma característico del síndrome de abstinencia de BZDs cuando se pueda 

diseñar adecuadamente para humanos, como se demostró para el tratamiento 

de otras patologías dependientes del contexto (Hall et al., 2016). En este 

sentido, los resultados obtenidos apoyan la utilidad de modelos traslacionales 

como enfoques pre-clínicos para patologías humanas. De esta forma se 

confirma la primera parte de la hipótesis la cual postula que, “la interferencia 

del proceso de aprendizaje asociativo que subyace al desarrollo de 

dependencia a DZ puede revertir los cambios plásticos dependientes del ON en 

el HP evitando la expresión de un comportamiento de “tipo ansioso” durante la 

abstinencia a DZ”, ya que el protocolo de IL fue capaz de evitar la expresión del 

comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia a DZ. Además, la IL 

pudo inducir cambios funcionales y moleculares en el HP, como la 

normalización de la transmisión sináptica y la reducción de la expresión de 

NOS-1. También, se puede confirmar que estos procesos son dependientes de 

ON ya que la inhibición farmacológica de NOS-1 fue capaz de reproducir los 

cambios conductuales y plásticos en el HP observados con la IL. Teniendo en 

cuenta que recientemente se ha descripto que la señalización de ON en el HP 

es crucial para el desarrollo y expresión de la sensibilización al efecto 

hiperlocomotor de cocaína (Artur de la Villarmois et al., 2019), sería interesante 

estudiar el efecto de la administración de 7-NI (inhibidor selectivo de NOS-1) de 
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manera intra-hipocampal para confirmar la participación de esta estructura en 

la expresión de “ansiedad” característica del síndrome de abstinencia a DZ y de 

la plasticidad sináptica  asociada mediante un mecanismos dependientes de 

ON. De esta manera, se podría proponer a la vía del ON en el HP como un 

blanco terapéutico en común para prevenir o reducir la susceptibilidad a la 

recaída de distintas sustancias adictivas. 

Por último, el final de este trabajo de tesis estuvo dirigido a caracterizar 

adaptaciones moleculares y plásticas relacionadas con la expresión de la 

abstinencia a DZ, luego de su administración crónica, en el NAc. Aquí, 

verificamos la segunda parte de la hipótesis que postula que “debido a la 

participación del NAc en los efectos reforzantes de las BZDs, la abstinencia a 

DZ induce cambios en la plasticidad celular y en la transmisión nitrérgica en 

esta estructura”, ya que se observó que aquellos animales que expresaron un 

comportamiento de “tipo ansioso” luego del tratamiento crónico con DZ 

presentaron una disminución en la plasticidad funcional y estructural en las 

principales células del NAc (MSN), además se caracterizó que este grupo de 

animales “ansiosos” presentaron una disminución en la expresión y actividad 

de NOS-1. Estos resultados describen por primera vez el impacto de la 

administración crónica de DZ o de la expresión de abstinencia sobre 

alteraciones funcionales, anatómicas y  moleculares en el NAc. 

Finalmente es posible destacar que un aspecto central del desarrollo de 

dependencia, a pesar de la importancia de los numerosos factores 

psicosociales, es que implica un proceso biológico. Sin embargo, llama la 

atención que la mayoría de las formas de plasticidad relacionadas con la 

adicción son muy similares y comparten las mismas regiones del cerebro, que 

los tipos de plasticidad que se han asociado con las formas más clásicas de 

conductas que evidencian procesos de aprendizaje y memoria, lo que refleja tal 

vez el repertorio limitado de los mecanismos de adaptación del que disponen 

las neuronas cuando se enfrentan con las exigencias del medio ambiente 

(Nestler, 2013). En este sentido, los resultados de este trabajo caracterizan 

algunas adaptaciones moleculares y celulares que ocurren en regiones 

específicas del cerebro y que median alteraciones conductuales asociadas con 
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la dependencia a DZ, verificando mecanismos homólogos con otros 

psicofármacos.
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