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Efectos de la administracién subcronica de acido gammabhidroxibutirico
(GHB) sobre la memoria de trabajo espacial en ratas

Francisca B. Garcia, Carmen Pedraza, Jorge L. Arias* y José Fco. Navarro
Universidad de Méalaga y * Universidad de Oviedo

El GHB, una droga popularmente conocida como «éxtasis liquido», es una sustancia con potencial de
abuso. Entre los posibles efectos secundarios descritos tras su consumo continuado se han referido am-
nesia y deterioro de la memoria. Ademas, estudios recientes indican la existencia de neurotoxicidad en
determinadas regiones cerebrales tras su tratamiento prolongado. El objetivo de este trabajo fue eva-
luar el efecto de la administraciéon subcrénica de GHB ((10 y 100 mg/kg) sobre la memoria de trabajo
espacial y los reflejos sensoriales y motores en ratas machos, utilizando el laberinto de agua de Morris
y una bateria de tests sensoriomotores, respectivamente. Los resultados indicaron que los animales tra-
tados con 10 mg/kg de GHB presentaban una mayor latencia de escape durante la fase de adquisicion
en los dias primeros y terceros de pruebas, respecto al grupo control (p<0.05), asi como un deterioro
del reflejo de «grasping» con las dos dosis de GHB empleadas (p<0.01). Numerosos estudios indican
que la corteza prefrontal medial funciona como un sustrato neuronal crucial en la memoria de trabajo
y en el reflejo de «grasping». Estos resultados sugieren que la administracion prolongada de GHB po-
dria alterar la estructura y/o funcion de la corteza prefrontal medial, asi como sus interconexiones con
otras estructuras relevantes en los procesos cognitivos y neurolégicos evaluados.

Effects of subchronic administration of gammahydroxybutyrate (GHB) on spatial working memory in
rats. GHB, a popularly known drug as «liquid ecstasy», is a substance with abuse potential. Among
the possible described side-effects after the continued consumption of GHB are amnesia and deterio-
ration of memory. Likewise, recent studies indicate the existence of neurotoxicity in certain brain re-
gions after its prolonged treatment. The aim of this study was to examine the effect of the subchronic
administration of GHB (10 and 100 mg/kg) on spatial memory and sensoriomotor reflexes in male rats,
using the Morris water maze and a battery of sensoriomotor tests, respectively. The results indicated
that animals treated with GHB (10 mg/kg) showed a greater latency of escape during the phase of ac-
quisition in the days first and third of tests, as compared with the control group (p<0.05), as well as a
deterioration of grasping reflex with the two doses of GHB (p<0.01). Numerous studies indicated that
the medial prefrontal cortex is a crucial neuronal substrate in the working memory and grasping reflex
modulation. These results suggest that prolonged administration of GHB could alter structure and/or
function of the medial prefrontal cortex, as well as its interconnections with other brain regions invol-
ved in the evaluated cognitive and neurological processes.

El acido gammabhidroxibutirico (GHB) es un metabolito del = En animales de experimentacion, se ha demostrado que la ad-
GABA (aunque también se puede sintetizar a través de otros conministracion de GHB provoca una serie de acciones farmacologi-
puestos) que cumple los principales criterios para ser considerad@as que incluyen la induccion de sedacion (Laborit, 1964), hipo-
como un neurotransmisor o un neuromodulador (Maitre, 1997fermia (Kauffman et al, 1990), reduccion de la agresion (Navarro
Maitre et al, 2000; Garcia et al, 2006). En los ultimos afios ey Pedraza, 1996), catalepsia (Navarro et al, 1996, 1998, 1999,
GHB ha experimentado un creciente interés social debido a sR000), asi como la aparicién de cambios electroencefalograficos
empleo como nueva droga de abuso, empezando a describirse @milares a las crisis de ausencia descritas en humanos (Barnejee
1995 los primeros cuadros de sobredosis, que han ido en aumegt-al, 1993). Asimismo, es conocido el importante potencial clini-
to hasta la actualidad (Nicholson y Balster, 2001; Royo-Isaach eto del GHB debido a su efecto terapéutico en el sindrome de abs-
al, 2004). tinencia a opiaceos y a alcohol (Pedraza y Navarro, 2001a), a su
eficacia para reducir los sintomas narcolépticos y a su utilidad pa-
ra inducir el suefio (Vera y Navarro, 1996).
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evaluada mediante el «test del hole-board» (Luna et al, 2002; Daante el periodo de habituacion y tratamiento. Entre la llegada de
vila et al, 2004). Ademas, el tratamiento crénico con dosis bajas des animales al laboratorio y el comienzo del experimento se deja-
GHB provoca alteraciones tanto de la memoria de trabajo como debn diez dias para la habituacién de los animales a las citadas con-
reflejo de «grasping» en ratones machos (Luna et al, 2002; Garcéiciones. La limpieza de las jaulas se llevd a cabo dos veces por
et al, 2002a). En esta misma linea, la administracion subcrénica demana, tarea realizada siempre por la misma persona.
dosis bajas de GHB en ratas macho (10 mg/kg, ip) se asocia a alte-
raciones de la memoria de trabajo evaluada mediante el test de&rmacos
«hole-board», afectando ademas a la correcta manifestacion del re-
flejo de «grasping» (Garcia et al, 2002b; Garcia et al, 2002c; Gar- EIl farmaco empleado fue el GHB (acigbidroxibutirico), ad-
cia et al, 2005). La implicacién de la corteza prefrontal en el reflequirido en los Laboratorios Sigma (Madrid, Espafia). Dicha sus-
jo de «grasping», asi como la implicacion del circuito integrado potancia fue disuelta en solucion salina y administrado por via intra-
la corteza prefrontal e hipocampo en la regulaciéon de la memoriperitoneal (ip), proporcional al peso del animal. A los animales del
de trabajo espacial, indican que un posible deterioro en estas regigrupo control se les administré el mismo volumen de suero salino.
nes podria ser el origen de las deficiencias registradas en las eva-
luaciones conductuales (Matsumura et al, 1996; Thierry, 2000). Aparatos

En la misma linea, estudios histolégicos centrados en la cuanti-
ficacion del nimero de células neuronales en la corteza prefrontal y Se empled una piscina circular similar a la descrita por Morris
en el area CA1 del hipocampo tras la administracion subcronica det al (1982) con las siguientes dimensiones: 150 cm de diametro
GHB en ratas machos (10 mg/kg, ip) han evidenciado una redugr 40 cm de altura. La plataforma de escape se encontraba 1,5 cm
cion del nimero de neuronas en ambas regiones (Garcia et @lor debajo del nivel del agua, cuya temperatura se mantuvo cons-
2003). Esta pérdida neuronal registrada en el hipocampo y en tante (24 + 1 °C) a lo largo del experimento. Se plante6 el uso de
corteza prefrontal tras la administracion subcrénica de GHB en dadn sistema taxico como criterio a seguir para la navegacién espa-
sis con potencial de abuso podria ser indicativo de un dafio neuroial de los animales. Concretamente, se aplicaron las condiciones
téxico, teniendo como consecuencia indirecta un funcionamient@ambientales 6ptimas para determinar el empleo de estrategias ta-
defectuoso de aquellos procesos cognitivos o neuroldgicos que reicas durante el aprendizaje espacial, de modo que los animales
gulan, lo que posiblemente se pondria de manifiesto en la realizalebian aprender a emplear patrones motores estereotipados para
cién de tareas conductuales que impliquen la participacion de taldgcalizar el camino hacia la plataforma de escape, aprendiendo
procesos (Matsumura et al, 1996; Thierry, 2000; Garcia et al, 2003%eries de movimientos de orientacidn. Asi pues, la habitaciéon se

Nuestra investigacion tuvo como principal objetivo el estudioencontraba iluminada por bombillas de color rojo para que los
del efecto de una administracion subcrénica de GHB sobre ednimales permanecieran en oscuridad. Ademas, se anularon las
aprendizaje espacial con demandas de memoria de trabajo, evaesibles sefiales extralaberinticas, tanto visuales como auditivas,
luado mediante el laberinto de agua de Morris. De hecho, es angue permitieran la orientaciéon del animal usando estrategias car-
pliamente conocido que lesiones hipocampales generan un défigibgraficas.
en el aprendizaje espacial, de modo que los animales son incapa-
ces de resolver tareas espaciales cuando esta region sufre algurPiecedimiento
po de deterioro (Morris et al, 1982; Santin et al, 2001; Cimadevi-
lla et al, 2005). Por otro lado, realizamos una evaluacion de una Los animales fueron aleatoriamente distribuidos en tres grupos
serie de reflejos neuroldégicos mediante una bateria de tests senst® tratamiento. Todos los animales recibieron un tratamiento sub-
riales y motores. De este modo, pretendiamos obtener informaciéronico, durante 12 dias, con suero fisiolégico o con 10 o 100
sobre aquellas regiones implicadas en la adecuada manifestaciérg/kg de GHB. El dia 11 de tratamiento se realizé la habituacion
de tales reflejos neurolégicos, asi como sobre aquellos sistemas dklaberinto, de modo que todos los animales pasaban por tres en-
neurotransmision que parecen jugar un papel en su correcta egsayos de una duracién de 60 segundos cada uno sin plataforma. El

presion conductual (Matsumura et al, 1996). dia 12 cada animal pasaba la bateria de tests sensoriales y motores
tras alcanzar el pico maximo de concentracion en plasma de GHB,
Metodologia es decir, 30 minutos después de la Gltima administracion (Maitre

et al, 2000). La bateria de tests sensoriales y motores se compuso
Animales de: 1. abduccion; 2. «grasping»; 3. extension; 4. flexion; 5. tacto;

6. vestibular; 7. auditiva; 8, pupilar; 9. sacudida; 10. plataforma;

Para la realizacion del primer experimento se utilizaron 20 radl. barra; 12. hocico; 13. olfacion y 14.« righting». El déficit en
tas macho albinas de la cepa Wistar con un peso comprendido ecada test se cuantificé en funcion de una escala de gravedad de tres
tre 250 y 300 gr. Los animales llegaron al laboratorio con una edapuntos: 0, ausencia de afectacion; 1, afectacion leve; 2, afectacion
aproximada de cinco semanas, siendo adquiridos en el «Servicgrave (Ottani et al, 2003).
de Animales de Laboratorio» de la Universidad de Oviedo. Estos Posteriormente, se procedio a iniciar la evaluacion del aprendi-
fueron alojados en grupos de dos en jaulas de plastico transpareraje espacial mediante el laberinto de agua de Morris, utilizdndo-
te (Tecniplast-Letica, Madrid), con unas dimensiones de28¥x se para ello un protocolo estandarizado que permitia evaluar me-
21 cm. Las condiciones ambientales en el animalario del laboratanoria de trabajo espacial (Cimadevilla et al, 2004, 2005). Asi
rio se controlaron cuidadosamente, manteniendo a los animalgaies, éste consistia en la evaluacion de la memoria de trabajo es-
bajo condiciones de luz estandarizadas (luz blanca desde 20:@@cial mediante un entrenamiento diario de cuatro dias con una
hasta 8:00; oscuridad desde 8:00 hasta 20:00), temperatura corssmple sesion de dos ensayos por dia (un primer ensayo de adqui-
tante (20 £ 2 °C), y agua y comida accesible desde las jaulas dsicién y un segundo ensayo de retencién). En cada ensayo las ra-
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tas eran introducidas en la piscina desde uno de los cuatro cuAprendizaje espacial

drantes imaginarios en que ésta se dividia (A, B, C o D), de modo

gue éstas debian encontrar la plataforma de escape que se enconPara la realizacion del andlisis estadistico de las fases de ad-
traba localizada en otro de los cuadrantes. La duracién maxima dguisicién y retencidon con respecto a las variables dependientes
cada ensayo era de 60 segundos (si el animal no encontraba la pidatencia» y «distancia» recorridas por los animales para encontrar
taforma tras los 60 segundos el experimentador guiaba al animé plataforma de escape durante el aprendizaje espacial se utilizé
hacia ésta), siendo la permanencia del animal en la plataforma dm andlisis no paramétrico, concretamente la prueba de Kruskal-
15 segundos tras alcanzarla. El intervalo entre los ensayos era @éllis, ya que no se cumplia el supuesto de homogeneidad de va-
30 segundos, donde el animal era introducido en su jaula. Puestianzas que permitia la utilizacion de un analisis de varianza, el
gue se demandaba el uso de una memoria de trabajo espacial MNOVA (estadistico de Levene= 0.000). Posteriormente, para el
diante estrategias de orientacion taxicas, la localizacién de la salanalisis por pares de comparaciones entre los diferentes grupos de
da del animal y de la plataforma de escape era constante en camatamiento, se llevd a cabo la prueba U de Mann-Whitney. Asi
sesion de adquisicion/retencion (ya que el animal debia alcanzar faies, los resultados obtenidos tan sélo muestran diferencias signi-
plataforma utilizando series de movimiento de orientacion), perdicativas con respecto a la variable «latencia» en el dia 1 de prue-

variaba entre los diferentes dias de entrenamiento. bas (p<0.05, prueba U de Mann-Whitney) y en el dia 3 de pruebas
(p<0.04, prueba U de Mann-Whitney) correspondientes al ensayo
Resultados de adquisicion del aprendizaje, de manera que el tiempo que tar-
dan en encontrar la plataforma de escape los animales que recibian
Reflejos neuroldgicos el tratamiento subcrénico de la dosis intermedia de GHB (100

mg/kg) es significativamente mayor en comparacion con el grupo
Los datos obtenidos mediante los tests sensoriomotores fueraontrol (véase figura 2).

analizados mediante la prueba exacta de Fisher, ya que se trataba
de muestras aleatorias independientes y cada animal era clasifica- Discusién
do en una de las tres categorias excluyentes (0= ausencia de afec-
tacion; 1= afectacion leve; 2= afectacion grave), ya que los datos La existencia de una peor ejecucion de la memoria de trabajo
evaluados se encontraban en escala nominal y las frecuencias espacial en el ensayo de adquisicion del aprendizaje, tras la admi-
peradas fueron menores de cinco. No obstante, debemos tener mistracion subcrénica de la dosis intermedia de GHB, sugiere que
cuenta que el nimero de sujetos no era el mismo para cada grupbtratamiento prolongado de esta sustancia podria generar altera-
experimental, lo que determind el uso de porcentajes para facilitasiones en aquellas estructuras que regulan este proceso cognitivo.
la comparacion entre los distintos grupos de tratamiento (véase fiEstudios previos realizados en torno al empleo de estrategias de
gura 1). Asi pues, tan soélo se encontraron diferencias significatierientacion espacial taxicas tras la administracién subcronica de
vas en el reflejo de «grasping» (p<0.01, prueba exacta de FishegHB han mostrado que los animales tratados con esta sustancia
de modo que los animales que recibian la administracidn subcrdealizaban una peor ejecucion de la memoria de trabajo espacial a
nica de la dosis baja e intermedia de GHB mostraban una peor eji® largo de todo el entrenamiento (Garcia et al, 2005). En esta mis-

cucion de este reflejo neurolégico. ma linea, Sircar y Basak (2004) han descrito que la administracion
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Figura 1. Porcentajes correspondientes al reflejo de «grasping» en funcién del tratamiento recibido
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subcrénica de GHB en ratas adolescentes ocasiona un déficit en la En este sentido, debemos tener en cuenta que corteza prefron-
adquisicion de la memoria espacial, de modo que los animales tréal e hipocampo son dos estructuras del SNC que presentan una
tados con 100 mg/kg de GHB presentan una latencia de escapensidad media-alta de receptores para GHB (Pedraza y Navarro,
significativamente mayor en comparacion con los animales no tra2001b), y que algunos estudios recientes indican que la actividad
tados con esta sustancia. Por otro lado, algunos estudios han puds-las neuronas prefrontales se encuentra modulada por la dopa-
to de manifiesto que la administracion subcrénica de dosis bajasraina, estando ademas la interaccion entre GHB y dopamina am-
intermedias de GHB tiene como consecuencia una pérdida neurpfiamente documentada. Por tanto, podriamos inferir una interre-
nal en aquellas regiones potencialmente susceptibles a un dafaxion entre ambos sistemas de neurotransmision en estas regiones
neurotdxico ocasionado por el tratamiento continuado de esta susioduladoras de procesos cognitivos (Maitre, 1997; Howard y Fei-
tancia, tales como la corteza prefrontal y el area CA1 del hipogenbaum, 1997; Bernasconi et al, 1999; Navarro et al, 1998; Luna
campo (Garcia et al, 2003), lo que podria generar alteraciones @t al, 2004). Si consideramos que el tratamiento prolongado de
los procesos cognitivos regulados por estas estructuras. GHB produce alteraciones importantes en el sistema de neuro-
Son numerosos los estudios que han evidenciado que las drogaansmisién dopaminérgico, e incluso que podria inducir neuroto-
estimulantes que afectan al sistema monoaminérgico y que, podcidad, ello podria tener como consecuencia la afectacién de los
tanto, presentan un perfil farmacoldgico similar al GHB, tales co{procesos cognitivos controlados por este sistema de neurotransmi-
mo la anfetamina y la cocaina, alteran determinados procesos caogjon, asi como dafiar aquellas estructuras con receptores GHBér-
nitivos (Pedraza y Navarro, 2001a; Slamberova et al, 2005). Divergicos en sus terminales (Maitre, 1997; Bernasconi et al, 1999; Li-
sos trabajos centrados en el estudio de los efectos del tratamierdow et al, 2003). En esta misma linea, la existencia de niveles
continuado de cocaina han demostrado que tras su administraciémcesivos de zinc o el tratamiento con psicoestimulantes como la
en ratas adultas y adolescentes, asi como tras su exposicion prenaeaina y la metanfetamina también han mostrado producir altera-
tal, se producen alteraciones que afectan al aprendizaje espaciaipnes en el sistema dopaminérgico, generando como consecuen-
describiéndose deficiencias significativas en la adquisicion de laia un deterioro de aquellos procesos cognitivos que modula (Mel-
memoria de trabajo (Melnick et al, 2001; Santucci et al, 2004). Esnick et al, 2001). De este modo, la muerte celular producida en
tos mismos resultados son descritos en ratas adultas expuestas pegtiones como la corteza prefrontal y el area CA1 del hipocampo
natalmente a metanfetamina, encontrandose efectos similares traas la administracion prolongada de GHB afectaria a su correcto
su administracion crénica (Slamberova et al, 2005). No obstantduncionamiento y, por tanto, a aquellos procesos cognitivos que re-
algunos autores han planteado que posiblemente las alteraciongslan (Kesner et al, 2000).
descritas en aprendizaje espacial se deban a deficiencias en la me-Numerosos trabajos apuntan a una implicaciéon de la corteza
moria de reconocimiento, de manera que los animales tratados cpnefrontal en la modulaciéon de la memoria de trabajo, de modo
metanfetamina o sustancias similares son incapaces de discrimingue esta area es de vital importancia para un 6ptimo rendimiento
entre objetos familiares y nuevos, lo que dificultaria la realizaciéren este proceso cognitivo (Kesner et al, 2000). Asi, se ha eviden-
de aquellas tareas que suponen un uso adecuado de la memoriac@lo que un dafio neurotoxico en diferentes areas de la corteza
trabajo, proceso cognitivo donde tienen una especial relevancia farefrontal produciria una alteracién en la ejecucién de tareas que
corteza prefrontal y el hipocampo como estructuras reguladoras. suponen una participacion de la memoria de trabajo, plantedndose
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la especificidad de las areas prelimbicas e infralimbicas en este tiia esencial por la que la informacion espacial se integraria en fun-
po de memoria (Collette y Van der Linden, 2002). Por tanto, pociones cognitivas y en la planificacion de procesos motores me-
demos considerar que un dafio producido a nivel de la corteza prdiados por la corteza prefrontal. De este modo, la administracion
frontal podria provocar alteraciones en la realizacion de pruebade GHB (posible agonista dopaminérgico) podria estar influen-
gue supongan un uso adecuado de la memoria de trabajo espac@ando la conexién de la corteza prefrontal a través de sus inerva-
Por otro lado, la integracion de las pistas distales o proximales n&iones dopaminérgicas con otras estructuras igualmente implica-
cesarias para el aprendizaje y que van a permitir la orientacion edas en procesos cognitivos, tales como el hipocampo, y como
pacial de los animales tiene lugar en el periodo de adquisicion debnsecuencia de ello la realizacion de las tareas de memoria espa-
aprendizaje, donde cobra especial relevancia la memoria de trabaial demandadas. En suma, una disfuncionalidad del sistema do-
jo como memoria transitoria, puesto que el animal debe relaciongzaminérgico tanto en la corteza prefrontal como en el hipocampo
momento a momento las pistas disponibles con aquellas que le sgedria tener como consecuencia alteraciones a nivel de procesos
ran (tiles para la localizacién de la plataforma de escape (Izquiecognitivos que impliquen un uso satisfactorio de la memoria de
do et al, 1999). Igualmente, se ha descrito que el neocdrtex tierteabajo espacial modulada por este circuito aurorregulatorio (Ta-
una especial relevancia en la navegacion espacial, de modo quneka, 2002).
una afectacion de la corteza entorrinal y perirrinal, de la corteza Con respecto al deterioro observado en el reflejo de «gras-
prefrontal y de la corteza cingular anterior, podria suponer probleping», debemos tener en cuenta que éste es una respuesta neurolé-
mas en la adquisicion durante el aprendizaje espacial. Ademas, gica que se controla desde la corteza prefrontal, por lo que la rea-
dafo generado en la corteza prefrontal también puede suponer pilzacién inadecuada del reflejo de «grasping», e incluso la
blemas en procesos de planificacion, de manera que se ha postutatsencia de aparicion del mismo, podria ser una consecuencia de
do que su lesion provocaria una inadecuada representacion deh dafio neuroldgico ocasionado en esta region (Matsumura et al,
curso requerido de movimientos. Asi, aunque el hipocampo es urit996). No obstante, diversos trabajos han evidenciado que un dé-
estructura critica en la memoria espacial y sus conexiones con f&it dopaminérgico podria también suponer una manifestacion
corteza prefrontal desempefian un papel importante en la correcitaadecuada de este reflejo neurolégico (Negrotti et al, 2005). En
manifestacion de la memoria de trabajo espacial, la memoria deonclusion, tanto la afectacion de la memoria de trabajo espacial
trabajo mantendria como eje central a la corteza prefrontal, por loomo el deterioro del reflejo de «grasping» sefialan a la corteza
gue una lesion de la misma posiblemente seria mas significativa garefrontal como posible regién perjudicada por el tratamiento pro-
el proceso cognitivo que regula (Jodar-Vicente, 2004). longado de GHB.

Por otro lado, las conexiones existentes entre el &rea CALl del
hipocampo y la corteza prefrontal han llevado a plantear una rela- Agradecimientos
cion entre ambas estructuras que estaria mediando ciertos proce-
sos cognitivos, entre los que destacan aquellos relacionados con la Agradecemos la ayuda técnica de Piedad Burgos y Begofia Val-
memoria espacial (Wall y Messier, 2001). Asi, se ha propuesto udés. Trabajo financiado por el MEC (SEJ2004/07445/PSIC) y la
circuito neuronal entre el hipocampo y la corteza prefrontal inerConsejeria de Educacion y Ciencia de la Junta de Andalucia (CTS-
vado por el sistema dopaminérgico ascendente, que supondria uh@5)
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