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L.- Introduccion

El medio ambiente en el que se desenvuelve el ser humano, puede producir
alteraciones en el funcionamiento del organismo. Tales alteraciones como por ejemplo la
ansiedad, que apesar de ser un mecanismo de adaptacion a situaciones adversas, llega a ser
patologico cuando se torna en un estado continuo o bien de lapsos recurrentes, teniendo en
este Ultimo caso que tratarse con una terapia adecuada.

Existen varios firmacos involucrados en el tratamiento de la ansiedad, las
benzodiazepinas han dado un buen resultado, sin embargo, sus efectos adversos sugieren el
desarrollo de nuevos firmacos, bajo este contexto surgié la buspirona, un compuesto no
benzodiazepinico y gue ha tenido una buena aceptacion en el tratamiento de la ansiedad. La
melatonina, una hormona secretada per la glandula pineal, ha sido reportada como un
agente ansiolitico y provoca efectos conductuales muy similares a las benzodiazepinas, por
lo cual sugiere un posible uso terapéutico en el tratamiento de la ansiedad.

Por otro lado, se tiene que estructuras como el hipotalamo, estan relacionadas con
los estados afectivos dei hombre dentro de los cuales tenemos a la ansiedad, esta estructura
queda rodeada por los ventriculos laterales y, ademas, es una estructura en la cual se han
encontrado receptores a melatonina.

En el presente trabajo se pretende caracterizar las acciones ansioliticas de uma
benzodiazepina como lo es el clorodiazepdxido, la buspirona y la hormona melatonina
administrados intracerebroventricularmente en ratas.

Estas acciones ansioliticas se evaluaran en el modelo del Plus-Maze, que a
diferencia de otros modelos ansioliticos, no utiliza estimulos nocivos ni situaciones

estresantes, sino un comportamiento conductual que es mas natural en los individuos.
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2.- Generalidades
2.1 Ansiedad.

La ansiedad, es un mecanismo que nos permite adaptarnos a situaciones adversas que
ponen en peligro la homeostasis o equilibrio corporal y psiquico de un individuo, esta
intimamente relacionada a la idiosincrasia del mismo y puede presentarse ante diferentes
circunstancias como ¢l estrés (provocado por el medio en el que se desenvuelve el
individuo), factores de origen fisico (intervenciones médico-quinirgicas), patologicos
(infarto al miocardio, angina de pecho, etc) y emocionales (sensaciones de miedo,
situaciones Unicas o reiterativas, etc.) (g, 24,32).

Considerando lo anterior, la ansiedad se clasifica en: (22, 1)

* Ansiedad de tipo secundaria, como una consecuencia de circunstancias tanto fisicas
como patoldgicas,

s Ansiedad de momento, cuya causa principal es debida a situaciones emocionales inicas o
reiterativas.

* Ansiedad por panico, debida a situaciones de temor que obligan a adquirir personalidades
desvalidas.

* Ansiedad anticipatoria, en ella, el temor es menor y es debida a una previa evaluacion de
una posible situacion de peligro.

Considerando la frecuencia de estas enfermedades, se ha visto que la ansiedad afecta
principalmente a adolescentes y jovenes adultos, con una duracién aproximada de 5 a 10
anos (sy).

En general, la ansiedad se presenta como una serie de trastornos psiconeurdticos,

razdn por la cual su explicacion bioldgica o psicologica es difusa. Las manifestaciones
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fisiologicas, que se presentan cuando la ansiedad ha dejado de ser un mecanismo de defensa
para convertirse en una situacion patoldgica, se pueden explicar mediante una hipdtesis, en
la cual, se cree que la ansiedad es capaz de estimular al sistema nervioso auténomo (SNA)
produciendo descargas adrenérgicas, las cuales son responsables de las manifestaciones
fisioldgicas presentadas por la ansiedad, entre las que se encuentran: pulso acelerado,
aumento de la presion sanguinea, sudoracidon excesiva, dificultad para respirar con
subsecuente sensacion de asfixia, diarrea, vértigo, miccion frecuente, transpiracién, dolores
musculares, insomnio y temores irrazonables. Estos sintomas, no son exclusivos de la
ansiedad y por eso se realizan evaluaciones para encontrar una posible enfermedad causante
de las mismas (enfermedad primaria) y en caso de que se encuentre ésta, no se debe
descartar un posible tratamiento de la ansiedad, aunque, generalmente los sintomas de la
ansiedad estan relacionados con la depresion y trastornos distimicos (depresion neurodtica)
como los trastornos de panico, fobias, padecimientos obsesivo-compulsivos, asi como
alteraciones de la personalidad (19,24, 59).

En el ser humano, una de las principales causas de la ansiedad, es el estrés al cual
estd sometido todos los dias. El estrés, es un término que se refiere a una respuesta de
adaptacion en la cual hay cambios fisiologicos v conductuales, puede ser producido por una
serie de excesivas estimulactones debidas a cfectos desgastantes, sobrestimulacién nerviosa
provocada por elevada responsabilidad, disgustos y un ambiente familiar tenso (g, 10). En su
mayoria, las actividades cotidianas del ser humano como €l trabajo, vida social y familiar,
etc., suelen presentar las estimulaciones excesivas que pueden causar ansiedad; 7. 20, 24. 25,

La ansiedad, por ser una alteracion psicologica en la cual hay un sentimiento

subjetivo de tension aumentada, se manifiesta como una experiencia consciente que reporta
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un temor interno el cual es debido a una reaccion emocional a objetos o factores
identificados asi como a situaciones que simbolizan conflictos e impulsos inconscientes, esto

ultimo la diferencia del estrés (32,5968 )

2.2 Terapéutica de la ansiedad.

La ansiedad, debe ser tratada terapéuticamente cuando deja de convertirse en un
mecanismo de defensa y se toma en un estado continuo o bien de lapsos recurrentes
(patologia).

El primer paso en el tratamiento de la ansiedad esta encaminado a eliminar a
aquellos factores que producen las alteraciones del equilibrio corporal, sin embargo, debido
a su complicada etiologia, se recurre al tratamiento con firmacos.

Los farmaces utilizados en el tratamiento de la ansiedad, son denominados
ansioliticos, se encuentran entre los de mayor venta en todos los continentes al igual que
aquellos que son utilizados como antidepresivos. E! tratamiento de la ansiedad es
prolongado (5-10 afios) razon por la cual se ha puesto especial cuidado en los farmacos
utilizados en el tratamiento de esta enfermedad 20,24 51 .

De los primeros firmacos empleados contra la ansiedad (figura 1) tenemos a el
etanol, el cual alcanzé un amplio uso en el siglo pasado. En aguellos tiempos, otros
compuestos como el hidrato de cloral y el paraldehido (con efectos similares al etanol), asi
como las sales de bromuro, fueron introducides como sedantes y, por lo mismo, empleados
en el tratamiento de la ansiedad. Los barbitaricos, compuestos que fueran sintetizados a
principios de 1900, tienen propiedades sedantes-hipnoticas y fueron también utilizados

como farmacos en el tratamiento de la ansiedad ; 24, 7).
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H H
|
OH~_ H— C—C—OH
CH— CCly |
OH/ H H
Hidrato de cloral Etanol

Figura 1. En esta figura se muestran las estructuras de algunas sustancias que fueron utilizadas en un
principio como farmacos ansioliticos (4, 2.

Los farmacos mencionados anteriormente, tienden a producir ciertos efectos sobre el
sistema nervioso central (SCN), estos efectos, como la sedacion e incluso la hipnosis
resultan adversos, también presentan un efecto relajante de las funciones motoras y/o
mentales, por lo cual no son muy especificos para la ansiedad, ademis, los barbitiricos, son
compuestos que llegan a causar tolerancia y dependencia fisica @, 70, 20y, La fbrmula general

de los barbitiricos se presenta en la figura 2.

0=< Barbitiricos
Ry

Figura 2. Los barbitiricos son una seri¢ de fairmacos que fueron usados a principios de sigle en el
tratamiento de [a ansiedad. Estos provienen de la condensacion del acido maldnico y de la urea (34,

En ef tratamiento de la ansiedad, lo que se busca es tener un efecto terapéutico con
una minima interaccion adversa en las funciones del SNC, por lo que se intentd sintetizar
farmacos con una actividad especifica sobre la ansiedad, con lo cual surgieron las

benzodiazepinas (BZP) y, mas tarde, la buspirona (BUS) (20, 24, 3, 683

ALEG
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2.2.1 Benzodiazepinas (BZP)

Las BZP son una familia de firmacos que producen sedacién y alivian los estados de
ansiedad. En los roedores como la rata y el ratén, ejercen una accién tranquilizante,
inhibidora de la actividad motora y del castigo. En el hombre son capaces de reducir la
aprehension, la tension y son potentes relajantes musculares (g

Los farmacos representativos de estd familia y que son usados en el tratamiento de la
ansiedad son el clordiazepoxido (CDP) y el diazepam (DZP), posteriormente a estos
compuestos han surgido una gran cantidad de dertvados benzodiazepinicos. Su formula

general se presenta en la figura 3 (24,42,

Figura 3. Estructura general de las benzodiazepinas. Ry, Ry, Rs, Ry, Rs ¥ R, variarén dependiendo de
la benzodiazepina en cuestion .

Después de su administracton por via oral, las BZP se distribuyen bien en todo el
organismo, sin embargo, debido a su estructura quimica que tiene grupos hidrofédbicos,
tienen preferencia por los tejidos ricos en lipidos como el adiposo y el cerebro, son

metabolizados principalmente en higado por oxidacion microsomal (reacciones de fase I) y

12E7
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excretados por rifion después de ser conjugados como glucurénidos (reacciones de fase IT).
Los metabolitos formados de las BZP pueden ser en ocasiones activos e incluso con un

tiempo de vida media mucho mayor al de la benzodiazepina de la cual provienen (figura

isa).

[ CIorodiaz.ep(’)xido] [ Diacepam

| Cloracepato**

Desmetilclorodiazepoxido*

Demoxepam™ [E

N, Desmetildiacepam* /

@ -
EXCRECION URINARIA

Figura 4. El metabolismo de algunas BZP, ndtese que en las reacciones de fase I, se obtienen
metabolitos activos (*), lo cual aumenta su tiempo de vida media, en cambio, otras no tienen
actividad (**} y al metabolizarse se vuelven activas (24, 64).

Fase [
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Facultad de Ouimica Generalidades 8

Los principales efectos de las BZP en el hombre son: anticonvulsivos, relajante
muscular, ansiolitico y sedante-hipnético, lo cual sugiere que el efecto ansiolitico es también
apoyado por el relajante y el sedante, ya que estos Gltimos, por si solos, no son capaces de
lievar a cabo un efecto ansiolitico (s4). En general, las BZP son utilizadas en el tratamiento de
la ansiedad, insomnio y sedacion antes de procedimientos médico-quinirgicos, en el
tratamiento de la epilepsia y estados convulsivos asi como auxiliares diagnosticos en
psiquiatria ;4.

Las BZP potencian la neurotransmision GABAérgica, aumentando, al parecer, la
inhibicion siniptica como producto de la disminucion de descarga neuronal debida al ac.
gamaaminobutirico (GABA) en diversas partes del cerebro 4.

A pesar de que las BZP son un grupo de compuestos que poseén cierta especificidad
como firmacos ansioliticos, no dejan de tener innumerables efectos adversos como: ataxia,
cefalea, fiebre, somnolencia, nauseas, vomitos, diarrea, etc., ademas de reponarse efectos
teratogénicos y alteraciones del periodo menstrual. Cuenta también con efectos psicologicos
como disminucién de la capacidad cognoscitiva y de la concentracion, asi comé tolerancia y
dependencia psicologica y fisicag s, 34,29, 61).

El CDP {figura 5) fue sintetizado en 1957 por Sternbach (54, su nombre genérico es
el librium y fue de las primeras BZP, posteriormente vino el diazepam y otras BZP.

El CDP se encuentra en tabletas y capsulas de 5, 10 y 25 mg, asi como en polvo con
100 mg para administracion parenteral, tiene una vida media de 5 a 30 hr. y sufre reacciones
de fase I y [I (figura 4).

El CDP, al biotramsformarse, da metabolitos activos como lo son el

desmetilclorodiazepoxido, demoxacepam, desmetildiacepam y el oxacepam (figura 4), de
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estos, el demoxacepam y el oxacepam se encuentran disponibles para uso clinico, su

biodisponibilidad es baja por via intramuscular 34, 38).

NH—CH3

Clorodiazepoxido
Cl —

Figura 5. Et CDP, fue de las primeras BZP de uso clinico, sintetizado en 1957 por Sternbach, su
nombre quimico es 7-cloro-5-fenil-2-metilamino-4-oxi-1,4 benzodiazepina, esté compuesto presentd
en un principio actividades farmacologicas como relajantes musculares y anticonvulsivassg.

Este farmaco produce sedacion y es utilizado principalmente en el tratamiento del
insomnio y la ansiedad a dosis de 10-20 mg 2 a 3 veces al dia, presenta interacciones con
otros medicamentos, en especial con los depresores del SNC, con los cuales tiene un efecto
aditivo. En presencia de cimetidina que inhibe el metabolismo hepatico, es capaz de
aumentar su vida media 34).

2.2.2 Buspirona

Posterior a las BZP v en la década de los 80’s, surge un nuevo grupo de farmacos
ansioliticos que actia sobre receptores serotoninérgicos (5-HT) de los cuales, la buspirona
(BUS) es su prototipo y, cuya estructura se presenta en la figura 6 (.

La BUS, es un farmaco con estructura diferente a la de los medicamentos ansioliticos

existentes. Su mecanismo a diferencia de las benzodiazepinas, no es a nivel GABAérgico

ALEF
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sino a nivel serotoninérgico, ya que actila sobre los receptores de subclase SHT)s para

serotonina, fue descubierta en el afio de 1983 por Glasser y Traver s, 25, 34, 45, 60).

O~
N - CH2(CH2)2CH?2 - N

Buspirona

Figura 6. Formula estructural de la buspirona (8-[4-(2-pirimtidil)-1-piperazimil]-butil}-§ -azaspiro-
(4,5)-decano-7,9-diona, un farmaco utilizado especificamente para el tratamiento de Ia ansiedad ¥,
que a diferencia de las benzodiazepinas, actiia sobre receptores 5-TH 1, 24).

La BUS se utiliza en el tratamiento de la ansiedad sin producir sedacion v se ha visto
que tiene un efecto similar al diazepam (31, ).

Este farmaco se absorbe rapidamente por el tubo digestivo, se distribuye bien y sufre
metabolismo de primer paso a nivel hepitico principalmente por las reacciones de
hidroxilacidn y N-desalquilacion, dando metabolitos con actividad farmacologica. Tiene una
vida media de 2 a 4 hr. y al parecer no hay mayor problema por acumulacion del firmaco en
el organismo ;a4

A diferencia de las BZP, la BUS no afecta la actividad motora o el conocimiento, es
un buen agente ansiolitico que no posee propiedades hipnéticas, anticonvulsivas ni las
desventajas de los efectos adversos de las BZP aunque en ocasiones pueden presentarse
taquicardias, palpitaciones, molestias gastrointestinales y parestesias con mavor frecuencia

que con las BZP {16, 24. 34, 60)-

£3
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La BUS junto con la azapirona, son utilizadas como medicamentos de eleccion en
enfermedades de ansiedad generalizada, se utiliza generalmente en dosis de 30 mg dos o tres
veces al dia, se utiliza en ¢l tratamiento de la ansiedad en nifios, ademas, debido a que no
produce dependencia fisica, interacciones con alcohol, ni desordenes psicomotrices en usos
prolongados como lo es el tratamiento de la ansiedad, es preferida con respecto a las BZP,
sin embargo, en el tratamiento de la fobia social y del panico no ha mestrado resultados
convincentes (9, 51, 62, 63)-

En el tratamiento de la ansiedad, ademéis de las BZP y de la BUS, existen otras
azapironas, asi como antidepresivos, estos (ltimos son preferidos en algunos casos de fobias

9,51

1.3 Melatonina.

La melatonina (MEL) es unz hormona que al igual que otros polipéptidos se
producen en la glandula pineal (GP), fue reconocid;t inicialmente por McCord y Allen en
1917, pero es hasta 1958 que Lerner y col,, la aislaron de un extracto de GP bovina y un afio

después, lograron ellos mismos establecer su estructura (figura 7) (5, 26, 37, 41, 453,

CH3-O
l {(CH2)2-NH-COCH3
N

H
Melatonina

Figura 7. La MEL es un compuesto metoxiindolico de naturaleza lipofilica y no ionizada, es la
principal hormona producida por la glandula pineal su nombre quimico es la 5 metoxi-N-
acetlltnptamma (&)

o
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Esta hormona pertenece al grupo de los indoles, es un metoxiindo! identificado como
N-acetil-5-metoxi-triptatmina. Es un compuesto de naturaleza lipofilica y no ionizada. Su
nombre se debe a la semejanza funcional con la melanina, ya que es capaz de producir el
aclaramiento de la piel de los renacuajos producto de una acumulacién de melanina
alrededor de los melanoforos ¢ 3s, 37, 45,

La GP no es el érgano exclusivo para sintetizar a la MEL, ya que hay sitios
extrapineales que también pueden sintetizarla. En la retina, el intestino y ta glandula
Hardetiana de los roedores hay indicios de la presencia de Hidroxiindol-Q-metiltransferasa
(HIOMT), enzima que participa en la conversién de serotonina (5-HT) a MEL, ademas, por
medio de técnicas inmunohistoquimicas se ha verificado la conversién de (5-HT) en MEL
por la retina y por otro [ado, se han detectado niveles de MEL residuales después de una
pinealectomia, tanto en oveja como en rata, sin embargo, la GP es la responsable de
sintetizar la mayor cantidad de MEL presente en el organismo 15, 41, 65).

La MEL es capaz de producir diferentes efectos endocrinos y conductuales en
mamiferos y vertebrados inferiores. Muchos de estos efectos han sido relacionados con los
ciclos reproductivos y de iluminacion ambiental. (4. 15, 3, 37, 45, 50.71)

Axelrod y Wurtman encontraron que la GP de los mamiferos sintetizaba MEL en
funcion de la iluminacion ambiental dandole la propiedad de transductor neuroenddcrino.
Reiter encontré que los ciclos circanuales de reproduccion del himster estan regulados por
la GP 4 15).

Estudios en ovejas como los de Woodfill y cols., han encontrado una relacién entre
la GP los fotoperiodos y los ciclos reproductivos anuales. Otros estudios {Q’Callaghan y

cols.), han relacionado las pinealectomias con ciclos de luz cortos (8.5h) y los ciclos
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reproductivos encontrando algunas diferencias entre los controles usados y los animales
tratados (so, 13-

Esta hormona pineal, ademas de producir ciertas funciones neurcendocrinas como
son la sincronizacion del ciclo de reproduccion, presenta varios efectos farmacologicos
como: suefio y sedacion (Holmes and Sudgen, 1982}, analgesia v actividad anticonvulsiva
(Sudgen, 1983), asi como efectos ansioliticos (Golombek y Cardinali, 1993), todos ellos
estudiados en ratas u, 1, 41y.

Actualmente, se sabe que tos efectos de la MEL dependen de la fase del ciclo
circadiano en que se administre, siendo mayor la respuesta alrededor de la transicion del
ciclo luz-obscuridad ).

El efecto ansiolitico producido por la administracién de MEL, presenta una variacion
durante el dia y se ha visto que conforme se va acercando la fase de obscuridad, el efecto
ansiolitico se incrementa llegando a un maximo en la noche alrededor de las 12 a las 2 a. m.
3
2.3.1 Sintesis y metabolismo de la MEL

La sintesis de MEL comienza en los pinealocitos ya que estos captan al aminoacido
triptofano, el cual es modificado por una serie de enzimas hasta sintetizarse la MEL.

El primer cambio que suffe el triptofano es debido a la triptofano hidroxilasa, la cual
nos da como producto al 5-hidroxitriptofanc, una posterior descarboxilacién por una enzima
que participa también, en la biosintesis de las catecolaminas, actia sobre ésta ultima
molécula obteniéndose de esta forma la 5-HT (4,

La 5-HT sufrira dos pasos enzimaticos antes de ser convertida en MEL. El primero

de ellos es una acetiacion, la cual es llevada a cabo por la serotonina-N-acetiltransferasa
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(NAT), el metilo sera donado por la aceti!coen_zima A y se obtendra como producto la N-
acetilserotonina. E} segundo paso, el cual nos dar como praducto final la MEL, se lleva a
cabo por la enzima Hidroxiindol-O-metil transferasa (HIOMT), la cual se encarga de
transferir un grupo metilo de la S-adenosil-meteonina al grupo S5-hidroxi de la N-

acetilserotonina (figura 8),.

Sintesis de melatonina

OH
CH3-CHNH2-COOH @EJ—CHz-ch-COOH
Triptofano
H hidroxilasa H
Triptofanc S-Hidroxitriptofano

5-hidroxitriptofano
descarboxilasa

CH3-
(CH2)2-NH-COCH 3 @_’- (CH2)2-NH2

N- Acenlserotomna Semtonma
1 N-acetiltransferasa

Hidroxiindol-O-meti] Serotonina
transferasa

CH3-0
m(cm)z-m-cocm
N

H
Melatonina

Figura 8. La sintesis de MEL se lleva principaimente en ia GP, se sintetiza a partir de! triptofano y
por medio de una serie de reacciones enzimiticas en las cuales la enzima HIOMT dara como
producto final fa melatonina (4.
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E! metabolismo de la MEL comienza en el higado, en donde se hidroxila a2 un
compuesto sin actividad biologica denominado 6-hidroximelatonina que posteriormente se
conjugara con icido glucurdnico o sulfiirico, el cual serd excretado en orina y heces. Del 70
al 80% de MEL se encuentra como sulfatos en orina, mientras que el 5% se encuentra como
glucurdnidos, 15% como N-acetil-5-metoxiquinurenamina, 0.5% como acido 5-

metoxiindolacético y menos del 1% permanece inalterado (Figura 9);.

Metabolismo de Ia melatonina

H3 -
m (CHDPCOCHS o (CH2)2-NH-COCH3
: J

OH H
6-Hidroximelatonina.

[ / Coenjugacion \

Conjugado Conjugado
con ac. sulfilrico con ac. glucurdnico

CH3'0 CO(CH2)2-NH-COCH3
N-Acetil-N-formil
NH-CHO S-metoxiquinurenamina
CH3-0O CO(CH2)2-NH-COCH3
N-acetil
S-metoxiquinurenamina

Figura. 9. El metabolismo de la MEL, se lleva a cabo principalmente en el higado, sin embargo, en
administraciones a nivel cerebral sigue otros caminos ademas de ser muy activa ).

Melatonina
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En el cerebro de rata, se ha encontrado que la MEL administrada por via
intracisternal, es rapidamente metabolizada. En administraciones ventriculares e
intracisternales, la MEL se concentra principalmente en el hipotalamo ,.

Se han encontrado receptores a melatonina, los cuales pueden identificarse con
iodomelatonina (un radioligando de alta afinidad), estos receptores se dividen en MLI vy
ML2, lo cual se debe al grado de afinidad que estos presentan por la iodomelatonina asi
como a diferentes propiedades farmacoldgicas y cinéticas, los receptores MLI1, se han
subdividido en 3 subtipos, MLy,, MLy, ¥ ML, los cuales han sido determinados por
hibridacién "in situ" de mRNA, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa-
transcriptasa reversa y autoradiografia con iodomelatonina (s, 41).

Los receptores a MEL, se han encontrado en tejidos tanto neuronales como no
neuronales de varias especies de vertebrados incluyendo al hombre, y la distribucion de los
mismos puede cambiar tanto en especie como en 5€xo (s, 49).

Los receptores a MEL en la retina y los coliculos superiores estan implicados en la
regulacion de funciones visuales, mientras que los que se encuentran en el nucleo
supraquiasmatico  del hipotdlamo, estan relacionados con los ciclos circadianos y
reproductivos. Los receptores a MEL en el nicleo paraventricular del talamo, se relacionan
con la funcion limbica. Los receptores no neuronales del pars tuberalis estan refacionados
con los cicles reproductivos, mientras que los que estan en arterias tanto cerebrales como
caudales regulan la funcidn cardiovascular y de temperatura (15 41, 49;.

Se han propuesto mecanismos diferentes para ambos tipos de receptores, de ahi que
los receptores MLt se caractericen por pertenecer a la familia de receptores acoplados a

proteina G y que son capaces de inhibir la adenilato ciclasa, se han visto relacionado con los
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ritmes circadianos y la reproduccién, en cambio, los receptores ML2, pertenecen a los
receptores que activan la hidrolisis de fosfoinositol via proteina G, sin embargo, su
localizacion presenta diversas dificultades y por lo tanto es dificil de predecir sus funciones
fisiologicas, en ambos casos, estos receptores son dependientes de GTP, el cual mediaria sus
posibles acciones sobre las enzimas como la adenilato ciciasa y la fosfolipasa (5, 41, 49).

La estructura de los receptores a MEL, es correlacionada con la de las proteinas G;
utilizando ¢l mRNA del melanéforo de X, Laevis, se _Iogré codificar una proteina con gran
afinidad a iodomelatonina. Esta proteina, tiene 420 aminoacidos con siete dominios
hidrofobicos transmenbrana, sin embargo, contrariamente a lo que se suponia, presenta una
baja homologia con los receptores acoplados a proteina G (s, 41).

Se han estudiado una serie de andlogos a MEL, encontrando que el grupe metoxi y
la amina estén involucrados en la union de la MEL a su receptor ML1, mientras que el grupo
indol no es tan esencial ya que soporta ligeros cambios en lo que respecta a las posiciones 2
y 6, ademas, éste grupo puede ser sustituido por un naftaleno sin pérdida de la afinidad, la
sustitucion del N en el indol por bicisosteros como el O y S resulta en una ligera pérdida de
afinidad, mientras que grupos voluminosos como el fenilo pueden resultar en compuestos
antagonistas como el luzindol. Para el receptor ML2, se tienen pocos datos e relacidn a su
estructura-actividad (s 41_43).

La MEL podria ser utilizada en el tratamiento de enfermedades relacionadas con los
ritmos circadianos, el fendmeno del Jet-Lag, insomnio, epilepsia y convulsiones, ansiedad, e
incluso se ha planteado su uso en el tratamiento de las depresiones de temporada o

invernales {estacionales) ().
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2.4 Receptores involucrados en la ansiedad.
2.4.1 Receptores a GABA

Las BZP actian sobre los receptores asociados al GABA, esto ha sido demostrado
por estudios de autoradiografia, asi como con diferentes antagonistas de este rec;:ptor ¥ que
son capaces de desplazar a las BZP del mismo .

Hay investigaciones que demuestran que la MEL interactia con el GABA, siendo
capaz de disminuir las concentraciones de GABA en cerebro y modificar la union GABA-
benzodiazepina en membranas neuronales. También, se ha visto que los efectos sobre la
actividad locomotriz, asi como anticonvulsivos, analgésicos y ansioliticos producidos por la
MEL, son bloqueados por el flumazenil, un antagonista de los sitios centrales de unién a
BZP y por ende a GABA 3.

No solo las BZP son capaces de unirse a los receptores a GABA, también los
barbitiricos y otra gran cantidad de compuestos tanto depresores como estimulantes del
SNC se unen a estos receptores gaq).

El receptor de GABA es una glucoproteina heterooligomérica de 200 a 400 kDa
constituida al menos por tres subunidades distintas y de estequiometria atin desconocida,
estas subunidades se han denominado alfz{a), beta(B) v gamma(y). La union de estas
subunidades forma canales al idn cloro (CV). Los receptores a GABA pueden contener
diferentes tipos de subunidades lo que les confiere diferente actividad farmacologica y
mientras que el GABA requiere de las subunidades ¢ y P para unirse, las BZP requieren de
la subunidad ¥ s_34).

En la figura 10 se presenta.un modelo hipotético del receptor GABAergico y su

relacién con tos canales idnicos de Ct.

€3



Facultad de Quimica Generalidades 19

Intracelular

Conducto ionico

Figura 10. En este modelo se puede apreciar el complejo macromolecular de la proteina
heteroologomérica que conforma al receptor GABAérgico, asi como la unién a las BZP y como
rodean al canal idnico de CI" con el cual estin intimamente relacionados s, 3.

El GABA es un neurotransmisor inhibidor del SNC y se sabe que las BZP potencian
esta neurotransmision en todos los niveles del neuroeje como médula espinal, hipotilamo,
hipocampo, sustancia nigra, corteza cerebefosa y corteza cerebral. La potenciacion
producida por las BZP se debe a una hiperpolarizacion de membrana reduciendo asi la
frecuencia de descarga de las neuronas. Las BZP no sustituyen zl GABA, sino que
interactian con €l aumentando la conductancia de iones CI debido a una mayor frecuencia
en la apertura de estos canales ;4.

Por otro lado, los farmacos introducidos en el tratamiento de la ansiedad y que actia
sobre receptores a serotonina (5-HT), en especifico de 5-HT 4, como 1a BUS, han dejando a

un lado el clasico complejo benzodiazepina-GABA-canal de cloto 3, 34).
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2.4.2 Receptores a serotonina {5-HT)

Los receptores 5-HT, pueden estar involucrados en la regulacion de la ansiedad,
esto lo han demostrado numerosos experimentos con compuestos que actian sobre los
mismos y que han sido evaluados en diversos modelos de ansiedad (s ;. Los receptores 5-HT
son aumerosos en el cerebro encontrandose 4 tipos de receptores (5-HT,4) con 5 subtipos
de receptores 5-HT,, (5-HTiag), de los cuales el 5-HT)s, 5-HTicz vy 5-HT; estan
implicados en la ansiedad. Los receptores 5-HT,  han sido ampliamente estudiados en lo que
se refiere a su distribucion, localizacion, mecanismos de accidon y estructura s, 12 33y,

En la rata, estos receptores se encuentran ampliamente distribuidos en las neuronas
del hipocampo, septum y raphe (3 25 33)-

Los compuestos antagonistas de los receptores 5-THicr como la ritanserina, pueden
utilizarse en el tratamiento de la ansiedad, ya que hay datos experimentales que sugieren que
€stos receptores estan involucrados en la expresion de sintomas y respuestas autonomicas
condicionadas de la ansiedad (1.

En el caso de los receptores 5-HT;, se menciona el posible potencial de los
antagonistas a tales receptores en el tratamiento de la ansiedad, como lo muestran estudios
ansioliticos en algunos animales y estudios preliminares en humanos, Este tipo de receptores
se encuentra en sistema nervioso periférico, por lo cual puede mediar algunas de las acciones
estimulantes de los receptores 5-HT (3, 12

Se plantean varios mecanismos (figura 11) por medio de los cuales estos receptores
(principalmente el 5-HT,,} pueden llevar a cabo su efecto ansiolitico, sin embargo, esto aln

es incierto.
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Entre los mecanismos planteados, esta el de un efecto postsinaptico del hipocampe
sobre el raphe, es en esta altima estructura en donde se encuentran autoreceptores a 5-HT,
los cuales son capaces de reducir la sintesis y liberacién de la misma, sin embargo, se han
hecho experimentos que demuestran que el efecto también puede ser presindptico (3, 1s, 2, 33,
39}

Otro mecanismo planteado es que los receptores 5-HT,., mimetizan la funcion
inhibidora de la 5-HT sobre células piramidales y la cual es debida a una posible
hiperpolarizacion por la apertura de canales de K*, esta inhibicién es dada por la inervacion
de raphé sobre hipocampo, Ia cual es inversa al primera en donde la accién postsinaptica es

sobre raphe y no sobre hipocampo (, 33).

Tipo de Tipo de receptor  Efecto Posible mecanismo
Compuesto 5-HT

™ /1 - Accion presinaptica o postsinaptica de \
Antagonista% 5-HT\cs2 neuronas 5-HT
‘ 5-HT:

>- Ansiolisis)fl 2.- Actuar sobre estructuras del sistema

limbico.

Agonista /

5-HTa

Antagonista » 3.- Interaccion entre receptores 5-HT

Figura 11. Los mecanismos por los cuales se obtiene un efecto ansiolitico involucrando receptores 5-
HT, son aim difusos y solo se tienen hipdtesis obtenidas en base a los experimentos realizados con
compuestos tanto agonistas como antagonistas a estos receptores, la posibilidad de que éstos
compuestos actian de diferente forma, tiene sus ventajas ya que, también la ansiedad es una
enfermedad bastante compleja (3. 1. 33

Hay datos que indican que una interaccion de los receptores 5-HT puede ser la

causante del efecto ansiolitico, esto se ha dado debido a que los receptores 5-HT 4 y 5-HT,
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pueden ser bloqueados por el agonista 8-OH-DPAT el cual es especifico para receptores 5-
HT,, también, se ha visto que los receptores 5-HT; 4 son capaces de disminuir el nimero de
receptores tanto 5-HT2 como 5-HTj 43,

Esta Gltima propuesta, puede ser la causante de los efectos tan controvertidos que se
han obtenido al evaluar el efecto ansiolitico de los compuestos que actGan sobre receptores
5-HT, por otro lado, pueden presentar ventajas sobre aguellos compuestos que actuan sebre
un solo tipo de receptor, ya que la ansiedad involucra varios sistemas y es mas compleja de
lo que se crela (3, 3.

El dltimo mecanismo de accion planteado, es el de que los receptores 5-HT no
tengan una actividad intrinseca sino que actien por medio de segundos mensajeros como las
proteinas Gi o Gi acopladas, esta hipotesis surge debido que los resultados obtenidos con
compuestos que actitan sobre receptores 5-HT varian dependiendo del nivel cerebral al que
se administren ( _3 3.

2.4.3 Otros receptores involucrados

Entre los receptores que mas se mencionan y que tienen relacion con la ansiedad
estdn los sistemas a colecistocinina (CCK), neuropéptido Y, factor liberador de
coticotropina, adenosina, el sistema via N-Metil-D-Aspartate (NMDA) vy vias

dopaminérgicas ;. 19).

2.5 Modeclos de ansiedad y Plus-Maze.
El desarrollo de nuevos farmacos de tipo ansiolitico, se ha incrementado por varias
razones, la primera ¢s que las benzodiazepinas que son comunmente empleadas en el

tratamiento de la ansiedad, muestran una serie de efectos indeseables como la sedacion la
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amnesia y la dependencia, la segunda es porque actualmente, los tratamientos para la
ansiedad no tienen una adecuada farmacoterapia y la tercera es debida a la baja sensibilidad
de los modelos sobre receptores 5-HT 3, 53,

Los medelos utilizados para evaluar compuestos ansioliticos deben contar con 3
puntos principales:

1. No dar falsos positivos, es decir que la actividad se presenta tanto en el modelo como en
casos clinicos on,.

2. No dar falsos negativos, debidos a que el firmaco no es detectado por el modelo, y que
este si tenga en realidad actividad en casos clinicos 7).

3. Que tenga una fuerte correlacion entre la eficacia clinica y la actividad mostrada en el
modelo (7.

Actualmente, se planea la concepcion de nuevos modelos que permitan evaluar el
perfil ansiolitico de los compuestos sintetizados, esta concepcién esta basada en que varios
de los modelos utilizados para determinar el perfil ansiolitico, recurren a estimulos nocivos
como choques eléctricos, situaciones estresantes y procedimientos tales como privacion del
agua y/o alimento y, que no tienen relacién alguna con los casos clinicos, mecanismos
neuronales o bioquimicos del hombre incluso, en ocasiones, no hay una similitud entre el
tratamiento farmacoldgico en humanos y los modelos animales (2,27, 53-

El disefio de modelos que puedan sustituir a los ya existentes, debe considerar antes
que nada la sensibilidad a los firmacos ansioliticos de tal forma que se puedan evaluar fa
conducta y los mecanismos psicolégicos por medio de los cuales actuan y, que por lo tanto
permitan el cernimiento de nuevos farmacos tanto de origen natural como sintéticos con un

posible efecto ansioliticoy s .
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Los modelos para evaluar el efecto ansiolitico se pueden clasificar de la siguiente
manera:

1. Pruebas de castigo.

Estos procedimientos también son llamados pruebas de conflicto, han sido ampliamente
usados para evaluar los efectos ansioliticos y se basan en presentar un estimulo adverso que
se contrapone a un comportamiento normal de! animal, sin embargo, la respuesta dada entre
el estimulo y el comportamiento ha impedido establecer la sensibilidad de las mismas ya que
la respuesta dependera de la intensidad del castigo. Esté castigo sera mejor tolerado cuando
se administren sustancias que puedan de alguna manera suprimir el miedo a tal castigo, ¢, 27,
s3. En este tipo de pruebas se tiene la desventaja de presentar falsos positivos @7, como
ejemplo de estas pruebas estan las siguientes:

1.1 Prueba de los cuatro platos.

1.2 Privacion de agua.

1.3 Respuesta operante condictonada.

1.4 Comportamiento pasivo.

2. Respuesta condicionante con estimulo adverso,

Este tipo de pruebas es usado en la evaluacion y cernimiento de farmacos ansioliticos.
Estas pruebas involucran la asociacién de un comportamiento animal con un estimulo
adverso el cual sera controlado por el mismo, ya que si cesa de emitir la respuesta
castigada, entonces, es posible evadir el estimuto adverso sin embargo, se ha notado que no
hay comportamientos particulares cuando se utilizan este tipo de pruebas ya que son
llevadas bajo condiciones especiales y que no necesariamente estin relacionadas con la

ansiedad (7, 5. Estas técnicas, son referidas cominmente como procedimientos de conflicto.
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Aunque hay autores que no confian en estos métodos debido a que tienen poca validez como
modelos de ansiedad clinica, otros los consideran validos ya que hay otras pruebas que usan
estimulos adversos y que son utilizados en lIa evaluacion de farmacos con posible efecto
ansiolitico (s¢). Entre las pruebas que caen dentro de este apartado tenemos:

2.1 Supresién condicionada.

2.2 Respuesta inicial potenciada.

3. Comportamiento explorador.

Las pruebas que evalilan la actividad motriz y la exploracion son ampliamente utifizadas
en el estudio de firmacos psicotropicos. Hay ura gran variedad de pruebas que tienen la
ventaja de ser ripidas y no requerir de equipos caros y complejos, pero a veces estos
cambios conductuales observados y cuantificados no son muy claros y por lo tanto la
interpretacion de la accién del farmaco se ve complicada. La evaluacién de este tipo de
pruebas surge de la hipotesis de que los roedores tienen por naturaleza el explorar nuevos
lugares y que por consiguiente les produce ansiedad, la cual dependera de lo novedoso de la
situacion ¢ 27,31, s, s8). Obviamente, aquellos farmacos que puedan reducir estos mecanismos,
seran capaces de aumentar los niveles exploradores y reducir la ansiedad. Muchos
procedimientos han sido utilizados bajo éstas condiciones y, que ademas se ha visto que
tienen cierta sensibilidad a firmacos con posible accion ansiolitica (s, Entre las pruebas mas
utilizadas estan:

3.1 Prueba de la escalera.

3.2 Laberintos elevados.

3.3 Interaccion social.

3.4 Prueba de luz-obscuridad
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3.5 Prueba de los hoyos.

4. Interaccion con farmacos ansiogénicos.

En la prucba de interaccion con farmacos ansiogénicos, se utiliza el compuesto
pentilentetrazol (PTZ) y se basa en la interaccion de los compuestos ansioliticos con este
para revertir los efectos causados por el mismo y que de alguna manera nos representan un
estado de ansiedad. Este método presenta un paradigma ya que tiene la desventaja de actuar
sobre receptores tipo GABA y por lo tanto aquellos compuestos que actuen mediante otro
mecanismo no serdn detectados pero, por otro lado, presenta una correlacion con una 1=
0.89 entre el efecto anstolitico y las dosis clinicas (27, sg).

En lo que se refiere a los modelos contenidos en los apartados de pruebas de castigo
y respuesta condicionada con estimulo adverso, se encuentra la principal desventaja que
radica en que los estimulos nocivos utilizados no son “naturales” completamente ademas,
alteran el comportamiento del individuo, siendo por lo tanto un comportamiento
condicionado. Aunque, muchos compuestos benzodiazepinicos asi como algunos analogos
han sido evaluados en esté tipo de modelos se ha visto que la BUS, presenta resultados que
no han sido reproducibles en varios de ellos 3 55

De esta manera, los modelos que toman en cuénta el comportamiento conductual
natural y no el condicionado para la evatuacion de firmacos ansioliticos son mejor aceptados
por varios grupos de investigadores (s sg).

En los ultimos 10 afios, se ha venido utilizando un modelo que se basa en e
comportamiento explorador de los roedores y que esta incluido en el apartado de laberintos

elevados, este modelo es ¢t Plus-Maze 53 53,
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Este modelo se basa en estudios hechos por Montgomery en 1958 quien observd que
en los laberintos elevados y abiertos, se creaba un conflicto cuando los roedores se
acercaban o alejaban de los bordes, en cambio, cuando se utilizaban laberintos elevados
cerrados el comportamiento explorador era mayor gy, s2).

Con estas observaciones, en 1985 Pellow y col. 1, s2), desarrollaron y validaron un
nuevo modelo para la evaluacion del perfil ansiolitico en roedores como la rata y el cual
denominaron Plus-Maze (s2,.

En este modelo, encontraron que las ratas prefieren los brazos o zonas cerradas, lo
cual se refleja por el nimero de entradas asi como el tiempo de permanencia en los mismos y
que es mayor al compararlo con el nimero de entradas y tiempo de permanencia en las
zonas o brazos abiertos, ya que estos iltimos reflejaban una aversion provocada por la
ansiedad debida a lo novedoso de la situacion, por otro lado, la entrada y salida total de los
brazos nos representa una correlacion de la actividad motriz ;31 s3).

Este modelo experimental ademas de ser barato y sencillo, es rapido y esta basado en
cuantificar el comportamiento espontaneo de los roedores sin tener algiin estimulo que
pueda representar un condicionamiento. Ademads, es capaz de diferenciar entre compuestos
con efecto ansioliticos y ansiogénicos (1, s2).

Los resultados obtenidos en el Plus-Maze cuando se administran compuestos que
actian sobre sistemas GABA, son reproducibles y consistentes y, se ha visto que cuando se
evalGan compuestos 5-HT, los resultados no son tan consistentes y reproducibles debido a
una variabilidad que es dependiente de la cepa usada asi como del sitio de administracion y
las condiciones experimentales utilizadas, lo cual nos habla de una variedad multifactorial 12,

27, 31)
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Un factor importante en el Plus-Maze es la iluminacion usada, ya que cuando ésta es
muy brillante, se provoca una aversion por los brazos abiertos, esto Gltimo no siempre ha
sido observado, sin embarge, cuando la luz es tenue con respecto al lugar en que
originalmente se encuentran los animales, se hace mas sensible la deteccién del efecto
ansiolitico (1.

El Plus-Maze ha sido empleado por un gran nimero de investigadores de tal forma
que en los cinco afios anteriores a 1996 ha sido reportado su uso en mas de 100 laboratorios
de investigacidn asi como en muchas compafiias farmacéuticas para la evaluacion de la

ansiedad asi como de nuevos compuestos con potencial ansiolitico (3 .
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3.- Planteamiento del problema,

La ansiedad es un comportamiento comin del individuo, sin embargo, por diversas
causas o motivos puede llegar a situaciones extremas en donde tiende a desencadenar
patologias dando origen a la depresion la cual es dificil de tratar s, 24, 32).

Los farmacos utilizados en el tratamiento de la ansiedad se denominan ansioliticos,
son de uso prolongado, por lo cual se tienen ciertas precauciones en su uso, debido a la
presencia de reacciones adversas  , 2, 51 ). Estos farmacos actian sobre diferentes
receptores entre los que tenemos el GABA que es el caso de las BZP o bien de tipo
serotoninérgico como la BUS (5 2, s, 1) Hasta la fecha, se ha reportado que las BZP no
solo tienen un efecto ansiolitico, sinc que también producen reacciones adversas, las cuales
al parecer no se han visto en el tratamiento de la ansiedad con la BUS (31,24 34,61

En el caso de la MEL, se habla de un posible efecto ansiolitico, €l cual puede ser
mediado por receptores 2 GABA, vias serotoninérgicas o bien ambos (s 13 41, 47,55 )

También se han realizado estudios sobre diferentes zonas del cerebro que pueden
estar relacionadas con la ansiedad, entre las zonas de las cuales se tiene referencia, estan la
amigdala central y basolateral, el nicleo medio del raphe, el periacueducto dorsal gris,
hipocampo dorsal y el septum. ¢ s, 44, 53, 59

En el presente, trabajo se utilizan tres tipos de compuestos, dos farmacos como el
CDP que pertenece a la familia de las BZP y que actia sobre receptores tipo GABA asi
como la.BUS que es un firmaco ansiolitico mediado por receptores serctoninérgicos 5-
HT,,, y por ultimo la MEL que es la principal hormona de la GP y que se ha reportado con

efecto ansiolitico y de la cual se desconoce su mecanismo de accion.
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A estos tres compuestos se les caracterizara el efecto anfiolitico después de ser
administrados via intracerebroventricular (IcVtr) en la rata, ya que se ha visto que en
administracién IcVir, la MEL se fija principalmente en hipotalamo, lugar en donde se
encuentran receptores a MEL y que también pueden estar involucrados en el proceso de la
ansiedad o bien el mismo hipotalamo puede regular este proceso (2,4, 10, 15. 19, 35, 46. 49)-

También se han encontrado receptores a GABA en el hipotilamo asi como
influencias de tipo serotoninérgico (s 47,45, 73).

El efecto ansiolitico se evaluari en el modelo del Plus-Maze que utiliza un
comportamiento conductual de los animales y no estimulos nocivos y situaciones estresantes
controladas que no solo alteran la conducta del animal, sino que también son situaciones que
no estan muy ligadas con la ansiedad, ademas, el Pius-Maze es un modelo de ansiedad en ¢l
cual farmacos como la buspirona ha presentado mejores resultados que con los métodos que
utilizan estimulos nocivos ;. 6, 27, 25, 313

Este trabajo, nos permitira determinar si la MEL tiene un efecto ansiolitico al ser
administrada a este nivel, asi como de datos que nos indicarian si las estructuras que rodean
a los ventriculos como el hipotdlamo tienen o no relacidén con el proceso de la ansiedad,

ademas de indicarnos con que tipo de receptores podria estar relacionada su actividad.
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4.- Objetivos
Objetivo general.
1. Determinar el efecto ansiolitico de CDP, BUS y MEL cuando se administran IcVir,

utilizando el modelo del Plus-Maze.

Objetivos particulares.

1. Evaluar el efecto ansiolitico del CDP en el modelo del Plus-Maze después de
administrarlo EcVitr,

2. Determinar el efecto ansiolitico en el Plus-Maze la BUS cuando se administra IeVir.

3. Determinar si la hormona MEL, tiene efectos ansioliticos en el modelo de Plus-Maze al
administrarse por via IcVtr en ratas.

4. Realizar un analisis comparativo de los resultados obtenidos en ¢l modelo de Plus-Maze
y l2 administracion de los farmacos CDP, BUS y la hormona MEL administrados IcVtr

en ratas.
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5.- Hipétesis

1. Si el hipotilamo, es una zona cerebral que puede estar involucrada en ia regulacion de la
ansiedad, entonces la administracién IcVir en rata del CDP producird un efecto
ansiolitico en el modelo del Plus-Maze.

2. La BUS al igual que las BZP es un firmaco utilizado en el tratamiento de la ansiedad, su
administracién por via IcVtr, producira en el modelo del Plus-Maze un efecto

ansiolitico.

3. La MEL es una hormona que tiene efectos farmacolégicos como lo son: promocién del
suefio, sedacion, analgesia, actividad anticonvulsiva ¢ incluso ansioliticas. Hay una gran
afinidad de MEL a nivel de hipotalamo, por lo cual la administracién IeVir de la misma

registrara un efecto ansiolitico en el modelo del Plus-Maze,
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6.- Material y métodos.
Material bigldgico

Se utilizaron 70 ratas macho de la cepa Wistar con peso entre los 250-300g. Todos
los animales provienen del bioterio de la Facultad de Medicina y no han sido sometidos a
experimentacion previa. Los animales de experimentacion se mantienen en cajas
individuales de acrilico transparente de dimensiones 35X35X25 cm y rejilla de acero
inoxidabie. Las condiciones ambientales son en un cuarto cerrado bajo ciclos de luz-

obscuridad 12:12 las ratas tienen acceso libre de agua y alimento (Purina Rat Chow).

Material quirirgico

Pinzas bulldog

Pinzas de diseccion

Pinzas de diseccién con dientes
Bisturi (mango #4)

Hoja de bisturi #22

Tijeras curvas cortas

Tijeras curvas largas

Tijeras rectas largas
Portaagujas

Sutura absorbible con aguja 4-0 Dexan.

Solugiones
Benzal al 10% diiuido en agua destilada.

Solucion salina 1sotonica esténl, ABBOT (SS1)a 0.9%
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Polietilenglico! al 25%

Acrilico blanco con disolvente. ARIAS.

Farmacos y reactivos

Hidrocilina 400, suspension inyectable, Laboratortos Grossman.

Buspirona hidrocloruro (Sigma), preparado a 20 mg/mL en SSI estéril
Clordiazepoxido hidrocloruro (Roche), preparado a 20 mg/mL en SSI estéril
Melatonina (Sigma), preparado a 10 mg/mL en polietilenglicol 200 25%

Anestesal (SmithKline Beechman), Pentobarbital sadico 63 mg/mL.

Equipo fijo y aparatos

Plus-Maze. Este equipo se elabord en {a Facultad de Quimica.

Mesa de operacion quiriirgica con plancha térmica, C. F. Palmer.
Estereotéxico con torre marca David Kopf.

Taladro dental marca Emesco con banda No. 908, vel. 12000 r.p.m. y 1/8 H.P.

Rasuradora marca WHAL Senior med. 850

Procedimiento
Se forméron siete grupos aleatoriamente con una n entre 8 y 10, (el grupo 1 tuvo
una n=18), los cuales recibieron el siguiente tratamiento:
Grupo 1: Ratas integras sin operar.
Grupo 2: Ratas operadas sin tratamiento.
Grupo 3: Ratas operadas tratadas con CDP,

Grupo 4: Ratas operadas tratadas con BUS.
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Grupo 5: Ratas operadas administradas con MEL .
Grupo 6: Ratas operadas tratadas con solucion salina isotonica (SSI-vehiculo).

Grupo 7: Ratas operadas administradas con polietilenglicol al 25% (PEG-Vehiculo).

Disefio experimental:

Todos los experimentos se realizaron entre fas 12:00 y las 16:00 hr. El laboratorio
donde se llevaron a cabo es de 2.50 X 6.00 m. se aislo de tal manera que no entre mas luz
que la proporcionada durante los experimentos, un diagrama de flujo se muestra al final de
esta seccion,

1) Influencia del tipo de luz en el comportamiento de los animales en el Plus-Maze.

El grupo 1 se dividid en dos subgrupos (cada uno con n=%), uno de los cuales fue
sometido al modelo del Plus-Maze con luz blanca (80 lux) proporcionada por las lamparas
fijas del laboratorio de experimentacion. El segundo grupo se sometié a experimentacion
con luz roja proporcionada con las mismas lamparas solo que emitian luz roja.

2) Influencia de la cirugia sobre el comportamiento de los animales ¢n el Plus-Maze.

Una vez que se ha elegido el tipo de luz con la cual se va a experimentar, se
compararon el grupo control integro con el grupo de las ratas operadas. Esta prueba se Hevo
a cabo como minimo una semana después de realizada la operacion.

3) Caracterizacion del efecto ansiolitico de los compuestos.

Los farmacos se administraron IcVir en los animales y se evalud su efecto

ansiolitico en et modelo del Plus-Maze bajo las condiciones seleccionadas.
4) Caracterizacion del efecto ansiolitico de los vehiculos.
Los vehicules utilizados para disolver a los firmacos son solucion salina isotonica

para BUS y CDP y PEG al 25% para la MEL. Estos vehiculos se administraron IcVtr y se
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evalud su efecto ansiolitico en e} Plus-Maze bajo las condiciones establecidas,

Implantacién de canula intracerebroventriculag {IcVir),

La rata se anestesi6 con una dosis de 45mg/Kg de anestesal via intraperitoneal (IP).
Se rasurd la parte superior de la cabeza con la ayuda de una rasuradora eléctrica para
después colocarla sobre un colchén y una plancha térmica. La cabeza se fijo con la ayuda
de un estereotaxico. Se realizd una asepsia con benzal dituido al 10% sobre la zona
rasurada. Sobre la linea media sagital se hace un corte separando piel y periostio para dejar
al descubierto el craneo. Con la ayuda de! atlas estereotaxico para rata (figura 12) se

obtuvieron las coordenadas del ventriculo tateral del cerebro de la rata.
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Figura 12, Del atlas estereotixico para rata (Paxinos and Watson, 1086), se obticnen las
coordenadas (flecha en el figura) para la fijacion de la canula en el ventriculo lateral de la rata. La
canula nos permitira la administracién tanto de los vehiculos como de los compuestos probados.
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Se establecieron las coordenadas para la colocacion de la canula IcVir. las cuales
son: 0.8 mm posterior y 1.4 mm derecha con respecto a bregma, en ese punto, se hace un
trépano para la colocacion de una canula de acero inoxidable de 1cm de iongitud la cual se
hizo a partir de agujas de 21X32 mm. Con ayuda de la torre de! estereotdxico, se coloca la
canula y se fija a2 3.6 mm de profundidad con acrilico dental y un tornillo que se fija al

craneo de la rata (figura 13).

Figura 13. En esta ilustracion se aprecia la colocacion de la rata en el aparato estereotaxico asi como
la fijacion de la canula de acero inoxidable con la ayuda de la torre del estereotaxico.

Una vez operados los animales, se les administroé 0.2 mL {equivalente a 20 000 U de
penicilina) de una suspensién de hidrocilina por via intramuscular (IM) en 1 administracion

tinica. Se colocaron en cajas individuales y se dejaron recuperar como minimo una semana
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a las condiciones anteriormente descritas. En caso de infeccion en la zona operada, se

realizo una asepsia con agua oxigenada y violeta de genciana.

Caracterizacidn del efecto ansiolitico

Administracion de los farmacos. A las ratas operadas, se les administraron las sustancias
y/o los vehiculos entre las 12:00 y las 16:00 hr., ya que en ese horario la secrecion de MEL
es minima, Se administraron los firmacos utilizando agujas dentales con una longitud de 11
mm en uno de los extremos, mientras gue el otro se une a una cinula de plastico con una

longitud de 15 cm aproximadamente. Esta canula se acopl6 a una microjeringa Hamilton de

10 ut con la cual se administraron las soluciones de los farmacos BUS y CDP asi como su

vehiculo (SSI) en volumen de 0.5 ul y | ul para MEL y su vehiculo (PEG).

Experimentos con el modelo del Plus-Maze. El Plus-Maze consiste en un laberinto elevado
¥ que tiene forma de cruz (figura 14). Consta de 2 zonas o brazos abiertos con dimensiones
de 50X10 cm y los cuales estan encontrados y, dos zonas o brazos cerrados también
encontrados y con dimensiones de S0X10X40 cm, en la zona de interseccién de los cuatro
brazos, se forma un cuadro central cuyas dimensiones son de 10x10 cm, este cuadro es
abierto, el Plus-Maze se encuentran sostenido por una plataforma que io mantienen 2 50 cm
del piso (3152 55, Las paredes y el piso del Plus-Maze asi como la base que lo mantiene
elevado son de madera barnizada, las paredes que cubren los brazos cerrados son de color
negro, mientras que el piso de los cuatro brazos asi como la base es de color gris claro.
Posteriormente a la administracion, los animales se colocaron por 5 min. en una caja de
arena como sugiere Pellow (s pasado este tiempo e inmediatamente, se colocaron en el

cuadro central del Plus-Maze con la cara viendo hacia uno de los brazos abiertos. Se
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registré durante 5 min. observando y cuantificando la entrada y salida tanto a las zonas
abiertas como a las cerradas, también se registrd el tiempo que los animales permanencian

en cada una de las zonas, ¢l cuadro central se contara como zona abierta.

P

Figura i4. El Plus-Maze consiste de un laberinto en forma de cruz, el cual esta a 50 cm de! piso.
Cuenta con dos brazos abiertos y dos cerrados los cuales son opuestos entre si 2.3,

En el Plus-Maze se evaluaron los siguientes parametros:
1.- Numero total de entradas, el cual se obtiene de la suma obtenida entre las entradas a la
zona cerrada y las entradas a la zona abierta.

2.- Porcentaje de entradas a cada zona: Es la razon obtenida de las entradas ya sea a la zona

4283



Facultad de Ouimica Material v Métodos 40

abierta o a la zona cerrada entre el promedio del total de entradas y multiplicado por 100,
3.- Porcentaje de tiempo de permanencia en cada zona el cual es la razén del tiempo de
permanencia en la zona abierta o cerrada entre el total del tiempo de prueba que es de §
min. y multiplicado por 100.

Para ¢l efecto ansiolitico se toma en cuenta el porcentaje de permanen(;ia en la zona o
brazos abiertos, ya que éste parametro nos refleja el grado de ansiedad presente en el
animal,

Antes de iniciar los experimentos, se limpié cada una de las zonas Plus-Maze con
una solucién de jabon y agua, se secd, y posteriormente se lavé con una solucion de benzal
diluido para después enjuagarse y secarse. Este procedimiento se repite entre cada animal
experimentado y es con la finalidad de eliminar rastros que puedan indicar peligro a los
siguientes animales por experimentar.

Todos los experimentos realizados se llevan a cabo con el mismo procedimiento y
bajo las mismas condiciones. En los experimentos para evaluar la influencia del tipo de luz,
solo se omite la administracién, al igual que en el control con las ratas operadas.

Los resultados son tratados con la prueba estadistica de x* de Bartlett para demostrar
la homogeinidad de varianzas. Se hizo una prueba para andlisis de promedios con la prueba
t-student para varianzas homogéneas o bien la t-studen-Welch para varianzas no
homogéneas seguidas con la prueba F para analisis de varianzas homogeéneas o [a prueba F

de Cochran para analisis de varianzas no homogéneas ©)-

Hastologia
Después de someterlos al Plus-Maze, los animales se sacrifican por dislocacidn

cervical y se perfunden con una solucion de formaldehido al 10% para después extraer el
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cerebro y colocarlo en una solucién de formaldehido al 10% por un minimo de 1 semana
antes de hacer los cortes histologicos, Los cortes se realizan por el método de congelacion
con carbégeno y con un microtomo. El espesor de los cortes es de 50 micras y se realizan

con la finalidad de corrohorar el sitio de colocacion de la canula.

nLEF



Material v métodos 42
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7.- Resultados
Con los resultados en los experimentos realizados se elaboraron los cuadros y las

graficas correspondientes.

7.1 Influencia del tipo de tuz en el comportamiento de los animales en el Plus-Maze.

En el cuadro No. 1 se encuentran los resultados promedio (HESM) de los parametros
medidos en el Plus-Maze como lo son: nimero total de entradas, porcentaje de entradas en
zona abierta y zona cerrada asi como los porcentajes de los tiempos de permanencia en la
zona abierta y en la zona cerrada. El cuadro nos muestra los resultados de cada grupo

tratado (luz roja y luz blanca) en donde se tiene para cada uno una n=9.

Cuadro No. 1
Comparacion del comportamiento explorador de los animales tanto para luz
roja como para luz blanca.

Tipo de|Total de|% entradas en|% de entradas{% permanencia|% permanencia
luz entradas |zonacerrada |en zona abierta | en zona cerrada | en zona abierta
Blanca |5.88+1.27}73.58+14.97 26.4219.84 87.3715.83 12.63+5.83
Roja 7.33+1.74 | 87.83£19.69 12.12146.60 90.26+4.02 9.7144.02

Cuadro No. 1. Este cuadro nos muestra ¢l comportamiento explorador de las ratas en el Plus-Maze,
tante bajo luz blanca como bajo fuz roja Los resultados muestran el promedio (tESM) del nimero de
entradas tanto totales como a cada una de las zonas asi como el tiempo de permanencia en cada zona
del Plus-Maze.

Con los datos del cuadro No. | se elabora la grafica No. 1 en la cual s comparan los
promedios del nimero de entradas totales a los brazos (tanto abiertos como cerrados) del
Plus-Maze en cada uno de los tipos de luz utilizados, esté parimetro dara un indicio de

como afecta la iluminacion en cuanto a la actividad motriz del animal.
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Promedio del total de entradas en
el Plus-Maze con diferentes tipos
2 deiuz
104
8

Entradas
ot
& DN S

Luz bianca Luz roja

Grifica No. 1. En esta grifica se muestra el promedio (* ESM) del niimero total de entradas para
cada tipo de luz. Para esto se toma tanto las entradas a la zona cerrada como a la zona abierta de!
Plus-Maze. Cada grupo cuenta con una n=9. No hay diferencias estadisticamente significativas con
Ia prueba "t-student” y la prueba "F".

En la grafica No. 1, se puede apreciar el efecto que tuvo tanto la luz blanca como la
luz roja en el numero total de entradas en el Plus-Maze, en ella, se observa que con la luz
roja hay un mayor nimero de entradas con respecto a la luz blanca, sin embargo, no es
estadisticamente significativa esta diferencia al aplicar la prueba de "t-student” seguida de la
prueba "F".

En las graficas 3 y 4, se observa la distribucion de las entradas y de los tiempos en

cada zona del Plus-Maze con cada tipo de luz.
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Promedio de entradas en cada zona expresado como un %
del total de entradas para cada tipo de luz

Grafica No. 2. Esta grafica muestra el promedio def porcentajes de entradas tanto a la zona abierta
como a la cerrada, este porcentaje es obtenido en base al promedio de! nimero total de entradas
hechas en cada zona del Plus-Maze. Con la prueba “t-student” y la prueba "F" no hay diferencias
estadisticamente significativas.

Promedio de tiempo en cada zona expresado como %
del tiempo total para cada tipo de luz

Grafica No. 3. El promedio del porcentaje de tiempo de permanencia en ambas zonas tanto en luz
blanca como en luz roja, es muy parecido como se ve en la grifica, al iguzl que con ¢t mimero de
entradas, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas con prueba “t” y la prueba "F".
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La comparacion del promedio de entradas, expresado como un porcentaje del total
de las entradas a la zona abierta asi como en la zona cerrada del Plus-Maze, se observa en la
grifica No. 2, en esta grifica se ven las diferencias mostradas en las entradas cuando los
animales son sometidos a los diferentes tipos de luz. ’

De la grafica No. 2, se puede apreciar que con luz roja, la distribucion de las entradas
en la zona cerrada (12.12 %) es mucho menor que en la zona blanca (26.42%), sin embargo,
al aplicar ta prueba "t-student” y la prueba de "F", estos valores no son estadisticamente
significativos.

La grafica No. 3 muestra la distribucion del tiempo que permanece el animal tanto en
la zona cerrada como en la zona abierta del Plus-Maze, también se hace una comparacion
entre los resultados obtenidos con los tipos de tuz utilizados, los promedios expresados
como un porcentaje son tomados con respecto al tiempo total de la prueba que es de 5 min.

Al igual que como sucede con el nimero de entradas en cada zona del Plus-Maze
para cada tipo de luz, no hay una diferencia estadisticamente significativa en el tiempo de
permanencia en la misma zona, y esto se puede apreciar en la grafica No. 3, en donde el
tiempo de permanencia en la zona abierta para la luz blanca es aproximadamente del 13.0 %
el cual es muy parecido al presentado por la luz roja que es del 10.0%.

Con las gréficas anteriores y las pruebas de hipétesis, nos damos cuenta de que las
entradas asi como el tiempo de permanencia en la zona abierta que son los parametros que
nos permitira evaluar el estado ansioso de los animales sometidos al Plus-Maze m, No

presenta una diferencia significativa entre los dos tipos de luz empieados.
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7.2 Influencia de la operacién quinirgica en ¢l comportamiento de los animales en el
Plus-Maze

En este apartado, se compard un grupo control (grupo tratade con luz roja) contra
un grupo operado (implantado con la cinula) evaluindose su comportamiento en el Plus-
Maze. El grupo operado también esta bajo la influencia de luz roia.

En el cuadro No. 2 se encuentran los resultados promedio (£ESM) del nimero ‘de
entradas totales y de los porcentajes de los parametros de entradas y tiempos de
permanencia en cada una de las zonas del Plus-Maze tanto para el grupo control como para

el operado.

Cuadro No. 2
Comparacion del comportamiento explorador en el Plus-Maze de los animales
integros y operados.

Grupo |Total de|% entradas en{% de entradas|% permancncia|% permanencia
entradas | zona cerrada | en zona abierta | en zona cerrada__| en zona abierta

Control  [7.33+1.74[87.83£19.69 |12.1246.60 90.2914.02 9.7114.02

Operado [8.1442.17171.934£21.00 [28.07+12.19 ;88381407 11.5744.25

Cuadro No. 2. Este cuadro rios muestra los datos del comportamiento explorador de las ratas en el
Plus-Maze, tanto para los animales integros como para los operados. En esta tabla se¢ cuantifica el
promedio (£ESM) del nimero de entradas totales asi como et promedio (ESM) del porcentaje de
entradas y el tiempo de permanencia en cada zona del Plus-Maze. El grupo control tiene una n=9
mientras que ¢l operado tiene una n=7.

Una representacion del promedio del nimero de entradas totales en el Plus-Maze, se
presenta en la grafica No. 4, en esté aspecto, no se observa un incremento o disminucion
estadisticamente significativa de! promedio del numero de entradas en el Plus-Maze del

grupo operado con respecto al grupo control.
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Influencia de la operacion en ¢l
total de entradas en el Plus-Maze
12 +

10
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Grafica No. 4. En estd grafica se aprecia que el promedio (ESM) del nimero total de entradas en
cada una de las zonas del Plus-Maze, es similar tanto para el grupo control como para el operado, en
ambos grupos, no hay diferencias estadisticamente significativas.

Las graficas 5 y 6 se elaboraron a partir de los resultados del cuadro No. 2. En ellas
se comparan los promedios expresados como porcentajes del nimero de entradas y los
tienpos de permanencia en cada zona para cada grupo tratado.

De la grifica No. 5 se puede observar que las entradas en la zona abierta son mayor
para los animales operados que para los integros, sin embargo, la prueba "t-student" y la
prueba "F" nos indica que no son estadisticamente significativos.

En las grificas 5 y 6, se puede apreciar que la operacion no tiene influencia en el
namero de entradas y tiempo de permanencia en la zona abierta tanto para el grupo integro

como para el grupb operado,
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Promedio de entradas en cada zona expresado como un %
del total de entradas tanto para grupo control como operado.

Zona sbiera 12%

Grafica No. 5. Esta grifica muestra el promedio del niimero de entradas tanto en la zona abierta
como en la zona cerrada, estas son expresadas como un porcentaje def nimero total de entradas
hechas en el Plus-Maze. No hay diferencia estadistica con la prueba de "t" y la prueba "F".

Promedio del tiempo en cada zona expresado como un %
del tiempo total para cada tratamiento.

G
e RN

| 2 w

Zona comacts 90% Zona cerrada 85%

Grafica No. 6. El promedio del porcentaje de tiempo de permanencia en ambas zonas del Plus-Maze
con cada tipo de luz, es muy similar como se puede apreciar en la grafica. Las pruebas de hipétesis
utilizadas no muestran diferencias estadisticas.
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Al igual que con los tipos de luz, se ve que la operacién no tiene una influencia
estadisticamente significativa en el niimero de entradas ni en ef tiempo de permanencia en la

zona abierta que son los parametros mas importantes en la evaluacion del efecto ansiolitico.

7.3 Evaluacién del efecto ansiolitico de los compuestos administrados IcVtr,

En la administracion de los compuestos que al igual que las soluciones vehiculo
fueron administrados por la via IcVtr, se obtuvieron los resultados que se presentan en la
cuadro No. 3. Los pardmetros evaluados son: promedio (tESM) del numero total de
entradas, entradas en la zona abierta del Plus-Maze y tiempo de permanencia en la zona
abierta del mismo, estos dos ultimos datos son expresados como el promedio(+ESM) del

porcentaje del total en cada uno de ellos.

Cuadro No. 3
Evaluacion del efecto ansiolitico de los farmacos en el Plus-Maze

Grupo Concentracion{ Volumen Entradas | % de entradas | % permanencia
de la solucion | administrado | Totales | en zona abierta | en zona abierta
(uL)
Melatonina* 10 mg/mL. 1.0 7.7£1.97 33.08+15.69 24 1+8.95
Clordiazepoxido** | 20 mg/mL 0.5 11754230 26.59+9.43 20.1+7.01
Buspirona** 20 mg/mL 0.5 5.66+1.49 5.8815.87 8.0£1.94

* Vehiculo: Polietilenglicol 25%  **Vehiculo: SSI

Cuadro No. 3. En la tabla se muestran los promedios(+ESM) de 1a evaluacién del efecto ansiolitico
de los compuestos administrados IcVtr en las ratas en el Plus-Maze, esta tabla muestra un
incremento en el tiempo de permanencia en la zona abierta del Plus-Maze tanto para CDP como para
MEL, no asi para la BUS en donde este parametro es menor con respecto a los anteriores. Para la
MEL se tiene una n=10, CDP n=§ y BUS n=6.

El nimero de entradas totales entre los farmacos BUS y CDP con respecto a su

grupo control, se muestra en la grifica No. 7. En ella se puede apreciar que el CDP presenta
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un aumento en el nimero de entradas totales, esté aumento es significativo a p<0.05 con

respecto al grupo control y p<0.05 con respecto a la BUS.

Promedio dei total de entradas

. en ef Pius-Maze
16 -

**
14-. *
o |
o] |
. |

Entradas

J T 1

Control I l Buspirona I lCIorodiazepéxido

Grafica No. 7. La grifica muestra el promedio (£ESM) del nimero de entradas totales al Plus-Maze.
En estd se observa que el CDP aumenta el nimero de entradas con respecto a su grupo control
(*p<0.05) y a la BUS (**p<0.05). El grupo control tiene una n=6, la BUS n=6 y el CDP n=8.

La grafica 8 nos presentan los efectos obtenidos con los farmacos CDP y BUS con
respecto a su grupo control,, en ellas, el CDP es el que presenta los resultados mas elevados
en ambos aspectos (Cuadro No. 3}, y que son estadisticamente significativos p<0.05 en el
caso de las entradas a la zona abierta y p<0.005 en el tiempo de permanencia en la misma
ZOna y con respecto a su grupo control.

La BUS no presenta un efecto importante en el numero de entradas (grafica 8) ya

que es muy parecido al del grupo control y no presenta diferencias estadisticas con las
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pruebas aplicadas, sin embargo, en lo que respecta al tiempo de permanencia, se observa que

si hay una diferencia con respecto al control, esta diferencia es estadisticamente significativa

con p<0.01.
Comportamiento de los animales
50— en {a zona abierta del Plus-Maze
a5-
404 * *
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Grafica No. 8. En esta grafica se aprecia el promedio (+ESM) del nimero de entradas en la zona
abierta expresada como un porcentzje del total {izquierda). La BUS no influye de manera
stgnificativa, sin embargo, el CDP aumenta significativamente el niimero de entradas { *p<0.05) con
respecto al grupo control (vehiculo = SSI). Los volimenes administrados asi como la concentracion
de los farmacos se expresan en el cuadro No. 5. También se presenta el promedio (ESM) del tiempo
de permanencia en la zona abierta {derecha) siendo estadisticamente significative para el CDP
*p<0.005 y para la BUS **p<0.01, ambos fueron comparados con un grupo control.

Los resultados obtenidos con la administracion de la MEL se compararon con los
obtenidos al administrar la solucién vehiculo de PEG al 25%, en la grafica No. 9 se aprecia

que la MEL no presenta un cambio estadisticamente significativo en el promedio del nimero

de entradas totales.
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Promedio del niimero total de
entradas en el Plus-Maze
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Grafica No. 9. El promedio (+tESM) del niimero de entradas totales entre la MEL vy su grupo control
es similar, las pruebas estadisticas aplicadas no presentan diferencias estadisticamente significativa,
Control n=7 y MEL n=10,

Los parametros que nos sirven para determinar el efecto ansiolitico como lo es el
nimero de entradas y el tiempo de permanencia en la zona abierta se muestran en la grifica
10, en ella se presentan los promedios (fESM), de los parametros medidos.

Al analizar estos parametros, encontramos de la grafica No. 10, que la MEL y su
grupo control no presentan diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
entradas a la zona abierta, sin embalrgo, cuando se comparan los tiempos de permanencia
(grifica No. 10, derecha) en la misma zona, se muestra un efecto estadisticamente

significativo a p<0.05 entre los dos grupos, razén por fo cual la MEL puede ser un

compuesto con caracter ansiolitico.
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En las graficas 7 y 9, se puede ver que de tedos los compuestos utilizados, solo el
CDP incremento significativamente el numero de entradas totales con respecto a su grupo

control.

Comportamiento de los animales
en la zona abierta dei Plus-Maze

Abierta / Total
3 8
—

15 . T
10- J_

0 " L I’I’ 1 i

CTRL MEL CTRL MEL

Entradas ' Tiempo

Gréfica No. 10. El promedio (tESM) del nimero de entradas (izquierda), como lo presemta esta
grafico, es similar entre la MEL y su grupo control (PEG al 25%). No hay diferencia estadistica, en
ambos casos se admimistro un volumen de 1.0 pl.. La concentracion de la MEL fue de 20 mg/mL. El
promedio (+ESM) del tiempo de permangncia en la zona abierta (derecha), como lo presenta esta
grafica, es mayor para MEL que para su grupo control (PEG 25%), presenta una diferencia
estadisticamente significativa a *p<0.05 entre ambos grupos.

En las graficas 8 y 10 se puede observar que tanto la MEL, BUS v CDP tienen
influencia en el promedio del tiempo de permanencia al compararlos con sus respectivos
controles (grupos tratados con soluciones vehiculo), sin embargo, en el parametro de

numero de entradas a la zona abierta, se observa de las mismas graficas que BUS y MEL no
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presentan un incremento en el promedio del nimero de entradas a la zona abierta con
respecto a sus controles, mientras que el CDP si tiene un efecto significativo incrementando
el promedio del nimero de entradas a la zona abierta con respecto a su grupo control

(p<0.05).

7.4 Evaluacién del efecto ansiolitico de los vehiculos.

Las soluciones vehiculo, también fueron evaluados en el Plus-Maze para cerciorarse
de que no producen un efecto ansiolitico. Estas se administraron IcVtr, los resultados
promedio (tESM) obtenidos después de la administracién de estas soluciones se reportan en

el cuadro No. 4 y se compararon con un grupo control que es el de los animales integros.

Cuadro No. 4
Evaluacion del efecto ansiolitico de los vehiculos en el Plus-Maze

Grupo Entradas % de entradas en | % permanencia en
totales zona abierta zona abierta
Control 7.33+1.74 12.1246.60 9.71+4.02
SS1 5.50+1.38 6.0613.83 1.88+1.00
Polietilenglicol 25% 5.14+1.80 30.35+13.31 11.95+5.03

Cuadre No. 4. El cuadro muestra el promedio (+ESM) del comportamiento explorador de las ratas
en el Plus-Maze, cuando se administran las soluciones vehicuto. La solucién salina isotonica (S.5.1)
se administra en un volumen de 0.5 pL., mientras que ¢l polietilenglicol fue en cantidad de 1 pL. E
grupo con $.5.1. tienen una n=6, el de polietilenglicol n=7 y el grupo control n=9.

Con tos datos del cuadro No. 4, se elabard la grifica No. 11, en fa cual se
representan los resultados del promedio (XESM) del nimero de entradas totales en el Plus-

Maze después de ser administrados [cVir.
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La grifica 11 nos muestra que la administracidn de los vehiculos no afecta el
comportamiento motriz de los animales, Ia prueba estadistica "t-student" y la prueba de "F",
nos indican que los resultados obtenidos no presentan diferencias estadisticamente

significativas.

Efecto de los vehiculos en el promedio

o del total de entradas en el Plus-Maze

10

o I
I
T

| SSl. I PEG I

Grifica No. 11. El promedio (+ESM) del niimero total de entradas en el Plus-Maze tanto para &l
grupo control como para cada una de las soluciones vehiculo después de administrarse IeVir, no
presenta diferencias estadisticamente significativas. El grupo control tiene una n=9, el grupo con
$.S.L tiene una n=6 y el grupo con PEG tiene n=7.

Al analizar los parametros del promedio (+ESM) del numero de entradas asi como
del tiempo de permanencia en la en la zona abierta del Plus-Maze, se observa de la grafica

No. 12 (izquierda} que el PEG, aumenta considerablemente el promedio dei nimero de

entradas en la zona abierta sin embargo, este aumento no es estadisticamente significativo.
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Comportamiento de los animales
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Grafica No. 12. Esta grafica nos presenta el promedio (£tE.S.M.) del nimero de entradas en la zona
abierta (izquierda) para las ratas control, asi como, para las soluciones vehiculo utilizadas (SS.I y
polietilenglicol al 25 %). Estas soluciongs son administrados IeVir, No hay diferencia estadistica
con la prueba de t vy la prueba F. Los promedios (:ESM) de los resultados correspondientes al
tiempo de permanencia en la zona abierta (derecha) para las ratas control, asi como, para las
soluciones vehiculo utilizados (5.8 1. v polietilenglicol al 25 %). No hay diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo control y el polietilenglicol, sin embargo para la §.8.1. si hay diferencia
estadistica *p<0.1 con respecto al grupo control. Entre PEG y SSI si hay diferencia **p<0.01.

Los resultados del promedio (zESM) del tiempo de permanencia en la zona abierta,
se aprecia en la misma grafica (derecha). En esta, se observa que los promedios de los
tiempos de permanencia entre los grupos control y de PEG son similares, la prueba de "t" y
la prueba "F" nos indica que no hay diferencia estadistica significativa, sin embargo, el

grupo de la §81 en donde hay una disminucion del tiempo de permanencia, presenta una

diferencia estadisticamente significativa con la prueba "t-student” (p<0.1).
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7.5 Comparacion del efecte ansiolitico de los compuestos.
En las grificas 13 y 14 se hace una comparacién entre los compuestos

administrados IcVtr.

En la grafica No. 13 se hace la comparacién de los compuestos con referencia a los

promedios (+ESM) del nimero total de entradas.

Comparacién del promedio del

N nimero de entradas en el Plus-Maze
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—fnt % %

10

Entradas totales
_|
f——f

BUS cop MEL I

Grafica No, 13, La grafica muestra la comparacion de los promedios(+tESM) del nimero de
entradas totales en el Plus-Maze para cada uno de los compuestos. La BUS presenta diferencias con

respecto al CDP (p<0.05) al igual que la MEL (p<0.1)

De la grifica 13, se observa que la BUS y la MEL presentan diferencias
estadisticamente significativas con respecto al CDP, mientras que entre la BUS y la MEL
no s¢ presentan diferencias estadisticamente significativas.

En la grafica 14 (izquierda) se compararon los resultados de los promedios (+ESM)

def porcentaje de entradas a la zona abierta del Plus-Maze,
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Comparacién del comportamiento de
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Grafica No. 14. La grafica muestra el promedio{ESM) del porcentaje de entradas a la zona abierta
(izquierda). Hay diferencias estadisticas entre BUS y CDP (*p<0.1), BUS y MEL (**p<0.0]) y
MEL contra CDP (***p<0.05). A la derecha, la grifica presenta el efecto ansiolitico de los
compuestos administrados IcVtr. Hay diferencias significativas entre BUS y CDP (*p<0.01) y CDP
contra MEL (**p<0.01).

La grifica No. 14, nos muestra como el CDP, BUS y MEL presentan diferencias
estadisticamente significativas, en ella también se aprecia que la MEL tiene el mayor valor
(33.08£15.69), seguido por el CDP {26.59+9.43) y finalmente la BUS (5.8815.87).

Finalmente, la comparacion de los promedios (tESM) de los porcentajes del tiempo
de permanencia en la zona sbierta del Plus-Maze después de administrar los compuestos
IcVtr, se presentan el la misma grafica (derecha), en donde el CDP e5 ¢l que presenta el

mayor valor,
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7.5 Histologia
La corroboracién de la implantacion de la canula se hizo mediante cortes

histolégicos como el de la figura No. 15 y en base al Atlas de Paxinos and Watson, 1986.

Figura No, 15. La figura muestra el corte histolégico de un cerebro ai que s¢ le implanté la cinula, la

flecha indica el lugar ds la fijacion de la misma y el camino recorrido por ella, hasta llegar a
ventriculo derecho.
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8.- Discusidn

El presente estudio nos muestra el efecto "ansiolitico” discriminado en el modelo del
Plus-Maze de diferentes compuestos asi como de sus soluciones vehiculo.

Los farmacos CDP y BUS al igual que la hormona MEL presentaron un efecto
"ansiolitico” en el modelo de Plus-Maze después de administrarse IcVitr,

E! comportamiento explorador de los animales en el Plus-Maze fue mayor en la zona
abierta para los compuestos experimentados con respecto a sus respectivos controles.

El CDP como otras BZP, ha presentado resultados reproducibles en esté modelo ¢ 14,
sn , no asi la BUS, en la cual se han presentado resultados variados como efectos ansioliticos
{Kostowsky, 1989; Luscombe, 1992), ansiogénicos (Critchley, 1992; Moser, 1989; Pellow,
1987; Kostowsky, 1990) e incluso sin efecto (Moulton, 1988), estos efectos se atribuyen
entre otras cosas a la diferencia de condiciones experimentales como tipo de luz, manejo de
fos animales, lugar de administracion, etc (3, 19,25, 23) .

En nuestro experimento evaluamos primero la influencia del tipo de luz y la
influencia de la intervencion quinirgica en el comportamiento de los animales en ¢! Plus-
Maze.

Con los resultados del cuadro No. 1 y la grifica No. 1, podemos observar que el
promedio (:ESM) del numero de entradas totales en el Plus-Maze, tanto para luz blanca,
como roja fue similar 5.88+1.27 y 7.33+£1.74 ‘respectivamente, el andlisis estadistico no
muestra cambios significativos.

La distribucion de estas entradas tanto en la zona abierta como en fa cerrada para
cada tipo de luz se muestra en la grafica No. 2 en el cual se aprecia que con luz blanca se

incrementa las entradas a [a zona abierta y aunque estadisticamente no es significativa la
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diferencia observada, puede que ésta se deba a las sombras causadas por la [uz blanca y en la
cual son mas marcadas que con luz roja, lo cual puede de alguna manera "engafiar” af animal
entre lo que es la zona abierta y lo que es la zona cerrada.

En el siguiente parimetro evaluado y que es el que se refiere al tiempo de
permanencia en cada una de las zonas, podemos apreciar tanto en el cuadro No. 2 como en
la grafica No. 3 que el tiempo de permanencia en la zona abierta y cerrada es muy similar en
los dos tipo de Iuz, no presentando diferencias estadisticas significativas.

Los parametros de niimero de entradas y de tiempo de permanencia en la zona
abierta nos indicara el grado de ansiedad del animal ( 5,.

Este experimento se hizo con la finalidad de corroborar que no hay un cambio de
comportamiento en los animales en el Plus-Maze cuando se utiliza cualquiera de los dos
tipos de luz, ademas de que se ha reportado que una luz mas tenue que aquella a la cual
estan usualmente acostumbrados los animales, es mejor ya que hace mas sensible la
deteccion del efecto ansiolitico (31, y, por otro lado, también se ha visto que la luz brillante
puede ser ansiogenico (g

Es importante también conocer la influencia de la luz roja v la luz blanca en los
parametros medidos ya que la melatonina esta regida por ciclos de luz obscuridad . ¢7. 72 ¥
al parecer el cambio en el tipo de luz no llega a alterar el tiempo de permanencia en la zona
abierta y que es en si lo que mas nos interesa para medir el efecto ansiolitico.

La influencia de la intervencion quirirgica también se evalud, en el cuadro No, 2 se
aprecia que el promedio (*ESM) del niimero de entradas totales para el grupo control y el
operado es similar 7.33+1.74 en el primer caso y 8.14+2.17 en el segundo. Estos valores

estadisticamente no presenta diferencias significativas y se muestran en la grafica No. 4.
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La distribucién de las entradas en el Plus-Maze se observa en la grafica No. 5 y
aunque estos resultados no son estadisticamente diferentes, si hay un aumento en el nimero
de entradas a la zona abierta en el grupo operado, lo cual puede ser atribuido a la cinula
implantada o bien a l2 misma- operacidn, sin embargo, en lo que respecta al tiempo de
permanencia en la zona abierta, se observa tanto en el cuadro No. 2 como la grafica No. 6,
que el grupo operado y ¢l grupo control tienen valores muy similares y estadisticamente no
presentan diferencias significativas, por lo cual en general la operacion no modifica
significativamente los parimetros que nos serviran para evaluar el efecto ansiolitico.

Al evaluar los compuestos en el Plus-Maze, después de ser administrados IcVtr, la
BUS asi como el CDP fueron comparados con su grupo control (S.5.1).

En ¢l cuadro No. 3 se registran los datos obtenidos del comportamiento explorador
de los animales en el Plus-Maze.

El CDP administrado IcVtr, muestran un efecto ansiolitico al igual que la BUS,

El CDP aumenta tanto el nimero de entradas totales (p<0.05} asi como el nimero de
entradas en la zona abierta (p<0.05) y el tiempo de permanencia en la misma zona
{p<0.005), como se aprecia en las graficas 7 v 8 respectivamente, este comportamiento ha
sido reportado en otros trabajos y con el mismo método aunque no por la misma via de
administracion (13, 13y, por lo cual el clbrodiazepéxido se comporta de manera similar cuando
es administrado IcVtr, no asi el caso de la BUS, guien solo tuvo un efecto estadisticamente
significativo en el tiempo de permanencia en la zona abierta (grafica 8, derecha) del Plus-
Maze (p<0.01).

En el caso del CDP se ha hablado de una posible confusion entre el efecto ansiolitico

y la actividad locomotriz observada con este modelo (13, y que agui se reproduce de forma

)
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similar (grafica 7), sin embargo, estd actividad motriz elevada puede ser Ia responsable de
que también se observe un cambio significativo en el porcentaje de entradas a la zona abierta
del Plus-Maze y quiza también nos "infle" el valor obtenido en el porcentaje del tiempo de
permanencia en la zona abierta, los cuales se observan en la grafica 8 (derecha).

La BUS, no presenta un incremento ni tampoco una disminucion en la actividad
locomotriz como la mostrada por el CDP en este modelo (grafica 7) y que puede ser, quiza,
relacionada con algunos de los efectos adversos que presentan las BZP, y los cuales en el
caso de la BUS son menores,

Estos resultados se pueden deber entre otras cosas a que las BZP actiian sobre
receptores GABA( ) mientras que la BUS lo hace sobre receptores SHT; A3 25, 20)

La tuz roja utilizada en nuestro experimento puede ser la responsable de encontrar un
efecto ansiolitico de la BUS, ya que esto nos permite mayor sensibilidad en el método (1) 5
por otro lado, ¢l efecto ansiolitico también pudo haber sido debido a que al administrarse
leVtr, la buspirona llego a un sitio que permitiera obtener un efecto ansiolitico de la misma,
evitando en cierto grado los efectos antagonicos del sistema hipotalimico-pituitario-adrenal
(HPA), al cual se le atribuyen los resultados variables obtenidos con la BUS (10, 15.45 .

Nosotros nos inclinamos a que este efecto sea mediado por hipotilamo y no tanto
por receptores a serotonina ya que hay evidencia de que los principales lugares donde hay
receptores SHT ), son en raphé, septum e hipocampo g, 19, 33, 57)-

El efecto obtenido por la BUS puede se;' debido a que hay una relacion entre el eje
HPA y los sistemas centrales serotoninérgicos como el del hipocampo, esto se debe
principalmente a que los glucocorticoides provenientes de este sistema pueden incrementar

la unidn & receptores S-HT1a (1), ¥ que son a los cuales tal vez llego la BUS por difusion.
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En el hipotalamo, el cual estd rodeado por los ventriculos laterales, que es en donde
se administro el firmaco se han encontrado receptores a GABA us). )

Estos receptores a GABA pueden ser los responsables del efecto ansiolitico
encontrado con et CDP, ademas del incremento de la actividad motriz como se observa en la:
grafica 7.

Los receptores GABA han sido ampliamente estudiados en el proceso ansiolitico (s,
10, 33, 64 € incluso se ha pensado que la MEL puede tener esté efecto gracias a que actia por
medio de estos receptores ¢ s s5) 0 bien regulando las concentraciones de su neurotransmisor
)

Se encontrd un efecto ansiolitico de la MEL al administrarse IcVtr y compararlo con
su control (p<0.05) como se observa en la grafica 10 (derecha). La MEL, asi como la BUS,
no presentd un incremento en el nimero de entradas totales ni en el nimero de entradas a la
zona abierta al compararia con su grupo control (graficas 9 y 10).

Estos datos nos harian pensar por un lado que el efecto ansiolitico de la MEL es
debido quizi a los receptores tipo GABA que se encuentran en hipotdlamo 73 ¥ que serian
los resppnsables del mismo como en el caso del CDP, sin embargo, hay otra cuestion y es la
de que en el hipotilamo también se encuentran receptores a MEL ¢, 13, 49).

La evidencia que nos sugiere un efecto de la MEL scbre sus propios receptores es
que se ha visto que el efecto ansiolitico varia dependiendo de la hora de administracion a3 y
esto es logico ya que la secrecion de MEL es regulada circadianamente por medio de ia luz,

ademas, también se ha visto también que la afinidad de los receptores también cambia con el

tiempo (67, 72)-
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En nuestro caso utilizamos un horario entre las 12:00 y las 14:00 hr. debido a que en
este horario es cuando se tienen receptores de mayor afinidad y es cuando también, se
empieza a obtener el mayor efecto ansiolitico de la MEL ) ¥ por otro lado, en esté horario
es cuando tendﬁﬁnos la menor interferencia por MEL end6gena ), que pudiera intervenir
en los resultados obtenidos.

También se ha encontrado que las células de hipotalamo son capaces de regular
cambios en las conductancias de K' y Ca®’, las cuales se han relacionado con mecanismos
mediados por proteina G (74, mismo mecanismo propuesto para los receptores a MEL 3 15,

Por otro lado, la MEL puede disminuir las concentraciones de corticosterona ¥
modificar la actividad serotoninérgica en hipotilamo mediante cambios metabélicos de 5-
HT s, lo cual, nosotros creemos, puede indirectamente afectar la actividad del hipocampo.

Al parecer, nuestras condiciones experimentales no influyen en los comportamientos
de los animales en el Plus-Maze al ser tratados con MEL, como lo demuestran los
experimentos previos con luz roja y con [uz blanca, sin embargo, si hay repones; acerca de
los vehiculos y del manejo de anitnales que puedan interferir con los resultados obtenidos (.
30, a1, razén por la cual evaluamos también el efecto ansiolitico de los compuestos
comparandolos con el grupo control de animales integros ambos en presencia de luz roja, los
resultados aparecen en el cuadro No. 4 y en las graficas 11y 12.

Los vehiculos utitizados en este experimento fueron el PEG al 25% en el cual se
solubilizo la MEL y la $.$.1. en la cual se solubilizaron los farmacos CDP y BUS.

Los resultados obtenidos no presentan efectos significativos en el promedio del

numero total de entradas (grafica 11), sin embargo, los resultados son variables tanto en el
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numero de entradas, como en los tiempos de permnanencia en la zona abierta entre el grupo
control y cada uno de los vehiculos, los cuales se presentan en la grafica 12.

En lo que se refiere al promedio de entradas a la zona abierta para el grupo control y
las soluciones vehiculo no se presentan diferencias estadisticamente significativas como se
aprecia en la grafica 12 (izquierda), pero, en lo que respecta al promedio de tiempo de
permanencia en la zona abierta (grafica 12, derecha) tenemos, que el grupo control y el PEG
presentan resultados similares y sin diferencia estadistica significativa, no asi parala S$.S.L y
el grupo control en donde hay una diferencia estadisticamente significativa (p<0.1).

Estos datos nos indica que aunque los vehiculos no alteran el porcentaje del nimero
de entradas a la zona abierta, si hay alteraciones en lo que respecta al tiempo de permanencia
en la misma zona, de lo cual surgiria que la S.S.1. es ansiogénico, debido a que aumenta el
tiempo de permanencia en la zona cerrada con respecto al grupo control.

Hay reportes acerca de que la $.5.1. es ansiogénico (1), sin embargo, no es muy claro
debido a que no se ha podido dilucidar a si es la §.5.1. la causante de esto, o bien el manejo
o la administracién misma del vehiculo en los animales lo cual también se ha visto causa
ansiedad a los animales (30,

En el caso de que el manejo y/o la administracién del vehiculo a los animales cause
un efecto ansiogénico en el Plus-Maze, surge una pregunta ;jpor qué con el PEG no se
observé lo mismo?.

El PEG comparado con el grupo control no presenta diferencias estadisticamente
significativas en o que respecta al tiempo de permanencia en la zona abierta (grafica 12,
derecha), sin embargo, haciendo un analisis estadistico con respecto a la S.S.1. se encuentran

diferencias estadisticamente significativas con p<0.01.
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Se han registrado datos acerca de que el PEG puede tener efecto ansiolitico A
aungue estos fueron reportados en un modelo de ansiedad de Vogel y la concentracion del
mismo fue de 40%.

Haciendo un registro de todo lo que se hizo con estos tres grupos encontramos que
el manejo de los animales fue el mismo en los tres casos y que lo Gnico que fue diferente
entre el grupo control y los grupos con vehiculo es la operacion y la administracion, por lo
cual se hace una comparacion estadistica entre el grupo operado y los grupos administrados
con vehiculo (datos no presentados).

La estadistica hecha es |z misma que en los demas casos y tenemos en base a esto
que la 5.5.1. presenta diferencias significativas con p<0.01 tanto para el namero de entradas
como para el tiempo de permanencia, lo cual no sucedia con respecto al grupo control
integro en el cual solo habia diferencias en lo que respecta al tiempo de permanencia. Para el
PEG no se presentan diferencias en cada uno de los parametros evaluados en el Plus-Maze
en comparacion con el grupo operado y que es fo mismo que sucede al compararlos con el
grupo control integro.

En el caso del vehiculo con $.S.1. a pesar de que hay diferencias tanto en el nimero
de entradas como en ¢l tiempo de permanencia con respecto a los animales operados, hay
que tomar en cuenta que de hecho la operacion ya presentaba ligera diferencia y que aungue
esta no era estadisticamente significativa comparandola con el grupo control integro, si pudo
haber sido la causante de las diferencias presentadas al compararla con el grupo
administrado con 8.S.1.

El segundo punto que puede ser el causante del efecto ansiogénico es el de la

administracién misma de los vehiculos, a este respecto, no se hizo un procedimiento en el
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cual se simulara toda la administracion desde que se sujeta el animal hasta que se coloca la

sonda en la cinula, por lo cual no se tienen resultados para comparar tal proceso.

En base a todo lo anterior, podemos inferir 2 cosas:

1. La maniobra de administrar & los vehiculos es la causante del efecto anstogénico
presentado por la 8.5.1, este efecto no se presenta en el caso del PEG ya que este se ha
visto que puede tener efectos ansioliticos y que podrian ser los causantes de que se
aprecie un efecto parecido al del grupo control y no similar al de Ia $.S.1.

2. La S.8.1 tiene propiedades ansiogénicas, lo cual expli-caria los resultados observados, en
cambio el PEG no presenta efecto alguno sobre los parametro evaluados en el Plus-
Maze y por lo tanto [a maniobra de administracion det vehiculo tampoco interfiere con
los pardmetros evaluados.

Haciendo una comparacién entre los tres compuestos probados y a reserva de que no
sea tan valida por las diferencias mostradas entre los distintos vehiculos utilizados, se tiene
que de la grafica 14 (izquierda), hay diferencias entre los tres grupos (CDP, BUS y MEL) en
cuanto al promedio del niimero de entradas a la zona abierta. Estas diferencias pueden ser
dadas per el CDP que presentan un valor elevado en el mimero de entradas totales y que es
estadisticamente significativo a p<0.05 con respecto a BUS y p<0.1 con respecto a MEL
(grafica 13).

Este incremento significativo del niumero de entradas totales, podria ser el causante
indirecto de las diferencias presentadas entre los valores obtenidos al comparar los
porcentajes de entradas a la zona abierta,

En este contexto, tenemos que el CDP es estadisticamente diferente de la BUS

{(p<0.05) y de la MEL (p<0.1), mientras que entre las diferencias presentadas entre la MEL y
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la BUS (p<0.01) puede ser debida al PEG que se utilizé como vehiculo para administrar a la
MEL.

En lo que se refiere al efecto ansiolitico, representado por el tiempo de permanencia
en la zona abierta y que se aprecia en la grafica 14 (derecha), se observan solo diferencias
entre la BUS y CDP (p<0.01) asi como entre la CDP y MEL (p<0.01), no habiendo
diferencias entre la MEL y BUS.

Estas diferencias observadas pueden ser debidas por un lado a que la BUS no esté
actuando de manera eficaz debido a que no altere de una forma significativa las vias
serotoninérgicas existentes a este nivel y por lo tanto su efecto ansiolitico sea ef menor de
los tres, este compuesto no presento incremento de la actividad motriz.

En cuanto a la MEL, se puede decir que funciona como una mezcla de ambos
farmacos, ya que por un lado presenta un efecto ansiolitico similar al det clorodiazepéxido
pero sin presentar un incremento en la actividad locomotriz al compararlo con su vehiculo.

Esta posible mezcla se puede deber a que se ha sugerido que la melatonina actda
regulando las concentraciones de GABA o bien sobre receptores de esté neurotransmisor al
igual que la BZP como lo es el CDP.

Por otro lado, quizid pueda actuar sobre vias serotoninérgicas como lo indican
estudios que relacionan a la MEL con cambios sobre los niveles de serotonina, lo cual puede
ser dado por su relfacion estructural similar a la serotonina o bien por vias reguladas a nivel
de hipotilamo, ambos mecanismos, tanto receptores GABA como vias serotoninérgicas
mediante receptores 5-HT estan relacionados con la ansiedad.

No podemos descartar los receptores a MEL, entre ellos los que estan a nivel de

hipotdtamo y del nicleo paraventricular del talamo Y, pueden ser los responsables de los
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efectos ansioliticos observados de la MEL ya que estos receptores se ha propuesto
funcionen como proteinas G, las cuales mediante segundos mensajeros podrian actuar
indirectamente sobre canales i6nicos como en el caso del sistema GABAérgico o bien
regulando el flujo de informacion a otras zonas det cerebro mediante la regulacion de vias
serotoninérgicas ya sea directa o indirectamente por el eje HPA.

Finalmente, el efecto marcado del CDP se debid a ta interaccion del mismo con los
receptores a GABA existentes a este nivel, los serian quiza también los responsables del
incremento de la actividad motriz presentada con este modelo.

De esta forma, podemos suponer que el hipotilamo juega un papel importante en la
regulacion de la ansiedad, ya que se ha visto que en el hipotdlamo se pueden llevar a cabo
una actividad funcional coordinada, la cual depende de los estados motivacionales-
emocionales (35, ademds de tener una relacion cercana con el eje HPA (g, y vias tipo GABA
s que pueden activar el sistema nervioso simpatico, el cual puede ser responsable de
algunas de las manifestaciones fisiologicas presentadas por la ansiedad.

Por ultimo, el hipotdlamo, ademas de presentar la existencia de vias mediadas por
GABA vy relaciones C(;I’l el sistema serotoninérgico, de las cuales las que interactian con
hipocampo son las principales en la regulacion de la ansiedad, es posible que haya una
regulacion mediante MEL ya sea por vias GABA, 5-HT o ambas en forma directa o
indirectamente mediante los receptores a MEL y que son abundantes a este nivel. Esta
posible regulacion planteada, nos permite continuar con el estudic de la ansiedad, utilizando

mecanismos encaminados para alcanzar tal fin,
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9.- Conclusiones

1.

(73 )

El CDP presenta un importante efecto ansiolitico en el modelo de Plus-Maze al
administrarse lcVir, ya que aumento el nimero de entradas y tiempo de permanencia en
la zona abierta del mismo. También se observé un efecto sobre la actividad motriz
como el reportado en la bibliografia; estos efectos encontrados pueden ser debidos a la

existencia de receptores a GABA a nivel de hipotalamo.

La BUS también presento un efecto ansiolitico al ser evaluada en el modelo de Plus-
Maze y aunque no fue marcado como en el caso del CDP, si carecié de un efecto sobre
la actividad motriz como el presentado por el CDP al ser administrados feVir, el efecto
anstolitico de la BUS, puede ser indirecto, ya sea mediado por hipotalamo o bien por

difundirse a sitios con receptores SHT 4.

La MEL al ser administrada IcVtr., presento un efecto ansiolitico similar al del CDP, la
actividad motriz observada con ella es incierta ya que el vehiculo utilizado para su
administracién también presento valores altos en este aspecto, los efectos ansioliticos de

la MEL quizd se debieron a interaccion directa con receptores a GABA o indirecta

_sobre vias serotoninérgicas, sin embargo, no podemos descartar un posible efecto sobre

receptores a MEL, los cuales indirectamente actuarian sobre receptores a GABA o bien

vias serotoninérgicas,

El efecto ansiolitico mostrado por los compuestos administrados [cVtr, nos permite en

cierta forma relacionar la zona hipotalamica adyacente a los ventriculos laterales como
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una mediadora del efecto ansiolitico de los mismos, y de la cual ain es incierto el
mecanismo por la que actie, siende de mayor importancia el sistema mediado por
receptores GABA, seguido de un posible mecanismo mediado por vias serotoninérgicas
y sin dejar a un lado 12 pesibilidad de los receptores a MEL, tampoco hay que descartar
su posible relacion coodinadora involucrando de estd manera a los mecanismos

anteriormente descritos en la regulacion del proceso ansiolitico.
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