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Abreviaturas

Seccidn de Far 'i’

LISTA DE ABREVIATURAS

BUS Buspirona
BZP Benzodiazepinas
CDRC Curva Dosis Respuesta Cuantal
CDRG Curva Dosis Respuesta Gradual
CDP Clorodiazepoxido
CRH Hormona liberadora de la Corticotropina
DA Dopamina
GABA Acido Gamma-amino-butirico
GH Hormona de Crecimiento
GH-RIH Factor inhibidor de la liberacion de GH
GHRH Hormona liberadora de la hormona de crecimiento
G.P Glandula Pineal
GRH Hormona liberadora de Gonadotropinas
GTP - Guanintrifosfato
HIOMTA = Hidroxiindol-O-metiltransferasa

. HPA —'  : v . Eje Hipotalamo-Pituitarioa-Adrenal

| IM;T Intramuscular
lthr ‘ : i intracerebroventricular
iP Intraperitoneal
MEL. Melatonina
n ‘ Tamano de la muestra
NA Noradrenalina
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NAT N-acetiltransferasa

NPY Neuro péptido Y

NSQ Nucleo Supra Quiasmatico
PCC Proteincinasa

PEG Polietilenglicol

SNA Sistema Nervioso Auténomo
SNC Sistema Nervioso Central
SSi Solucién Salina Isotonica
TRH Hormona liberadora de Tirotropina
u Unidades

viP . Péptido intestinal vaso activo
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Seccidén de Farmacoloaia Introduccidn
1.0 INTRODUCCION

En el humano, el equilibrio psicologico es un aspecto fundamental para el
desarrolio de sus actividades. Por lo tanto, las alteraciones de este equilibrio
constituyen un importante punto de estudio, a fin de controlar y evitar que estas
alteraciones trastornen ta evolucién del hombre en general. Entre estas alteraciones
psicologicas se encuentra la ansiedad, la cual constituye un mecanismo Otil de
adaptacion fisiologica ante problemas de la vida cotidiana. El tratamiento de la ansiedad
ha mejorado substancialmente durante los ultimos decenios, con la terapia conductual y
farmacoldgica, actualmente, existen una gran variedad de sustancias que atentan los
signos y sintomas caracteristicos de la ansiedad, entre los que se encuentran las
benzodiazepinas (BZP): las BZP poseen diferentes efectos ansioliticos, sedante-
hipndticos y anticonvulsivos, desafortunadamente también, poseen importantes efectos
adversos lo que ha proporcionado la busqueda de sustancias ansioliticas que carezcan
de los efectos indeseables de las BZP y otros farmacos; este es el caso de la MEL que
es un indol sintetizado por la glandula pineal (G.P.), que produce efectos similares a las
BZP como anticonvulsivos y ansioliticos, e incluso se ha sugerido una accion por medio
de receptores GABA. Los receptores GABA, se encuentran distribuidos principaimente
en cerebro y, se ha visto que en el hipotalamo que es una region rodeada por los
ventriculos cerebrales, presenta una gran cantidad de estos receptores; por otro lado se
ha logrado observar un efecto ansiolitico con la administracion intracerebroventricular
(lcVtr) de la MEL, por lo que este trabajo tiene como objetivo determinar si el efecto
ansiolitico por administracion IcVtr de MEL varia al administrar diferentes dosis,

utilizando para su evaluacién el modelo de Plus-Maze elevado.

& @ !
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2.0 GENERALIDADES

2.1 ANSIEDAD

La ansiedad es un mecanismo de defensa presente ante diferentes
circunstancias como el estrés, factores de origen fisico, patolégicos y emocionales. Este
mecanismo adaptativo de urgencia poco placentero a situaciones adversas, pone en
peligro la homeostasis o equilibrio corporal y psiquico del individuo. Es acompaiiado de
molestia corporal subjetiva y cambios sistémicos definidos que comprenden
palpitaciones, suspiros o hiperventilacién, dolor toraxico, sequedad de boca, nauseas,
vomito, distensién abdominal, diarrea, oliguria, tension muscular, usual en cabeza o
cuello, mientras que los sintomas psicolégicos abarcan la aprension, irritabilidad,
disminucion de la memoria, distractibilidad e insomnio «, 13, 22).

LLa ansiedad puede volverse un estado patoldégico, cuando deja de ser un
mecanismo de defensa y no hay una razén especifica, tornandose en un estado
continuo o bien de lapsos recurrentes, siendo necesario su tratamiento «, 13, 21, 22).

La ansiedad ha sido estudiada desde el siglo XVl hasta la actualidad (ver anexo

1) y es una patologia que afecta a jovenes adultos y adolescentes (4, 13, 14, 21, 22).

2.1.1 Etiopatogenia y Teorias de la Ansiedad

Es dificil precisar si la ansiedad es normal 6 patologica, al igual que el predecir
como y cuando se emitirdn las sefiales que la inducen. Existen casos evidentes que
disipan el problema mediante modelos de ansiedad que integran distintos componentes
(genética, experiencia pasada, estimulos internos y externos, situacién del SNC,
estrategias de afrontamiento, adaptacion, etc.). y en todos se incluyen los diferentes

Q 2
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Seccién de Farn\acoloaia Introduccién

factores que participan en la génesis de la ansiedad, en ocasiones enfatizado algun
aspecto parcial biolégico, conjuntivo, social, psicolégico y genético (Tabla 1). (4, 13, 14, 22)

Factores Fundamento

Los valores recibidos, las instituciones educativas y religiosas,
Culturales el marco legal y frecuencia de culpa y de la conducta
buscadora de metas mutuamente exclusivas (conflicto)

Es una respuesta conductual (huida, inhibicién,
Estimulos reales | enfrentamiento, etc.), la cual es una respuesta emocional
amenazantes representada por el miedo a situaciones ambientales
estresantes.

L.os adultos tienen problemas en la valoracion del mundo por
haber cursado una infancia problematica con sus padres, por
Estimulo aprendido desacuerdo en el tipo de educacion, rigidos o autoritarios, que
crean una vision inadecuada de la realidad, y el modo de

afrontaria.

Algunas enfermedades como trastornos tiroideos,
feocromocitoma, etc. Generan ansiedad por su relacion con
Enfermedad su mecanismo neurofisioldgico y neuroquimico que regulan la
efectividad. (Epilepsia del I6bulo temporal, pulsaciones
instintivas etc.)

Enfermedades . | Originan que las personas adquieran una pobre imagen de si
cronicas o de inicio| mismoes. (Diabetes, cardiopatias, paralisis, etc.)

infantil
Hipocondria Valora inadecuadamente las sefiales de su propio cuerpo.

Tabla No. 1: Factores que participan en la génesis de la ansiedad.

La ansiedad es una patologia multifactorial. Existen diferentes teorias acerca de
su génesis (Anexo 1l) y es descrita en forma diferente por distintos individuos. El
individuo ansioso puede o no reconocer que sus sintomas fisicos son debidos a causas
emocionales. Si no lo reconoce, decide en forma caracteristica que esta fisicamente
enfermo y fundamenta en los sintomas la base de su temor y preocupacion. Es una
patologia que limita el alcance de las actividades cotidianas del individuo y disminuye

su productividad en el trabajo. Puede alterar la concentracion, la memoria, el raciocinio

L2 & °
&2 Ma. De los Angeles Ponciano Alegria



Seccién de Farmucoloaia Introduccién

abstracto, la habilidad para calcular y la eficacia psicomotora. Las subpruebas no
verbales de la escala de inteligencia adulta de Wechsler (WAIS), son muy sensitivas
para el registro de la ansiedad, y un sujeto ansioso calificarda menos a estas que en las
subpruebas verbales (4, 14).

Entre la gran cantidad de alteraciones funcionales producidas por la ansiedad, se
encuentran manifestaciones somaticas comunes como:

> Perspiracion excesiva

> Tensién musculo esquelética: cefalea tensional, constriccién de {a parte posterior
del cuello y del pecho, voz temblorosa y dolor de espalda.

> Respiraciones suspirantes

> Sindrome de hiperventilacion: disnea, vértigo y parestesias.

> Trastornos funcionales gastrointestinales: dolor abdominal, anorexia, nausea,

mal sabor en la boca, distension, diarrea, constipacion y sensacion de vacio en el

estomago.

> Disfuncion genitourinaria: frecuencia urinaria, disuria, impotencia, dolor péivico

en las mujeres vy frigidez.

> lrritabilidad cardiovascular: hipertension sistdlica pasajera, contracciones

prematuras, taquicardia y desfallecimiento.

> Es frecuente que hable en exceso, duerma mal y generalmente el interés y la

funcion sexual estan alterados.
Aunque la consecuencia de estos signos y sintomas no es bien definida, se ha pensado
en la descarga noradrenérgica como una causa de las mismas. Esta descarga se lleva
a cabo como una unidad dando como resultado efectos de valor considerable en
situaciones de emergencia, preparando as! al individuo “para la huida o la pelea” (4, 13, 21,
22, 29).

) @ °
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2.2 TRATAMIENTO DE LA ANSIEDAD

A lo largo de la historia, las respuestas psicolégicas y de la conducta han sido
una parte importante de la experiencia humana y se han preparado numerosos
dispositivos y planteamientos ingeniosos para aliviar los diversos sintomas de la
ansiedad. Estos problemas pueden abordarse mejor mediante psicoterapia o cuando la
situacion lo garantiza, mediante el empleo de farmacos como los antidepresores
triciclicos o los antipsicéticos. Sin embargo, con frecuencia la ansiedad es secundaria
a estados patoldgicos (infarto agudo de miocardio, angina de pecho, dulceras
gastrointestinales, etc) los cuales por si mismos requieren terapéutica especifica. Otra
clase de estados de ansiedad secundaria (ansiedad de momento) resuita de
circunstancias que es posible que solo necesiten enfrentarse una o algunas veces,
incluyendo la anticipacion de procedimientos médicos o dentales que asustan, asi como
la enfermedad de familiares u otras tragedias. Aun cuando la ansiedad de momento
tiende a desaparecer en forma espontanea, el uso a corto plazo de sedantes hipnéticos
puede ser adecuado para el tratamiento de este estado de ansiedad y de ciertos
estados que se relacionan con una enfermedad. De igual modo, el empleo moderado
de un sedante hipndtico como medicacion anterior a una operacion o a algun
procedimiento médico desagradable es racional y adecuado (4, 13, 29).

El tratamiento de los trastomos por ansiedad ha mejorado substancialmente
durante los altimos decenios, con la terapia conductual y la administracion de farmacos,
formando los fundamentos del tratamiento eficaz (4, 29).

Aunque el fenobarbital, el meprobamato y ciertos medicamentos sedantes del
sistema auténomo (hidroxicina, difenhidramina) continian empleandose, los

Q 5
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medicamentos mas comunmente usados para el tratamiento de la ansiedad son las
BZP, la seleccion de las BZP se basa en varios principios farmacolégicos formulados:

> Indice terapéutico relativamente alto.
> Riesgo bajo de interacciones farmacoldgicas basadas en una induccién

enzimatica
> Baja velocidad de eliminacion, lo cual puede favorecer la persistencia de los

efectos (tiles en el SNC.
» Riesgo bajo de dependencia fisica, con sintomas minimos de supresion.

Las BZP (Tabla No.2) son una familia de farmacos que producen sedacion y
alivian los estados de ansiedad. En los roedores como la rata y el ratdn, ejercen una
accion tranquilizante, inhibidora de la actividad motora y del castigo. En el hombre son
capaces de reducir la aprehensién, la tension y son potentes relajantes musculares.
Las desventajas de las BZP incluyen su tendencia a producir dependencia psicolbdgica,
la formacion de metabolitos activos y su mayor costo. Al igual que muchos sedantes
hipnéticos, las BZP ejercen depresion aditiva del sistema nervioso central cuando se
administran con otros medicamentos, incluyendo al etanol, por lo cual, el paciente
debe ser advertido para evitar que se altere su rendimiento, en cualquier tarea que

requiera agilidad mental y coordinacion motora (13, 17, 21, 22, 29)-

ANSIOLITICOS SEDANTES HIPNOTICOS
& CLORODIACEPOXIDO @ FLURACEPAM
[ paceram . & TEmACEPAM

& LORACEPAM _ _ i TRIAZOLAM __ A

" & PRACEPAM
B ALPROAZOLAM
¥ BUSPIRONA

@ trRiAZOLAM

Tabla No. 2. Farmacos utilizados en el tratamiento de la ansiedad.

8 & ¢
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De los ansioliticos mencionados anteriormente, los mas utilizados son la

Buspirona (BUS) y el clorodiacepoxido (CDP) (4, 14).

H-CH,

Clorodiacepéxido Buspirona

Fig. No.1: (lzquierda)Nombre quimico 7-cloro-5-fenil-2-metilamino-4-oxi-1,4,benzodiazepina. (en su inicio
se utilizd como relajante muscular y anticonvulsivo (21, 35 (derecha) BUS(Buspirona), nombre quimico:
(8.[4-(2. pirimidil)-1-piperazimil}-butil)-8-azaspiro(4,5)-decano-7,9-diona, utilizado para el tratamiento de la
ansiedad (21, 3s).

La BUS, surge en la década de los 80's, siendo un ansiolitico que actua sobre
receptores serotoninérgicos (5-HT) del tipo 5HT,4 a diferencia de las BZP que actuan a
nivel GABAérgico, @, 1s, 51, 59) Y €s utilizada en el tratamiento de la ansiedad sin producir
sedacion, originando un efecto similar al Diazepam (10, a3, 47. por lo que no afecta la
actividad motora o el conocimiento, posee propiedades hipndticas-anticonvulsivas (o).
se absorbe rapidamente por el tubo digestivo y se distribuye bien, sufriendo
metabolismo de primer paso a nivel hepatico principalmente por las reacciones de
hidroxilacién y N-desalquilacion, dando como resultado metabolitos con actividad
farmacolégica. Como efectos adversos puede presentar taquicardias, molestias
gastrointestinales y parestesias con mayor frecuencia que con las BZP 4, 13, 17, 21, 29).

El CDP es una de las primeras BZP, sintetizada por Sternbach en 1957, produce
sedacién y es utilizada principalmente en el tratamiento del insomnio y la ansiedad,
tiene efecto aditivo al combinarse con depresores del SNC y su biotransformacion, da
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como resultado metabolitos activos como el desmetilclorodiazepoxido, demoxacepam

desmetildiacepam y el oxacepam (21, 76).

En el tratamiento de la ansiedad, ademas de las BZP y de la BUS, existen otras
azapironas, asi como antidepresivos, estos Ultimos son preferidos en algunos casos de

fobias (4, 14).
La MEL ha sido probada con efectos anticonvulsivos y en terapéutica en el
tratamiento del Jet lag, motivo por el cual se ha estudiado la posibilidad de utilizar un

componente endégeno que por su naturaleza provea el efecto que deseamos sin

causar un dafio secundario.

2.3 MELATONINA

La melatonina (MEL) es una hormona que al igual que otros polipéptidos se
producen en la glandula pineal (G.P.), fue reconocida inicialmente por McCord y Allen
en 1917, pero es hasta 1958 que Lerner y cols., la aistaron de un extracto de G.P.

bovina y un afio después, lograron establecer su estructura. (Fig.No.2)
CHa—
3 Om(CHz)z-NH-COCH:i
N
H

Melatonina

Fig. No.2: Melatonina compuesto metoxiinddlico principal hormona producida por la glandula pineal su
nombre quimico es 5- metoxi-N-acetiltriptamina.

La Melatonina es de naturaleza lipofilica y no ionizada. Su nombre se debe a la

semejanza funcional con la melanina, ya que es capaz de producir la aclaracién de la
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piel de los renacuajos producto de una acumulacién de melanina alrededor de los

melanoforos (7, 21, 24, 36, 37, 38, 44, 76).

2.3.1 Biosintesis, secrecion y metabolismo

LLas sustancias cuya produccién se llevan a cabo en la G.P. han sido
concluyentemente demostradas como indolaminas, sintetizadas a partir del triptofano
circulante, de las cuales la MEL, constituye el compuesto mas aceptadoc y mas
estudiado como secrecion hormonal (, 21, 24, 37, 69, 70, 76).

La sintesis de MEL comienza con la captacidon del amino-acido triptofano
circulante (Fig. No.3) por parte de la G.P., probablemente mediante un mecanismo de
transporte activo bajo control adrenérgico. Una vez en el pinealocito el triptofano es
hidroxilado en posicidon 5 por accidén de la triptofano hidroxilasa (TPH), para formar 5-
hidroxitriptofano, et cual es convertido en 5-hidroxitriptamina (Serotonina), por acciéon de
la L-aminoacido aromatico decarboxilasa (AADA). L.a concentracion de serotonina en la
pineal es muy elevada, excediendo a la de cualquier otro dérgano corporal, y presenta
variaciones circadianas en la mayoria de las especies, con niveles mas elevados

durante las horas de oscuridad (escotofase) y menores durante las horas de luz (foto

fase) (Ver FIgN04) (32, 35)-

Probablemente. como resuitado de cambios en su tasa de metabolizacién. Parte
de la serotonina pineal es convertida en 5-hidroxindolacetaldehido por acciéon de la
monoaminooxidasa (MAO), un producto inestable que es oxidado a acido 5-

hidroxindolacético o reducido a 5-hidroxitriptofol 7, 21, 69, 76).
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Sintesis de melatonina

@*CP& -CHNH2-COOH m CH2-CHNH2-COOH
H Triptofano

hidroxitasa
Triptofano 5-Hidroxitriptofano
S-hidroxitriptofano
descarboxilasa
CH3-
(CH2)2-NH-COCH3 @:—]— (CH2)2-NH2
N
N-Acclllscrolonm'l H Serotonina
N-acetiltransferasa
Hldmxnndol O-metil Scrotonina
transferasa
CH3-
(CH2)2-NH-COCH3
Mclalomnd
Fig. No.3: Muestra la sintesis de 1a Melatonina que inicia con la hidroxilacién del triptofuno

y muestra el paso limitante en la sintesis que implica su transformacién en N-acetilserotonina por
accién de la N-acctiltransferasa (NAT), asi como la presencia de 1a enzima HIOMT.

Estos dos compuestos a su vez, son convertidos en acidos 5-metoxindolacético y
5-metoxitriptofol, el metoxitriptofol también es secretado a la circulacion de acuerdo a un
patrén circadiano, ejerciendo ciertas acciones endocrinas en animales experimentales.
La serotonina puede ser convertida a 5-metoxitriptamina por accion de la HIOMT,
compuesto del que también se ha sugerido una hipotética actividad endocrina, pero

cuya secrecion no ha sido demostrada (7, 21, 70, 76).
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Fig. No. 4: Permite observar las variaciones de concentracion de MEL en plasma durante las horas de luz
y oscuridad.

La via mas importante en el metabolismo pineal de la serotonina implica su
transformacion en N-acetilserotonina por accién de la N-acetiltransferasa (NAT), enzima
que constituye el paso limitante en la sintesis de MEL y que presenta un marcado ritmo
circadiano en todas las especies estudiadas, con niveles maximos durante la
escotofase. En la mayor parte de los mamiferos, la activacion nocturna de la NAT se
produce por un aumento en la actividad de los terminales postganglionares simpaticas
con liberacion de Noradrenalina (NA), la cual interacciona con receptores beta-1 en la
membrana del pinealocito y causa la activaciéon de la adenilato ciclasa a través de una
proteina reguladora G, con lo que aumenta la produccion intracelular de AMP ciclico y
se produce la induccidn o activacion de la NAT, acelerandose la conversion de

serotonina a N-acetilserotonina (Fig. No.5) (17, 22).
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Fig. No.5: Mecanismos de transduccion implicados en la sintesis de MEL en el pinealocito. C, adenilato
ciclasa. DG, diacilglicerol GS, proteina-G estimuladora. IP, inositol fosfato. PLC, proteinlipasa-C. PC,
proteincinasa dependiente de AMPc. PCC, proteincinasa-C, R.y at-adrenoceptor, Ry B1-adrenoceptor,
R-VIP, receptor de VIP.

Aungue los mecanismos moleculares implicados no son aun bien conocidos, se
piensa que el AMP ciclico activa una proteincinasa dependiente del mismo e inicia la
transcripcion de un mRNA que, probablemente, codifica la sintesis de nuevas moléculas
de NAT o, alternativamente, la produccién de una proteina activadora de NAT.
Adicionalmente, la NA interacciona con receptores a-1-adrenérgicos, estimulando la
entrada de calcio al pinealocito y la produccién de diacilglicerol a partir de la hidrolisis
del fosfatidil inositol, lo que lleva a la translocacién y activacion de una proteincinasa
dependiente de calcio (PCC). Probablemente esta ultima estimula la fosforilacidn rapida
de algin componente del sistema, potenciando la accién beta-adrenérgica. Ademas de
estos mecanismos adrenérgicos, en la pineal de diversas especies se ha demostrado la

presencia de ciertos neuropéptidos, como el VIP y el NPY, que podrian ser coliberados
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con la NA de las terminales simpaticas y contribuir a una modulacion de la estimulacion
adrenérgica. Por otra parte, se ha descrito la existencia de fibras nerviosas
pinealopetales procedentes, fundamentalmente, de la region habenular. Estos hechos y
la presencia de sitios de unidn para diversos neurotransmisores en la pineal de los
mamiferos ha llevado a pensar que, tal como ocurre en otras estructuras
neuroendocrinas, la actividad pineal esta sometida a una regulacion compieja en la que
la informacién foto periddica basica es modulada por sefiales procedentes del SNC (7, 21,
36, 38, 42, 76).

Finalmente, la N-acetilserotonina es convertida en MEL por accion de la HIOMT,
enzima que se encuentra en unos pocos érganos, ademas de la G.P., como la retina,

los eritrocitos y la glandula harderiana de los roedores (1o, 21, 30

Debido a su alto grado de solubilidad en lipidos, una importante cantidad de MEL
es liberada a la circulacidn a medida que se sintetiza, probablemente a través de un
mecanismo de difusién. La MEL circulante es transportada en plasma unida a la
albamina (60-70%) y en forma libre (30-40%). La mayor parte de la MEL circulante es
inactiva mediante conversidn hepatica a 6-hidroximelatonina, la cual es excretada en la
orina en forma de compuestos sulfatados (75%) o glucurdonidos (5%), y cuya
determinacion en orina constituye un método no invasivo para monitorizar la funcion
pineal en el humano. Otra parte de la MEL circulante es transformada en el cerebro en
compuestos derivados de la quinurenamina (15%), y unicamente una pequefia porcion

es eliminada por la orina en forma libre (0.5%) el metabolismo general se presenta en la

figura No. 6 (17, 22).
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- Metabolismo de la melatonina
CH3-0 CH 3-0
(CH 2)2-NH-COCH 3 3 (CH 2)2-NH-COCH 3
N
H N
Melatonina OH

6-Hidroximelatonina.

l / Conjugacién \

Conjugado Conjugado
con nc. sulfirico con ac. glucurdnico

CH 3-0 ~CO(CH 2)2-NH-COCH 3
N-Acetil-N-formil
NH-CHO S-metoxiquinurenamina
CH 3-0 CO (CH 2)2-NH-COCH 3
N-acetit
S-metoxiquinurenamina
NH 2

Fig. No.6: Metabolismo de la Melatonina que inicla gracias a su caracteristica lipofilica que le permite su

liberacion a la sangre por mecanismos de difusion.

La secrecidon de la MEL esta asociada a ciclos de luz-obscuridad, existiendo
ligeras diferencias entre las distintas especies. Los ciclos estacionales también afectan
la secrecion de MEL. Se ha visto que en roedores y rumiantes el alargamiento en la
duracion de la noche debido a la estacion, va acompafiado de periodos mas largos de
MEL elevada. En el caso del humano se ha descrito un ritmo circulante en los niveles
plasmaticos de MEL, con valores mas altos durante los meses en invierno y verano, e
inferiores durante primavera y otofio. La edad juega otro factor importante en la
secrecion de MEL; la secrecion nocturna de MEL presenta importantes cambios a lo
largo de la vida tanto en el hombre como en los animales , 41, 43). En el humano los
niveles nocturnos de MEL en plasma se elevan desde el nacimiento hasta la edad
puberal, probablemente como resultado de la maduracién de los mecanismos neurales

que controlan la actividad pineal, para descender en dos fases:
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> Gradual desde la adolescencia a la edad adulta en que se estabiliza.

> En la edad avanzada, en que la concentracion plasmatica de MEL es muy

reducida.

Estimulos adversivos también afectan la secrecién de MEL, en roedores esta
implicada en el estrés, mientras que en humanos se ha relacionado solamente en

mujeres tras la realizacidn de ejercicio fisico (g, 41, 48, 52, 53, 75).

Finalmente, la secrecion de MEL también es afectada por diferentes secreciones
endocrinas, especialmente las relacionadas con la funcidon reproductora en los
mamiferos. En el hombre, aunque sin relacion causal alguna, se ha visto una reduccion
en la pubertad debida a la secrecidn de gonadotropinas y testosterona. Un efecto
importante ha sido observado tanto en mujeres como en ratones hembra, en donde la

secesion de MEL es reducida antes de la ovulacion, debido a un incremento de los

esteroides plasmaticos .10, 37, 41. 52)-

2.3.2 Efectos de la melatonina

La MEL produce diversos efectos, los cuales dependen de las especies
estudiadas. En peces, anfibios y reptiles la pineal actia como un transductor foto y
termo-neuroendocrino, adecuando los ritmos internos a los ambientales. En roedores, la
secrecion de MEL tiene funcién sincronizadora, mientras que en primates y humanos la
administracién de MEL exdgena es capaz de sincronizar el ciclo suefio vigilia en sujetos
ciegos, asi como aminorar los sintomas originados tras los vuelos transoceanicos. Este

efecto sincronizador también se ha sugerido entre la madre y el feto, sincronizando el
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reloj biolégico endogeno, antes de que se desarrollen los mecanismos cronobiolégicos
individuales (s, 6, 7, 41, 42, 52, 66).

En diversas especies, tanto in vivo como in vitro, la MEL es capaz de afectar el
eje gonadal a todos sus niveles, incluyendo la liberacién hipotaldmica de GnRH, la
respuesta de los gonadétrofos hipofisiarios, la secrecion de gonadotrofinas y prolactina,
la sintesis de esteroides gonadales o la respuesta de los 6rganos diana periféricos. Los
efectos mas comunmente observados son de caracter inhibitorio, pero dependen en
gran medida de la especie, la hora de la administracion, fisiologia del érgano blanco y

diversas circunstancias ambientales (10, 39, 42, 66).

La G.P. participa en el control del desarrollo puberal en roedores. Algunos
autores sostienen que la relacion inversa entre MEL circulante y edad en la infancia y
adolescencia no se refiere necesariamente al desarrollo sexual, sino a la maduracion
esquelética, lo que estaria de acuerdo con la relacidn reciproca que se ha observado
entre la secrecién de hormona del crecimiento y la MEL en respuesta a la inyeccion de

GRF, tanto en humanos como en animales experimentales (s, 17, 22).

En afecciones psiquiatricas y trastomos del humor se han encontrado
alteraciones en la secrecidén nocturna de MEL, reducida en pacientes con depresiéon y

elevada en enfermos maniaco-depresivos (12, 13, 14, 18, 40).

La MEL inyectada ejerce efectos sobre las génadas, inhibiendo su funcién en
algunos casos Y facilitandolo en otros. Esta variabilidad ha conducido a la hipétesis de
que no es la MEL en si, sino los cambios diurnos en la secrecion de ella lo que funciona
como una especie de sefial de tiempo que coordina los fendmenos intermos con el ciclo

luz-obscuridad del ambiente. Esto puede ser correcto, en especial en el apareamiento
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estacional de animales, que responden a cambios de longitud del dia. No obstante, los

fenbmenos que se regulan en el hombre no se han identificado (a3, 25, 30, 32, 43).

Se ha argumentado que la pineal normalmente inhibe el inicio de la pubertad en
las personas debido a que tumores pineales algunas veces se acompafian con
precocidad sexual. Hay pruebas de que los tumores pineales producen precodial solo
cuando lesionan el hipotalamo y, excepto por una pequena elevacion de MEL durante el
desarrollo mamario en las nifias, no hay cambios significativos en la excrecion de MEL

durante la pubertad. Por tanto, la funcion de esta y de la pineal en el hombre

permanece obscura (43, 63, 64).

2.4 DESCARGA NORADRENERGICA.

La division noradrenérgica descarga como una unidad en situaciones de
emergencia los efectos de esta descarga son de considerable valor para preparar al
individuo a enfrentarse a urgencias, por ejemplo, la descarga noradrenérgica relaja la
acomodacién y dilata la pupila (permitiendo la entrada de mas luz a los ojos), acelera
los latidos cardiacos y eleva la presion arterial (aportando mejor riego sanguineo a los
organos vitales y a los musculos), provoca constriccidon de los vasos sanguineo de la
piel (lo que limita la hemorragia por heridas)., la descarga noradrenérgica también
disminuye el umbral de la formacion reticular (reforzando el estado de alerta) y
aumentando tanto la glucemia como los acidos grasos libres (proveyendo mas energia).
Sobre la base de efectos como estos, con un llamado a la descarga del sistema
nervioso noradrenérgico inducida por la urgencia (21, 38, 45).

El énfasis en la descarga masiva en las situaciones de estrés no debe

obscurecer el hecho de que las fibras autbnomas noradrenérgicas también cumplen

Q 17

Eif Ma. De los Angeles Ponciano Alegria



Seccién de Fcrmacoloaia Introduccién

otras funciones, por ejemplo, la descarga ténica noradrenérgica a las arteriolas
mantiene la presién arterial y las variaciones de esta descarga tonica constituyen el
mecanismo por el cual es realizada la regulacién de la presion arterial mediante la
retroaccion que se inicia en el seno carotideo, ademas, la descarga simpatica esta
disminuida en los animales en ayuno y aumenta cuando estos son alimentados de
nuevo, estos cambios pueden explicar la disminucion de la presion arterial y la tasa
metabdlica producida por el ayuno y los cambios opuestos producidos por la
alimentacion (21, as, 4s).

Las pequefias vesiculas granuladas en las neuronas noradrenérgicas
posganglionares contienen ATP y noradrenalina y las vesiculas grandes granuladas
contienen neuropéptido “Y". Existe testimonio de que la estimulacién de baja frecuencia
promueve la liberacion de ATP, mientras que la de alta frecuencia provoca liberacidn de

neuropéptido "Y". Sin embargo, no se han determinado las funciones dei ATP y el

neuropéptido “Y" liberados.
2.5 Eje Hipotalamico-Hipofisiario

El eje hipotalamico-hipofisario tiene una especial relevancia fisioldgica puesto
que coordina los dos sistemas reguladores mas importantes del organismo, el Sistema
Nervioso y el Sistema Endocrino. Este eje de union percibe los estimulos de origen
externo y endégeno (captados por el Sistema Nervioso), y los transmite o codifica al
Sistema Endocrino para llevar a cabo una accion fisioldgica. Asi toda la accién
hormonal esta coordinada por el sistema nervioso, pero la accidn nerviosa también esta

modulada por la accién de este por un sistema de retroalimentacion o feedback (17, 22, 45).
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Asi por ejemplo, el Sistema Nervioso puede captar un peligro inminente, como en
el caso de la ansiedad, por lo que este comunicara rapidamente a las glandulas
endocrinas la necesidad de elaborar hormonas que pondran en marcha todos los
mecanismos fisioldgicos de defensa. Del mismo modo un determinado estado hormonal

puede determinar como el Sistema Nervioso es capaz de percibir la realidad que le

rodea y reaccionar ante ella.

Son muchos ya los autores que aceptan plenamente la interrelacion entre
Sistema Nervioso, Sistema Endocrino, y Sistema Inmune, dandoles a estos un papel
rector en la fisiologia general y patolégica del organismo. De este modo estos tres

sistemas serian objeto de estudio de una Ciencia relativamente nueva, denominada

Psicoinmunoendocrinologia (17, 22, 45).

2.5.1 Fisiologia del eje Hipotalamico-Hipofisario.

El sistema endocrino tiene un modo de accidn caracteristico. En primer lugar
porque actia a bajisimas concentraciones (lo que hace que sus acciones perduren en
el tiempo). Por otro lado las hormonas actian en localizaciones anatémicas que distan
mucho de su lugar originario de liberacién. El sistema endocrino se distingue asi de
otros sistemas ya que siempre liberan el producto de su secrecion (las hormonas) al
torrente sanguineo, de modo que se distribuyen por todo el organismo. Cuando estas

hormonas encuentran las células diana con los receptores adecuados sobreviene la

accién hormonal.
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2.5.2 Las Hormonas Hipotalamicas, Neurohormonas.

Las Hormmonas Adenohipofisarias

La liberacibn de estas hormonas vienen determinadas por la secreccion

hipofisaria de sus hormonas liberadoras. Estas hormonas accederan desde el
Hipotalamo al sistema circulatorio “porta Hipotalamico-Hipofisario”, para llegar asl a la

hipdfisis, ejerciendo su control sobre la liberacidn de estas hormonas (17, 22, 4s).

Las hormonas adenohipofisarias se llaman también hormonas troficas (en
contraposicion de las hormonas liberadoras o neurohormonas). Estas hormonas tienen
la funcion de "alimentar” al 6rgano diana que tendra al final la funcion de elaborar
propiamente las hormonas funcionales. En si mismo estas hormonas no tienen mas

funcién que regular la secreccion de hormonas por el érgano dianag7, 22, 4s).

N:;:: &:?érms::a H.’:;::I‘:a‘::a Glandula Hormona de la glandula
GH-RH 0 GH-RIH < —_ J[Rigado, Masculo Somatomedinas
TRH rsH________|fTiroides T3y T4 —
CRH _MACTH |[Corteza Adrenal _ __[[Corticoides .
Gn-RH " JFSHyLH  |Génadas — jHormonas sexuales
PIFyPRF _—  — JProlactina___ JMama i = "~

Tabla No.3: Resumen de Neurohormonas hipotalamicas, Hormona Hipofisaria, la glandula en la que se

encuentran.

2.6 MECANISMOS DE ACCION DE LOS FARMACOS

Los farmacos actian por medio de la interaccién entre el farmaco mismo y un
sitio de accion especifico, 1o que se ha denominado biofase. Los farmacos potentes
como adrenalina, atropina y ouabaina por mencionar algunos, actian a pequeiias dosis

y su accién farmacoldgica se debe a la presencia de grupos quimicos especiales que
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les permiten combinarse con receptores celulares también especiales, razén por la cual
se denominan farmacos de accion especifica y que es una accion presente en farmacos
con estructuras quimicas parecidas. En los farmacos de diferente estructura quimica y
acciones farmacologicas similares interviene un mecanismo fisico (accion no
especifica), como en el caso de los anestésicos generales. De ahi que se pueda dividir

la accion de los farmacos en estructuralmente especifica y estructuraimente no

especifica (21, 3g).

2.6.1 Farmacos de accion especifica

La mayoria de los farmacos generalmente son muy potentes y actian a dosis
pequefias, su accion farmacolégica esta en relacion con grupos quimicos funcionales
que se unen con los receptores celulares y se denominan fArmacos de alla selectividad
(21, 38).

Los receptores son estructuras moleculares situados en la biofase, generaimente
en la membrana celular, pero también a veces en el interior de la célula efectora con las
cuales interactia el farmaco para producir una respuesta determinada. Son
macromoléculas proteicas de las células y constituyen entidades tridimensionales de
forma aproximada a las moléculas del farmaco, por lo que pueden unirse faciimente
formando un complejo unido por enlaces quimicos (21, as).

Para establecer el mecanismo de acciéon de un farmaco, es necesario primero
encontrar las relaciones de magnitud entre la dosis del farmaco y la intensidad de los
efectos producidos o respuestas, o que da lugar a la llamada curva dosis-respuesta

que corresponde, a una expresion matematica. Dicha curva puede establecerse
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mediante estudios efectuados en animales integros, organos, células aisladas, siendo
mas exactos los realizados en estos dos uGitimos casos, ya que se evitan las variables
de absorcién, transformacion quimica y excrecidon, que ocurren en los seres vivos. Las
respuestas registradas pueden ser de dos tipos, graduales (CDRG) o cuantales (CDRC)
y generan informacién acerca de ia DE5S0 poblacional o bien la DE50 que determina
cuando la mitad de los receptores involucrados en la accién farmacolégica se
encuentran ocupados. Estos estudios también sirven para determinar margen de
seguridad e indice terapéutico en el caso de las CDRC o incluso hacer estudios de

potencia y eficacia en el caso de las CDRG (21, 3s).

2.6.2 Mecanismo y lugares de Accion de la Melatonina.

Aunque se desconoce el mecanismo de accion de la MEL, estudios en roedores
y reptiles sugieren que sus efectos se ejercen a través de la activacion de una proteina-
G inhibidora, la cual causaria inhibicion de la adenilato ciclasa y reduccion en la
producciéon de AMPc intracelular. Hipotéticamente, este mecanismo podria ser el
mediador en la accidn moduladora que la MEL ejerce sobre la liberacién de varios
neurotransmisores in vitro, como la dopamina (DA), o el acido gamma aminobutirico

(GABA) (15,16, 19,21, 38,54, 71).

Mediante técnicas de autorradiografia, se han localizado sitios de unién para la
MEL, que parecen ser especificos, saturables y reversibles, aunque con una

distribuciéon muy diferente segun la especie de que se trate. (tabla No.4).

Se ha planteado la hipdtesis de que los lugares de union para la MEL estén, en

realidad, difusamente distribuidos por todos los Organos corporales, presentando
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ritmicidad circadiana en su estado funcional y estando sujetos a regulacién por la propia

MEL circulante (s, 10, 68, 71).

Especie Localizacién
Humanos Supraquiasmatico(NSQ) del hipotalamo.
(Cerebro)

En Roedores Lugares de unidon en la eminencia media nucleo arqueado, pars
tuberalis de la hipdfisis anterior, hipocampo, retina y una pequeiia
porcion del plexo coroideo asi como en la propia pineal

En Aves Diversos nucleos sensoriales.
En ovejas Pars tuberalis de la adenohipdfisis

Tabla No.4: muestra Los sitios de localizacion de lo receplores para MEL en cuatro diferentes especies
(15.19)
2.6.3 Receptores de Melatonina

El uso de radioligandos [*H)-melatonina y 2-['%°l}-iodomelatonin han ayudado a la
localizacién y caracterizacion de sitios de unidn con propiedades farmacoldgicas
distintas y bien definidas. La primera clasificacion de supuestos receptores a MEL fue
ML1 y ML2 basadas en diferencias farmacologicas y cinéticas de enlaces con 2-['%l}-
iodomelatonina, lo cual se debe al grado de afinidad que estos presentan por la
iodomelatonina asi como a diferentes propiedades farmacoldgicas y cinéticas, los
receptores ML 1, se han subdividido en 3 subtipos, ML1a, ML1b, y ML1c, los cuales han
sido determinados por hibridacion “in situ” de mRNA, mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa transcriptasa reversa y autoradiografia con iodomelatonina (is, 19, 71, 77).
Los receptores a MEL, se han encontrado en tejidos tanto neurales como no neurales
de varias especies de vertebrados incluyendo al hombre, y la distribucién de los mismos

puede cambiar tanto en especie como en sexo (1g, 20. 54, 71. 7).
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Los receptores a MEL en la retina y los coliculos superiores estan implicados en
la regulacién de funciones visuales, mientras que los localizados en el NSQ del
hipotalamo, estan relacionados con los ciclos circadianos y reproductivos. Los
receptores a MEL en el nucleo paraventricular del talamo, se relacionan con la funcién
limbica. Los receptores no neuronales del pars tuberalis estan relacionados con los
ciclos reproductivos, mientras que los que estan en arterias tanto cerebrales como

caudales regulan la funcion cardiovascular y de temperatura (16, 20, 71, 77).

Se han propuesto mecanismos diferentes para ambos tipos de receptores, de ahi
que los receptores ML1 se caractericen por pertenecer a la familia de receptores
acoplados a proteina G y que son capaces de inhibir la adenilato ciclasa, se han
relacionado con los ritmos circadianos y la reproduccion, en cambio, los receptores
ML2, pertenecen a los receptores que activan la hidrélisis de fosfoinositol via proteina
G, sin embargo, su localizacidon 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

ciclasa y la fosfolipasa (1, 71, 72, 76).

Recientemente los estudios han dado como resultado la supuesta existencia de
3 tipos diferentes de receptores llamados MT1, MT2 y MT3, los cuales sugieren las

siguientes caracteristicas:(Tabla No.5)
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Informacioén

Tipo de MT1 MT2 MT3
Receptor
Sub tipo de _ _ N
Receptor
- et ot itattre—e————
Codigo de 2.1.MLT.01.000.00.P 2.1.MLT.02.000.00.00 2.1.MLT.03.000.00.00.P
Receptor
Nombre Mel,;, MEL 4 ML,a Melyp, MEL 15.ML1p ML,
Anterior
NN 7TM h 350aa, P48039, | 7TM, h 363aa. P49286, || Ninguna

vasoconstriccion en la vena

dopamina en retina de

chr.4q35.1, m353aa, | chr.11q-21-22
Estructural Q61184.
T “Potenciacion  de  la | Inhibicién de tiberacion de | Incrementa el regreso

de Pl en células RPM1

caudal de la rata. inhibicién || conejo. de hamster
Valoraciéon de estimulacion cAMP en
funcional células pars tuberalis de
Borrego. inhibicién de
disparo neuronal en nucleo
supraquiasmatico en ratén.
Agonista ] Ninguno Ninguno GR135531 )
Selectivo
“Mecanismos || inhibicion del AMPc  a || Inhibicion de cAMP Incrementa ol regreso
de través de la activacion de de PI en células RPM1
transduccion un receptor recombinante de hadmster
NSQ, pars tuberalis, nucleo | Retina, hipocampo, | Cerebro de hamster,
Distribucién de || taldmico, cerebelum || cerebro | higado, testiculo,
Receptores humano, hipotalamo, i cerebro de raton,
higado, epitelio intestinal,
s No establecido ~ |[ Inhibicién de liberacion de || No establecidos
Tejido dopamina de retina, fase
Funcional PE N ” :
de ritmos circadianos
No hay radioligandos |[No hay radio ligando | Este receptor no ha sido
selectivos, o un | selective  agonista o | clonado. No se ha
radioligando relacionado o | ensayo en un tejido | establecido aun la
Comentarios ensayo funcional de tejido | original con el cual {a || potencia antagonista.

original en el cual la
proteina receptor mt1 ha
sido caracterizada.

proteina del receptor mt2
ha sido caracterizada.

Tabla No. &:

Receptores de MEL, la cual muestra diferentes caracteristicas como: tipo de receptor,

valoracion funcional, mecanismos de transduccion asi como su distribucion entre otros aspectosgy).

2.7 MODELOS DE ANSIEDAD

Para caracterizar un farmaco ansiolitico es necesario utilizar un modelo

adecuado, esto se debe a que existen diversos estados de ansiedad y por lo tanto cada

£
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prueba tiene a su vez una aplicacion restringida, tanto por la biologia del modelo animal
como por la especificidad del estado de ansiedad que provoca cada prueba. Muchos de
los nuevos farmacos ansioliticos tienen efectos colaterales como sedacion, relajaciéon
muscular, ataxia, disminucién de la coordinacion motora en movimientos finos, etc;
razén por la cual es necesario echar mano de nuevos modelos experimentales que
cubran criterios correlaciénales, isomorficos y homolégicos, que presenten resultados
confiables. En la investigacion preclinica se necesita de un modelo experimental animal
que sea confiable, reproducible y especifico (27, 60, 5. 74).

El mejor modelo para el estudio de la ansiedad debera contar por lo menos con 3

caracteristicas:

1. No dar falsos positivos, donde la actividad se presenta en el modelo pero no en
casos clinicos.

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

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

Actualmente, los modelos que permiten evaluar el perfil ansiolitico, recurren a
estimulos nocivos como choques eléctricos, situaciones estresantes y procedimientos
como privacion de agua y alimento sin relacion alguna con un caso clinico.(ver ANEXO
.

Uno de los mejores modelos para realizar una correcta evaluacion de la
Ansiedad es el Plus-Maze elevado, del cual se han reportado varios trabajos que
demuestran que es un modelo confiable, reproducible y especifico.

Q 26
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El Plus-Maze es un modelo que se basa en el comportamiento explorador de los
roedores, en donde los laberintos elevados y abiertos, crean un conflicto cuando los
roedores se acercan o alejan de los bordes (27, 25, 65). Fue desarrollado y validado por
Pellow et al. (1985).

En este modelo, 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 nUmero de entradas y tiempo de permanencia en las zonas
o brazos abiertos, ya que estos ultimos reflejaban una aversion provocada por la
ansiedad debida a lo novedoso de la situacion; por otro lado, ia entrada y salida total de
los brazos no representa una correlacidon de la actividad motriz.(11, so, ss, 74)-

Este modelo experimental ademas de ser barato y sencillo, es rapido y esta
basado en cuantificar el comportamiento espontaneo de los roedores sin tener algun
estimulo que pueda representar un condicionamiento. Ademas, es capaz de diferenciar
entre compuestos con efecto ansioliticos y ansiogénicos ha sido empieado por un gran
numero de investigadores de tal forma que en los cinco afios anteriores a 1996, ha sido
reportado su uso en mas de 100 laboratorios de investigacion asi como en muchas

compafiias farmacéuticas para la evaluacion tanto de la ansiedad como de nuevos

compuestos con potencial ansiolitico (11, 27, e5)-

Q 27
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

@ Determinar el efecto ansiolitico producido por la administracién de fa hormona

MEL a diferentes dosis, al ser administrada IcVtr en ratas, empleando el

modelo de Plus-Maze.

3.2 Objetivos Particulares
L 2 Evaluar el efecto ansiolitico de la MEL administrada IcVtr en ratas, utilizando

el modelo Plus-Maze.

@ Observar el comportamiento de actividad de las ratas en experimentacion,

para evaluar su estado ansioso.

& Administrar diferentes dosis de MEL IcVtr, para establecer la relacién entre la

dosis y el efecto ansiolitico.

Q 28
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4.0 HIPOTESIS

® Si el hipotsdlamo, es una zona cerebral que puede estar involucrada en la
regulacion de la ansiedad, entonces la administracion de un compuesto con
propiedades “ansioliticas" como la Melatonina, producira un efecto ansiolitico al

ser administrado IcVtr en ratas y que podra ser evaluado en el modelo Plus-

Maze.

@ Si la MEL es una hormona que tiene receptores especificos en el hipotalamo
entonces encontraremos una dosis que permita la saturaciéon de los receptores

dando un efecto ansiolitico maximo.

g29
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5.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ansiedad es un comportamiento comun de! individuo, sin embargo, por
diversas causas o motivos puede llegar a situaciones extremas en donde tiende a
desencadenar patologlias dando origen a la depresion la cual es dificil de tratar (17, 21.
e7).

Los farmacos utilizados en e! 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 (21, 3s). 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. Hasta la fecha, se ha reportado
que las BZP no solo tienen un efecto ansiolitico, sino que también producen
reacciones adversas, motivo por el cual la MEL puede ser un farmaco alterno que
puede ayudar al tratamiento de la ansiedad.

En el caso de la MEL, su mecanismo de accién puede ser mediado por
receptores a GABA, vias serotoninérgicas o bien ambos. También se han realizado
estudios sobre diferentes zonas del cerebro que pueden estar relacionadas con la
ansiedad, entre las zonas de la cuales se tiene referencia, estan la amigdala central
y baso lateral, el nucleo medio del raphe, el periacueducto dorsal gris, hipocampo
dorsal y el septum.

En el presente, trabajo se utiliza la MEL que es la principal hormona de la
G.P. y que se ha reportado con efecto ansiolitico 4, 45, 47) ¥ de la cual se desconoce

su mecanismo de accion.
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A este compuesto se le caracterizara el efecto ansiolitico postadministracion
via intracerebroventricular (IcVtr) en la rata, ya que se ha reportado que en la
administracion IcVtr, la MEL tiene un efecto ansiolitico (7).

El efecto ansiollitico se evaluara en el modelo del PLUS-MAZE que utiliza un
comportamiento conductual de los animales sin estimulos nocivos, y situaciones
estresantes controladas que no solo alteran la conducta del animal, sino que también
son situaciones que estan muy relacionadas con la ansiedad, ademas, el PLUS-
MAZE es un modelo de ansiedad en el cual farmacos como el Diazepam (conocido
como farmaco estandar, para estudios de comparacion como ansiolitico) (ss, sz, han
presentado mejores resultados que con los métodos que utilizan estimulos nocivos.

Este trabajo, permitira verificar si la MEL tiene un efecto ansiolitico al ser
administrada a este nivel, asi como obtener una curva dosis-Respuesta, para
establecer la concentracion en la cual se obtiene su efecto maximo como ansiolitico.
Las manifestaciones de conducta de las ratas nos podran proponer que las
estructuras que rodean a los ventriculos como el hipotalamo, tienen o no, relacién

con el proceso de la ansiedad, ademas de indicar si el efecto es mediado por

receptores.
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6.0 MATERIAL Y METODOS

Material Biolégico

Se utilizaron 56 ratas macho de la cepa Wistar con peso de los 250-300 g. Todos
los animales provienen del Bioterio de la Facultad de Quimica y no han sido sometidos
a experimentacion previa. Los animales de experimentacion se mantienen en cajas
individuales de acrilico transparente de dimensiones 35 x 35 x 25 cm y rejilla de acero
inoxidable. Las condiciones en el periodo de recuperacion para los animales en
experimentacion se mantuvieron constantes, en un laboratorio cerrado bajo ciclos de

luz-oscuridad 12:12, con acceso libre de agua y alimento (Purina Rat Chow).

Material Quirargico

Pinzas bulldog (Miltex)

Pinzas de diseccion (Miltex)

Pinzas de diseccion con dientes (Miltex)
Bisturi (mango #4) (Miltex)

Hojas de bisturi #22 (Miitex)

Tijeras curvas largas (Miltex)

Tijeras curvas cortas (Miltex)

Tijeras rectas largas (Miltex)

Porta agujas (Miltex)

Sutura absorbible con aguja 4-0 Dexén

Q32
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Soluciones
Benzal al 10% diluido en agua destilada
Polietilenglicol 200 (PEG 200) al 35% (J.T.Baker)
Acrilico Blanco con disolvente (Arias).
Formaldehido al 10% (J.T.Baker).

Farmacos y Reactivos

Hidrocilina 400, suspension inyectable, Lab. Grossman.

Melatonina (Sigma), preparada a 5, 10, 20, 40 y 60 mg/ml en Polietilenglicol (J.T.

Baker) 200 al 35% (*).
Anestesal (SmithKline-Beecham), Pentobarbital Sédico 63 mg/mL.

*NOTA: Revisar dosis correspondientes en Anexo No.

Equipo Fijo y Aparatos

Plus-Maze: Este equipo se fabrico en la Facultad de Quimica en el area de
Proyectos especiales.
Mesa de de cirugia con plancha térmica (C.F. Palmer).

Estereotaxico con torre (David Kopf).

Taladro dental (Emesco con banda No. 908, vel. 12000 r.p.m. y 1/8 H.P).
Rasuradora (WHAL Senior mod. 850).

Jeringa Hamilton de 10 L.

Procedimiento

Se formaron 8 grupos aleatoriamente con una n de 7, los cuales recibieron e!

siguiente tratamiento:

w33
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GRUPO 1: Grupo control ratas integras

GRUPO 2: Grupo control ratas operadas sin tratamiento

GRUPO 3: Grupo control ratas operadas con administracion de PEG al 35%
como vehiculo.

GRUPO 4: Grupo de ratas operadas tratadas con Melatonina 5 mg/mL
GRUPO 5: Grupo de ratas operadas tratadas con Melatonina 10 mg/mL
GRUPO 6: Grupo de ratas operadas tratadas con Melatonina 20 mg/mL
GRUPO 7: Grupo de ratas operadas tratadas con Melatonina 40 mg/mL

GRUPO 8: Grupo de ratas operadas tratadas con Melatonina 60 mg/mL

DISENO EXPERIMENTAL:

Todos los experimentos se realizaron entre las 12:00 y las 16:00 h. El laboratorio
donde se llevaron a cabo tiene dimensiones de 2.50 X 6.00 m. Se aisl6 para evitar que
entrara mas luz que la proporcionada por las lamparas del laboratorio. La luz utilizada
fue roja que permite una iluminacién de (80 lux).

Una vez que las ratas operadas cumplen su periodo de recuperaciéon de por lo menos
una semana, se someten a experimentacion, en donde se evaluaron los siguientes

parametros que influyen en la caracterizacion del efecto ansiolitico por evaluar.

A. Influencia de la cirugia sobre el comportamiento de los animales en el modelo de

Plus-Maze.

Los grupos 1, 2 y 3 los cuales tienen una n=7 cada uno, fueron sometidos al modelo
de Plus-Maze con luz roja, durante 5 minutos, se realiz6 la comparacién del grupo

control integro con el grupo de las ratas operadas.

Q:M
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B. Caracterizacién del efecto ansiolitico de los vehiculos.

El vehiculo utilizado para disolver ia MEL y hacer las diferentes concentraciones
para el estudio fue el polietilenglicol (PEG 35%), por lo que fue necesario administrar a
un grupo de ratas unicamente el vehiculo y asi evaluar si existe una influencia natural
por este. Fue administrado IcVtr (grupo 3), evaluando su efecto ansiolitico bajo lasA

mismas condiciones que los otros tratamientos en el modelo de Plus-Maze elevado.

C. Caracterizacion _del efecto ansiolitico de la Melatonina _a _diferentes

concentraciones.
Las soluciones fueron administradas IcVtr en las ratas y se evalud su efecto

ansiolitico en el modelo del Plus-Maze bajo las mismas condiciones de luz, tipo de
tratamiento y tiempo de evaluacién.

Nota: Para evitar que los resultados fueran influidos por el grado de entrenamiento en la

cirugia, se decidi6 aplicar los tratamientos aleatoriamente.

IMPLANTACION DE CANULA INTRACEREBROVENTRICULAR (lcVtr).

La rata se anestesié con una dosis de 45 mg/Kg de ANESTESAL via
intraperitoneal (IP), se rasurd la parte superior de la cabeza con la ayuda de una
rasuradora eléctrica, para después colocar a la rata sobre un colchén y una plancha
térmica. La cabeza se fij6 en un estereotaxico y se realizd una asepsia con benzal
diluido 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 del atlas

estereotaxico para rata (49) Se obtuvieron las coordenadas del ventriculo lateral derecho

del cerebro de la ratags).
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Se establecieron las coordenadas para la colocacion de la canula IcVtr,, las
cuales son: 0.8 mm posterior y 1.4 mm derecha con respecto a bregma (fig. No.7
atias), en ese punto, se hace un trepano para la colocacién de una canula de acero
inoxidable de 1 cm de longitud la cual se hizo con agujas de 21 X 32 mm. Una vez
obtenidas las coordenadas y con la ayuda de la torre del estereotaxico, se coloca la
canula y se fija a 3.6 mm de profundidad con acrilico dental y un tornillo que se fija al

craneo de la rata.
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'Flg. No. 7: Diagrama del Atlas del Cerebro de ta rata, que muestra las coordenadas utilizadas para la
colocacion de la canula en el ventriculo lateral de las ratas en experimentacion.

Una vez operados los animales, se les administra 0.2 mL (equivalente a 20 000
U.l. de penicilina) de una suspension de hidrocilina por via intramuscular (IM) en

administracion Gnica. Se colocaron en cajas individuales y se dejaron recuperar como
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minimo una semana bajo las condiciones descritas. En caso de infeccién en la zona

operada, se realizé una asepsia con agua oxigenada y violeta de genciana.

Fig. No. 8: (lzquierda) Estereotaxico, (Derecha) Implantacion de canula.

CARACTERIZACION DEL EFECTO ANSIOLITICO

Administracion IcVtr

Una vez transcurrida la semana de recuperacion después de la operacion, se
realizd la administracion de las sustancias asi como el vehiculo entre las 14:00 y las
16:00 hrs., ya que en ese horario la secrecién de MEL es minima. Se administraron los
farmacos utilizando agujas dentales con una longitud de 11 mm en uno de los
extremos, mientras que el otro se une a una canula de plastico con una longitud de 15
cm aproximadamente. Esta canula se acoplé a una micro jeringa Hamilton de 10 pL,

con la cual se administraron las soluciones de MEL y el vehiculo.
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Experimentacion con el modelo de Plus-Maze.

Descripcion del modelo:

El Plus-Maze consiste en un laberinto elevado que tiene forma de cruz, consta de
2 zonas o brazos abiertos con dimensiones de 50 X 10 cm y los cuales estan
encontrados, y dos zonas o brazos cerrados también encontrados y con dimensiones
de 50 X 10 X 40 cm, en la zona de interseccion de los cuatro brazos, se forma un
cuadro central cuyas dimensiones son de 10 X 10 cm, este cuadro es abierto, el Plus-
Maze se encuentra sostenido por una plataforma que lo mantiene a 50 cm elevado del
Piso (11, 27, 50, 58, 65, 73).

Las paredes y el piso del Plus-Maze asi como la base que lo mantiene elevado
son de madera pintada y barnizada, las paredes que cubren los brazos cerrados son de

color negro, mientras que el piso de los cuatro brazos asi como de la base es de color

gris claro.

Figura 9: Modelo Plus-Maze el cual es un laberinto en forma de cruz, elevado del piso 50 cm, que cuenta

con dos brazos abiertos y dos brazos cerrados (opuestos entre sli).
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Metodologia en el modelo de Plus-Maze.

Antes de iniciar los experimentos, se limpié cada una de las zonas del Plus-
Maze con una solucién de jabdén 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.

Una vez administrados los animales, se colocaron por 5 min., en una caja de
arena como sugiere Pellow (1985 pasado este tiempo, inmediatamente, se colocaron en
el cuadro central del Plus-maze con la cabeza dirigida hacia uno de los brazos abiertos.
Se registrd durante 5 min., observando y cuantificando la entrada y salida tanto a las
zonas abiertas como a las cerradas, también, se registro el tiempo que los animales

permanecian en cada una de las zonas, (contando el cuadro central como zona
abierta).
Todos los experimentos realizados se llevaron a cabo con el mismo

procedimiento y bajo las mismas condiciones.
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Parametros a evaluar en el Plus-maze.

"€ Numero total de entradas, el cual se obtiene de la suma de las entradas a la

zona cerrada y las entradas a la zona abierta.

"€ Porcentaje de entradas a cada zona: es la razén obtenida de las entradas
ya sea a la zona abierta o a la zona cerrada entre el promedio del total de

entradas y multiplicado por 100.

" 4% 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 5 min. y multiplicado por 100.

& Para determinar el efecto ansiolitico se toma en cuenta el porcentaje de
permanencia en la zona o brazo abiertos, asi como el numero de entradas a la
zona abierta, ya que este pardmetro nos refleja el grado de ansiedad presente

en el animal.

Los resultados fueron analizados con el programa estadistico SPSS Version
10.0 con la prueba estadistica de ANOVA y para los valores con significancia de 0.05

(a) se aplic6 la prueba de DUNNETT (g).

HISTOLOGIA
Después, de someterlos al Plus-Maze, los animales se sacrificaron por
dislocacién cervical y se perfundieron con una solucion de formaldehido al 10% para

después extraer el cerebro y colocario en una solucién de formaldehido al 10% por un
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minimo de 1 semana antes de hacer los cortes histoldgicos. Los cortes se realizé por el
método de congelacidon con carbégeno y con un microtomo. El espesor de los cortes

fue de 501 y se realizd con la finalidad de corroborar el sitio de colocacidn de la canula.
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7.0 RESULTADOS Y DISCUSION

La verificacion de la canula, se llevé a cabo mediante la evaluacion de los cortes

histolégicos, tomando Gnicamente en cuenta los resultados en los cuales la canula se

localizé en el ventriculo (Fig.9).

Ventriculo del
cerebro de la rata.
Muestra la via de
entrada de la canula

Fig.9: Ejemplo de un Corte histoldgico del cerebro de rata; utilizando el método de congelacion con

carbégeno y con un microtomo, con un espesor de 50, en los cuales se corrobora el sitio de colocacion
de la canula.

Los resultados obtenidos de los parametro evaluados en el Plus-Maze, muestran
el comportamiento de los grupos tanto controles como administrados con diferentes
concentraciones de MEL (Grafica 1, 2 y 3).

En lo que se refiere a los grupos control, los resultados muestran que el
comportamiento antes y después de la cirugia no cambia ya que los valores son
semejantes y no hay diferencia significativa estadisticamente hablando, al comparar el
grupo de animales con la administracion del vehiculo (PEG 35%), tampoco muestran
cambios significativos con respecto al animal integro en los tres parametros evaluados
(Graficas 1, 2 y 3). Estos resultados nos indican que ni la operacion realizada para
insertar la canula, ni la administracion de vehiculo, alteran el comportamiento de los
animales en el Plus-Maze, siendo las condiciones experimentales utilizadas, ideales

para determinar el efecto ansiolitico de la MEL.
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Al analizar los resultados obtenidos cuando se administran diferentes
concentraciones de MEL, se observa un aumento en las entradas solo a la
concentracion de Smg/mL (que corresponde a la dosis de 0.018 ug/g), mientras que las
concentraciones mayores, muestran un valor semejante al de los grupos control
(Grafica 1). Estos resultados indican que la actividad locomotriz no esta siendo alterada
como lo reportaron Dawson y Tricklebank (1), quienes han sugerido que el efecto
ansiolitico puede ser confundido con un incremento de la actividad locomotriz; por otro
lado los resultados muestran una concordancia con experimentos anteriores, en los
cuales se observé que el nimero de entradas totales no aumenta al administrar MEL a
una concentracion de 10 mg/mL 7y que puede ser tomado como un indicativo de la
actividad locomotriz de los animales en el Plus-Maze.

Entradas totales
en el Plus Maze

Entradas totales

20 40 60

Int  siveh ¢/ Tratamiento ug/pl

Grafica 1. Numero de entradas totales en el Plus-Maze (promedioxSEM) al administrar diferentes

concentraciones de MEL (ug/pL). * es significative a a=0.05.
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En lo que respecta al porcentaje de entrada en la zona abierta del Plus-Maze, los
resultados muestran una dependencia entre la concentracion administrada de MEL y la
respuesta observada, siendo el maximo valor a la concentracién de 20 mg/mL( que
corresponde a la dosis de 0.07 ug/g), y cayendo después de esta concentracion. El
aumento en el porcentaje de entradas en la zona abierta comienza desde la
concentracion de 10 mg/mL, sin embargo, es hasta los 20 mg/mL cuando los valores
son estadisticamente significativos, la concentracion de 5 mg/mL, no presenta cambios

visibles en este parametro (Grafica 2).

Entradas en Zona
Abierta en Plus-Maze

% de entradas en zona abierta

Int s/iveh c/veh 5 10 20 40 60
Tratamiento pg/pl

Grafica 2.Porcentaje de Entradas en Zona Abierta en el Plus- Maze (promedio + SEM). *significativo a un
nivel de a=0.05. Los tratamientos se encuentran expresados en concentracion cuyas unidades son pg/ul.
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En la grafica 3, lo que observamos es que el aumento en el tiempo de
permanencia de la zona abierta es estadisticamente significativo en los grupos con
administraciones de 20, 40 y 60 mg/mL, lo que nos indica que su comportamiento esta
siendo modificado y que las ratas presentan una mayor desinhibicion a los espacios
abiertos lo que traducimos como una menor ansiedad. Estos datos concuerdan con los
observados en las entradas a la zona abierta en el Plus-Maze, en donde la respuesta
después de alcanzar un maximo, decrece, con respecto al porcentaje de entradas, la
respuesta decrece después de la concentracion de 20 mg/mL (que corresponden a la
dosis de 0.07 pg/Kg) (Grafica 2), mientras que en el porcentaje de tiempo esto sucede

después de la concentracion de 40 mg/mL( que corresponde a la dosis de 0.145 pg/Kg)

(Grafica 3).

Tiempo en zona
abierta de Plus Maze

% Tiempo

40 60

int s/veh civeh 5 10 20
Tratamiento pg/ul

Grafica 3. Porcentaje de tiempo en Zona Abierta en el Plus-Maze. (promedio + SEM). *significativo a un
nivel de a=0.05
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La MEL ha sido reportada como anticonvulsivo, sedante y ansiolitico por

mencionar algunos de sus efectos farmacoldgicos (1s, s, 47).

El principal mecanismo de acciéon para estos efectos farmacoldgicos de la
melatonina, es sobre receptores GABA, ya que el efecto ansiolitico es revertido con

compuestos como el flumazenil, un antagonista de BZP (4, 1g).

En el hipotalamo, se han encontrado receptores GABA y los resultados
obtenidos indican que esta zona cerebral que forma parte del eje hipotalamo-pituitaria-

adrenal, puede estar involucrada en el proceso ansiolitico producido por la MEL 1, .

En el caso de las BZP, una familia de farmacos utilizados en el tratamiento de la
ansiedad y que presentan propiedades anticonvulsivas, relajantes musculares e
hipnoticas, tienen un efecto mediante receptores GABA-A y probablemente es mediante

estos receptores que pueden mediar la accion del HPA (34,

Los resultados muestran que se tiene un efecto ansiolitico maximo a 40 pg/mL
esto puede ser debido a que a esta concentracion se estan saturando los receptores a
GABA que es el mecanismo responsable del efecto ansiolitico propuesto por algunos
autores como Golombek 1993 y Arvat et al, 2002. Por otro lado, a ese nivel también se
ha descubierto la presencia de receptores a MEL, lo cual indica que falta realizar mas

experimentos que demuestren la relacion de estos receptores con el efecto ansiolitico.

Un estudio mas fino con dosis intermedias nos ayudaria a verificar si existe una
meseta o si presenta el mismo comportamiento, que ha sido observado en compuestos

ansioliticos como el DZP 2),. este tipo de respuesta ha sido llamada Curva dosis
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Respuesta en forma de U invertida la cual muestra un comportamiento que es usual
para los ansioliticos (a1, ss, 56, 57 58)-

Al observar el comportamiento de la respuesta al aumento de la concentracidon
del ansiolitico en la grafica 2 podemos notar que en las primeras concentraciones (5, 10
mg/mL) aumenta la respuesta hasta un maximo (20 mg/mL) y posteriormente se
observa la caida de la respuesta, hecho que ha sido observado cuando se saturan los

receptores, cosa que puede estar sucediendo con la MEL y el efecto ansiolitico cuando

es administrada IcVitr.
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L 2

8.0 CONCLUSIONES

La administracién IcVtr de MEL produce ansidlisis.

Los resultados obtenidos demuestran que existe una dependencia entre la

concentracion de MEL administrada y el efecto ansiolitico.

Se esperaba una respuesta que demostrarad la saturacion de receptores al
aumentar las concentraciones de MEL administradas, hecho que no se observa,
sin embargo el efecto ansiolitico observado es de tipo “U" invertida que ha sido

reportado en varios experimentos para evaluar compuestos con propiedades

ansioliticas.
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Anexo 1: Historia del estudio de la ansiedad

ANO INVESTIGADOR HALLAZGO
Siglo XVII { Europa Clasificacion de trastornos
Siglo XVII || Hipdcrates Quien define las manifestaciones ansiosas como
Hlstena
1860 Morel CIasufca Foblas y Neurosns
1868 Beard Utiliza el térmnno NEURASTENIA defmendo 50
sintomas que los define como sindromes
(ansiosos, depresivos, nopsicoticos, fébicos y
obseswos)
1870 Benedlkt Descnbe un cuadro égora fébloo
1871 Westphal Describe 3 casos de agorafobla
Da Costa En los tiempos de guerra describe el sindrome de
corazén irritable.
1892 Oppenheim Descrlbe la neurosis traumatica
1894 Freud Defne la neurosis de ansvedad el cual abarca
todas Ias formas de ansnedad patoléglca
1905 Osler Descnbe eI slndrome de corazon de Soldado
1918 Oppenheimer Describe la Astenia Neurocirculatorio
1919 Lewis Describe el Sindrome del esfuerzo
1950 Lopez Ibor Define l1a ansiedad endogena
1952 Freud Da la clasificacion de Neurosis de Ansiedad:
a)Neurosis de Ansiedad, b)Histeria de Ansiedad
DSM-| (Diagnostic
Clasifica a los ansiosos en:
Statistical Manual | a)Reaccién de Ansiedad, b)Reaccién Fobica.
Mental Dlsorders)
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1969

Marks

Clasifica los miedos de los adultos(patologicos)

1979

Torgersen

Clasifica en grupos de temores por medio de
analisis factorial

1980

DSM-III

Clasifica los trastornos de ansiedad en : Crisis de
Angustia, Trastorno por ansiedad generalizada,
Agorafobia con crisis de angustia, Agorafobia sin
crisis de angustia, trastorno por ansiedad atipica,
Fobia social, Fobia simple, trastorno obsesivo
compulsivo, Trastorno por estrés postraumatico
agudo y crénico.

Breier

Diferencias entre la ansiedad anticipatoria y su
relacion con la agorafobia.

Gallardo

Estudio para caracterizar el perfil farmacoldgico
de farmacos ansioliticos.

Osornio

Caracterizacién de las acciones ansioliticas
producidas por la administracion
intracerebroventricutar de MEL, CDP y BUS en
raytas en el modelo de Plus-Maze.
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Anexo 2: Teorias de la génesis de la ansiedad

Tipo de Teoria Fundamento

GENETICA

Issac Marks (1986), menciona que los organismo se
han engendrado de manera selectiva con diferencias
genéticas para la conducta defensiva. Los trastornos
por ansiedad son mas comunes entre los parientes y
sobre todo en mujeres, la cual menciona que dos
organismos genéticamente ligados(gemelos), son mas
propensos a desarrollar cualquier trastomo de
ansiedad, si hubo un estimulo familiar anterior; tiene
mayor incidencia en la mujeres.

PSICODINAMICA

La ansiedad se ve como una emocion del yo (parte del
aparato mental que equilibra los impulsos y demandas
de nuestro ego infantil, austeridad y controles punitivos
de nuestro superyo paternal y la realidad externa) por lo
que se habla de un conflicto psicolégico oculto.

APRENDIDA

Es una respuesta aprendida a algun estimulo nocivo,
por lo que la persona los evita, ya que aprende cual es
la situacién que la provocan.

BlOQUIMICA

El funcionamiento fisioldgico se ve afectado en la
ansiedad, ya que aumenta la frecuencia cardiaca, las
concentraciones de lactato sanguineo son mas
elevadas, asi como tienen un mayor déficit de oxigeno
durante el ejercicio moderado, por lo cuai a los
pacientes los hace mas sensibles a ciertos farmacos
que aumentan la actividad del locus ceruleus(el cual
suministra cerca del 70% de las neuronas de NA en el

SNC).
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ANEXO 3: Tipos de modelos Experimentales que son empleados para el estudio

Geller-Scifter y e
Vogel

de metal en uno de
sus lados un
comedero automatico
con una placa.

privadas de alimento
por 12, 18, 24 0 48 hr.
(7,16,35,36,49,54,73,74
.93,94)

de la Ansiedad.
MODELO FUNDAMENTO CONDICIONES NOTA
EXPERIMENTAL JUSTIFICACION
Conflicto dejPlaca con comedero|Las ratas deberan estarfLa rata al sentir apetito

presionarad la placa para
obtener alimento recibiendo
también una descarga
eléctrica, lo que creara en
el sujeto un conflicto.

Respuesta
emocional
condicionada

Caja que presenta en
uno de sus lados un
foco, y en el fondo
una placa de metal.

Las ratas no requieren
privacion de alimento.

La rata es sometida a
choque eléctrico, precedido
de una sefal (luz) en dif.
Periodos (12,18, 24 o 48
hr), evaluado la ansiedad
por su conducta y
comportamiento alterado.

Sobresalto
potenciado

:
|1
Caja que presenta en|
uno de sus extremos|
un foco y una bocina [
|

i

Las ratas no requieren
privacién de alimento.

Al igual que el anterior se
busca que el individuo
asocie un estimulo a un
castigo comprobando su
estado de ansiedad con
cambio en la conducta.

Ocultamiento
defensivo
condicionado

|Fue disenado para

imitar una forma de
aprendizaje para la
sobrevivencia.(choqu ;
es eléctricos conl
aguijon cubierto porf;
material de cama del|
piso

Las ratas no requieren
privacién de alimento.

ratas presentaron
significativos de
al estimulo
un choque

Las
niveles
ocultamiento
aversivo por
eléctrico.

Acicalamiento
inducido por
novedad al medio

Cambio de caja ol
lugar de vivienda ,

Los ratones se acicalan
o limpian normalmente
y este acicalamiento se
ve incrementado al ser
trasladados a un
ambiente desconocido

El ambiente desconocido
produce acicalamiento en
ratones un mayor numero
de veces al normal lo cual
indica ansiedad inducido
por el incremento en el
contenido ventricular de
Acth la cual es disminuida
en presencia de farmacos
ansioliticos.

LLos monos se retiran

Los pequefios monos

La géneracién de pb.st‘\j}as

Escape a
estimulos al fondo de su cajajse enfrentan a unallincluye mirada fijja al
estresantes enflemitiendo una serie}situacion observador, olfateo de las

L2
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marcas de la superficie de

novedad de! medio.

nueva, lo que provocara
en él, un estado de
ansiedad medible en las
iveces en las que
|explora su nuevo hogar.

monos (callithrixjde movimientos delfpotencialimente

jacchus) cuerpo y expresiones|amenazante como elfjla caja y arqueamiento
corporales que se hanfque un  observadorfhacia atrds acompanado de
etiquetado como|thumano se acerque a laf{piloereccion.
posturas caja.

Conducta Igual que la de|Se cambia al raton def Al administrar los farmacos

exploradora acicalamiento porjisu caja hogar a unalfansioliticos esta respuesta

de exploracion se ve

disminuida o nulificada.

Labérinto. en

A la rata se le da un

Deéi&i"ré Vparﬁlatﬁanto'éual de

cuatro placas

exploradora

sobre 4 placas de metal
por las cuales pasa una
:corriente eléctrica.

El laberinto cruz,
cuyo piso esta| previo entrenamiento]/los premios le causara un
recubierto por unajpara conocer el mayor bienestar
placa de metal que alflaberinto y después
paso del animall|proporcionan las
proporcionara unajdescargas y los premios
pequefa descarga, { correspondientes
hasta que llegue al
premio, en uniji
extremo agua salina y|
en otro el farmacof
ansiolitico. '
Prueba de las|/Se valora la conductalLa rata es colocadalAl suministrar el choque

se modifica su conducta.

basa

.Camara 'que consta de

Solo se coloca al roedor en

comida, les sirve a las
ratas para asegurarse
de no ser atacadas
mientras comen, por

Exploracion de| Se en la
areas altamentejitendencia natural delun lugar iluminado yliuna situacién de conflicto.
iluminadas los roedores a evitar|otro obscuro en la cual
explorar areas| se registra el numero de
brillantemente transiciones y la
iluminadas. \actividad total.
Ocultamiento delfiLa cualidad que los|Después del nado} Por naturaleza los roedores
canicas roedores tienen del|forzado se coloca lafjocultan con aserrin de su
ocultar objetos esfirata en su cama confcama objetos extrafios.
| utilizada en este | canicas de vidrio.
l método. ‘
Conducta del Hipotesis de Miller yliLas ratas no requierenlPor naturaleza las ratas
atesoramiento en|Vied dice que el}privacion de alimento. almacenan alimento, que
ratas atesoramiento ol les sirve para asegurarse
almacenamiento  de de no ser atacadas

mientras comen.
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lo que puede ser
respuesta  motivada
por la ansiedad.

Analogia social en la vida

movilidad minima o
inmovilidad.

25°C.

Conducta Aprovecha lajiSe colocan pares de

ien ratas naturaleza de los|ratas en arenajhumana, aun cuando
: roedores para evitarflexperimental y se midefexisten varias
| la luz y los|iel tiempo que empleanjcomplicaciones ya que es
! alrededores nojlen la actividad dejun efecto estimulante no
| familiares . interacciéon social como |l especifico.

i : husmear, mordisquear

: y acicalarse.

inpertermia El ser separados los|Es un método

iinducida roedores del grupofaltamente especifico y

|estrés dentro de la mismalino requiere de

: caja produce un| pretratamiento

i incremento  de  lajfarmacolégico ]

| temperatura. entrenamiento previo.

Prueba de Valioso por sul|Recipiente que con

forzado respuesta de|agua, con una

profundidad de 15c.m, a
una temperatura de
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ANEXO 4: Tabla de Equivalencias de Concentraciones y Dosis administradas.

[ CONCENTRACION DOSIS ( pg/g)
(pg/pL) Promedio (X) +
5 0.018+0.002
10 0.0.03510.005
20 0.07+0.01
40 0.14510.015
60 0.2210.02

Nota: La dosis se describe como promedio, ya que el peso de las ratas en

experimentacion varié entre 250g y 300g.

G
5,‘.5,?
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FE DE ERRATAS

En la pagina 33, dice: *Nota: Revisar dosis correspondientes en Anexo No.,

Debe decir: *Nota: Las dosis cormespondientes se encuentran en el Anexo No. 4.

En la gréfica No.1 de la pagina 43, faltan los valores de 5 y 10 ug/utL.

En el Anexo No.1 de la pagina 56, en la uitima fila, en la columna del Investigador dice:
Osornio, debe decir Ortiz-Osomnio.

En el Anexo No. 1 de la pagina 56, en la altima fila, en la columna del hallazgo, dice:
Caracterizacién de las acciones ansioilticas producidas por la administraciéon
intracerebroventricular de MEL, CDP y BUS en raytas en el modelo de Plus-Maze.

Debe decir: Caracterizacién de las acciones ansioliticas producidas por la
administracién intracerebroventricutar de MEL, CDP y BUS en ratas en el modelo de

Plus-Maze.
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