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ABREVIATURAS

aa=Aminoacidos

A= Adrenalina

BUS=Buspirona

BZP=Benzodiacepina

BZPs=Benzodiacepinas

Ca2*=Calcio

CCK=Colecistokinina

CDP=Clordiazepoxido

Cl=iénes cloruro

CMRGABA=Complejo macromolecular del receptor del acido gamma-amino butirico
DA=Dopamina

DAérgico=Dopaminérgico

DIAZ= Diacepam

DMS-IV= Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorder [por sus siglas en inglés]
DLso=Dosis letal 50

Ejem=Ejemplo

EEM= Error estandar de la media

Etc=Etcétera

GABA=(GAMMA Amino Butyric Acid.) [Por sus siglas en inglés]
GP=Glandula Pineal

5-HT= 5-Hidroxitriptamina = Serotonina
HIOMT=Hidroxiindol-O-metil transferasa

iINT=integras

i. m.=Intramuscular

i. v.=Intravenosa

i.p.=Intraperitoneal

IFB= Factor inhibidor de las BZP [Por sus siglas en inglés]
IMAO Inhibidor de la monoaminooxidasa
IUPHAR=International Union of Basic and Clinical Pharmacology. [por sus siglas en
inglés]

LC=Locus coreleus

LUZ=Luzindol

MEL=Melatonina

NA=Noradrenalina

NAérgico =Noradrenérgico

NAT=N-acetiltransferasa

NMDA=N-metil-D-Aspartato

NPY=Neuropéptido Y

NSQ=Nucleo suprasquiasmatico

OMS=0rganizacién Mundial de la Salud
PCPA=Paraclorofenilalanina

PEG=Propilenglicol

pg=picogramos

rpm=Revoluciones por minuto

RMN=Resonancia Magnética Nuclear

ti2=Tiempo de vida media

SL=Sistema Limbico

SN=Sistema Nervioso



SNA=Sistema Nervioso Autébnomo
SNC=Sistema Nervioso Central
SNP=Sistema Nervioso Parasimpatico
SNS=Sistema Nervioso Simpatico
SSA=Secretaria de Salud

TA=Trastorno de Ansiedad
TAG=Trastorno de Ansiedad Generalizada
TOC=Trastorno Obsesivo Compulsivo
TPET=Trastorno por Estrés Postraumatico
VEHIC = Vehiculo
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INTRODUCCION

La ansiedad es el tipo mas frecuente de alteraciéon psiquiatrica; causada por
factores fisiolégicos o psicologicos, ésta puede aparecer repetida, gradual y a
menudo desapercibidamente. Actualmente el tratamiento prototipo utilizado para
disminuir, atenuar o erradicar los sintomas de ansiedad son las benzodiazepinas
(BZPs) que poseen efecto sedante hipnético y relajante muscular pero producen
efectos adversos como la dependencia y tolerancia; por lo tanto, en la busqueda
de farmacos ansioliticos con menores efectos adversos encontramos que la MEL
es una sustancia ansiolitica. La MEL es una hormona secretada en la glandula
pineal (GP) provoca efectos similares al Diacepam (DIAZ) pero su vida media es
muy corta (30 min.) por lo tanto, en la Facultad de Quimica se sintetizaron
sustancias analogas a MEL. Por otro lado, la Buspirona (BUS) es un compuesto no
BZP que disminuye los sintomas de ansiedad sin producir los efectos adversos de
las BZPs, es un agonista de los sistemas de serotonina especificamente de los
receptores de serotonina (5-HT1a). Se denomina interaccion farmacolégica a la
modificacion del efecto de un farmaco causado por la administracion conjunta de
otro(s) farmaco(s), ® y cuyo efecto puede ser agonista o antagonista. En este
trabajo planteamos proporcionar informacion que ayude a dilucidar el mecanismo
de accién de la Melatonina (MEL), para lo cual realizamos estudios “/in vivo” sobre
el proceso de ansiedad. Para evaluar la participaciéon administramos los
antagonistas paraclorofenilalanina (PCPA) y Luzindol (LUZ). Con base a estos
antecedentes el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto ansiolitico de la MEL,
analogos y BUS, utilizando el modelo PLUS-MAZE en el cual se evaluara el

comportamiento conductual de las ratas en el proceso de ansiedad.
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ANTECEDENTES

2.1. ANSIEDAD

La ansiedad es un miedo vago y general, cuyas manifestaciones en el aspecto
fisico son: temblores, tension, insomnio, transpiracion y micciéon frecuente, es
debida a la sobre actividad de los sistemas adrenérgicos o a la desregulacion de
los sistemas serotoninérgicos en el Sistema Nervioso Central (SNC).(81047)
Relacionada con una amenaza potencial real o imaginada de peligro a nuestra
integridad fisica o psiquica; se presenta como una reaccién de adaptaciéon y de
hiperalerta. Puede presentarse ante diferentes circunstancias como estrés
(provocado por el medio en el que se desenvuelve el individuo), factores de
origen fisico (intervenciones medico-quirurgicas), patolégicos (infarto al
miocardio, angina de pecho, etc.) y emocionales (sensaciones de miedo,
situaciones unicas o reiterativas, etc.). (8,10,47)

The Internacional Statistical Classification of Diseases tenth revision (/CD-710
OMS, 1992), Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DMS-1V) y
American Psychiatric Association (APA, 7994), las nosologias psiquiatricas mas
recientes e influyentes, clasifican a la ansiedad con base a la agrupacion de
cuadros clinicos en torno a la presencia de sintomas comunes, de la siguiente
forma: (Cuadro 1). (19

Las manifestaciones fisiolégicas, que se presentan cuando la ansiedad deja de
ser un mecanismo de defensa y se convierte en una situaciéon patolégica, se trata
de explicar mediante una hipétesis, en la cual se cree que la ansiedad es capaz de
estimular al sistema nervioso auténomo (SNA) produciendo descargas
adrenérgicas, las cuales son responsables de las manifestaciones fisioloégicas

presentadas por la ansiedad (pulso acelerado, aumento de presién sanguinea,
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sudoracién excesiva, dificultad para respirar, sensacion de asfixia, diarrea,
vértigo, miccion frecuente, transpiracion, dolores musculares, insomnio, y

temores irrazonables). (8,10,47)

Cuadro1. Clasificacion de la ansiedad con base a cuadros clinicos basado en la presencia de
sintomas comunes.

ICD-10 DSM-IV
1) Trastornos fobicos 1) Trastornos de panico con agarofobia
1.1) Agarofobia 2) Agarofobia sin historia de trastorno de panico
1.2) Fobia Social 3) Fobia social
1.3) Fobia especifica 4) Fobia especifica
2) Otros trastornos de ansiedad 5) Trastorno de panico sin ansiedad
2.1) Trastornos de panico 6) Trastorno de ansiedad generalizada

2.2) Trastornos de ansiedad generalizada
2.3) Trastorno mixto de ansiedad y depresion 7) Trastorno obsesivo-compulsivo

3) Trastorno obsesivo compulsivo 8) Trastorno de estrés postraumatico

4) Trastorno de estrés intenso y trastornos de | 9) Trastorno de personalidad por evitacion

adaptacion 10) Trastorno adaptativo con estado de animo ansioso
4.1) Reaccion de estrés aguda

4.2) Trastorno de estrés postraumatico

5) Trastorno de personalidad ansiosa (por evitacion)

En neuroquimica la ansiedad se puede explicar en relacién con diferentes

sistemas de neurotransmision. (8:10.47)

2.2. SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION

2.2.1. NEUROTRANSMISION GABAERGICA

El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor del SNC del mamifero, sus
receptores principales son: el receptor GABAa, que es un canal de iones Cl- de
compuerta de ligando que se abre después de la descarga de GABA a partir de las
neuronas presinapticas, el receptor GABAs, el cual es un receptor acoplado a
proteina G que actua en vias bioquimicas como en la regulaciéon de los canales de

iones y el GABA.. (23)
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El receptor GABA incluye dentro de su estructura molecular, ademas del canal
del cloro, sitios de reconocimiento para barbituricos y Benzodiacepinas (BZPs)
(farmacos prototipos para el tratamiento de la ansiedad), entre otros. (23) Las BZPs
acttan en el Sistema nervioso (SN) facilitando la neurotransmision mediada por el
GABA, en particular, en los receptores GABAa. Las BZPs aumentan la frecuencia
de apertura de los canales i6nicos sensibles al cloro y activados por el GABA; es
decir, potencian la accién del GABA. Los barbituricos también favorecen la
neurotransmisiéon GABAérgica, pero aumentando la duracién de la apertura de los

canales de Cl (Figura 1).(5:23)

Picrotosinga

FIGURA 1. Sitios de accion de las BZP y los barbituricos. Se esquematiza uno de los tipos de
receptor del GABA. La ocupacion de estos sitios puede conducir a aumentar (agonistas) o disminuir
(antagonistas) la actividad del receptor y el canal idbnico asociado. Por ejemplo, los barbituricos y las
BZPs favorecen los efectos del neurotransmisor, es decir, potencian la inhibicion. A la inversa, si se
bloquean estos sitios, se produce una desinhibicion que puede provocar convulsiones. (5

Se ha demostrado experimentalmente que en situaciones de ansiedad se
modifica la actividad de los ligandos a los sitios de unién, como lo hacen las BZPs,

por lo que han surgido tres hipotesis para explicar los mecanismos
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neurobiolégicos involucrados en el comportamiento y reacciones fisiolégicas

como respuesta a un estimulo externo: ®)

1. La ansiedad se produce ante la presencia de agonistas inversos endégenos
en receptores GABAAa, disminuyendo el tono GABAérgico y de esta forma

disminuyendo su funcién inhibidora. ®)

2. Los pacientes con trastorno de ansiedad pueden tener diferencias en la

constitucion del sistema BZPs-GABAa por lo que son mas vulnerables. (8)

3. El efecto de un agonista exégeno como el diacepam(DIAZ) puede
observarse en personas normales a pesar de que no se ha logrado

identificar claranente este efecto. ©@)

El término “receptor GABA:” fue utilizado por primera vez por Jonhston para
describir un nuevo sitio de uniéon de GABA en las membranas neuronales. Aunque
estudios recientes indican una amplia distribucion de receptores GABA: en
muchas partes del SNC. En las neuronas de retina de perca blanca fue el primer

lugar donde se caracterizaron los receptores GABA: (.

El receptor GABA: es un pentamero es decir cinco subunidades p(rho)
constituyen el canal funcional, tiene un dominio extracelular largo que contiene
sitios de unién del ligando y varios sitios de modulacién. En el centro del receptor
GABA hay puertas de un canal i6nico. La union de GABA al receptor induce un
cambio conformacional en la estructura del receptor que conduce a la apertura

del canal 0,
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Los receptores GABA: participan en el procesamiento de la informacion de la
retina, la activacion de estos produce mas luz transitoria en las células
ganglionares, el retraso en la inhibiciébn mediada por receptores GABA: mejora los

campos receptivos de las células ganglionares().

Aunque el término “receptor GABA:” se utiliza con frecuencia, GABA: puede
considerarse como una variante dentro de la familia del receptor GABAa, ya que
los receptores GABAc: estan estrechamente relacionados en secuencia,
estructura y funcion a las receptores GABAa. El Comité de Nomenclatura de la
International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR) recomienda que
el término GABA: ya no puede utilizarse y de estos receptores p debe ser

designada como la subfamilia p de los receptores GABA (GABAAa-p)H)

2.2.2. NEUROTRANSMISION SEROTONINERGICA.

La 5-Hidroxitriptamina (5HT) o serotonina (Figura 2) es una amina aromatica,
pertenece a la familia de las indolaminas y estd compuesta de un anillo indol
hidroxilado en la posicibn 5 y una cadena lateral etilaminica. Es un
neurotransmisor presente en el SNC que esta implicado en la neuroquimica de la
ansiedad con mayor frecuencia en los ultimos anos. Esto se basa en la efectividad

de los farmacos serotoninérgicos en el cerebro, nucleo del raphe medio y dorsal.

(9,28)

=T

HO W

Figura 2. Estructura quimica de la 5-Hidroxitriptamina (5-HT). 4
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La ansiedad esta relacionada a un incremento endégeno del receptor a 5-HT.
Se ha sugerido la existencia de mas de 14 subtipos de receptores 5-HT por
progresos farmacolégicos y en biologia molecular.9 El desequilibrio indolaminico
y su recuperacion sobre los receptores especificos parece hallarse involucrado
en todos los cuadros patolégicos cuyo sustrato es la ansiedad. 30

Actualmente, se sugiere que la potencia ansiolitica puede estar asociada a
receptores presinapticos (el receptor 5-HT1a que se localiza en neocorteza,
septum, hipocampo y amigdala.®) Los subtipos 5-HT2a (se encuentran en
hipocampo, cuerpo estriado, bulbo olfatorio, corteza y cordén espinal) y el
bloqueo del receptor 5-HT21c afade a su efecto ansiolitico acciones
antidepresivas; @ 5-HT2c y 5-HTs al ser activados producen ansiedad tanto en
animales de experimentacion como en el humano. @ Mientras, que el bloqueo
selectivo del receptor 5-HTs ahade a su efecto ansiolitico, acciones antipsicéticas

y antieméticas. 8.0)

2.2.3. NEUROTRANSMISION NORADRENERGICA

La noradrenalina (NA) es una catecolamina, su nombre quimico es (R)-4-(2-
Amino-1-hidroxietil)-1,2benzenediol, regula la transmision de impulsos nerviosos
postganglionares simpaticos, sus principales receptores son: o2, a1 y B1y P2

(Figura 3). (30)

OH
HO NH;

HD

Figura 3. Estructura quimica de la Noradrenalina.
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La NA incrementa la ansiedad, convirtiéndola en “excesiva”. Dicha teoria se

sostiene en base a lo siguiente:

El Locus coreleus (LC) tiene un papel importante en el control de la

ansiedad. (13:47)

Los efectos ansiogénicos de los farmacos que incrementan NA (anfetamina
y cocaina).®” y sus antagonistas o2 —adrenoceptores como la yohimbina

incrementan a la ansiedad y la frecuencia del panico en humanos.(®.13)

Los agonistas o2 al ser administrados en animales sometidos al Plus Maze

producen ansiolisis. 8

La evidencia del incremento de actividad simpaticomimética se relaciona con

los niveles de ansiedad en animales expuestos a paradigmas. (8)

Existen dos conductos mayores de la NA que sugieren una relacién en las

influencias emocionales sobre el tono muscular en la ansiedad:

Via central, que se relaciona con las conductas afectivas, como euforia y

depresion.

Via dorsal a la corteza, asociada con las acciones de alerta de estas

neuronas.

2.2.4. NEUROTRANSMISION ADENOSINERGICA

La adenosina (Figura 4) es un neurotransmisor y neuromodulador en diversas

funciones metabédlicas. La adenosina es un nucleésido que consiste de un azitcar
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(d-ribosa) y una base de purina (adenina). 43) La adenosina tiene distintos
receptores, a saber A1 que inhibe la adenilato ciclasa y A2 que estimulan la
adenilato ciclasa. Los receptores A2za tienen alta afinidad por la adenosina y los Azs

presentan baja afinidad por la misma. 43)

MH.
S
I
H

] Figura 4. Estructura quimica de la Adenosina. 43)

Se ha propuesto que los antagonistas de los receptores de adenosina A2a
reducen la ansiedad, y analogos de la cafeina y teofilina (xantinas) han sido
evaluados farmacolégicamente por su actividad bloqueadora de los receptores de

adenosina. 43)
2.2.5. NEUROTRANMISION DOPAMINERGICA

La dopamina (DA) (Figura 5) es una catecolamina endégena, se han
identificado los receptores de la dopamina D1 y D2. 39 involucrados en los

desordenes de la ansiedad.

HO

Figura 5. Estructura quimica de la dopamina. (30)
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2.3. GLANDULA PINEAL (GP)
La GP o Epifisis cerebri recibe este nombre por su forma de cono truncado

(Figura 6). (23,27

supraquiasmahco
Corteza visual
HNenio dptico
—— Pinaal
LUZ [secrecitn de

Cintilla dptica

Sistema retcular <

Nicleo intemnedio lateral
de ka médula espinal

Figura6. Accion de la iluminacion de la Glandula Pineal. (27) Axelrod y Wurtman encontraron que
la GP de los mamiferos sintetizaban MEL en funcioén de la iluminacion ambiental (conversion de 5-HT
en MEL por la retina) dandole la propiedad de transductor neuroendocrino. (6,16,38,53)

En el ser humano es una evaginacion de la parte posterodorsal del techo del
tercer ventriculo y esta unida por un tallo pineal a las comisuras habenular y
posterior. Es un cuerpo pequeio y alargado, de 100-200 mg de peso, cubierto de
liguido cefalorraquideo y situado bajo la parte posterior del cuerpo calloso (27
(Figura6). Esta constituida por pinealocitos en un 85% y células gliales en un 15%.
Inervada por el SNA, recibe fibras posganglionares del ganglio simpatico cervical
superior, a través de los nervios coronarios, que se encuentran en el cerebelo,
pero también, a través de fibras que acompainan los vasos sanguineos.?”) La GP
humana se calcifica progresivamente con la edad, pero esto no significa que sus

funciones disminuyan.2?) La relacion existente entre el fotoperiodo y la GP

10
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constituye una ventaja evolutiva que permite a los individuos adaptarse en una
forma eficiente a su entorno ambiental, en los animales polares la GP participa en
la termorregulaciéon, en la entrada y salida del estado letargico del suefo y
también en hibernacion. La funcion mas estudiada de la GP es su participacion en
la reproduccion.(@?)

La caracteristica fundamental en las funciones de la GP, es su variabilidad
funcional, es decir, sus acciones dependen de la especie animal, de la época del
ano y de la hora del dia. En el hombre, esta vinculada con procesos de conducta,
consecuencia de algunos cambios en la actividad eléctrica del SNC que son
provocados por hormonas. 31

En la GP se sintetizan y liberan péptidos e indoles de los cuales la MEL es la

principal hormona (Figura 7). (23)

0]

NH2 a
H2CH Triptéfane ) 4T0
| COOH Triptofano
111
;‘“N Triptéfanc-5-hidrolasa
i !

NH2 15
H H2CH e,
| COOH (55—H1dro)x1mptofano |
N 5 Hidritriptofana ‘/

¢ H 5-HTP-Descarbomlasa 05 4

l, H  H-Acetitransferasa (MMAT) Serotoning 15

H HICHINHCOCH3 i su_
| N-Acetilserotonna (MLAS) ‘1 i
~N T

u  Hidrozindol-o-metiltransferasa Naetilhidrozitoptatmina 05

(HIOMT)

a0
CH3O H2ZCHZNHCOCH3 .
| Melatonina 15 | A
. - Acetil-5-hidroxitriptamina
N
H

H H2CH2NH2 u-
| 5-Hidrozitriptamina (5-HT, i
SN Serotonina) ‘/\

o

S-metox-1-acetitriptamina

(Mlelatonina-MEL)
Lm 400 100
haras

Figura 7. Biosintesis de la melatonina y las variaciones de concentraciéon de varios componentes
de la via biosintética a lo largo del dia. (27)

11
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2.4. MELATONINA Y ANALOGOS
2.4.1. MELATONINA

La MEL (Figura 8), fue aislada de la GP de bovinos en 1958 por Lerner y Cols, su
nombre se debe a su semejanza funcional con la melanina, ya que es capaz de
producir la aclaracion de la piel de los renacuajos producto de una acumulaciéon

de melanina alrededor de los melanoforos. (27.16,31,32,38,40)

H
N
p 0

HyCO NJ\CHE

H

Figura 8. Estructura quimica de la MEL N-[2-(5-Metoxi-1H-indol-3-il)etilJacetamida; N-acetil-5-
metoxitriptamina: [ C1sH16N202].(29) Es un compuesto metoxiindolico de naturaleza lipofilica y no
ionizada, es la principal hormona producida por la GP. (6)

Ahora se sabe que los efectos de la MEL dependen de la fase del ciclo
circadiano en que se administre, siendo mayor la respuesta alrededor de la
transicion del ciclo luz-oscuridad. (22) E| efecto ansiolitico de la MEL presenta una
variacion durante el dia y se ha visto que conforme se va acercando la fase de
oscuridad, el efecto ansiolitico incrementa llegando a un maximo en la noche
alrededor delas 12 alas 2 a.m. (22

La MEL(1427.3044) Es un inductor del sueiho en humanos 45 se utiliza para
corregir los ciclos circadianos de sueio y vigilia (69 en pacientes que sufren
cambios de horario por viajes o por actividad laboral (“jet lag”, ciclo vigilia-sueio)
(14,27,3044)  estimula las defensas inmunitarias, antioxidante, ansiolitico,
anticonvulsivo, sedante, reductor de la insulina basal, relajante de musculo liso,

protege de enfermedades cardiovasculares, como tratamiento de insomnio y
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estrés, en cambios del metabolismo y en procesos neurolégicos degenerativos.(©
16, 23,30, 44)

La MEL es una hormona que ejerce accién al activar receptores especificos
situados principalmente en los nulcleos supraquiasmaticos; MT1 y MT2 son
receptores acoplados a proteinas G con 7 dominios transmembrana los cuales
activan proteinas fijadoras y enzimas como el trifosfato de guanosina,
adenilatociclasa y fosfodiesterasas a nivel intracelular mediando el efecto
inhibitorio de la MEL sobre la sintesis de AMPc (K). Administrada por la tarde o al
anochecer logra una adecuada induccién del suefo, disminuye el periodo de
latencia, incrementa la duracién y la calidad del sueio, y facilita un despertar

reconfortante.(®)

La MEL por via oral se absorbe rapidamente, alcanzando su pico maximo entre
los 30 min. y 2 h después de su administracion. Se distribuye ampliamente a
liguidos y tejidos corporales. Posteriormente sufre un metabolismo de primer
paso; se metaboliza a nivel hepatico a 6-hidroximelatonina y N-acetilserotonina,
las cuales son excretadas como conjugados de glucurénido, sulfato, via urinaria
como 6-hidroximelatonina y s6lo minimas cantidades de la hormona se elimina sin
cambios. Su eliminaciéon es de 30 a 50 min. Las concentraciones plasmaticas
maximas, después de la administracion de 2 mg de MEL se elevan hasta 3,000
pg/ml para declinar, 3 a 4 horas después, a los niveles fisiolégicos entre 80 y 100
pg/ml. (6,23, 22,38,44)

No se han reportado interacciones farmacolégicas entre MEL y otros
farmacos pero la administracion de MEL con los alimentos genera
concentraciones plasmaticas mayores a las que se generan cuando se

administra sola. (38,51
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La dosis promedio de MEL utilizada es de 1.5 a 5 mg diariamente, por la tarde o
al anochecer. Sin embargo, se han llegado a usar dosis hasta de 20 a 30 mg
diarios para corregir el suefio. En el insomnio crénico hasta 75 mg/dia. La dosis
ansiolitica de la MEL es de 1-5 mg/Kg.(2238) No se han reportado casos de
sobredosis, su ingesta excesiva puede generar relativa somnolencia y una
hipotermia clinicamente no significativa. (22,38)

La MEL se encuentra en productos naturales como: la hierba de San Juan,
menta, hierba Luisa, tomillo, sabila, maiz, avena, cebollas, platanos y algunas
plantas aromaticas.“4
2.4.2. SINTESIS DE LA MELATONINA

La MEL se sintetiza en los pinealocitos estos captan al aminoacido (aa)
triptofano el cual es modificado por varias enzimas. El primer paso es la
conversion del triptofano a 5-hidroxitriptofano, por medio de la enzima triptofano
hidroxilasa, una posterior descarboxilacion por una enzima que participa en la
biosintesis de las catecolaminas, actiua sobre esta Gltima molécula obteniéndose
de esta forma la 5-hidroxitriptamina (5-HT). 6.9

La 5-HT con la participacion de dos enzimas es convertida a MEL. La primera
de ellas es una acetilacion, la cual es llevada a cabo por la serotonina-N-
acetiltransferasa (NAT), el acetilo es donado por la acetilcoenzima A y se obtiene
la N-acetilserotonina. La segunda se lleva a cabo por la enzima hidroxiindol-O-
metil transferasa (HIOMT), la cual transfiere un grupo metilo de la S-adenosil-
metionina al grupo 5-hidroxi de la N-acetilserotonina.®)

2.4.3. METABOLISMO DE LA MELATONINA

La serotonina (5-hidrixitriptamina) alcanza sus mayores concentraciones en la

glandula pineal. Los mayores picos se originan en la oscuridad y los menores en

las horas luz. Eso es porque el paso limitante de la sintesis de MEL es la enzima
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NAT (N-acetil transferasa), esta enzima tiene menores niveles de actividad por el
dia y mayores por la noche, y es la encargada de pasar la serotonina a N-acetil
serotonina. La HOMT (hidroxil-indol metil transferasa) acaba el ciclo con la sintesis
de melatonina. Una vez que se estimula, el pinealocito segrega melatonina a la
sangre, unida a albimina (65% de las ocasiones) o libre (35%). El t12 de la
serotonina es de 10-15 min. Se metaboliza por la sangre, higado o cerebro, entre
las 23:00 y las 7:00 del dia siguiente de la producciéon. En el higado la 6-OH-
melatonina pasa a sulfato y glucuronato y va a la orina. En el cerebro pasa a
compuestos derivados de la quinoneimina. Las sefales hormonales acompaiian a
las sefales nerviosas que llegan a las terminaciones nerviosas del ganglio cervical
superior),

Sin embargo, la principal desventaja de la MEL es que tiene una vida media muy
corta (30 min.), por lo tanto se han sintetizaron sustancias analogas a MEL que
con estudios posteriores permitiran incrementar el ti2.

2.4.4. ANALOGOS

En la Facultad de Quimica de la UNAM se sintetizaron distintos analogos de MEL
con p-H, p-NO2, P-MeO, p-F, p-Me, Benzal, benzoil y fenil sustituidos en la posicion
1 de la estructura quimica de la MEL. (33)

Respecto a la estructura quimica de los analogos de melatonina, p-
metoxibenzoilo y p-metoxifeno, 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 2mg/Kg. Cuando se
administra el analogo que presenta el grupo sustituyente nitro (-NO2), tal como en
p-nitrobenzoilo y p-nitrofenilo, la actividad disminuye, inclusive en el caso de M2C,
presenta un efecto menor. Probablemente el efecto electrénico de los

sustituyentes, especificamente en la posicion 4 del anillo bencenico, tenga una
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relacion directa con la actividad bioldgica, segun los resultados obtenidos en el
trabajo realizado por Lira y colaboradores,33 en el que se realiza una
investigacion con los analogos 1-N-sustituidos de MEL relacionandolos con la
union al receptor en membrana de cerebro de pollo y se determino que el p-
metoxifenilo presento una mayor afinidad, y p-nitrofenilo la mas baja.3) En este
trabajo experimental utilizaremos tres analogos: M1A, M3A y M2C. 33)
2.5. TRATAMIENTO TERAPEUTICO DE LA ANSIEDAD
2.5.1.BENZODIACEPINAS

Las BZPs son bases organicas. Todas comparten una estructura quimica
compuesta por un anillo bencénico aromatico con seis carbonos, el cual esta
unido a un anillo diazepinico y un anillo 5-arilico. (15 Cada BZPs especifica, se
formara por la sustitucion de diversos radicales, en diferentes posiciones.(39
Ejercen su accion al actuar sobre unos receptores especificos localizados a nivel
del SNC, los cuales forman parte del complejo macromolecular del receptor del
acido gamma-amino butirico (CMRGABA).39 La unién del GABA mas una BZP
produce una serie de cambios alostéricos en la estructura del receptor, que activa
al complejo CMRGABA produciendo una alteracién en la permeabilidad de los
canales de cloro (Cl), produciéndose un incremento del flujo de Cl- y la
hiperpolarizacion de la célula.(%) E| GABA es un neurotransmisor con accion
inhibidora, y sus receptores forman parte de un sistema bidireccional inhibidor
conectado entre diversas areas del SNC. La activacion del CMRGABA por una BZP
potencia la accién inhibidora de la sinapsis mediada por el GABA. Los receptores
de las BZPs se encuentran distribuidos por todo el cerebro la médula espinal y en
otros 6rganos como las glandulas adrenales, rinones, y plaquetas.% En los
roedores como la rata y el ratén, ejercen accién tranquilizante, inhibidora de la

actividad motora y del castigo.(35
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En una post-administracion por via oral, las BZPs se distribuyen en el
organismo, pero debido a su estructura quimica que tiene grupos hidrofobicos,
tienen preferencia por tejidos ricos en lipidos como el cerebro y son
metabolizados principalmente en el higado por oxidacion microsomal y excretados
por el rindn después de ser conjugados como glucoronidos.(52) Los principales
efectos de las BZPs en el hombre son: sedacion, hipnosis, anestesia,
anticonvulsivos, relajante muscular, ansiolitico.(15.35.52) Sin embargo las BZP tienen
muchos efectos adversos como: ataxia, cefalea, fiebre, somnolencia, nauseas,
vomitos y diarrea. Sus principales desventajas es que causan tolerancia,
dependencia psicologica y fisica. (25,3052 Los farmacos representativos de esta
familia y utilizados en el tratamiento de la ansiedad son el Clordiazepoxido (CDP),

(23,39,52) y diacepam (DIAZ) (Figura 9) (52)

2.5.2. DIACEPAM

FIGURA 9. Estructura quimica del DIAZ: 7-Cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-
benzodiazepina-2-ona.[ C16H13CIN20] (29)

El DIAZ es una BZPs que tiene propiedades ansioliticas, psicosedativas,
antiagresivas, sedantes, miorrelajantes, anticonvulsivantes, anestésicas vy
analgésicas. Se sabe que esto es resultado de facilitar la accién del GABA.(28)

El DIAZ se utiliza en animales via inyectable y oral. El preparado inyectable

contiene 5 mg/ml de DIAZ en propilenglicol (PEG) al 40%, alcohol etilico 10%
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(disolvente) y alcohol bencilico al 1.5% (conservador).() La dosis ansiolitica en
ratas es de 2.0-5.0 mg/Kg via intramuscular (i. m) o intraperitoneal (i. p.). (12

En la inyeccién i. p. la absorcion es completa. El DIAZ y sus metabolitos se unen
en un 98% a proteinas plasmaticas. Atraviesan las barreras sangre-encéfalo y
placentaria y se encuentran también en la leche materna. La ti2 de distribuciéon es
de 3 horas. Se metaboliza principalmente como N-desmetil-diazepam, temazepam
y oxazepam; se excretan en la orina, predominando sus formas conjugadas. La
depuracion del DIAZ es de 20-30 ml/min. (12 E| DIAZ esta contraindicado en
hipersensibilidad a las BZPs, en insuficiencia respiratoria severa e insuficiencia
hepatica grave y sindrome de apnea del suefo. (12Las BZPs no deben utilizarse
solas para tratar la depresiéon o ansiedad asociada con depresion, ya que podria
sobrevenir un suicidio en dichos pacientes. Después de la administracion
reiterada durante un periodo prolongado, puede manifestarse una disminucién de
la respuesta a la accion de las BZPs. Este riesgo aumenta en relacion directa con
la dosis y la duracién del tratamiento. En pacientes con antecedentes de
alcoholismo o drogadiccion el riesgo es mayor. (14.29,54)

Cuando el DIAZ es \utilizado asociado con antipsicéticos, hipnético,
ansioliticos/sedantes, antidepresivos, analgésicos narcéticos, antiepilépticos,
anestésicos y sedantes antihistaminicos, puede manifestarse una intensificacion
del efecto depresor central. (14,29,54)

La sobredosis con DIAZ se manifiesta con sintomas que van de somnolencia
hasta coma. Después de una sobredosis debera inducirse el vomito (dentro de la
siguiente hora) si el paciente esta consciente, o bien llevar a cabo un lavado
gastrico con las vias aéreas protegidas si el paciente esta inconsciente. Si no

existe ninguna ventaja en vaciar el estdbmago, deberad administrarse carbén
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activado para reducir la absorcion. EL Flumazenil (FLU) puede ser utilizado como
eficaz antagonista. (14,2954
2.5.3. BUSPIRONA

La BUS es un farmaco que se utiliza como ansiolitico pertenece al grupo de los

serotoninérgicos por el mecanismo de accion que utiliza (Figura 10).(23,25,27,42,50)

SN TN
N—(CH2)4—N\_/N4<N;>
8]

Figura 10. Buspirona 8-[4-[4-(2-Pirimidinil)-1-piperazinil]butil]-8-azaspiro[4.5]decano-7,9-diona.
[C21H31N502]. LDso i.p. en  ratas: 136 mg/Kg. (50)-

Se introdujo en 1986 por Glasser y Traver como ansiolitico (23,25,27,42,50) es la
Unica azapirona comercializada, actia sobre los receptores 5-HTia (21.23)
presinapticos inhibiendo las descargas serotoninérgicas ansidgenicas de los
nucleos mesoencefalicos del rafé medio, a la vez que estimula la actividad

noradrenérgica del LC. (21,23)

Tiene actividad ansiolitica pura, es decir no produce sedacién, (21.27) ni efectos
hipnéticos, relajantes musculares ni anticonvulsionantes, tiene un periodo de
latencia efectivo de unas dos o tres semanas, imposibilita la automedicacién por
no ser percibida la asociacion del efecto con el medicamento, y no tiene potencial

de abuso. (21,27,42)

Es la primera eleccion como ansiolitico sobre todo si en el paciente estan
contraindicadas las BZPs. Se absorbe rapidamente por el tubo digestivo y se
distribuye bien, sufriendo metabolismo de primer paso a nivel hepatico

principalmente por las reacciones de hidroxilacion y N-desalquilacion,
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produciendo metabolitos con actividad farmacolédgica.21.27) Como efectos
secundarios se presenta cefalea, inquietud motora, nauseas y vomitos, erupcion
cutanea, temblor, euforia, agitacibn e insomnio, rara vez taquicardia,

palpitaciones y sequedad de boca. (18,23,27,50)

Se utiliza generalmente en dosis, de 30mg 2 o 3 veces al dia, (19.51) tiene un ti2 de
2 a 4 horas y al parecer no hay problema por acumulaciéon del farmaco en el
organismo. (27 La principal interaccion farmacolégica la presenta con los
inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAO), esta contraindicada en casos de
hepatopatia y neuropatia graves, durante el embarazo y la lactancia. Las dosis

ansiolitica de BUS en ratas es de 1.25, 2.5y 5 mg/Kg. (26)

2.6. INTERACCIONES FARMACODINAMICAS Y FARMACOCINETICAS

Los efectos terapéuticos y toxicos de los farmacos se deben a sus
interacciones con otras moléculas en el paciente. En la mayoria de los casos, los
farmacos actian asociandose con macromoléculas especificas (receptores) de
manera que modifican la actividad bioquimica o biofisiologica de estas.(® Se
denomina interaccion farmacolégica a la modificaciéon del efecto de un farmaco
causado por la administracién conjunta de otros farmacos. (8 Hay dos tipos de

interacciones:

A. Favorables para el paciente
B. Desfavorables para el paciente
Al farmaco que lleva a cabo la interaccion le pueden pasar dos cosas: |I.Que

aumente su concentracion plasmatica y por lo tanto el riesgo de toxicidad, o Il.Que
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disminuya su concentracion plasmatica y por lo tanto sus efectos
farmacolégicos.(®)
Es importante conocer el mecanismo por el cual se producen las

interacciones:

2.6.1. INTERACCIONES FARMACODINAMICAS

Las interacciones farmacodinamicas tienen que ver con el aumento o
disminucion de la accion farmacolégica y, por lo tanto, de la respuesta y efecto
farmacoloégico, tienen su origen en la competicion por receptores de un mismo
tipo o diferentes, dependiendo de la naturaleza de los farmacos implicados. (A.23)

Esta informacion permite establecer diversas interacciones como son el
sinergismo y el antagonismo.
2.6.1.1.SINERGISMO (A.23,30)

El sinergismo se lleva a cabo cuando la presencia conjunta de dos o mas
farmacos en el organismo permite observar un incremento de los efectos. De los
que se distinguen: (A.23,30)

e SUMA O ADICION
e POTENCIACION

El sinergismo de suma o adiciéon ocurre cuando el efecto de la asociacion es
aproximadamente igual a la suma de los efectos individuales de cada uno de los
farmacos. Es decir ocurre cuando el efecto resultante de la presencia de dos
farmacos es la suma de los efectos parciales. (A.23)

El sinergismo de potenciacion ocurre cuando el efecto de la combinacion es

superior a la suma de los efectos individuales de cada uno de los farmacos. (18)
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2.6.1.2. ANTAGONISMO (4.23)

El antagonismo es la interferencia de una sustancia quimica con la acciéon de
otra. El antagonismo puede darse de varias formas: (A.23)

-Antagonismo no competitivo. El farmaco inhibidor o antagonista no actua en el
mismo receptor (R), sino en una zona proxima (R’) intimamente relacionada con él,
aumentando la concentracion de agonista, no se puede corregir el efecto y nunca
se obtiene la respuesta maxima. La presencia del inhibidor disminuye la actividad
intrinseca del agonista. (A.23)

-Antagonismo sin competencia. En este caso el farmaco inhibidor no se une al
receptor sino al complejo sustrato-receptor. (23)

-Antagonismo quimico o inactivaciéon. Es una reaccion entre dos sustancias
quimicas que se neutralizan en sus efectos. Por ejemplo, el dimercaprol muestra
quelacion con varios metales, y asi disminuye su toxicidad. Cuando los dos
farmacos reaccionan entre si originando un compuesto inactivo o menos téxico,
actian por quelacion (plomo-EDTA), adsorciéon (carbén animal o vegetal),
neutralizacion (acidos-bases), oxidacion (permanganato de potasio-alcaloides) o
inactivacion (glucosa-cianuros con formacion de cianhidrinas). (23)

-Antagonismo fisiologico o funcional se produce cuando dos productos
quimicos generan efectos contrarios en la misma funcioén fisiolégica. Por ejemplo,
la dopamina en goteo intravenoso se aplica para conservar el riego de érganos
vitales durante intoxicaciones graves que se caracterizan por hipotensién
profunda. (23)

-Antagonismo por eliminacion es la alteracion en la eliminacion de una
sustancia (que incluiria su absorcion, distribucién, biotransformaciéon o
excrecion), de tal manera que una cantidad del agente llega al 6rgano blanco o

disminuye en él su persistencia. (A.23)
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-Antagonismo a nivel del receptor de la sustancia quimica comprende el
bloqueo del efecto de un agonista con un antagonismo apropiado que compite por
el mismo sitio de accion. Por ejemplo, el antagonista naloxona se utiliza para tratar
la depresion de la funcion respiratoria producida por opioides. (A.23)

2.6.2. INTERACCIONES FARMACOCINETICAS

Las interacciones farmacocinéticas estan relacionadas con un aumento o
disminucion de la concentraciéon del farmaco en el organismo [en el sitio de
accion). El efecto de un medicamento puede alterar la frecuencia o cantidad de la
absorcioén, la distribucion, el metabolismo o la excreciéon de otro. Este tipo de
interaccién se comporta como un cambio en los parametros farmacocinéticos de
un farmaco, usualmente la concentracién sanguinea, pero también la vida media,
tasa de eliminacién, curva tiempo-concentracion, volumen de distribuciéon y a
veces algun otro parametro relacionado. (A.C.23)

2.7.MODELOS DE ANSIEDAD

Actualmente se han desarrollado modelos animales para entender Ila
neurobiologia de la ansiedad en los cuales se pretende reproducir algunos
sintomas que se observan en los seres humanos. ® El mejor modelo para el
estudio de la ansiedad debera contar por lo menos con las caracteristicas

siguientes:(26,46)

s No dar falsos positivos, donde la actividad se presenta en el modelo

pero no en casos clinicos. (24)

K/

% 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. (24
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< Tener una fuerte correlacion entre la eficacia clinica y la actividad

mostrada en el modelo. (24)

Actualmente los modelos para evaluar el perfil ansiolitico del compuesto
(sintetizado en algunos casos) se recurre a estimulos nocivos como choques
eléctricos, situaciones estresantes, privacion de agua, y alimento que no tienen
nada que ver con el caso clinico, por razones éticas y de procedimientos es
necesario el estudio de mecanismos funcionales de los procesos de ansiedad en
modelos de experimentacion animal basados en situaciones homologables en su
naturaleza a las condiciones del ser humano. Los modelos para evaluar el efecto

ansiolitico se clasifican de la siguiente manera: (4.24.46)

2.7.1. PRUEBAS DE CASTIGO

Llamadas también pruebas de conflicto, se basa en presentar un estimulo
adverso que se contrapone a un comportamiento normal del animal, pero la
respuesta entre el estimulo y el comportamiento ha impedido establecer su
sensibilidad ya que la respuesta depende de la intensidad del castigo. 4.24.48) Este
castigo sera mejor tolerado cuando se administren sustancias que pueden
suprimir el miedo al castigo, la principal desventaja es que se presentan falsos

positivos (24 algunos ejemplos:

2.7.1.2. Prueba de los cuatro platos
2.7.1.2. Respuesta Privacion de agua
2.7.1.3. Operante condicionada

2.7.1.4. Comportamiento pasivo
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2.7.2. RESPUESTA CONDICIONANTE CON ESTIMULO ADVERSO

Esta prueba se usa para el cernimento y la evaluaciéon de farmacos ansioliticos,
involucran la asociacion del comportamiento animal con un estimulo adverso
controlado por el mismo, si se deja de emitir la respuesta castigada es posible
evadir el estimulo adverso pero se ha observado que no hay comportamiento
particular cuando se utilizan estas pruebas, (2448) su desventaja tienen poca

validez como modelo de ansiedad clinica, las principales pruebas son: 48

2.7.2.1 Supresion condicionada

2.7.2.2 Respuesta inicial potenciada

2.7.3. COMPORTAMIENTO EXPLORADOR

Son pruebas que evaltan la actividad motriz y la exploracion, utilizadas para
evaluar farmacos psicotréopicos, la mayoria son rapidas y no requieren equipos
caros y complejos. Sin embargo, los cambios conductuales que se observan y
cuantifican no son del todo claros. Es por eso que la interpretaciéon de la acciéon
del farmaco se ve complicada. Se basa en la hipétesis de que los roedores por
naturaleza explorar nuevos lugares por consiguiente les produce ansiedad, la cual
depende de lo novedoso de la situacion. (24.26,46,48) | os farmacos que son capaces
de reducir estos mecanismos aumentan los niveles exploradores y reducen la

ansiedad, 48) entre las pruebas mas utilizadas se encuentran:

2.7.3.1.Prueba de la escalera
2.7.3.2.Laberintos elevados
2.7.3.3.Interaccion social

2.7.3.4.Prueba de luz-oscuridad
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2.7.4. INTERACCION CON FARMACOS ANSIOGENICOS

En esta prueba se utiliza el compuesto pentilentetrazol (PTZ) se basa en la
interaccion de los compuestos ansioliticos con este para revertir los efectos
causados por el mismo. Este método presenta la desventaja de actuar sobre
receptores tipo GABA por lo tanto aquellos compuestos que actiuen mediante otro
mecanismo no seran detectados, por otra parte presenta una correlaciéon con una

r=0.89 entre el efecto ansiolitico y las dosis clinicas del farmaco ansiolitico. (24.48)

Los modelos que toman en cuenta el comportamiento conductual natural y no el
condicionado para evaluar farmacos ansioliticos son mejor aceptados por los

investigadores. (4:48)

2.7.5. MODELO “PLUS-MAZE".

En los dultimos afos se han utilizado modelos que se basan en el
comportamiento explorador de los roedores y estan incluidos en el apartado de
laberintos elevados, a este modelo corresponde el “Plus-Maze”, Imagen 1 (46,48)
Este modelo se basa en estudios hechos por Montgomery en 1958, quien observo
que en los laberintos elevados y abiertos se creaba un conflicto cuando los
roedores se acercaban o alejaban de los bordes pero cuando se utilizaban
laberintos elevados y cerrados el comportamiento explorador era mayor. (26,34,46)
Con estas observaciones, en 1985 Pellow y Col, (26.34.46) desarrollaron y validaron
un nuevo modelo para la evaluacion del perfil ansiolitico en roedores como la rata
y la cual denominaron “Plus-Maze”. (34.46) Se encontré que las ratas prefieren los
brazos o zonas cerradas reflejado por el nhumero de entradas y el tiempo de
permanencia en los mismos que es mayor al de las zonas abiertas, estos ultimos

reflejan una aversién provocada por la ansiedad debida a lo novedoso de la
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situacion. La entrada y salida total de los brazos representa una correlaciéon de la

actividad motriz. (26,34,46)

Imagen 1: Modelo “Plus-Maze”.

Este modelo es barato, sencillo, rapido se basa en cuantificar el
comportamiento espontaneo de los roedores sin tener algun estimulo que pueda
representar un condicionamiento, es capaz de diferenciar entre compuestos con

efecto ansioliticos y ansiogénicos. (26.34,46)

Los resultados que se obtienen cuando se administran compuestos que actuan
sobre el sistema GABA, son reproducibles y consistentes debido a una
variabilidad que es dependiente de la cepa utilizada, del sitio de administraciéon y

las condiciones experimentales utilizadas (variedad multifactorial). (11.24,26,34)

Un factor importante es la iluminacién usada, cuando es muy brillante; se
provoca una aversion por los brazos abiertos, (no siempre se ha observado), pero
cuando la luz es tenue con respecto al lugar en que inicialmente se encuentra el

animal, se hace mas sensible la deteccion del efecto ansiolitico. (26:34)
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El modelo “Plus-Maze” consiste en un laberinto elevado en forma de cruz, consta
de dos zonas o brazos abiertos con dimensiones de 50 x 10 cm. Los cuales estan
encontrados, y dos brazos cerrados también encontrados 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. El modelo se encuentra sostenido
por una plataforma que lo mantiene a 50 cm., elevado del piso. (26,344648) |as

paredes, el piso, y la base son de madera, como se muestra en la (Imagen 1). (36.46)

28



LABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

e La ansiedad es un trastorno que se presenta cada vez con mayor
incidencia en la poblacién.

e Las diferentes sustancias utilizadas para el tratamiento de la
ansiedad que ya existen como las BZPs causan efectos no deseables
como la tolerancia y la dependencia.

e Por lo anterior, en este proyecto se realizé la evaluaciéon de la
interaccion farmacolégica de la MEL, algunos analogos y como
referencia a la BUS al administrarlas con antagonistas en el modelo
“Plus-Maze”.

e Asi como la busqueda del posible mecanismo(s) de accion de la MEL,
el cual no esta totalmente dilucidado.

e Ademas, debido a que se conoce poco acerca de la accién ansiolitica

de algunos analogos de melatonina, éstos también se evaluaran.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto ansiolitico de melatonina algunos analogos(M1A, M2C,
M3A) y buspirona en presencia de luzindol y paraclorofenilalanina

utilizando el modelo Plus-Maze en ratas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el efecto ansiolitico de melatonina, sus analogos y buspirona

en el modelo Plus-Maze.

e Caracterizar el posible mecanismo de acciéon de la melatonina y sus

analogos en presencia de luzindol y paraclorofenilalanina.
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HIPOTESIS

¢

La melatonina produce efectos como ansiolitico en el modelo Plus-
Maze entonces los analogos de esta también produciran un efecto
ansiolitico.

Si en presencia de Luzindol y/o paraclorofenilalanina el efecto
ansiolitico de melatonina y sus analogos se revierte entonces la
sintesis de 5-HT o el receptor MT, participan en el mecanismo de
accion de su actividad como ansiolitico.
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METODOLOGIA

1. MATERIAL
Jeringas de plastico, 1mL (marca 27x16 mm)
Pipetas graduadas de vidrio de: 1, 5y 10 mL (marca PIREX)
Frascos viales de vidrio de 10 mL (sin marca)
Espatula plomo-niquel
2. MATERIAL BIOLOGICO
106 ratas macho Wistar (Harlan, Méx.) de 180-230 g de peso.
3. EQUIPOS
Modelo Plus-Maze de madera
Balanzas granataria (ER-VA)
Balanza analitica (METTLER TOLEDO)
Cajas de acrilico con tapa de acero inoxidable
Aserrin
Arena
Cronémetro
Camara de Video
Video cassette
Tripie
Marcadores indelebles
Franelas
4. REACTIVOS Y FARMACOS
Melatonina (laboratorios Sigma Chemical Co)

Lote: 73110986, M-5250.
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Analogos de Melatonina M1A, M3A, M2C. (Sintetizados en la FQ.

UNAM) 42)| estas claves se asignaron por las personas que los sintetizaron, con

la finalidad de realizar estudios “ciego” y las claves M1A1y 2 por ejemplo las

asignamos de acuerdo a la dosis que utilizamos (M1A1=1mg/kg y M2A2=2 mg/kg).

5. DOSIS

Diazepan solucion inyectable de 10 mg, ampolleta con 2 mL
(Roche) Lote: BJ0087

Buspirona Frasco con 1g (Laboratorio Sigma Chemical Co.)
Lote: 18F0430 B-7148.

4-cloro-L- fenil-alanina (Laboratorio Sigma Chemical Co.)
Lote: 044K1626. C8655-1604.

Luzindo/5mg ( Laboratorio Sigma Chemical Co.) Lote:L-2407.
Alcohol Etilico Absoluto anhidro “Etanol” (J.T. BAKER)
Lote:M25C64.

Propilenglicol (PEG 200) al 25% (J.T. BAKER)

Agua destilada (FQ. UNAM)

NaClal 0.9% en agua inyectable (BAXTER)

Con base en estudios piloto que se realizaron previamente, las dosis a
utilizar para producir un efecto ansiolitico, son las siguientes:

Melatonina (2 mgl/kg).

Analogo M1A (1 mg/Kg) y (2 mg/kg).

Analogo M2C (1 mgl/kg) y (2 mg/kg).

Analogo M3A (1mgl/kg) y (2 mg/kg).

Diazepam (2 mg/kg).

Buspirona (5 mg/Kg).

Luzindo/ (10 mg/kg), (2.5 mg/Kg), (0.625 mg/Kg), y (0.25 mg/Kg).
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4-cloro-L-fenil-alanina (100 mg/kg).
6. SOLUCIONES

Melatonina y Analogos= disolvente: (40% de PEG, 20% de Etanol y 40%
de Agua destilada).

Buspirona= disolvente: (Soluciéon Salina Fisiolégica).
PCPA= disolvente: (25% de Tween 80y 75% de NaCl al 0.9%).
Luzindo/=disolvente: (5% de Etanol y 95% de Agua destilada).

7. PROCEDIMIENTO ESQUEMATIZADO

Esquema No.1. Se muestra el protocolo de experimentacion.

RATAS

5 DIAS EN CONDICIONES DE
LABORATORIO ad-libitum

RATAS TRATADAS

ADMINISTRAR VIA
INTRAPERITONEAL LAS Ao
DIFERENTES SUSTANCIAS A RATASSIN
PROBAR Y/O VEHICULO Y IRATAR

ESPERAR 25 MINUTOS

COLOCAR CADA RATAEN
ARENERO 5 MINUTOS

COLOCAR CADA RATA 5 MINUTOS
EN EL MODELO PLUS-MAZE.

VIDEOGRABAR EL OBTENER Y ANALIZAR LOS
COMPORTAMIENTO CONDUCTUAL RESULTADOS UTILIZANDO
DE LAS RATAS LAPRUEBA ESTADISTICA ANOVA
t de estudent y DUNCAN.
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8. PROCEDIMIENTO DESCRIPTIVO

Este trabajo se realiz6 en dos etapas: En la primera etapa del estudio se
utilizaron 60 ratas Wistar macho (Harlan, México S.A. de C.V.) entre 180-230 g
de peso, distribuidas en 10 grupos de 6 ratas cada uno (n=6), con los siguientes

tratamientos:

GRUPO SUSTANCIA
VEHIC
INT
M1A,
M1A:2
M3A
M2C+
M2C2
MEL
DIAZ
BUS

NI E IS

Se trabajé un grupo de 6 ratas por dia. Primero se peso y marco cada rata, se
administro via i.p. la sustancia a probar. Durante de 25 minutos se colocaron
en un contenedor de aserrin, para que se produjera el efecto farmacolégico
Luego se colocé en un contenedor de arena durante 5 minutos para que la rata
se adaptara al modelo “Plus-maze”. (El modelo se limpié antes y después de
utilizarse con soluciéon de jabén neutro y agua para que no existieran olores que
pudieran causar ansiedad en las ratas).

Se coloc6 a cada rata en el modelo “Plus-Maze” durante 5 minutos, se video
grabé su comportamiento conductual y la presencia de piloerecciéon, micciony
el namero de bolos fecales defecados (las respuestas positivas son indicativos
de ansiedad) posteriormente se analizdé cada video detenidamente, se
recopilaron los datos en tablas y se hizé el analisis estadistico correspondiente

.
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En esta primera etapa se determino si las sustancias utilizadas producen o no
un efecto ansiolitico.

En la segunda etapa del estudio se administraron dos farmacos para
determinar y cuantificar la interacciéon de los mismos, se utilizaron 48 ratas
Wistar macho (Harlan México S.A. de C.V.) entre 180-230 g de peso, distribuidos
en 8 grupos de 6 ratas cada uno (n=6), los grupos fueron tratados como se

muestra a continuacion:

GRUPO PRIMER FARMACO SEGUNDO FARMACO
1 iNT e
2 VEHIC = | = e
3 MEL M1A.
4 MEL LUZ
5 DIAZ M1A
6 DIAZ LUZ
7 MEL PCPA
8 BUS PCPA

El procedimiento fue el mismo que el de la primera parte pero después de
pasar por el modelo “Plus-maze” se administré6 en la misma rata la segunda
sustancia a probar y se repitié el mismo procedimiento.

« Los datos obtenidos fueron analizados mediante la prueba estadistica
ANOVA , “t de Student” para muestras independientes, con una probabilidad de
p<0.05 vy el error estandar de la media (EEM), comparando entre el grupo de
INT, VEHIC y MEL c/u con respecto a los demas.(7.46,49) También se utiliz6 y el

programa UNISTAT V3 (Prueba de rangos multiples) DUNCAN 95%.
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LUZINDOL

La formula quimica : N-acetil-2-bencil-triptamina. [C19H20N20]. (17 Es un
antagonista competitivo del receptor de melatonina MT2 asi como del receptor
GABAA, tiene un peso molecular de 292.37. (217)

PARACLOROFENILALANINA (PCPA).

Diversos compuestos de accion central afectan las concentraciones de
serotonina libre en el cerebro, (29 la biosintesis de serotonina es bloqueada por
la PCPA que inhibe la triptofano hidroxilasa, la enzima que limita la velocidad de
la sintesis. (20) La PCPA es el inhibidor selectivo de estad enzima cuya accién es
irreversible ya que disminuye intensamente y por mucho tiempo las
concentraciones de 5-HT, sin cambios en las cifras de catecolaminas. (20
Promueve la descarga de 5-HT desde las plaquetas y las neuronas. La descarga
rapida de 5-HT va segquida de agotamiento prolongado y selectivo de ésta en el

encéfalo. (20)
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METODOLOGIA
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RESULTADOS

En este estudio el efecto “ansiolitico” se caracterizé evaluando diferentes

parametros.

En el cuadro 2 y las graficas 1, 2 y 3 se muestran los resultados de (x*tEEM) de

los bolos excretados. Asi como el promedio en porcentaje de miccion y

piloereccién obtenidos de la post-administracion, en la primera parte del estudio.

Cuadro 2. Resultados de los parametros ansioliticos evaluados.

BOLOS MICCION PILOERECCION

TRATAMIENTOS % % % %
INT 3%1.06 0 0
VEHIC 1.50.85 16.66 0
M1A 217017 0 0
M1A. 4.5%0.85 25 0
M3A 2.67£0.61 8.33 0
M2C; 1.5£0.43 8.33 0
M2C: 0.66£0.42 16.66 0
MEL 1.17£0.60 0 0

DIAZ 020 0 8.33

BUS 0.33%0.21 0 8.33

VEHIC= vehiculo, M1A,[2mg/mL], M1A,[1mg/mL], M3A [2mg/2mL], M2C,[2mg/mL],

M2C,[2mg/2mL]

MEL=melatonina [2mg/mL], DIAZ=diazepam[2mg/mL], BUS=buspirona [Smg/2mL],

INT=Integras.
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BOLOS FECALES
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MEL

INT VEHIC M1A1 M1A2 M3A M2C1 M2C2 DIAZ BUS

TRATAMIENTOS

VEHIC= vehiculo, M1A,;2mg/mL], M1A,[1mg/mL], M3A[2mg/2mL], M2C,[2mg/mL],
M2C,[2mg/2mL] MEL=melatonina [2mg/mL], DIAZ=diazepam[2mg/mL],
BUS=buspirona[6mg/2mL], INT=Integras,

*p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, * p<0.05 vs MEL. Con “t student”

Grafica 1. El promedio (x+tEEM) de los bolos defecados obtenidos con las diferentes
sustancias administradas.

Cuadro 3. Prueba ANOVA para el efecto de defecacion (bolos).

FUENTE g.l. Sumade Varianza6é | Fcalc. | Fteérica
cuadrados(SC) cuadrados
medios
TRATAMIENTOS 9 66.60 7.4
BLOQUES 5 41.9 8.38 2.81 2.08
ERROR 45 118.4 2.63
TOTAL 59 227 e

Existe diferencia significativa al 5% entre los tratamientos.
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MICCION
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TRATAMIENTOS

* p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, » p<0.05 vs MEL. Con “t student”

Grafica 2. El promedio en porcentaje de miccion para todas las sustancias
administradas. Los grupos de INT, VEHIC, M1A,, DIAZ y BUS no presentaron este efecto.

Con la prueba ANOVA para el efecto de miccion. La Fcalc.=1.88 y la
Fteérica=2.08 No existe diferencia significativa al 5% entre los tratamientos.
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VEH INT M1A1 M1A2 M3A M2C1 M2C2 MEL DIAZ BUS
TRATAMIENTOS

* p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, * p<0.05 vs MEL. Con “t de student”.
Grafica 3. El promedio en porcentaje del efecto de piloereccion observado con las

sustancias administradas, los grupos control no presentaron este efecto. La BUS y el DIAZ
presentaron el mismo efecto.
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Con la Prueba ANOVA para el efecto de piloereccion. La Fcalc.=0.81 y la
Fteérica=2.08 No existe diferencia significativa al 5% entre los tratamientos.

En la segunda etapa del estudio se evaluaron también los parametros
ansioliticos anteriores. Se muestran los resultados obtenidos (Cuadro 4 y Graficas
4,5y 6).

Cuadro 4. Resultados de los parametros ansioliticos evaluados.

BOLOS MICCION PILOERECCION
TRATAMIENTOS X %% %
INT 3%+1.06 0 0
MEL/M1A, 1.83+0.88 8.33 16.66
MEL/LUZ 0.60+0.47 8.33 0
DIAZ/M1A- 1.08+0.82 25 0
DIAZ/ILUZ 0+0 8.33 8.33
MEL/PCPA 0.33%0.27 0 8.33
BUS/PCPA 0.17%£0.16 0 16.66
LUZ=luzindol, PCPA=paraclorofenilalanina, BUS=buspirona
BOLOS FECALES
4 -
3.5 4 _-L
3 - VAN
+
§ 2.5 4 *
s 151 N ~ ~
P 1 - A
g
L B L
0 : : : .
INT VEH MEL VS MEL VS DIAZ VS DIAZ VS MEL VS BUS VS
M1A LUz M1A LUz PCPA  PCPA
TRATAMIENTOS

*p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05vs INT, ” p<0.05 vs MEL. Con “t de student”.

Grafica 4. El promedio (x-*EEM) del nimero de bolos fecales. El grupo administrado con
DIAZ vs. LUZ no presentaron este efecto.

Con la prueba ANOVA para el efecto de defecacioén (bolos). La Fcalc.=3.45y la
Ftedérica=2.29 Existe diferencia significativa al 5% entre los tratamientos.
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MICCION
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INT VEH MEL VS MEL VS DIAZ VS DIAZ VS MEL VS BUS VS
M1A LUZ M1A LUz PCPA PCPA

TRATAMIENTOS

* p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, * p<0.05 vs MEL. Con “t de student”.

Grafica 5. El promedio en porcentaje de miccion. Los grupos administrados con MEL vs.
PCPA, BUS vs. PCPA y VEHIC no presentaron este efecto.

Con la prueba ANOVA para el efecto de miccion. La Fcalc.=1.41 y la
Ftedérica=2.29 No existe diferencia significativa al 5% entre los tratamientos.
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INT VEH MEL VS MEL VS DIAZ VS DIAZ VS MEL VS BUS VS
M1A LUZ M1A LUZ PCPA PCPA

TRATAMIENTOS
* p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, » p<0.05 vs MEL. Con “t de student”

Grafica 6. El promedio en porcentaje del efecto de piloereccion. Los grupos control,
MEL vs. LUZ y DIAZ vs. M1A, no presentaron este efecto.
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Con la prueba ANOVA para el efecto de piloereccion. La Fcalc.=0.95 y la
Fteérica=2.29 No existe diferencia significativa al 5% entre los tratamientos.

En el cuadro 5 (Primera parte experimental) se muestran los resultados en:

promedio y porcentaje (xtEEM) del numero de entradas, asi como del tiempo de

permanencia en (s) en zona abierta y zona cerrada del modelo “Plus-maze”. Cada
grupo de ratas con una (n=6).

Cuadro 5. El promedio y porcentaje del nuimero de entradas y del tiempo de
permanencia en (s) de cada grupo de ratas en cada zona del modelo “Plus-Maze”.

No. DE ENTRADAS TIEMPO DE PERMANENCIA(s)
SUSTANCIAS PROMEDIO % PROMEDIO %
BA BC BA | BC BA BC BA BC
VEHIC 3+1.09 26.2+2.3 10.28 89.71 2.76+0.89 63.9517.7 0.92 21.32
M1A1 10.8%2.41 24.2+2.4 30.94 69.03 20.7£7.13 66.2417.2 6.89 22.08
M1A2 12.7£3.55 31+2.92 29 70.99 21.2+7.51 79.9614.4 7.07 26.65
M3A 15.3%4.62 3415.46 28.52 71.47 23.24+10 84.45%10 7.75 28.15
M201 14.8316.5 24+6.35 37.87 62.12 40.49+13 55.8%14 13.45 18.6
M202 10.2+4.32 35+5.79 22.26 12.92 16.17+8.1 78.3%13 5.39 26.1
MEL 13.83+4.9 36%7.7 27.48 72.52 33.6%13.3 72.8%17.4 11.20 24.28
DIAZ 11.8%4.43 16.2%4.7 42.14 57.86 23.5%10.7 28.7£12 7.82 9.35
BUS 10.3%4.94 22+5.75 31.95 68.05 109159 189.3158 36.23 63.09
INT 9.8%6.75 22.5%4.2 36.94 50.37 15.38%12 56.5319.7 10.66 18.84

VEHIC= vehiculo, M1A,[2mg/mL], M1A,[1mg/mL], M3A [2mg/2mL], M2C,[2mg/mL],
M2C,[2mg/2mL] MEL=melatonina [2mg/mL], DIAZ=diazepam[2mg/mL], BUS=buspirona
[5mg/2mL], INT=Integras BA=brazo abierto, BC=brazo cerrado.

Con los datos del cuadro 5. se elaboraron las graficas 7, 8, 9, y 10 en las
cuales se comparan los resultados y se evallta el efecto ansiolitico de las

diferentes sustancias utilizadas.
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NUMERO DE ENTRADAS
45 - A ~ D
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10 1
5 -
0 T ' . T
VEHIC INT M1A1 M1A2 M3A M2C1 M2C2 MEL DIAZ BUS
TRATAMIENTOS
VEHIC= vehiculo, M1A,;2mg/mL], M1A,[1mg/mL], M3A[2mg/2mL], M2C,[2mg/mL],
M2C,[2mg/2mL] MEL=melatonina [2mg/mL], DIAZ=diazepam[2mg/mL],

BUS=buspirona[5mg/2mL], INT=Integras, BA=brazo abierto, BC=brazo cerrado.
* p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, » p<0.05 vs MEL. Con “t de student”.

Grafica 7. El promedio (xtEEM) del nimero total de entradas, para cada sustancia

administrada. Al comparar las barras de los grupos de INT, VEHIC y MEL vs. las de los
grupos administrados, se observan diferencias significativas para todos los grupos.

Cuadro 6. Prueba ANOVA para el numero de entradas en brazos abiertos.

FUENTE g.l. Sumade Varianza 6 | Fcalc. Ftedrica
cuadrados(SC) | cuadrados
medios
TRATAMIENTOS 9 814.18 90.46
BLOQUES 5 461.33 72.27 0.84 2.08
ERROR 45 4860.22 108.00
TOTAL 59 6135.73 | mmememememmeeeee
No hay diferencias significativas al 5% entre los tratamientos.
Cuadro 7. Prueba ANOVA para el nUmero de entradas en brazos cerrados.
FUENTE g.l. Sumade Varianza 6 | Fcalc. Fteérica
cuadrados(SC) | cuadrados
medios
TRATAMIENTOS 9 2824.94 313.90
BLOQUES 5 -2345.07 -469.01 1.48 2.08
ERROR 45 9550.06 212.22
TOTAL 59 10029.93 S —

No hay diferencia significativa al 5% entre los tratamientos.
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Grafica 8. El
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VEHIC presentan solo diferencias significativas al compararlos con MEL.

TIOZMO-O

250

200

[y
a1
o

=
o
o

ITEE

TIEMPO DE PERMANENCIA

VaN

~n ~n

+
+
* ~n
*
+
*
n n
n
*
+ ’1 :
*
*
T T T T

~ +

DOBA
BBC

* o+

VEHIC

INT

M1A1 M1A2 M3A M2C1 M2C2 MEL

TRATAMIENTOS

DIAZ

BUS

* p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, » p<0.05 vs MEL. Con “t de student”.

Grafica 9. El promedio (x*tEEM) del tiempo total de permanencia para cada sustancia

administrada. Al comparar las barras de los grupos control con los grupos tratados
observamos diferencias significativas para todos los grupos.
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Con la prueba ANOVA para el tiempo de permanencia (s) en brazos abiertos.
La Fcalc.=3.66 y la Fte6rica=2.08 Existe diferencia significativa al 5% entre los
tratamientos.

Con la prueba ANOVA para el tiempo de permanencia (s) en brazos cerrados La
Fcalc.=20.04 y la Ftedérica=2.08 Existe diferencia significativa al 5% entre los
tratamientos.

TIEMPO DE PERMANENCIA
80 -
70 A
60 A
5o - A
'% ~ ~ ~ ~ DBA
ED 1 ~ BBC
30 J
P
20 1
0 4
VEHIC M1A1 M1A2 M3A M2Cl1 M2C2 DIAZ
TRATAMIENTOS

* p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, ” p<0.05 vs MEL. Con “t de student”.

Grafica 10. El porcentaje del tiempo de permanencia total para cada sustancia
administrada. Al comparar las barras de los grupos control con los grupos tratados
observamos diferencias significativas para todos los grupos excepto para la buspirona.

En la segunda etapa del estudio se administraron dos farmacos con el objetivo
de evaluar la interaccion farmacoloégica o efecto de los mismos.
En el cuadro 8 y graficas 11, 12, 13 y 14, se encuentran los resultados promedio

de los parametros medidos. Cada grupo tratado tiene una (n=6).
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Cuadro 8. El promedio (x*EEM) y el porcentaje del nimero de entradas y del tiempo de
permanencia en cada zona de “Plus-Maze”.

No. DE ENTRADAS TIEMPO DE PERMANENCIA(s)
SUSTANCIAS PROMEDIO % PROMEDIO %

BA BC BA BC BA BC BA BC
INT 9.8%6.75 | 22.5%4.24 36.94 50.37 | 15.38%12 | 56.53%9.7 | 10.66 | 18.84
MEL/M1A, | 7.17%5.02 | 29.2¢8.54 19.74 80.32 | 12.45%11 | 120%429 | 4.15 | 40.09
MEL/LUZ 7.0t3.67 | 41.83%85 14.33 85.66 | 57t48.88 | 126.£39.9 | 19.0 | 42.15
DIAZ/IM1A, | 3.50:3.30 | 12.50%3.4 21.87 7812 | 5.54%53 | 28.1x8.82 | 1.85 | 9.36
DIAZ/LUZ | 540425 | 5.80%4.15 48.21 51.79 | 10.229.0 | 9.28%¥8.22 | 3.41 | 3.09
MEL/PCPA | 13.210.5 | 23.17%7.04 36.25 63.78 | 49.3t47 | 213t61.18 | 16.46 | 70.99
BUS/PCPA | 2.501.87 | 9.83%3.29 20.27 79.72 | 1.95¥1.4 | 234%58.62 | 0.65 | 77.87

LUZ=luzindol, PCPA=paraclorofenilalanina, BUS=buspirona
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M1A LUZ M1A LUZ PCPA  PCPA
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>

* p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, * p<0.05 vs MEL. Con “t de student”.

Grafica 11. El promedio (x+tEEM) del numero total de entradas para cada tratamiento.

Cuando comparamos las barras de los grupos control vs. las de los grupos tratados (n=6),
hay diferencias significativas, excepto para DIAZ vs. LUZ y BUS vs. PCPA.

Con la prueba ANOVA para el numero de entradas en brazos abiertos. La
Fcalc.=1.03 y la Ftedrica=2.29 No existe diferencia significativa al 5% entre los
tratamientos.

Con la prueba ANOVA para el numero de entradas en brazos cerrados efecto

de piloereccion. La Fcalc.=3.28 y la Fte6rica=2.29 Existe diferencia significativa al
5% entre los tratamientos.
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Grafica 12. El porcentaje del nimero total de entradas para cada tratamiento. Cuando
comparamos los grupos control vs. los grupos tratados hay diferencias significativas entre
todos los grupos.

TIEMPO DE PERMANENCIA

300 -+

250 A

OBA
BBC

BPIOZEO
&y
o

>

+

TﬂJfIFIJH

MEL VS MEL VS DIAZ VSDIAZ VS MEL VS BUS VS
M1A LUz M1A LUz PCPA PCPA
TRATAMIENTOS

* p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, ” p<0.05 vs MEL. Con “t de student”.

Grafica 13. El promedio (x+tEEM) del tiempo de permanencia total para cada sustancia

administrada. Al comprar los grupos control con los tratados hay diferencias significativas
entre MEL vs. M1A y MEL vs. LUZ.
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Con la prueba ANOVA para el tiempo de permanencia (s) en brazos abiertos.
La Fcalc.=0.79 y la Ftedérica=2.29 No existe diferencia significativa al 5% entre los
tratamientos.

Con la prueba ANOVA para el niumero de entradas en brazos cerrados efecto
de piloereccion. La Fcalc.=-26.0 y la Fte6rica=2.29 Existe diferencia significativa al
5% entre los tratamientos.
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o
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* p<0.05 vs VEHIC, + p<0.05 vs INT, » p<0.05 vs MEL. Con “t de student”.

Grafica 14. El porcentaje del tiempo de permanencia total para cada sustancia
administrada. Al comparar los grupos control vs. los administrados hay diferencias
significativas entre MEL vs. M1A, y MEL vs. LUZ.

NOTA. Los resultados de la prueba de Duncan se encuentran en el ANEXO 1.
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ANALISIS DE RESULTADOS

En la primera etapa en donde se evalua el efecto ansiolitico de las diferentes
sustancias utilizadas, observamos que las ratas a las que se les administré el
vehiculo al igual que las integras permanecieron mas tiempo en los brazos
cerrados ya que al estar sometidas al modelo manifiestan una conducta “ansiosa”
(26,34,46) por lo que corroboramos que el vehiculo no interviene en la disminucién
de esta conducta.

La BUS (6 mg/Kg) al compararse con los grupos control (INT y VEHIC) es la que
produce el mayor efecto ansiolitico por permanecer mas tiempo en los brazos
abiertos.

La MEL (2 mg/Kg) y el DIAZ (2 mg/Kg) también, producen un efecto ansiolitico
por permanecer y entrar mas a los brazos abiertos al compararlos con los grupos
control. Esto concuerda con lo descrito por otros autores utilizando este modelo
en ratas(15,21,26,34,46) y con lo que se ha descrito utilizando modelos como Rota rod
(15,24,34) y escondrijo de esferas(15.2434), Cabe mencionar que el DIAZ produce menor
efecto ansiolitico que la BUS y la MEL. a las dosis utilizadas.

Todos los analogos presentan un efecto ansiolitico al compararlos con los
grupos control. Sin embargo observamos que el analogo M2C+ es el que produce
mejor efecto al registrarse el mayor tiempo de permanencia en los brazos
abiertos, seguido por el anadlogo M3A que es el que presenta el mayor numero de
entradas en los brazos abiertos.

En este estudio el efecto ansiolitico se caracterizé también, considerando los
siguientes parametros: bolos fecales, micciéon y piloereccion que son las
reacciones que presentaron en comun la mayoria de los grupos tratados. Sin

embargo, no se encuentra un patrén definido (ver Cuadros 2 y 3 en resultados).
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En la segunda etapa experimental para evaluar la interaccion farmacolégica
observamos:

En la interaccion de la MEL mas el analogo M1A, comparada con MEL cuando se
administra sola, se presenta un decremento en el tiempo de permanencia y el
numero de entradas en zona abierta, esto es debido a que el analogo M1A+ podria
ser un “antagonista competitivo” de la MEL porque impide la unién de esta a su
receptor pero también no genera una respuesta, (A esto lo comprobamos porque
aumenta el numero de entradas y el tiempo de permanencia en los brazos
cerrados.

En la evaluaciéon de DIAZ en presencia de LUZ al ser comparado con DIAZ
cuando se administra solo, se observé que el LUZ 217 disminuye los efectos de
DIAZ; sin embargo, sabemos que el DIAZ potencia o facilita la accién inhibitoria
del GABA('M y el LUZ es un antagonista del receptor MT2de MEL (1217 Al menos en
este estudio esperabamos que LUZ no interfiriera en el efecto ansiolitico de DIAZ.
Sin embargo esto sucedié. Por lo cual pensariamos que LUZ tiene alguna
interaccion con el sistema GABA/BZPs.

En la interaccion de BUS mas PCPA, comparado con BUS cuando se
administra sola; observamos que PCPA esta alterando los efectos ansioliticos de
BUS, se sabe que la PCPA bloquea la biosintesis de serotonina ya que inhibe a la
triptofano hidroxilasa, (3.20) esta enzima limita entonces la velocidad de la sintesis
agotando las concentraciones de la misma. (3.20)

Al evaluar los resultados obtenidos con las otras interacciones: MEL mas LUZ,
al comparar el comportamiento de las ratas al administrar MEL sola; hay un
decremento importante en el numero de entradas y tiempo de permanencia en
zona abierta asi como un aumento considerable en el niumero de entradas y

tiempo de permanencia en la zona cerrada por lo que podriamos decir que el LUZ
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esta antagonizando a la MEL lo que nos indica que MEL actua por un mecanismo
de accién a través de receptores MT2 de MEL. 38)

Sin embargo, al comparar los resultados obtenidos con la interaccion de MEL
mas PCPA y MEL sola; no hay cambios en el numero de entradas pero si en el
tiempo de permanencia en la zona abierta, lo que sugiere que serotonina no esta
implicada en el efecto ansiolitico de MEL, al menos en esta condicion
experimental.

Por otro lado, en la interaccién DIAZ mas M1A+; observamos que el nimero de
entradas y el tiempo de permanencia en zona abierta disminuye
considerablemente lo que nos indica que el analogo M1A+ esta alterando el efecto
ansiolitico del DIAZ, posiblemente, el analogo M1A: tiene un mecanismo de
accion a través de receptores GABA/BZP.

Por lo tanto, podemos decir que la MEL produce un efecto ansiolitico similar al
del DIAZ , (412,36) se ha sugerido que actia regulando las concentraciones de
GABA o bien sobre receptores de este neurotransmisor al igual que las
BZPs.(15,30,32,39,52) Sin embargo, quiza pueda actuar sobre vias serotoninérgicas ya
que existen estudios que relacionan a la MEL con cambios en los niveles de
serotonina, lo cual puede estar dado por su relacion estructural similar a la
serotonina o por vias reguladas a nivel de hipotalamo, ambos mecanismos se
relacionan con la ansiedad. 47) Lo cual no se observé en nuestras condiciones

experimentales.
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CONCLUSIONES

e Los analogos de MEL: (M1A, M3A y M2C) producen efecto

ansiolitico similar al observado con MEL, DIAZ y BUS.

e El analogo M2C (2mg/kg) produjé el mejor efecto ansiolitico en

comparacion con los analogos M1Ay M3A.

o El efecto ansiolitico de DIAZ o MEL, se revirtié en presencia de

LUZ sugiriendo la participacion del receptor MT,.

e Mientras que el efecto ansiolitico de PCPA se revirtié en

presencia de BUS sugiriendo la inhibicion de la sintesis de

serotonina al inhibirse la enzima triptofano hodroxilasa.
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ANEXO |

RESULTADOS PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES (PRUEBA DE DUNCAN) HECHA CON EL
PROGRAMA UNISTAT V.3.

""""" Multiple Range Tests

1. NUMERO DE ENTRADAS EN BRAZOS ABIERTOS
Dependent variable: C2

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.84 2.99 3.08 3.15 3.21 3.25 3.29 3.32 3.35

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |cases| mean |vehic|DIAZ |M2C2 |BUS |mlal |M1A2 |MEL |
———————— PRy S S Sy S ——
vehic | 6] 3 | | | | | | | I
DIAZ | 6 | 9.83333333333 | | | | | | | 11
M2C2 | 6 | 10.1666666667 | | | | | | | i
BUS | 6 | 10.3333333333 | | | | | | | 11
mlal | 6 | 10.8333333333 | | | | | | | i
M1A2 | 6 | 12.6666666667 | | | | | | | 11
MEL | 6 | 13.8333333333 | | | | | | | 11
M2C1 | 6 | 14.8333333333 | | | | | | | 11
INT | 6] 16.5 | | | | | | | i
M3A | 6 | 23.6666666667 | * | | | | | | 11
———————— PRy e S —

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.84 2.99 3.08 3.15 3.21 3.25 3.29 3.32 3.35

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |cases| mean [M2C1 JINT [M3A |
———————— T TRy Sy &
vehic | 6] 3 | | > 1l
DIAZ | 6 | 9.83333333333 | | | 11
M2C2 | 6 | 10.1666666667 | | | 11
BUS | 6 | 10.3333333333 | | | 11
mlal | 6 | 10.8333333333 | | | 111
M1A2 | 6 | 12.6666666667 | | | 11
MEL | 6 | 13.8333333333 | | | 11
M2C1 | 6 | 14.8333333333 | | | 11
INT | 6] 16.5 | | | i
M3A | 6 | 23.6666666667 | | | 1 1
-------- T T Ll
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""""" Multiple Range Tests

2. NUMERO DE ENTRADAS EN BRAZOS CERRADOS
Dependent variable: C5

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.84 2.99 3.08 3.15 3.21 3.25 3.29 3.32 3.35

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |cases| mean IDIAZ |BUS |JINT |[mlal |M2C1 |Jvehic|M1A2 |
———————— T T T LTy P
DIAZ | 6] 13.5 | | | | | | = 11
BUS I 6] 22 | | | | | | | 1
INT | 6] 22.5 | | | | | | | 11
mlal | 6 ] 24.1666666667 | | | | | | | 11
M2C1 | 6 | 24.3333333333 | [ [ | | | | 11
vehic | 6 | 26.1666666667 | | | | | | | 11
M1A2 | 6] 31 1 =~ 1 | | | | | 1
M3A | 6] 34 1 >~ 1 | | | | | 11
M2C2 |l 6] 35.5 1 =~ 1 | | | | | 1
MEL | 6] 36.5 [ | | | | | | 11
———————— -t 4 —————+

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.84 2.99 3.08 3.15 3.21 3.25 3.29 3.32 3.35

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |cases| mean [M3A [M2C2 |MEL |

-------- L

DIAZ | 6 | 13.5 I =1 = 1 * 11
BUS I 6] 22 | | | i
INT | 6] 22.5 | | | i
mlal | 6 | 24.1666666667 | | | 11
M2C1 | 6 | 24.3333333333 | | | 11
vehic | 6 | 26.1666666667 | | | 11
M1A2 | 6]31 | | | 11
M3A | 6] 34 | | | 11
M2C2 | 6 ] 35.5 | | | | 1
MEL I 6] 36.5 | | | 11

+ + + + +
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""""" Multiple Range Tests

3. TIEMPO PERMANENCIA EN BRAZOS ABIERTOS
Dependent variable: C8

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.84 2.99 3.08 3.15 3.21 3.25 3.29 3.32 3.35

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |cases| mean |vehic|M2C2 |DIAZ |mlal |M1A2 |M3A |JINT |
———————— -t 4+
vehic | 6 | 2.92333333333 | | | | | | | I
M2C2 | 6] 16.17 | | | | | | | 1
DIAZ | 6 ]| 19.5616666667 | | | | | | | 1]
mlal | 6 ] 20.6633333333 | | | | | | [ 1
M1A2 | 6] 21.205 | | | | | | | 1
M3A | 6] 23.245 | | | | | | | I
INT | 6 | 31.9716666667 | | | | | | | 11
MEL | 6] 33.61 | | | | | | | 11
M2C1 | 6] 84.4666666667 | * | * | * | * | * | * | 111
BUS | 6] 108.678333333 | * | * | * | * | *~ | * 1 * 11
———————— -t —————+

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.84 2.99 3.08 3.15 3.21 3.25 3.29 3.32 3.35

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

MEL |M2C1 |BUS |

———————— +—————+———————————————1—————+—————+—————+
vehic | 6 | 2.92333333333 | I~ 1 * 11
M2C2 | 6| 16.17 I I~ 1 * 11
DIAZ | 6 | 19.5616666667 | I~ 1 * 11
mlal | 6 | 20.6633333333 | I >~ 1 * 11
M1A2 | 6] 21.205 I I~ 1 * 11
M3A | 6] 23.245 I I~ 1 * 11
INT | 6 | 31.9716666667 | I I * 111
MEL | 6] 33.61 | | I > 11l
M2C1 | 6 | 84.4666666667 | I I 111
BUS | 6| 108.678333333 | * | I I
-------- SRR PSSP PSR S S o
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R R R R e R e

4. TIEMPO PERMANENCIA EN BRAZOS CERRADOS
Dependent variable: C11

Method:95% Duncan interval.
Table Ranges: 2.84 2.99 3.08 3.15 3.21 3.25 3.29 3.32 3.35
* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous

subsets.
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55.7983333333
56.5766666667

66.24

72.845
78.3033333333
79.96

189266666667
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|
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Method:95% Duncan interval.
Table Ranges: 2.84 2.99 3.08 3.15 3.21 3.25 3.29 3.32 3.35
* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous

subsets.

| cases]

o —— —— — —————

o —— — — — —————
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|
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————— Fom e+
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Multiple Range Tests

5. NUMERO DE ENTRADAS EN BRAZOS ABIERTOS
Dependent variable: C2

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.86 3 3.1 3.17 3.22 3.27 3.3

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |cases| mean |BUS/P|vehic|DIAZ/|DIAZ/ |MEL/L |MEL/M|MEL/P]
———————— et et
BUS/PCPA] 6 | 2.5 | | | | | | | 1
vehic | 6] 3 | | | | | | | 1
DIAZ/M1Al 6 | 3.5 | | | | | | | 1
DIAZ/LUZ] 6 | 4.5 | | | | | | | M
MEL/LUZ | 6] 7 | | | | | | | 1
MEL/M1A1] 6 | 7.16666666667 | [ | | | | | 1
MEL/PCPA] 6 | 13.1666666667 | | | | | | | Il
INT | 6] 16.5 | | | | | | | 1
———————— B e T e T L L S et

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.86 3 3.1 3.17 3.22 3.27 3.3

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |]cases] mean [ INT |
———————— ot et
BUS/PCPA]| 6 | 2.5 | 11
vehic | 6 | 3 | 11
DIAZ/M1A] 6 | 3.5 | 11
DIAZ/LUZ] 6 | 4.5 | 11
MEL/LUZ | 6] 7 | 11
MEL/M1A1] 6 | 7-16666666667 | 11
MEL/PCPA] 6 | 13.1666666667 | 11
INT | 6 | 16.5 | 11
———————— ot e+
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Multiple Range Tests
AEAAXAXAAAXAXAAXAAAAXAAAXAXAAAXAAAXAXAAAKX

6. NUMERO DE ENTRADAS EN BRAZOS CERRADOS
Dependent variable: C5

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.86 3 3.1 3.17 3.22 3.27 3.3

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |cases| mean IDIAZ/|BUS/P|DIAZ/]INT |MEL/P|vehic|MEL/M]
———————— et et
DIAZ/LUZ] 6 | 4.83333333333 | | | P~ 10 1 > 1 * Il
BUS/PCPA] 6 | 9.83333333333 | | | | | | I = 11l
DIAZ/M1A] 6 | 12.5 | | | | | | | (IUN!
INT | 6] 22.5 o~ | | | | I | 111
MEL/PCPA] 6 | 23.1666666667 | * | | | | | | 1 11
vehic | 6 | 26.1666666667 | * | | | | | | I 11
MEL/M1A1] 6 | 29.1666666667 | * | * | | | | | [
MEL/LUZ | 6 ] 41.8333333333 | * | * | * 1 * | * 1 | 1
———————— E TR SRR URR JEER S R F R JSY T J—

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.86 3 3.1 3.17 3.22 3.27 3.3

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |]cases] mean IMEL/ZL]
———————— R S
DIAZ/LUZ] 6 | 4.83333333333 | * |1
BUS/PCPA] 6 | 9-83333333333 | * 111
DIAZ/MIA] 6 | 12.5 I * 1111
INT | 6 | 22.5 I * 111
MEL/PCPA] 6 | 23.1666666667 | * | 11
vehic | 6 | 26.1666666667 | 1 111
MEL/M1A1] 6 | 29.1666666667 | 1 11
MEL/LUZ | 6 | 41.8333333333 | | |
———————— ot e+
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Multiple Range Tests
AEAAXAXAAAXAXAAXAAAAXAAAXAXAAAXAAAXAXAAAKX

7. TIEMPO DE PERMANENCIA EN BRAZOS ABIERTOS
Dependent variable: C8

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.86 3 3.1 3.17 3.22 3.27 3.3

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |cases| mean |BUS/P|vehic|DIAZ/|DIAZ/ |MEL/M]INT |MEL/P]
———————— et et
BUS/PCPA] 6 | 1.95 | | | | | | | I
vehic 6 | 2.92333333333 | | | | | | | Il
DIAZ/M1A] 6 | 5.54166666667 | | | | | | | 1
DIAZ/LUZ] 6 | 8.50666666667 | [ [ | | | | N
MEL/M1A1] 6 | 12.4533333333 | | | | | | | 1
INT | 6| 31.9716666667 | | | | | | | 1]
MEL/PCPA] 6 | 49.3783333333 | | | | | | | 1
MEL/LUZ | 6 | 56.9983333333 | | | | | | | 11
———————— E TR SRR URR JEER S R F R JSY T J—

Method:95% Duncan interval.

Table Ranges: 2.86 3 3.1 3.17 3.22 3.27 3.3

* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous
subsets.

group |]cases] mean IMELZL]
———————— ot}
BUS/PCPA] 6 | 1.95 | 11
vehic | 6 | 2.92333333333 | 11
DIAZ/M1A] 6 | 5.54166666667 | 11
DIAZ/LUZ] 6 | 8.50666666667 | 11
MEL/M1A1] 6 | 12.4533333333 | 11
INT | 6 | 31.9716666667 | 11
MEL/PCPA] 6 | 49.3783333333 | 11
MEL/LUZ | 6 | 56.9983333333 | 11

+. +. +. 4+
T T T T
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8. TIEMPO DE PERMANENCIA EN BRAZOS CERRADOS

Dependent variable: C1l1

Method:95% Duncan interval.
Table Ranges: 2.86 3 3.1 3.17 3.22 3.27 3.3
* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous

subsets.

group

DIAZ/LUZ]
DIAZ/NM1A]
INT |
vehic |
MEL/M1A1]
MEL/LUZ |
BUS/PCPA]
MEL/PCPA]

________ fo

[N N NN N NeoNe))
F ——— — — — — —

| cases]
________ e ———

mean

28.09
56.5766666667
63.95
120.268333333
126.465
195.975
212.973333333

F ——— — — —— —

Method:95% Duncan interval.
Table Ranges: 2.86 3 3.1 3.17 3.22 3.27 3.3
* denotes significantly different pairs. Vertical bars show homogeneous

subsets.
group

DIAZ/LUZ]
DIAZ/M1A]
INT |
vehic |
MEL/M1A1]
MEL/LUZ |
BUS/PCPA]
MEL/PCPA|

________ e

DO OO OO
F —— — — — ———

| cases]|
________ Fe—_

28.09
56.5766666667
63.95
120.268333333
126.465
195.975

212 .973333333

 —— ——————

o ———————

MEL/P]

o ———————

IDIAZ/|DIAZ/| INT
_____ T O,

Multiple Range Tests

FEAIAAAIAXAAITXAAITXAAXTXAAIXAAXAXhAXkAiddhik

|vehic|MEL/M|MEL/L|BUS/P]
----- S

F ——— — — — — —

F o ———————

F o —————— —

*

F o ———————

----- +
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