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INTRODUCCION

I-INTRODUCCION

La ansiedad es un proceso que estd presente en todos los individuos, en
cuaiquier época de su vida y que tiende a ocasionar diversos trastornos, si esta no
es controlada con el tratamiento adecuado. Dentro del tratamiento, los farmacos
mas utilizados son las benzodiazepinas (BZP), que ademas de poseer efectos:
sedante-hipndtico y relajante muscular, presentan efectos adversos severos, como
la dependencia. Otro de los compuestos propuestos para el tratamiento de la
ansiedad es la melatonina (MEL), que es una hormona sintetizada y secretada por
la glandula pineal, Ia cual presenta los efectos: ansiolitico, inductor de suefio,
cambios en el metabolismo, antigonadotrdpico y sincronizador de los trastornos de
los ritmos circadianos como el “jet lag”, el ciclo vigilia-suefio, la depresién y la
ansiedad, y quizd su mas reciente participacién en los procesos neurologicos
degenerativos. La similitud entre los efectos inducidos por MEL con aquellos
provocados por farmacos GABAérgicos (sedante hipndtico, anticonvulsivos),
sugiere un nexo entre la glandula pineal y estos sistemas. A pesar de los efectos
que produce la MEL presenta un tiempo de vida media muy corto de
aproximadamente 30 minutos. En base a esto, existe la propuesta de sintetizar
analogos 1-N sustituidos de ella que tengan menores efectos adversos que las BZP

pero que conserven el efecto ansiolitico que sera analizado. Por tanto el objetivo
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de este trabajo es evaluar el efecto ansiolitico de dichos andlogos utilizando 78
Ratas macho Wistar (Harlan), que distribuidas en grupos de 6 se pesaran
marcaran, y con la administracion intraperitoneal del control positivo (Diazepam),
MEL, cuatro andlogos de ella, los vehiculos especificos para cada sustancia, y un
grupo de ratas integras, con el modelo Plus-Maze durante 5 minutos, y de esta
manera establecer diferencias y/o similitudes entre cada andlogo su control y
vehiculo correspondiente. De los cuatro analogos probados, el compuesto M3C

presentd el mejor efecto ansiolitico.
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II-GENERALIDADES

IIa-ANSIEDAD
la ansiedad es un miedo vago y general (Priest 1993), cuyas
manifiestaciones en el aspecto fisico son: temblores, tensién, insomnio,
transpiracion 'y miccion frecuente, se presenta como reaccion defensiva
instantanea ante el peligro, ejerciendo una funcién protectora en las diferentes
especies y ha salvaguardado a la humanidad durante miles de aflos. Desde una
perspectiva ontogénica, los miedos comunes son una adquisicién bioldgica
temprana destinada a preservar a la infancia de posibles dafios. Los tres tipos de
miedos mas solidamente arraigados en la especie humana son:
a) El miedo a los animales, reminiscencia del miedo evolutivo a los
depredadores.
b) Ei miedo a los dafios fisicos, vestigio atavico del temor a los peligros que se
pueden encontrar en la naturaleza.
c) El miedo a la separacion.
La memoria actya como un amplificador del miedo: los pensamientos
recuerdos intensifican los miedos aprendidos.
En el caso de los trastornos de ansiedad, la respuesta de miedo funciona como
un dispositivo “defectuoso”, que se activa y previene de un peligro inexistente.

Precisamente el ser humano actual esta abocado a abordar el fascinante problema
3
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de ¢écomo controlar los aspectos perjudiciales de las respuestas de miedo?,
conservando, sin embargo, sus beneficios protectores (Echeburtia, 1996). En
base a esto hay un interés reciente por clasificar los trastomos de ansiedad sobre
nuevas bases conceptuales, referidas en particular al abandono de una supuesta
etiologia y a la agrupacion de los cuadros clinicos en torno a la presencia de
sintomas comunes ( Echeburta, 1996).
CLASIFICACION DE LA ANSIEDAD

The Intermational Statistical Classification of Diseases tenth revision (ICD-10
OMS, 1992) y Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV)
American Psychiatric Association (APA, 1994), las dos nosologias psiquiatricas mas
recientes e influyentes, son basicamente semejantes en el ambito de los trastornos
de ansiedad, pero sus diferencias no son menos importantes y reflejan la presencia
de dos cuestiones conceptuales aiin no resueltas: a)écudles son los limites de los
trastornos de ansiedad? y, b) écomo clasificar los trastornos que se encuentran

dentro de tales limites? (Fcheburida, 1996), tal como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los trastornos de ansiedad en el DSM-1V y en el ICD-10
(Echeburia, 1996).

ICD-10 DSM-IV
F40 Trastornos fobicos 300.21 Trastornos de panico con agofobia
300.22 Agorafobia sin historia de trastorno de
F40.0 Agorafobia panico
F40.1 Fobia social 300.23 Fobia social
F40.2 Fobia especifica 300.29 Fobia especifica
F41 Otros trastornos de ansiedad 300.01 Trastorno de panico sin agorafobia
300.02 Trastorno de ansiedad generalizada
F41.0 Trastornos de panico
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F41.1 Trastornos de ansiedad generalizada
300.30 Trastorno obsesivo-compulisivo

F41.2 Trastorno mixto de ansiedad y
depresién

300.81 Trastornos de estrés postraumatico
F42 Trastorno obsesivo compulsivo
300.24 Trastorno adaptativo con estado de
F43 Trastornos de estrés intenso y trastornos animo ansioso '

de adaptacion
300.82 Trastorno de personalidad por evitacién
F43.0 Reaccion de estrés aguda

F43.1 Trastorno de estrés postraumatico

F60.6 Trastorno de personalidad ansiosa (por
evitacién)

BASES BIOLOGICAS DE LA ANSIEDAD

Las posiciones mas actuales de la neurobiologia, a la hora de explicar la
fisiopalogia del fendmeno del panico y los trastormos de ansiedad, en general,
tratan de evitar concepciones excesivamente centradas en una unica estructura
neuronal o un solo sistema de neurotrasmisién, con el animo de intentar integrar
la enorme cantidad de datos experimentales que se han obtenido hasta el
momento. Entre ellos el modelo de Charney (Navarro, 2000), se basa en una
neuroanatomia funcional que contempla las bases biolégicas de la ansiedad y el
miedo como un entramado de redes neuronales, con diversas estructuras y sus
.proyecciones aferentes y eferentes, que serian responsables de este tipo de
conductas (Navarro, 2000) para comprender las caracteristicas clinicas de
dichos trastornos. A continuacion se describen algunos resultados obtenidos a la
fecha.

SISTEMAS NEUROTRANSMISORES IMPLICADOS EN LA ANSIEDAD
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1. El sistema benzodiacepinas (BZ#)-écido gama-amino-butirico tipo A (GABA
a), fig. 1.

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso
central (SNC) del mamifero. Se han dividido sus-receptores en dos tipos
principales. El subtipo de receptor del GABA mas relevante, el receptor GABAa, es
un canal de iones cloruro de compuerta de ligando que se abre después de la
descarga de GABA a partir de las neuronas presindpticas. Un segundo receptor, el
receptor GABAs, es un miembro de la familia de receptores acoplados con proteina
G que actua tanto en las vias bioquimicas como en la regulacion de los canales de
iones (Goodman y Gilman, 1996).

En animales de experimentacion, ha determinado que las situaciones que
causan ansiedad modifican lfa actividad de los ligandos a los sitios de union de
como lo hacen las benzodiacepinas (BZP, farmacos prototipo para el tratamiento
de la ansiedad), de tal manera que han sido planteadas tres hipdtesis para
explicar los mecanismos neurobioldgicos involucrados en el comportamiento y
reacciones fisiologicas como respuesta a un estimulo externo:

a).- La ansiedad es causada por la secrecion de agonistas inversos
enddgenos en la region del receptor a BZP: un octadecapéptido y DBI
(inhibidor unido a diazepam), disminuyendo el tono GABAérgico y de esta

manera disminuyendo su funcién inhibidora.
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b).- Los cambios que ocurren con el receptor y la actividad de los ligandos
es reemplazada hacia la posicion del agonista inverso. Por lo que pacientes
con desdrdenes de ansiedad pueden tener también diferencias en la
constitucion del sistema BZ-GABAa haciéndolos vulnerables al estrés , o que
la ansiedad pueda inducir esos cambios.

c).- El efecto de un agonista enddgeno puede ser observado en individuos
normales y es disminuido en presencia de desérdenes de ansiedad,
desafortunadamente no se ha logrado identificar claramente. (Clement,

1998).
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Fig. 1 Receptor a GABA A. Estructura que muestra el sitio de union de las BDZs y otras sustancias
sobre el receptor GABA (wwwniaaq.nih.gov/publications/arh21-2/127.pdf).

2.- El sistema serotoninérgico.
La serotonina (5-Hidroxitriptamina), es un neuroh*ansmisbr en el SNC, sus
acciones son mediadas por una diversidad de receptores de membrana celular.
Estudios dinicos y en animales incrementaron la evidencia que
sugierque la neurotransmision serotoninérgica puede estar involucrada en la
etiologia expresion y tratamiento de la ansiedad. La apsiedad es
usuaimente asociado con incremento endégeno de receptor a serotonina 5-
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HT, de esta manera los progresos en Farmacologia y Biologia Molecular han
sugerido la existencia de mas de 14 subtipos de receptores 5-HT (Katzung,
2002).

El receptor presinaptico 5-HT1a se localiza en el area limbica
(neocorteza, septum, hipocampo, amigdala), con localizacion
somatodendritica. Actualmente, los datos experimentales sugieren que la
potencia ansiolitica puede estar asociado a receptores presindpticos, la
administracion de un agonista a este receptor como es el caso de
buspirona (otro farmaco ansiolitico no GABAérgico) probado en ratén en
varios modelos de ansiedad, provoca disminucion en la interaccion social y
aumento en el mordisqueo (Clement, 1998).

Por otro lado, los receptores 5-HT1is (autoreceptor terminal presinaptico)
se han encontrado principalmente en la sustancia negra, globus pallidus y
striatum, y la activacion de estos receptores provoca ansiedad, cuando se
administran agonistas en raton con el de modelo Plus-Maze (Clement,
1998). Su participacion en los procesos de ansiedad no ha sido establecida
del todo sin embargo estudios recientes sugieren que éstos son
heterorreceptores y modifican la liberacion de otros neurotransmisores.

Otro caso es el subtipo 5-HT2a que esta principalmente localizado en la
corteza, hipocampo, striatum, bulbo olfatorio y cordon espinat. Otros

receptores que también se han encontrado son S5S-HTzx, SHT3 cuya

9
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activacion produce ansiedad en animales experimentales y en el humano.

Actualmente se ha propuesto la existencia de una relacion entre otros

subtipos 5-HT (5-HTs4, 5-HTs5,5-HTs y 5-HT7), de los cuales el 5-HT4 es el

nuevo candidato a probarse en regulacion de la ansiedad (Clement,

1998).

3.- El sistema colecistocinina (CCK).

La CCK es et principal neuropéptido localizado en la corteza cerebral y
el sistema limbico en mamiferos. El papel que desempeiia en la ansiedad
como responsable de la accion de inductores quimicos de ansiedad y panico
(Navarro, 2000) fue observado inicialmente en voluntarios humanos
normales. Dos formas moleculares de CCK han sido aisladas del cerebro, el
CCK8 que fue la que se aislé en su mayoria con receptores CCKa y CCKs,
también se encontré un fragmento pequeiio CCKs que presentd mayor
selectividad por receptores CCKs que por CCKa (Woodruf, 1991, citado por
Clement, 1998).

En experimentos con animales de laboratorio, la administracion sistémica e
intraventricular de farmacos agonistas de CCK producen ansiogénesis,
asimismo la administracion de farmacos sintéticos antagonistas de CCKs
producen un efecto ansiolitico y también se ha demostrado en estudios

humanos. (Cement, 1998; Daugé, 1998).

10
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4.- El sistema noradrenérgico (NAérgigo) y dopaminérgico (DAérgico)
también han sido relacionados con la ansiedad.

La noradrenalina (NA) es una catecolamina, que media la transmision de
impulsos de los nervios postganglionares simpaticas, sus receptores se
clasifican en tres tipos principales denominados B, o1 Y a2 (Katzung, 2002).

El papel de la NA en la ansiedad es sostenido porque existe una relacion
entre efectividad clinica de compuestos ansioliticos y el sistema NAérgico. Por
ejemplo agonistas az-adrenoceptor producen ansidlisis en animales sometidos
a las pruebas de Plus-Maze y Vogel asi como antagonistas oz-adrenoceptor
como la yohimbina, induce efectos ansiogénicos en humanos y animales
(Charney, 1984; Shimada 1995 citado por Clement, 2000).

La dopamina (DA) es una catecolamina endodgena, sus efectos bioldgicos son
mediados por interacciones con receptores especificos de ella. Desde hace
tiempo se conocen subtipos de receptores de dopamina farmacoldgicamente
distintos, denominados D1y D2, éstos comprenden dos tipos de receptores D1 y
tres tipos de receptores D2 (Katzxung, 2002).

El sistema DAérgico puede también estar involucrado en desordenes de
ansiedad en particular en aquellos casos en los que la activacion DAérgica
involucra receptores D1 y D2 (Simodn, 1994; citado por Clement, 1998).
Existe evidencia de que, en experimentos con animales (Bennet 1989,
citado por clement, 1998) y estudios preclinicos (Wiley, 1992; citado por

11
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Clemen, 1998), el receptor N-metil-D-Aspartato (NMDA) que es un subtipo de
receptor a glutamato, tiene efectos ansioliticos (Katzung, 2002). La
administracion repetida de un antagonista de NMDA como CGP 37849 en Vogel
y Plus-Maze inducen efectos ansioliticos.(Jessa, 1996; citado por Cement,
1998).

Hay reportes de que también el neuropéptido Y es un cotransmisor en
muchas neuronas postganglionares parasimpaticas y neuronas vasculares
postganglionares simpaticas no adrenérgicas (Katzung, 2002), y esta
implicado en trastornos de pdanico y ansiedad, con niveles plasﬁ\éﬁcos
anormalmente altos de esta sustancia, que quizad reflejan una respuesta
compensatoria a la hiperactividad del sistema noradrenérgico ( Wahlestedt y
Heilig, 1995; Boulenter y colaboradores, 1996; citado por Navarro,
2000)

ANATOMIA DE LA ANSIEDAD

Una de las areas involucradas en los desdrdenes de ansiedad es el dorsal
periaqueductal gris en el cerebro medio. El sistema limbico (amigdala,
hipocampo) es otro sitio clave para la ansiedad, ahora involucrada en |la
integracion del comportamiento y mecanismos fisioldgicos en reacciones
defensivas ( Fig. 2). Microinyecciones de BZP o antagonistas S;HT en la

amigdala produjeron efectos ansioliticos en pruebas de conflicto, mientras que

12
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A —

la administracion de agonistas 5-HTia producen un efecto ansiogénico
(Clement, 1998).

Figura 2. Representaciéon esquemdtica el sistema fimbico humano
(wwwileni.org.ar/atias/cerebro.jpg).

BASES GENETICAS DE LA ANSIEDAD

Algunos estudios en ratones han sugerido que tres regiones autosomales
estan involoucradas en el control del comportamiento ansiogénico; una de las
regiones cromosomales que contienen el locus £ en el cromosama 4, otra en la
region cromosomal que contiene el locus p en el comosoma 7 y la otra en la
region cromosomal que contiene el focus se  en el cromosoma 9 (Clement,
1998).
BASES FARMACOLOGICAS DE LA ANSIEDAD

13
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Desde el decenio de 1950 se han desarrollado farmacos con eficacia
demostrada contra una amplia gama de trastornos psiquiatricos graves, lo que
ha originado el surgimiento de la subespecialidad de psicopatologia. Los
conocimientos de los efectos de estos agentes han estimulado notablemente la
investigacion en la psiquiatria bioldgica, tendiente a definir los cambios
fisiopatoldgicos (Goodman y Gilman, 1996).

Los farmacos psicotropicos pueden clasificarse en cuatro categorias
principales, antipsicéticos o neurolépticos, los antimaniacos, los antidepresores
y los Gltimos que son nuestro objeto de estudio los ansioliticos y sedantes.

El tratamiento actual para los trastornos de ansiedad consiste en el grupo
de BZP, que facilitan la hiperpolarizacion neuronal por medio del complejo
macromolecular del canal de cloro receptor del GABA. A diferencia de muchos
psicotropicos, las acciones clinicas de ias BZP se conocen mejor como reflejo de
sus velocidades tempranas de absorcion y su cinética de distribucion. Las BZP
potentes son eficaces en trastornos de panico, lo mismo que en el trastorno
generalizado de ansiedad. AUn genera controversia su tasa de riesgos y
beneficios a largo plazo. Los agonistas parciales de los receptores 5-HTia,
como la buspirona, tienen también efectos ansioliticos y psicotropicos de otros
tipos que resultan utiles, y con menor probabilidad de inducir sedacion o

dependencia (Goodman y Gilman, 1996), tablas 2 y 3.

14
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Tabla 2. Muestra algunas sustancias que han sido reportados con propiedades de modificacion
de la ansiedad en humanos (Griebel, 1995).
a= solo activo siguiendo tratamiento crénico.
+/-, +, ++, +++ = orden creciente de eficacia.

ANSIOLITICOS EFICACIA sm%:dECANISMO DE
ACCI

Benzodiacepinas +4++ Receptores a benzodiacepinas

Barbitiiricos +4+ Sitio de barbituricos

Etanol +++/- &?

Buspirona +++a Receptores 5-HT1a

Clonidina +/- Alfa2-adrenoreceptores

Imipramina ++a Inhibidor del recapturador de
minas

Nicotina + Receptores nicotinicos

Propranolol ++ Beta-adrenoreceptores

MAOIs ++a Inhibicién de la MAO

Tabla 3. Muestra algunas sustancias que han sido reportados con propiedades de modificacién
de la ansiedad en humanos (Griebel 1995).
a= solo activo siguiendo tratamiento crénico.
+/-, +, ++, +++ = orden creciente de eficacia.

ANGIOGENICOS EFICACIA SITIO/MECANISMO DE
ACCI

FG 7142 ++ Receptor a benzodiacepinas

Pentilentetrazol ++ Sitio pricrotoxina

Cafeina ++ Receptores adenosina

Yohimbina + Alfa2-adrenoreceptores

IIb-MODELOS ANIMALES DE ANSIEDAD

Para lograr un mejor entendimiento de la neurcbiclogia de la ansiedad, los
neurocientificos han desarrollado modelos animales para reproducir algunos de
los sintomas observados en humanos (Clement, 1998), en el diagrama 1
(pag. 50), se presentan los diferentes modelos utilizados para medir ansiedad
en animales de laboratorio.

1Ic-GLANDULA PINEAL

15
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Los organismos vivos tienen |la capacidad de orientarse en el espacio y en el
tiempo. Ellos distinguen entre un tiempo ciclico o lineal, la forma corresponde al
tiempo desde su nacimiento hasta su muerte, los organismos se han adaptado a
variaciones ciclicas, asi como fluctuaciones estacionales de luz y temperatura en
su medio ambiente, resultado de la rotacion de la tierra en su propio eje
(Malacara, 1991). Esto nos lleva a la conclusion de que existe un mecanismo
enddgeno por el cual se llevan a cabo estas funciones. Tal es el caso que explica
fa existencia de la glandula pineal (GP).

Las primeras referencias a la GP o epifisis cerebri se encuentran en la
cultura India (2000 afios a. C.), en donde se le consideraba como el drgano de la
clarividencia. Mas tarde, los griegos, debido a la posicion anatomica de fa
gldndula, creyeron que su funcion era regular el flujo de los espiritus animales a
través de los ventriculos cerebrales. Los espiritus animales eran considerados
como el sustrato para el desarrollo del conocimiento.

En el siglo XVIII, Descartes la considerd el “asiento del alma”, e influyo para
que durante mucho tiempo se considerara a la GP en el plano filoséfico-cientifico;
éste concepto prevalecio hasta el siglo XIX, en que se obtuvieron algunos datos de
su papel como glandula endocrina.

A pesar de la intensa investigacion que se desarrollé en la primera mitad del
siglo XIX, los escasos resultados obtenidos llevaron a la comunidad cientifica a

considerar que la GP era un 6rgano vestigial y atrofico. Fue en 1959 cuando se

16




GENERALIDADES

inicio la etapa actual de nuestro conocimiento. En este aio Lerner, basandose en
las experiencias efectuadas en 1936 por Mc Cord y Allen (citado por Malacara,
1991), aislé e identificd en la GP de los bovinos el factor que produce la
contraccion de los melandforos, y, por lo tanto, el aclaramiento de la piel de los
batracios. Este factor es un metoxindol al que denominé melatonina producido por
la GP (Malacara, 1991).

A lo largo de la evolucion pocas estructuras muestran cambios histolégicos, y
morfoldgicos tan marcados como los “dérganos pineales”. Estos son formaciones
saculares del diencéfalo que, en los vertebrados inferiores y en los fosiles anfibios,
comprenden, ademas de la epifisis propiamente dicha, a la parafisis, al érgano
parapineal, al ojo pariental, etc. En general, estas estructuras estan colocadas
superficiaimente en el craneo y tienen funcion de fotorrecepcion, informaciéon que
mandan a través de fibras nerviosas al cerebro; por ello también se les conoce
como “'0jo pineal” , “tercer 0jo”, “ojo pariental”, etc. A medida que se asciende en
la escala filogenética, los elementos sensoriales desaparecen y van siendo
sustituidos por células parenquimatosas con capacidad secretora, de modo que en
los vertebrados superiores incluyendo al hombre, sdlo persiste la funcion de

secrecion interna (Malacara, 1991), figura 3.
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lamprea

segmento
exterior

segmento,

interno
fotorreceptor
célula glial

Fig. 3 Evolucion del 6rgano pineal de los vertebrados (Fakcon, 1999).

A semejanza de algunas neuronas de la eminencia media, la GP de los
mamiferos es considerada como un “transductor neuroendocrino”, ya que el
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pinealocito (célula funcional de la GP) recibe informacion de tipo nervioso, la cual,
una vez decodificada, es “traducida” a una sefial de tipo quimico. De manera
esquematica, la entrada esta constituida por la liberacidn de noradrenalina (NA), a
nivel de las terminaciones postsinapticas del ganglio simpatico cervical superior
(GSCS). Estas fibras constituyen la etapa final de una cadena multisinaptica
originada en la retina, y conducen la informacién de las condiciones ambientales
de luz, fig. 4. El proceso de trasduccion esta representado por la biosintesis de

melatonina (MEL) y quiza de otros metoxindoles (Malacara, 1991), (Fig. 5).
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Fig. 4 Diagrama esquemdtico de las estructuras neurales que regulan {as funcion pineal
(Robert. 1985).
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Fig. 5 En este esquema se muestran los diferentes metoxindoles a partir de su precursor
triptofano. 2=Descarboxilasa de amonoacidos aromaticos, S=Arilalquilamina N-acetiltransferasa,
7=Deacetilasa, 6=Hidroxiindolo-metil transferasa, 3=Monoaminooxidasa, 1=Triptofano hidroxilasa.
La estructura quimica de la melatonina se muestra en la parte superior, y los esquemas de la parte
derecha:

Concentracién alta durante la fotofase= |

Concentracién alta durante la escotofase= —f
(Falcon, 1999)

IId-MELATONINA
Debido a la influencia de la luz ambiental, la velocidad de sintesis de la MEL, asi
como los niveles de las enzimas y sustratos que comprende esta via metabdlica,

muestran un ritmo circadiano ( fig. 6 ). A medida que avanza la edad, el contenido
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de MEL en el suero disminuye y el aumento nocturno también se reduce. La
maxima actividad biosintética se observa a la media noche y los niveles mas bajos
en el transcurso del dia (Labhart, 1990). La actividad ritmica parece generarse
de manera autonoma en el ntcleo supraquiasmatico del hipotdlamo, siendo este
ritmo espontaneo del nucleo el que se bloquea o se facilita por las condiciones
ambientales de luz.

El mecanismo de fototrasduccién en vertebrados inicia con la iluminacién que
activa la molécula rodopsina, y la subunidad alfa de &ansduccién (T aifa) cambia
de GDP a GTP. Esta induce la disociacion de la subunidad beta-gama dela T alfay
T alfa activada une y activa la GMPc fosfodiesterasa, ésta induce una disminucion
en los niveles de GMPc. GMPc abre el canal catidnico de la membrana externa
durante la oscuridad. La iluminacion incrementa la posibilidad de que el canal

permanezca cerrado (fig. 6).
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Fig. 6 Se muestra el mecanismo de foto transduccién de vertebrados. R=molécula rodopsin,
R*= rodopsin activada, T alfa= subunidad alfa de transduccién, GMPc=Guanil monofosfato ciclico,
PDE=fosfodiesterasa, GTP=Guanil trifosfato, RK=rodopsin cinasas, CaM=calmodulina,
GC=Guanilciclasa.

La MEL, como se ilustra en la figura 5, es la N-acetil-5-metoxitriptamina y, por
lo tanto, un derivado de la serotonina (5-H-T). La serotonina (proviene del
aminoacido triptofano) es primero acetilada en la cadena lateral a N-
acetilserotonina y después metoxilada por la hidroxi-indol-orto-metil-transferasa
(HIOMT), enzima que transfiere el grupo metilo de la s-adenosilmetionina, al grupo
hidroxilo de la posicion nimero 5 del anillo inddlico de la N-acetilserotonina.

La MEL circulante tiene una vida media del orden de minutos, ya que el higado
rapidamente la hidroxila a 6-hidroximelatonina, que posteriormente es excretada

libre o conjugada con acido glucurénido o con sulfato (Malacara, 1991).
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La certeza de que la GP humana produce MEL durante toda la vida se ha
obtenido al medir fa actividad enzimdtica de las glandulas obtenidas por autopsia,
en biopsias de tumores metastdsicos; y recientemente por cuantificacion en el
liquido cefalorraquideo (LCR) y en el plasma, mediante RIA (radio inmuno ensayo)
su concentracion oscila con el fotoperiodo; su nivel es de 3 a 6 veces mas alto
durante la noche que durante el dia (Malacara, 1991).

Aun, cuando se ha descrito que la pineal produce una gran variedad de
compuestos activos, serotonina, metoxindoles, norepinefrina, polipéptidos con
actividad antigonadotrépica, etc., la mayor parte de la informacidon se encuentra
centrada sobre los efectos de la MEL. En contraste con la serotonina, la MEL si
atraviesa la barrera hamatoencefalica, y hay pruebas de que el sistema nervioso
central (SNC) es un 6rgano blanco de esta hormona (Malacara, 1991).

El efecto de la luz sobre el tamaiio testicular también se transmite por medio
de la GP. La MEL llega hasta los drganos efectores por via sanguinea y no a
través de LCF. Al parecer los receptores a MEL se localizan en la region predptica
del SNC e inhiben la sintesis y liberacién de gonadotropinas a través de las vias
SAérgicas y del hipotdlamo (Labhart, 1990). Los efectos sobre el
hipofisosuprarrenal no se conocen bien, aunque es probable que influyan sobre el
ritmo circadiano de secrecion suprarrenal. Se desconoce el efecto lde esta
hormona sobre la hormona tiroidea y la hormona de crecimiento, asi como sobre

los nucleos supradpticos y paraventricular (Labhart, 1990).
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Ademas de la luz y de la oscuridad, esta controlada también por un “reloj”
circadiano enddégeno que funciona tanto en caso de ceguera como de oscuridad.
La luz constante suprime la sintesis de MEL, pero la oscuridad constante no
determina una secrecion continua de la hormona, sino que su nivel fluctua
siguiendo el ritmo de 24 horas. Asi pues, la GP convierte los estimulos nerviosos
en estimulos hormonales. Ademas de la luz, existen algunas hormonas, como los
estrogenos, que suprimen la formacion de MEL, mientras que otras, como Ia
adrenalina liberada por el estrés, la incrementan (Labhart, 1990)

La GP comienza a acumular calcio después de la pubertad, aunque ello no
influye en su actividad, ya que la actividad de la enzima HOIMT se mantiene
intacta desde el inicio de la juventud hasta edades avanzadas. El significado
fisioldgico de la GP en el ser humano no se conoce bien, aunque las
investigaciones de los Gltimos aiios han reportado nueva luz sobre los fenémenos
fisiopatologicos de la pubertad, como la pubertad precoz que suele darse cuando
existen tumores originados en el parénquima de la glandula pineal, y dan lugar a
un retraso de la pubertad, y se ha demostrado un aumento de la concentracion de
HIOMT en ellos. Este es el motivo de que la GP pueda impedir el desarrollo
prematuro de la pubertad y la funcion sexual (Labhart, 1990).

Se han reportado resultados de un antagonismo funcional entre la glandula
pineal y la pituitaria, sugiriendo que la éP participa en el sindrome adaptacion
general al estrés. Otros estudios muestran que la GP modula la esteroidogenesis y
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corticosteroidogénesis en condiciones normales y de estrés. La involucion del
timo puede ser usado como marcador de exposicion a estrés. Recientemente se
ha reportado que Ja MEL inhibe los efectos de estrés via mecanismo opiaceo.

Una obvia consecuencia periférica de la exposicion al estrés prolongado es la
formacion de la Ulcera gastrica, y en un estudio se encontré que Ia MEL inhibe la
formacion de estas lesiones en ratas pinealoctomizada en la fase de oscuridad del
ciclo luz-oscuridad, lo que sugirié la investigacion de la posibilidad de modulacion
de {a respuesta al estrés por la GP (K#han y colaboradores, 1990).

En experimentos tanto “in vivo” como “in vitro” la MEL parece ser efectiva
como antioxidante y agente oncostatico, puede proveer de proteccion contra
procesos de enfermedades degenerativas, juega un papel en la maduracion
sexual, reproduccion, funcion inmune y enfermedades psiquiatricas (8rusis,
2000, Reiter, 2000). \a MEL ha sido involucrada en el estudio para el
tratamiento de varios trastornos del suefio, incluyendo insomnio y sindrome de
fase de suefio retardado, ia MEL ha demostrado mejorar el inicio del suefio,
duracion y calidad cuando se administro en voluntarios sanos, sugiriendo un efecto
farmacologico hipndtico. Ast mismo se ha sugerido como resincronizador de
algunos trastornos del ritmo circadiano como es le “jet ltag” (cambio del huso
horario) (Katzung, 2002).

Los resuttados obtenidos al estudiar la GP como una glandula oncostatica en

modelos animales de tumorigenesis especiaimente en tejido mamario, con la
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administracion de MEL redujo la incidencia y crecimiento de tumores murinos
quimicamente inducidos, mientras que la pinealoctomia o situaciones que implican
una reduccién de la produccion de MEL generalmente estimulan la carcinogénesis.
Las acciones directas de la MEL en tumores mamarios han sido sugeridas por su
capacidad de inhibir a dosis fisioldgicas (1 nM), ia proliferacion de células
cancerosas humanas MCF-7 (Sanchez, 2000).

El entendimiento de los sitios de union y el mecanismo de accion de la MEL ha
progresado considerablemente en los ultimos afios por medio de la clonacién de
proteina G acoplada , y se sabe que los receptores de MEL transmembranales (MT
y MTz2) son expresados principalmente en el SNC, mientras que alfa RZR/ROR es
expresado en sistema nervioso central y periférico. (Cariberg, 2000).

Como se observa la MEL induce una serie de respuestas en el comportamiento
de los individuos, sin embargo la vida media de MEL es muy corta y es necesario
encontrar alternativas con el mismo efecto, por lo que nuestro propdsito es
investigar este efecto en analogos de MEL, y concluir diferencias con los controles

positivos utilizados, MEL y diazepam.
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III-HIPOTESIS

Actualmente, es conocido el hecho de que la melatonina ejerce efectos
ansioliticos en animales de laboratorio incluyendo la rata utilizando el modelo de
Plus-Maze, si un analogo de melatonina aumenta el numero de entradas y tiempo
de permanecia, en el brazo abierto de el mismo modelo con una diferencia
significativa respecto a su vehiculo a una dosis especifica, entonces se puede decir

que a esa dosis dicho analogo ejerce un efecto ansiolitico en rata.
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IV-OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto ansioll'ticb que poseen los andlogos 1-N sustituidos de

melatonina, en rata con administracion intraperitoneal mediante el modelo de

ansiedad Plus-Maze.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto ansiolitico del diazepam (control positivo) y melatonina

en el Plus-Maze.

Determinar el efecto ansiolitico de los analogos M2B, M2C, M3B, M3C.

Establecer diferencias y/o semejanzas estadisticas entre las sustancias a

probar y su vehiculo especifico.

-Establecer diferencias estadisticas entre los analogos y la melatonina. -
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V-DESARROLLO EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODO
MATERIAL DE VIDRIO

Jeringas, pipetas graduadas, frascos viales.

MATERIAL BIOLOGICO
En el desarrollo de los experimentos siguientes se utilizaron 72 ratas macho
HsdBriHan:WIST de peso 175-199g (Harlan Méx.), las cuales se distribuyeron en

12 grupos de n=6.

EQUIPO

Modelo plus-maze de madera que consiste en dos brazos abiertos 50X10 cm, y
dos brazos cerrados 50X10X40 cm, sin techo; dispuesto en cruz con los brazos
semejantes frente a frente, elevado a una altura de 50 cm, las mediciones de
observacion conductual fueron llevadas a cabo por un solo observador ubicado
cerca del equipo, de tal forma que permitiera la visualizacion de los cuatro brazos
(Pellow, 1985; Ramos y colaboradores, 1996), hecho en la Facultad de
Quimica tal como muestra la figura 6. En este modelo el efecto ansiolitico se
manifiesta cuando el animal aumenta su tiempo de permanencia en el brazo

abierto.
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Balanza granataria (ER-VA)
Balanza analitica (METTLER TOLEDO)

Fig. 7 Esquema de el modelo Plus-Maze, utilizado en la parte experimental.

RECOLECCION DE DATOS EN ANEXO 1 (pag. 52).

SUSTANCIAS

Melatonina (SIGMA)

Diazepam (Roche)

Analogos de melatonina, cuyas estructuras se ilustran en el anexo 2 (pag. 51):
M2B, M2C, M3B y M3C, sintetizados en el laboratorio 121 edificio E de {a Facultad

de Quimica.
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SOLUCIONES

Vehiculo 1 (Melatonina y analogos) : Propilengicol (MERCK) 40%, etanol (MERCK)

20%, agua destilada 40%, vgehl'culo 2 (diazepam): propilenglicol.

DOSIS UTILIZADAS

Grupos Dosis (mg/Kg)
Diazepam 2 (D)
Melatonina 1 (M1) 2 (M2)
M2B 1 (M2B1) 2 (M2B2)
M2C 1 (M2C1)

M3B 1 (M381) 2 (M3B2)
M3C 1 (M3C1) 2 (M3C2)
Vehiculo (grupos) Volumen (mL)

1 V) Peso de la rata (g)/100
[integras  (Int) 1

PROCEDIMIENTO

Se realizé un estudio piloto con los analogos de melatonina para conocer la
dosis ansiolitica, y posterior a eso se siguio el procedimiento experimental que se

muestra en el siguiente diagrama:
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5 dias en condiciones de laboratorio
Ad lititum, agua y alimento (Purina Rat Chow )

Observaciones:
& NOmero de entradas a los brazos abiertos.

@ Nimero de entradas a los brazos cerrados.

& Tiempo que permanece en cada brazo abierto.

@ Tiempo que permanece en cada brazo cerrado.

@ pefecacién, miccion, actividad locomotora, piloereccion y caidas.
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Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba estadistica de t de
Student (Pellow,1985; Castilla, 1991; Saunders, 1993), con una probabilidad
p<0.005, con los promedios se realizaron 1as graficas presentadas.

El formato de ia recopilacion de datos, se encuentra en el anexo 2.
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VII-RESULTADOS Y ANALISIS

De acuerdo a la metodologia descrita, los resultados obtenidos del
comportamiento de las ratas durante 5 minutos en el Plus-Maze, se describen en

la tabla 4.

Tabla 4. Resultados obtenidos en la evaluacion de los parametros en el modelo Plus-Maze.

Ent BA= Nimero de entradas en el brazo abierto.

Tiem BA= Tiempo de permanencia en el brazo abierto.

Heces= frecuencia de animales que defecaron en el plus-maze.

Hiperventilacion= Observacion de agitacion respiratoria acelerada del animal.

Caidas= Frecuencia de caidas a el suelo det animal durante su permanencia en el plus-maze.

DS= Desviacién estandar.

+ 25% de los individuos que presentaron la respuesta.

++ 50% de los individuos que presentaron la respuesta.

+++ 75% de los individuos que presentaron {a respuesta.

+4+4+ 100% de los individuos que presentaron la respuesta.

Sustancia { Ent BA [ Tiem __ | Heces | Miccion | Hiperven | Mordisqueo | Piloereccidn | Caidas | DS DS

Xy% |BA X tilacién EntA |Tiempo

y % (min)
(min)

Int 37.11 | 33.20 |++ ++ +++ +4+ +4++ - 1.21 1.73

V1 39.09 [31.40 |+++ [+ +++ + +4 - 1.63 |1.56

M1 45.29 [54.20 | ++ + - - - + 098 |1.33

M2 58.03 |{62.00 |+ - - - - + 1.79 j1.22

D 80.00 | 79.80 |+ - - - - + 2.81 |03

M2B(1) [ 41.18 |39.20 |++ - - - - + 1.79 11.52

M2B(2) {36.17 [24.20 [+++ |- - - - - 1.33 10.84

M2C(1)|30.55 {08.80 |- ++ - - - - 0.41 0.55

M3B(1) | 48.36 |44.60 |+ - - + - - 1.22 |1.15

M3B(2) [62.76 (52.80 |+ - - - - + 2.07 |1.54

M3C(1) [ 51.24 39.20 |+ - - - - - 1.38 |0.79

M3C(2)|63.23 | 49.60 | + - - - - - 1.63 1.32
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Las graficas que a continuacion se presentan muestran el promedio de las
respuestas de cada grupo que se midieron y que son necesarias para evaluar el

efecto ansiolitico de las sustancias probadas (Tabla Sy 6; Graficas 1 y 2).

Tabla 5. Datos promedio del nimero de entradas en el brazo abierto en el Plus-Maze, y la
desviacién estdndar de cada grupo.

Int= integro; V1= vehiculo 1; M= Melatonina; M2B-M3C= Analogos de melatonina; (1), (2)=1y 2
ma/ Kg.

Grupo X [DS

Int 1.67 1.63
Vi 2.67 0.50
M1 3.75 0.98
M2 3.00 1.79
D 4.00 1.00
M2B(1) 3.00 1.79
M2B(2) 2.17 1.33
M2c(1)_ [1.17 0.41
M3B(1) __ [2.50 1.22
M3B(2) 4.50 2.07
M3C(1) 3.50 1.38
M3C(2) 4.30 1.63
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brazo abierto

Numero de entrg
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Grafica 1. Se describen los resultados obtenidos con el promedio de entradas en el brazo abierto de cada
grupo y las barras de desviacién estandar, p<0.00S.

Tabla 6. Datos promedio de el tiempo de permanencia en el brazo abierto del Plus-Maze, y la
desviacidn estandar de cada grupo, p<0.005.

Grupo X DS

Int 1.66 1.73
vi 1.57 1.56
M1 2.35 1.33
M2 3.10 1.22
D 3.99 1.12
M2B(1) 1.96 1.52
M28B(2) 1.21 0.84
M2C(1) 0.44 0.55
M3B(1) 2.23 1.15
M3B(2) 2.64 1.54
M3CQ1) 1.96 0.79
M3C(2) 2.48 1.32
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TIEMPO DE PERMANENCIA EN
EL BRAZO ABIERTO
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Sustancia a probar —M3c 1

M 3c 2

Gréfica 2. Resuitados obtenidos con el promedio det tiempo de permanencia en €l brazo abierto de cada

grupo y las barras de desviacion estandar, p<0.005.
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ENTRADAS AL BRAZO ABIERTO
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Gréfica 3. En ella se describen los resultados de entradas en el brazo abierto (BA) como
promedio y porcentaje, (n=6), +p<0.005, utilizando como control positivo Diazepam. Se muestra
un mayor efecto ansiolitico de los compuestos M3B(2) y M3C(2).
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TIEMPO DE PERMANENCIA EN EL BRAZO ABIERTO
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Gréafica 4. Resultados da tiempo de permanencia en el brazo abierto como promedio y

porcentaje, (n=6) =p<0.005, utilizando como control positivo Diazepam. Se muestra un mayor
efecto ansiolitico de los compuestos M38(2) y M3C(2). 40
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ANALISIS DE RESULTADOS

De acuerdo a los resuitados obtenidos en el nimero de entradas y tiempo de
permanencia en el brazo abierto, en general, ia tendencia es la misma en ambos
casos, pero marcada para el caso del tiempo. Los datos obtenidos fueron
analizados mediante la prueba t de Student, (p<0.005) (Peflow, 1985;
Saunders, 1993; Castilla, 1991), comparando entre el grupoc de integras
respecto a los demds. Se determiné que para el control positivo diazepam a la
dosis reportada como ansiolitica (2 mg/Kg) (Ramos, 1997), se aprecia una
diferencia en el % de nimero de entradas y tiempo de permanencia en el brazo
abierto respecto al grupo de integras (efecto ansiolitico), también, la melatonina 1
y 2 (mg/Kg) (Naranjo, 2000), se observa este comportamiento aumentado en
forma directamente proporcional a las dosis administradas.

Con los andlogos de melatonina probados: M2B a una dosis de 1 mg/Kg se
observa un aumento de las dos respuestas nimero de entradas y tiempo de
permanencia en el brazo abjerto, y disminuyen a la dosis de 2 mg/Kg. )

El andlogo M2C a dosis de 1mg/Kg presento una respuesta menor respecto al
grupo de integras, cabe mencionar que se realizé un experimento piloto con 2
ratas y se encontro que a una dosis de 0.5 mg/Kg, el nimero de entradas y
tiempo de permanencia aumentaba, con una diferencia estadisticamente no

significativa.
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" Se realiz6 una comparacion con Ia prueba t de Student, entre la melatonina 2
mg/Kg respecto a los andlogos M3B y M3C a 2 mg/Kg, encontrando, una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.005) en el numero de entradas al
brazo abierto.

Los analogos M3B y M3C produjeron un incremento de estas respuestas a la
dosis de 1 mg/Kg, estos mismos analogos al aumentar la dosis a 2 mg/Kg,
aumentan también las respuestas, siendo mayor para el caso del analogo M3C a
una dosis de 2 mg/Kg, siendo esta la sustancia que presenté el mejor efecto
ansiolitico.

Las observaciones miccion, piloereccion e hiperventilacion son las reacciones
que presentaron en comin el grupo de integras y el vehiculo utilizado. El nimero
de cal;das fue mayor con diazepam y el andlogo M3B a la dosis de 2 mg/Kg, es
necesario resaltar que fueron los mismos grupos que presentaron un efecto
ansiolitico con mayor diferencia respecto al grupo de integras. En cuanto a las
otras observaciones no se encuentra un patron definido.

Respecto a la estructura quimica de los andlogos de melatonina, p
metoxibenzoilo y p-metoxifenilo, son los que tienen mayor actividad, al parecer el
grupo electrodonador tiene un efecto en la capacidad de producir efecto
ansiolitico, como es el caso de M3B y M3C a la dosis de 2 mg/Kg. Cuando se
administra el andlogo que presenta el grupo sustituyente nitro (-NOz2), tal como en

p-nitrobenzoilo y p-nitrofenilo, la actividad disminuye, inclusive en el caso de M2C,
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presenta un efecto menor comparado con el vehiculo utilizado. Probablemente el
efecto electronico de los sustituyentes, especificamente en la posicion 4 del anillo
bencénico, tenga una relacion directa con la actividad bioldgica, y correlaciona con
los resultados obtenidos en el trabajo realizado por Lira y colaboradores (Lira,
2002), en el que realizan una investigacion con andlogos 1-N-sustituidos de
melatonina relacionandolos con la unidn al receptor en membrana de cerebro de
pollo, y se determind que el p-metoxifenilo presento una mayor afinidad, y p-
nitrofenilo la mas baja, siendo éstos en los que de acuerdo a los resultados
obtenidos en este trabajo presentan efecto ansiolitico y ansiogénico

respectivamente.
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VIII-CONCLUSIONES

> Se determiné el efecto ansiolitico del control positivo (diazepam) con
administracion intraperitoneal, en ratas de la cepa Wistar, utiliazando el
modelo de Plus- Maze.

. > Melatonina present6 el mejor efecto ansiolitico a la dosis de 1 y 2 mg/Kg.

>> Se determind el efecto ansiolitico de los andlogos de melatonina M2B, M3B
y M3C a una dosis de 2mg/Kg .

> El analogo con mayor efecto ansiolitico fue M3C a una dosis 2mg/Kag,
respecto a los demas.

> El grupo N-sustituyente en el anillo inddlico tiene una relacion directa con la

actividad bioldgica medida (efecto ansiolitico).
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Anexo 1. En este se presentan las estructuras quimicas de la melatonina y sus
analogos.
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ANEXO 2. Esquema de recopilacion de datos para cada rata.
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