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1. Resumen

Turnera diffusa Willd. ex Schult. (Turneraceae) es un arbusto con una alta
distribucidn en México, es conocida tradicionalmente como Damiana de California.
En la medicina tradicional, la Damiana se utiliza para atender la impotencia sexual y
para calmar los nervios. Sin embargo, es necesario realizar investigacion cientifica
para verificar si Turnera diffusa Willd. ex Schult. produce efectos ansioliticos, asi
como elucidar el mecanismo de accion para tales acciones farmacolégicos. El
objetivo del estudio fue determinar si un extracto acuoso de Turnera diffusa produce
efectos ansioliticos en ratas macho Wistar en dos modelos de ansiedad, y si los
receptores GABAa estan involucrados en este efecto. Los grupos independientes de
ratas macho adultas fueron asignadas a los siguientes tratamientos: a) extracto
acuoso de Turnera diffusa (0, 5,10, 20, 40 y 80 mg/kg, p.o.), b) al farmaco de
referencia, diazepam (2 mg/kg, i.p.), ¢) el antagonista del receptor GABAA,,
picrotoxina (0.5, 1, 1.5 mg/kg, i.p.), y d) la combinacién de la dosis efectiva del
extracto de Turnera, mas picrotoxina. El efecto de los tratamientos se evalué en las
pruebas de enterramiento defensivo (ED) y laberinto elevado en cruz (LEC). Ademas
se estudio el efecto de los tratamientos sobre la actividad locomotriz en una prueba
de campo abierto. En comparacién con el grupo tratado con vehiculo (grupo control),
el extracto acuoso de Turnera diffusa produjo efectos ansioliticos en las prueba de
ED (5y 10 mg/kg) y LEC (40 mg/kg), sin modificar la actividad ambulatoria. El efecto
ansiolitico del extracto acuoso fue similar al inducido por el farmaco de referencia
diazepam, aunque el extracto fue menos potente. El tratamiento con picrotoxina (1y
1.5 mg/kg) bloqued completamente el efecto ansiolitico del extracto en los modelos
utilizados. Los resultados sugieren que los receptores GABAa participan en el efecto

ansiolitico del extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult.


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=impotencia
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2. Introduccion
21. Turnera diffusa Willd. ex Schult.

211 Descripcion botanica

Turnera diffusa Willd. ex Schult. es un arbusto de la familia Turneraceae. Otros
nombres cientificos con los que también se conoce son: Turnera humifusa Endl.;
Turnera aphrodisiaca Ward; Turnera pringlei Rose

(http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/;

http://www.tropicos.org/Home.aspx; Alvarado-Cardenas, 2006) y Turnera diffusa var.

Aprhodisiaca (Ward) Urb. (http://www.tropicos.org/Home.aspx).

Turnera diffusa Willd. ex Schult. varia entre 30 cm y 2 m de altura (ver figura
1A). El tallo es ramoso y ligeramente rojizo, las hojas son alternas de 1 a 2 cm de
largo, cortamente pecioladas, olorosas, estipuladas, casi ovadas, con la base
angosta y el borde toscamente aserrado o lamentado y con la superficie inferior
cubierta de fino vello mas o menos denso; las estipulas son lineares y cerdosas,
provistas a veces de glandulitas accesorias. Las flores se producen en las axilas de
las hojas con pedunculos muy cortos o nulos; miden de 8 a 12 mm de largo y
constan de un caliz tubular, tomentoso; corola de cinco pétalos de color amarillento,
cinco estambres adheridos a la parte superior del caliz; ovario eliptico o
arredondado, peloso con cinco estilos libres ramificado en su porcion. El fruto es
dehiscente con varias semillas ovado-oblongas, de superficie reticulada, algo
encorvadas (ver figura 1B). En México el arbusto florece de julio a noviembre (Lara y

Marquez, 1996).


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/
http://www.tropicos.org/Home.aspx
http://www.tropicos.org/Home.aspx

Figura 1. Imagen de Turnera diffusa Willd. ex Schult. que muestra en: A) las principales
caracteristicas de la planta en su habitat) y B) las hojas, d) rama con flor, ) flor y bracteas,
f) detalle de la flor abierta, g) gineceo, h) capsula con semilla e i) semilla reticulada con arilo.
A) Tomada de http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/presenta.htm y B) tomada
de Alvarado-Cardenas, 2006).

Turnera diffusa Willd. ex Schult. se supone originaria de Brasil

(http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/), aunque también se reporta

originaria de México (Linares at al., 1999). Habita en climas semiseco y templado,
entre los 1000 y los 2100 msnm. Esta asociada a bosque tropical caducifolio,
matorral xerofilo y bosque de encino. Es un arbusto silvestre, presente en terrenos
de cultivo abandonados o] cultivada en huertos familiares

http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/), es también ampliamente

cultivada para fines comerciales, pues es una de las principales plantas medicinales
consumidas y vendida en el mercado en México (Linares at al., 1999) principalmente
empleada como aromatizante y saborizante en la fabricacién de licores, o bien, es
consumida como simple té (Calderén de Rzedowski, 1999). Ademas esta planta se
exporta en cantidades enormes a todo el mundo, sobre todo a los Estados Unidos

(Ratsch, 2011).


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/presenta.htm
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/

Actualmente en México se conoce a este arbusto popularmente con diversos
nombres: damiana amarilla, damiana americana, damiana de California, garafiona,
hierba de la mora, hierba de la pastora, hierba del venado, itamo real, jicamo real,
mezquitillo, oreja de venado, paralefia, pastorcita, San Nicolas, y como ajkits,
misibkook, xmisibkok en el estado de Yucatan

(http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/).

21.2 Distribucion

Turnera diffusa Willd. ex Schult. se distribuye desde el sur de Estados Unidos
(California y Texas) hasta el norte de Sudamérica (Brasil y Bolivia, incluyendo las
Antillas). En México (ver Figura 2) se encuentra en los estados de Baja California,
Baja California Sur, Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi,

Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (Alvarado-Céardenas, 2006).

Figura 2. Distribucion de Turnera diffusa Willd. ex Schult. en México, de acuerdo con
Alvarado-Cardenas, 2006.


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/

213 Uso medicinal de Turnera diffusa Willd. ex Schult.

Para los antiguos mayas, y en general en todo el México antiguo, la hierba de la
Damiana era una de las plantas curativas mas importantes. Los mayas conocen a
esta hierba como mis kok, que significa “escoba del asma”, nombre que alude a uno
de sus efectos curativos, pues ademas de curar las molestias corporales provocadas
por el asma, favorece la irrigacion del bajo vientre y estimula el deseo sexual. En un
recetario de Yucatan, conocido popularmente como el Libro del judio, se menciona
que la decoccién de esta planta es un remedio imprescindible para la tos, ronquera,
asma, catarro crénico y todas las otras enfermedades de las vias respiratorias.
Ademas se menciona que es buena contra la debilidad cerebral (sic), la impotencia y

la inflamacion de los testiculos (Ratsch, 2011).

Aunque en el siglo XX Alfonso Herrera indica que la damiana parece ser solo
un ténico muy débil, posteriormente Maximino Martinez la refiere como afrodisiaca, y
para uso en multiples alteraciones del sistema reproductivo y como antidiabética.
Por su parte, Luis Cabrera sefiala su uso en alteraciones gastricas mientras que la
Sociedad Farmacéutica de México la reporta como catartica y estimulante

(http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/).

Su uso medicinal en la Republica Mexicana y en algunos paises de Centro y
Sudamérica ha sido amplio y variado. En reportes de la medicina tradicional
mexicana se indica para problemas variados de tipo ginecoldgico y sexual; sin
embargo, el padecimiento en que mas se emplea es la tos, bebiendo el vino vegetal

(Guanajuato); o el té de las ramas con hojas el cual se ingiere caliente varias veces

al dia (Baja California Sur) (http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/).

-8-


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=tos
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/

Otros usos que se le confieren son contra el dolor de estomago, para el
catarro y el pulmon contaminado por tabaquismo, en la debilidad muscular y general.
También se aprovecha en picadura de escorpidn, reumas, diabetes, inflamacién de
la vejiga y en nefritis; asi como para estimular el apetito y reforzar la sangre (sic)

(http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/)., asi como diurética y laxante

(Gama et al., 1985). Otros usos reportados son el consumo de este arbusto como
ténico y para calmar los nervios (Lara y Marquez, 1996; Gama et al., 1985) e incluso

se ha empleado como sucedaneo de mariguana (Schultes et al., 2000).

214 Vinculo del uso de Turnera diffusa Willd. ex Schult. en la
medicina tradicional como calmante de nervios con la

Ansiedad

El término nervios refleja malestar entre los grupos latinos de Estados Unidos vy
Latinoamérica.

Los nervios se refieren tanto a un estado de vulnerabilidad frente a
experiencias de estrés cotidiano como a un sindrome producido por circunstancias
dificiles en la vida. El término nervios incluye una amplia variedad de sintomas de
malestar emocional, alteracién somatica e incapacidad para la actividad. Los
sintomas mas frecuentes son cefaleas y “dolor cerebral’, irritabilidad, alteraciones
gastricas, trastornos del suefio, nerviosismo, llanto facil, dificultad para concentrarse,
temblor, sensacion de escalofrios y prurito, y mareos (inestabilidad con
exacerbaciones ocasionales similares al veértigo). Los nervios tienden a ser un

problema continuo, aunque variable en el grado de incapacidad que provoca.


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20estómago
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=picadura%20de%20escorpión
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=reuma
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=diabetes
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/

Los nervios es un sindrome muy amplio, que va desde casos sin trastorno
mental hasta cuadros que se parecen a diversos trastornos. Algunas condiciones
relacionadas en el DSM-V son desorden depresivo mayor, desorden depresivo
persistente, desorden de ansidad generalizada, desorden de ansiedad social, otros
desordenes disociativos especificos y no especificos, desordenes somatomorfos o

psicoticos (DSM-V).

Debido a los sintomas parecidos de los nervios con los trastornos ansiosos y
a que se relacionan con ansiedad generalizada y ansiedad social, segun el DSM-V,
se sugirié que Turnera diffusa Willd ex. Schult. podria actuar como un ansiolitico,

efecto que es comprobado en el presente trabajo.

215 Estudios sobre Turnera diffusa Willd. ex Schult.

A pesar de estos usos reportados en la medicina tradicional, existen pocos estudios
cientificos realizados de forma sistematica que hayan verificado las propiedades de
Turnera diffusa Willd. ex Schult.; éstos son suficientes para identificar algunos
efectos tanto periféricos como en el sistema nervioso central de conejos y roedores

de laboratorio.

2.1.6 Efectos de Turnera diffusa Willd. ex Schult. en la conducta

sexual y la ansiedad

Se han descrito tres trabajos in vivo para comprobar las propiedades afrodisiacas
que se le han atribuido a este arbusto en la medicina tradicional. Un primer estudio

(Arletti et al., 1999) en roedores demostrd que un extracto etanol-agua (1 ml/kg) de

-10 -



Turnera diffusa Willd. ex Schult. facilitdé la conducta sexual de ratas macho
“sluggish”, es decir, ratas con una copula irregular y lenta, consideradas un modelo
natural de disfuncion sexual. Un estudio posterior de Estrada-Reyes et al., 2009
sefnalé que un extracto acuoso estandarizado de Turnera diffusa Willd. ex Schult.
(ver tabla 1) a la dosis de 80 mg/kg, también revierte otra forma de inhibicién sexual,
la llamada “saciedad sexual’, fendmeno que aparece después de la copula
sostenida y al que subyace la reduccién paulatina de la motivacién sexual
(Fernandez-Guasti y Rodriguez-Manzo, 2003). Otro reporte reciente (Estrada-Reyes
et al., 2013) senala un efecto pro-sexual de un extracto acuoso de Turnera diffusa
Willd. ex Schult. a 10 mg/kg en ratas “sluggish”, que se produce por un incremento
de la via del éxido nitrico, un mecanismo similar al del sildenafil (Estrada-Reyes et

al., 2013).

En el estudio de Estrada-Reyes et al. (2013), se encontré6 que el efecto
prosexual del extracto acuoso va acompafado de un efecto ansiolitico. Este
experimento se realizé en la prueba de enterramiento defensivo, considerado un
paradigma de ansiedad (De Boer, 2003). De acuerdo con el analisis fitoquimico, la
presencia mayoritaria de flavonoides (ver tabla 1) podria ser responsable de tal

actividad ansiolitica.

En el estudio de Kumar y Sharma, (2005), se realiz6 la evaluacion de tres
extractos obtenidos a partir de Turnera afrodisiaca y los disolventes éter, cloroformo
y metanol. La evaluacion en ratones incluyé un amplio rango de dosis (10-125
mg/kg) y la prueba se llevé a cabo en el laberinto elevado en cruz. Los autores
reportaron que solo el extracto metandlico (25 mg/kg) produjo efectos ansioliticos,

posiblemente atribuidos a la presencia de flavonoides y alcaloides. En un estudio
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adicional por Kumar et al. (2008) se comprob6 que el flavonoide apigenina (2 mg/kg)
aislado del extracto metandlico de las partes aéreas de esta planta, indujo un efecto
ansiolitico en diferentes modelos de ansiedad. De forma interesante, este flavonoide

también esta presente en el extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult.

21.7 Estudios fitoquimicos de Turnera diffusa Willd. ex Schulit.

Pocos son los estudios que se han realizado para determinar los compuestos
quimicos de Turnera diffusa Willd. ex Schult., estos se han llevado a cabo a partir de
diferentes tipos de extraccion con diversas partes de la planta (ver cuadro 1). Cabe
destacar que de estos compuestos aislados e identificados en las diferentes formas
de extraccion destaca la presencia de flavonoides como apigenina y luteolina, el
glucdésido fendlico arbutina, glucésidos cianogénicos como tetrafilina B asi como
aceites esenciales como 1,8 cineol, ademas de cafeina, lo que podria explicar su

efecto tonificante.
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Tabla 1. Componentes principales de diferentes extractos de Turnera diffusa Willd. ex Schult.

PARTE DEL EXTRACCION COMPUESTOS REFERENCIAS
ARBUSTO
Hojas No menciona - Alfa y beta-pineno - Cafeina - Resina
- Arbutina - Un aceite esencial - 1-8-cineol para-cimeno
- Taninos - Tetrafilina B - Un principio amargo Biblioteca Digital de la Medicina
Ramas Tradicional Mexicana en:
(http://www.medicinatradicionalm
- Gonzalistosina - n-triacontano - Hexacosanol exicana.unam.mx/)
- Beta-sitosterol - Tricosan-2-ona - Cafeina
Hojas No menciona - Triacontan - 5-hidroxi-7, 3',4’- - gonzalitosin Dominguez e Hinojosa, 1976 en
. Trimetoxiflavon Arletti et al., 1999.
- B-sitosterol - hexacosano
Hojas No menciona - ay B-pineno - Resinas y taninos - Glucésidos cianogénicos Steinegger y Hansel, 1992 en
. . - . . Arletti et al., 1999.
- p-cimeno - 1,8 cineol - Glucosido hidroquinona
Partes Infusién - Apigenina 7-8- - Arbutina - Luteolina 8-C-(2-O- ramnosil)-
aereas glucosido - Diosmetina 8-C-(2- quinovosido Piacente et al, 2002 en
- Apigenina 7-O-(6"-O- O-ramnosil)- Szewczyc etal., 2014
p-E-coumaroil)- glucosido
glucosido
Hojas, tallos Destilacion, Aceites esenciales: - Cariofileno - y- amorfeno
y flores disolventes .
organicos - ay B-pineno -Aloaaromadendreno - Verbenona
- Limoneno - Myrtenal - B-germacreno
- 1,8-Cineol - 0-cadineno - y-cadineno
- a-cubebeno - (+)-Norinona - Myrtenol

- (+)-3-careno

- B-Elemeno

- Oxido cariofileno
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- Copaeno - Aristoleno - (-) espatuleno Alcaraz-Meléndez, 2004
- Pinocarvaona
Hojas Metandlico - Luteolina 8-C-E acido - Tricin 7-O-B-o- - Apigenina 7-O- (6”-O-p-Z- coumaroil
propenoico glucosido B-p-glucopiranosido)
- Siringetin - Acacetin - Luteolina 8-C-a-L-ramnopyranosil
- Laricitin - Acacetin 7-O-metil (1—2)-quinovopiranosido
- Equinacin éter - Quercetin 3-O-{B-o-glucosil-(1—6)-B-o-
- Equinaticin - Velutin glucosido}
- Apigenina 7-0O-8-o- - Pinocembrin - Crisoeriol 7-O-B-glucosido
glucosido - Teuhetenona A - 4-O-B-ov-glucopiranosil-p-acido Zhao etal., 2007
- Metil B- - Cariofileno epoxido coumarico
fructofuranosido - p-arbutina - Apigenina 7-0- (4™-O-  p-Z-
- Maltol 3-O-glucosido - Tetrafilina B coumaroilglucosido)
Partes Acuoso - Arbutina - Apigenina - Luteolin 8-C-16-deoxy-2-O-(a-L-
asreas (hidroguinona-B-o- - Damianina ramnopiranosil)- xylo-hexopiranosido
glucopiranosido), - Acacetina - Apigenina 7-O- (4”-O-p-Z-coumaroyl--

- Cafeina
- Gluconato de sodio

- 4’-dimetoxiflavona

- Gonzalitozina
-5-OH

p-glucopiranosido

Estrada-Reyes et al., 2009
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2.2 Ansiedad

2.21 Definicion de ansiedad

La ansiedad es una estrategia adaptativa del organismo que consiste en un conjunto
de cambios conductuales y vegetativos orientados a enfrentar de manera adecuada
una situacion amenazante o de peligro. La ansiedad también puede definirse como
uno de los procesos cerebrales directamente involucrados en la sobrevivencia de
diferentes especies animales, especialmente de aquellas que por su naturaleza son

victimas de los depredadores (Gomez et al., 2002).

222 Miedo y ansiedad

El miedo y la ansiedad se traslapan, pues tienen la misma funcion, sin embargo
estos estados son diferentes. EI miedo y la ansiedad expresan un rango de
conductas adaptativas o defensivas ante una sefial de dafo, amenaza, o conflictos
motivacionales, conductas que dependen del contexto y del repertorio de las
especies. El miedo se centra sobre un daino o amenaza explicita inmediata, por lo
que estd mas asociado a sobretensiones de excitacion autondmica necesarias para
la lucha o huida, mientras que la ansiedad es una respuesta generalizada que se
desencadena ante una amenaza desconocida o menos explicita y mas generalizada
o por conflictos internos, por lo que estd mas asociada a tension muscular vy
vigilancia con una preparacion para un peligro futuro para desplegar conductas de
evitacién y precaucion. A veces el nivel de miedo o ansiedad es reducido por

conductas de evitacion (DSM-V, 2013).
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2.2.3 Ansiedad como un trastorno

La ansiedad es una reaccion adaptativa normal pero puede llegar a ser patologica e
interferir con la capacidad para enfrentar exitosamente los cambios y/o eventos
estresantes, e incluso alterar la condicion del cuerpo (por ejemplo, mediante la
formacion de ulceras gastricas). Los desérdenes de ansiedad se caracterizan por ser
excesivos o0 persistentes (por ejemplo, perdurable tipicamente por seis meses o
mas). Cada desorden de ansiedad es diagnosticado solamente cuando los sintomas
no son atribuidos a los efectos de una sustancia, a una condicion médica, 0 no son
explicados por otro desorden mental. Ademas los desérdenes de ansiedad difieren
unos de otros en los tipos de objetos o situaciones que inducen miedo, ansiedad, o
conducta de evitacion, y la ideacion cognitiva asociada. Asi, mientras los desordenes
de ansiedad tienden a ser altamente comodrbidos, ellos pueden ser diferenciados por
la sintomatologia (ver tablas 4 y 5). La mayoria de los trastornos son mas
prevalentes en mujeres que en hombres, y a menudo, son comodrbidos con

depresion (DSM-V, 2013, ver tabla 2).

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica, entre los
trastornos psiquiatricos que se presentan en México, los trastornos de ansiedad
fueron los mas comunes (14.3 %, alguna vez en su vida), los cuales tienen un inicio
mas temprano en la vida (Medina-Mora et al., 2003) y se han asociado a un

incremento del riesgo para consumir drogas de abuso (DSM-V, 2013).
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Tabla 2. Prevalencia, comorbilidad y distribucion por género de los trastornos de

ansiedad.
Desorden Prevalencia  Mujeres: Comorbilidad
de vida (%) Hombres
Desorden de panico 2%-4% 2+:1 Depresion, otros desoérdenes de
ansiedad
Ansiedad En conjunto, 90%; 50-60% u otros
generalizada 5%-7% 2:1 desordenes de ansiedad
Doble riesgo para dependencia al
Fobia social 13%-16% 1+:1 alcohol, de tres a seis veces de
riesgo para desérdenes del
humor
Fobia especifica 10% 2:1 Depresion y desoérdenes
somatoformes
Agorafobia 6% 2:1
Desorden obsesivo 2%-3% 1:1  Ansiedad, depresion, tics,
compulsivo hipocondriasis, desoérdenes de
alimentacion.
Desorden de estrés 7%-9% 2:1 Depresion, desorden obsesivo-
post-traumatico compulsivo, panico, fobias.

Tomado de Hollander E., Simeon, 2008.

A continuacidon se describen brevemente los trastornos de interés para la presente

investigacion.

224 Desorden de ansiedad generalizada (DAG) y agorafobia

En la siguiente tabla se resume las principales caracteristicas que diferencian al

DAG y agorafobia de otros trastornos de ansiedad.
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Tabla 3. Principales criterios diagnosticos para el DAG y agorafobia

numero de eventos con una duracion de
por o menos seis meses.

DAG AGORAFOBIA
Ansiedad” y preopupacion_ excesiva El miedo, ansiedad, o evitacion es
(expectacion aprensiva) debido a un

persistente, tipicamente por lo menos por
seis meses 0 mas.

La persona encuentra dificultad para
controlar la preocupacion, lo cual interfiere
con la atencién de sus tareas

El miedo o ansiedad esta fuera de
proporcion para el actual peligro y la
cantidad de miedo experimentado puede
variar con la proximidad a la situacion
temida

La ansiedad vy preocupacion estan
asociadas con fres (0 mas) de los
siguientes seis sintomas: 1) Intranquilidad o
sentimiento de excitado, 2) Fatiga
facilmente,3) Dificultad para concentrarse,
4) Irritabilidad, 5) Tension muscular y 6)
Trastorno del suefio.

Miedo o ansiedad marcada o intensa
desencadenada por la exposicion real o
anticipada debido a dos (o mas) de las

siguientes cinco situaciones: uso de
transporte publico, estar en lugares
abiertos, estar en lugares cerrados,

encontrarse en una multitud, estar solo
fuera de casa.

El trastorno no es debido a los efectos de
una sustancia (por ejemplo, el abuso de
una droga o medicamento) o a oftra
condicion médica general (por ejemplo,
hipertiroidismo).

Las situaciones agorafébicas son
activamente evitadas, requiere de Ila
presencia de un acompafiante o es
soportado con intenso miedo y ansiedad.

sintomas de otros desoérdenes mentales.

El miedo, ansiedad (o evitacion, en caso de agorafobia), no es mejor explicado por los

importantes areas del funcionamiento.

El miedo, ansiedad, preocupacion (o evitacion, en el caso de agorafobia)
clinicamente un significante malestar o deterioro en las areas social, laboral, o en otras

causa

Tomado del DSM-V, 2013.

2.2.5

Etiologia de la ansiedad

La etiologia de estos trastornos es multifactorial, lo que significa que se origina por

cambios en la fisiologia y el ambiente, asi como por la genética. Estudios sobre la

genética de los trastornos de ansiedad sugieren un componente hereditario, el cual

difiere considerablemente entre subtipos de desérdenes de ansiedad. Estudios en

familiares y en gemelos han revelado resultados mixtos. Familiares de primer grado
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de los pacientes ansiosos tienen mayor riesgo (de tres a cinco veces) de desarrollar

un trastorno de ansiedad en comparacion con los controles (Brine, 2008).

Los traumas de inicio temprano, tales como el abuso emocional y sexual, la
negligencia de los padres y una mayor ansiedad en éstos, son los factores
ambientales de riesgo mas significativos para padecer trastornos de ansiedad.
Ademas, también constituyen importantes factores de riesgo los accidentes, la
violencia domeéstica o social, y la exposicion cronica a eventos que amenazan la
vida. Se ha demostrado que cuando los sujetos tienen estrategias de enfrentamiento
insuficientemente desarrolladas, como la baja auto eficacia y una sensacion de

descontrol, aumenta el riesgo para los desordenes de ansiedad (Brune, 2008).

Algunas condiciones fisiolégicas como el estado endocrino, la edad y/o
diferencias de género inducen o exacerban los cuadros ansiosos. La edad adulta
incrementa el riesgo de padecer algunos tipos de ansiedad, de hecho el consumo de
benzodiacepinas es alto en esta poblacion (Flint, 1997). En cuanto a diferencias de
género, las mujeres son mas propensas que los hombres a desarrollar trastornos de
ansiedad, lo que sugiere que los factores ligados al sexo, como los esteroides
gonadales, pueden influir en su etiologia y/o expresion. De este modo, los bajos
niveles de estradiol durante el periodo pre-menstrual y el postparto conducen a un
mayor riesgo de padecer este tipo de trastornos, asi como en la etapa de la
perimenopausia, donde el nivel de esta hormona también es muy bajo. (Walf y Frye,
2005). En los hombres, el cambio hormonal mas importante relacionado al
envejecimiento es la reduccion gradual de testosterona. Este efecto esta relacionado
a desordenes neurobiolégicos como ansiedad, estrés, insomnio y depresion (Zhao et

al., 2008).
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2.2.6 Tratamientos farmacolégicos para los trastornos de

ansiedad

La primera linea de tratamiento para diversos desordenes de ansiedad son los
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) (ver tabla 5); sin
embargo, estos farmacos tienen efectos adversos potencialmente problematicos
(Mohler, 2012). Aunque los antidepresivos triciclicos han sido utilizados con éxito en
algunos desdérdenes de ansiedad, estan asociados con una mayor carga de efectos
adversos que los ISRS y son utilizados generalmente después de una pobre o nula
respuesta al tratamiento de los ISRS (Mohler, 2012). Las benzodiacepinas son la
clase mas antigua de medicamentos utilizados para tratar la ansiedad. A pesar de
que tienen la ventaja de un rapido inicio de accion, tienen efectos secundarios, como
tolerancia y dependencia, los cuales han limitado su uso. Ademas, hay posibles
sindromes de abstinencia que resultan en ansiedad, incluso reacciones tan graves
como el delirium tremens. Estos medicamentos son ideales para los pacientes que
experimentan episodios poco frecuentes de ansiedad o episodios de insomnio
relacionado con la ansiedad (Cassano et al., 2002). Por otro lado, se ha reportado
que la buspirona (agonista del receptor SHT1A) es un farmaco no benzodiacepinico
indicado para el DAG, tiene un inicio de accion mas lento y carece de propiedades
sedantes, por lo que es menos Uutil para el paciente ansioso que necesita un
sedante. La buspirona no altera el estado de alerta y carece de un potencial de
abuso (Cassano et al., 2002). El propanolol tienen accién preferentemente periférica
en la ansiedad, se utiliza sobre todo para prevenir ansiedad anticipatoria cuando se
presupone que pueden aparecer sintomas como temblor, taquicardia, etc., y cuando

se quiere asegurar que no afecte el nivel de alerta (Lobo, 2013). En la siguiente tabla
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se resume los efectos secundarios y los desordenes de ansiedad en los que actuan

los farmacos mencionados anteriormente.

Tabla 5. Principales medicamentos usados en los desdrdenes de ansiedad

Farmacol/ejemplos Efectos secundarios Desoérdenes en el
que actua

Benzodiacepinas

Alprazolam, clonazepam Somnolencia, fatiga, DAG, DP/AG, DEPT
Loazepam sedacion, mareo, depresion.  DAS.

o Antidepresivos

triciclicos
Clomipramina, Aumento de peso, sedacion, DOC, DP/AG,DEPT,
imipramina boca seca. DAG
e ISRS
Paroxetina, sertralina Nauseas, insomnio, falla en DOC, DP/AG, DAS,
la eyaculacion. DEPT, DAG
e Nuevos
Antidepresivos
Venlafaxin Nauseas, boca seca, DAG, DP/AG
insomnio, mareo.
e Otros
Buspirona Mareo, nauseas DAG
Propanolol Sedacion, depresion DAG

Tomado de Cassano et al.,, 2002. DAG, desorden de ansiedad generalizada; DP/AG,
desorden de panico/agorafobia; DEPT, desorden de estrés post-traumatico; DAS, desorden

de ansiedad social; DOC, desorden obsesivo compulsivo
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23 Sistema GABAérgico

2.31 GABA en el SNC

En la expresion y cronicidad de la ansiedad participan varios sistemas de
neurotransmision, como los monoaminérgicos y el sistema del acido gama-

aminobutirico (GABA).

El GABA es el neurotransmisor inhibidor mas importante del Sistema Nervioso
Central, pues 30-40% de las neuronas del cerebro lo utilizan. En mamiferos es
encontrado en altas concentraciones en el cerebro y en la médula espinal pero esta
ausente o presente solamente en cantidades traza en el tejido nervioso periférico o
en tejidos periféricos. El cerebro también contiene grandes cantidades de acido
glutamico, el cual es el principal precursor de GABA. GABA es formado por la a-
descarboxilacion del acido a-glutdmico, una reaccion catalizada por la enzima
glutamato descarboxilasa (GAD) que se encuentra solamente en el SNC de

mamiferos y en el tejido de la retina.

GABA controla los estados de excitabilidad en todas las areas del cerebro,
por lo que su existencia en el tejido nervioso garantiza el equilibrio entre excitaciéon
(actividad principalmente glutamatérgica) e inhibiciobn neuronal (actividad
GABAérgica), un requisito fundamental en la funcién sensitiva, cognitiva y motora. Si
el balance es a favor de GABA, entonces aparece sedacion, amnesia y ataxia. Por
otro lado, la mas leve atenuacion del sistema GABAérgico resulta en excitacion,
ansiedad, intranquilidad, insomnio y reactividad exagerada (Nutt, 2001). Por lo que

es valido pensar que las alteraciones en la funcion GABAérgica son el sustrato
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fisiologico para el desarrollo de diversos trastornos de ansiedad (Cortes-Romero et

al., 2011).

La llegada de un potencial de accion u otros estimulos despolarizantes en la
terminal presinaptica GABAérgica inicia una secuencia de eventos que en ultima
instancia resulta en la fusion vesicular y liberacion de GABA dentro de la hendedura
sinaptica. Después de la liberacion, la accion de GABA es terminada en gran parte
siendo removida (eliminada) de la hendedura sinaptica por la accidén de varios tipos
de transportadores de membrana plasmatica ubicados en las neuronas y en la glia.
Cuando las moléculas de GABA son captadas por un astrocito adyacente se
convierten a glutamato por mediacién de la GABA transaminasa (Cooper et al.,

2003).

2.3.2 Receptores a GABA

Las sinapsis inhibitorias que utilizan GABA como su transmisor utilizan dos tipos de
receptores llamados GABAa, y GABAg (Sigel et al., 2012). Los receptores GABAa
son canales ionicos activados por ligandos (ionotrépicos), mientras que los
receptores GABAg son receptores acoplados a proteinas G (metabotropicos). Los
receptores GABAA son usualmente inhibitorios debido a que sus canales asociados
son permeables a CI; el flujo de estos iones hacia el interior celular inhiben a las
neuronas post-sinapticas (Purves, 2001).

Los receptores metabotropicos (GABAg) estan ampliamente distribuidos en el
cerebro y también se encuentran en los plexos nerviosos auténomos periféricos. Los
receptores GABAg también son inhibitorios, aunque la inhibicion es mediada por un

mecanismo diferente: la activacién de canales K*, la cual induce una corriente
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inhibitoria post-sinaptica; un segundo mecanismo es el bloqueo canales Ca?*, el cual

tiende a hiperpolarizar las células post-sinapticas (Purves, 2001).

2.3.3 Receptor GABAA

El receptor GABAA es miembro de una super familia de canales i6nicos activados
por ligando. Los receptores GABAa (de naturaleza glicoproteica) estan constituidos
por una combinacion de cinco tipos de subunidades que al ensamblarse forman un
poro o canal especifico para CI" o HCO3". Se conocen por lo menos 19 subunidades
distintas para estos receptores: a1-6, 1-3, y1-3, p1-3, 8, €, 1T y 6, siendo la
subunidad B el sitio de reconocimiento para el agonista. Como resultado de esta
gran variabilidad de subunidades, la funcién de los receptores GABAa difiere

ampliamente entre los tipos neuronales (Purves, 2001).

Existe la propuesta de que hay por lo menos 11 sitios estructuralmente
distintos presentes en los receptores GABAa: para agonistas y antagonistas
competitivos, para picrotoxina y pesticidas, para barbituricos sedativos e hipnéticos,
para esteroides neuroactivos, para benzodiacepinas, de reconocimiento para
anestésico inhalados, para furosemida, para iones Zn®*, para otros iones divalentes

y para La*" (Cortes-Romero et al., 2011).
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Figura 3. Figura que muestra a) la estructura (la topologia) de una subunidad del receptor
GABA, y b) la sintesis del neurotransmisor GABA en una terminal presinaptica a partir de
glutamato a través de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD). Cuando GABA se libera
de la terminal presinaptica es captado por los transportadores de captacion (cilindros) de
neuronas y astrocitos y posteriormente es degradado por la enzima GABA transaminasa
(GABAT) a succinato semialdehido (SSA); vigabatrin es un inhibidor irreversible de GABAT.
Los transportadores de captacion son inhibidos por tiagabina. La estructura pentamérica de
los receptores GABA, esta representada a la izquierda. La figura ¢ muestra los diferentes
sitios de union de picrotoxina, GABA y benzodiacepinas al receptor GABA, Figura ay b

tomada de Rogawski y Léscher, 2004. Figura ¢ tomada de Meyer, 2013.

2.34 GABA en ansiedad

A través de estudios farmacoldégicos y genéticos tanto en la clinica como en
animales de laboratorio se ha demostrado que alteraciones del sistema GABAérgico

estan vinculadas a la patofisiologia de los des6rdenes de ansiedad.

Por un lado, el aumento de la transmision GABérgica inducida por farmacos
disminuye la ansiedad (efecto ansiolitico), mientras que una reduccion de la
transmision de GABA por la administracion de un agonista inverso del sitio de
benzodiacepinas causa ansiedad (efecto ansiogénico). Estos efectos, ansiolitico y
ansiogénico, se deben a la modulacién de la actividad de los receptores GABAa

(Rodriguez-Landa, et al., 2013).

Ha sido ampliamente aceptado que pacientes con diversos desordenes de
ansiedad (de panico, de estrés post-traumatico y de ansiedad generalizada) tienen
una reduccion de la unién de benzodiacepinas al receptor GABAA en varias regiones
cerebrales, en comparacién con sujetos sanos (Lydiard, 2003). Se ha demostrado en

pacientes con desorden de panico una reduccidon de la uniéon de flumanezil (una
-25.



benzodiacepina) al receptor GABA-benzodiacepinas (GABA4) a través de todo el
cerebro en comparacion con sujetos control. La mayor disminucién se observo en
areas como la corteza orbitofrontal y la insula (Sandford et al., 2000). También se ha
reportado una reduccion de la union de las benzodiacepinas al receptor en el l6bulo
temporal en el desorden de ansiedad generalizada. También, cabe destacar que
veteranos de combate con desorden de estrés postraumatico tienen un déficit del
receptor GABAA en la corteza prefrontal (Mohler, 2012). Esta evidencia sugiere que
los pacientes con trastornos de ansiedad tienen una reduccion en los niveles o
funcion de los receptores GABAA.

Estudios realizados en ratones apoyan esta idea ya que han demostrado que
una reduccién parcial de la funcion del receptor GABAa durante el desarrollo induce,
en la edad adulta, una mayor vulnerabilidad a las conductas tipo ansiedad. Asi, una
inactivaciéon del gen de la subunidad y; resultdé en un déficit parcial de los receptores
GABAa principalmente en el hipocampo y en la corteza cerebral. Estos animales
asumieron un comportamiento que recuerda al desorden de ansiedad generalizada
en los seres humanos. Notablemente y en paralelo con la respuesta de los humanos
a farmacos, la conducta de ansiedad en estos ratones fue suprimida no soélo con
diazepam sino también con fluoxetina y desipramina administradas crénicamente
(Mohler, 2012), esto ademas revela que existe una relacion entre el sistema

GABAérgico y los sistemas de monoaminas.

2.4 Otros neurotransmisores relacionados con la ansiedad

241 Noradrenalina y Serotonina

La noradrenalina es una catecolamina que incrementa en situaciones de alerta. El

tema central de la teoria noradrenérgica de ansiedad es que un aumento de la
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liberacion noradrenérgica conduce a ansiedad. La evidencia que apoya esta teoria
incluye: a) los efectos ansiogénicos de farmacos que incrementan la disponibilidad
de noradrenalina en varias regiones cerebrales (hipotalamo, la amigdala y el locus
coeruleus) se ha demostrado en diversos estudios en ratas (Sandford et al., 2000;
Steimer, 2002), 2) el locus coeruleus tiene un papel central en el control de la
excitacion y ansiedad, pues a través de la estimulacion directa de esta area se
producen respuestas de miedo en animales, mientras que la destruccion de esta
area bloquea la respuesta 3) evidencia de un incremento de la actividad simpatica se
correlaciona con niveles de ansiedad en paradigmas de exposicidon y 4) los farmacos
que regulan la actividad noradrenérgica a nivel central producen efectos ansioliticos

y/o ansiogénicos (Sandford et al., 2000).

La serotonina también ha sido implicada en la neuroquimica de la ansiedad,
pues ya esta bien establecido que farmacos que inhiben selectivamente la recaptura
de serotonina, como la fluoxetina y el escitalopram, son clinicamente eficaces para
el control de la ansiedad (Brune, 2008). El tratamiento cronico con estos compuestos
permite un mejor funcionamiento de las neuronas serotonérgicas cuyos somas se
encuentran concentrados en los nucleos del rafé. Estos ISRS mejoran la tasa de
disparo de las neuronas serotonérgicas asi como el mecanismo de autorregulacion
de dichas neuronas. Los nucleos del rafe son importantes en la ansiedad, ya que el
rafé dorsal envia fibras a la sustancia gris periacueductal (via que participa en las
respuesta de panico) asi como a la amigdala y a la corteza frontal (via que participa

en la ansiedad anticipatoria y miedo condicionado) (Sandford et al., 2000).
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25 Neurobiologia de la ansiedad

La ansiedad innata o condicionada involucra la participacion de varias regiones
cerebrales capaces de modular la expresidon conductual y las reacciones vegetativas
asociadas al miedo. Esta red es compleja por lo que se explicaran las funciones de
las estructuras mas relevantes como: la amigdala central y basolateral, el nucleo de
la cama de la estria terminal, el hipocampo, el hipotalamo, el septum, la sustancia
gris periacueductal y el locus coeruleus.

La amigdala es wuna estructura formada por varios nucleos, tiene
interconexiones con la corteza, el hipocampo, el nucleo de la cama de la estria
terminal, el locus coeruleus, el hipotalamo y el tallo cerebral. Esto significa que
ejerce control sobre respuestas locomotoras, neuroendocrinas, autondémicas vy
respiratorias. Estudios experimentales implican a la amigdala en la expresion,
condicionamiento y extincién del miedo o ansiedad aguda. La lesién de la parte
anterior y posterior de la amigdala central (AmC) y la parte anterior de la amigdala
basolateral (BLA) de la rata reduce la ansiedad; a su vez, la estimulacion de la AmC
aumenta la formacion de ulceras gastricas evocadas por inmovilizacion (Yadin et al.,
1993). También se ha demostrado, que la aplicacion in situ de benzodiacepinas y del
barbiturico fenobarbital en la amigdala, produce acciones ansioliticas, las cuales son
antagonizadas por el flumazenil, un antagonista del complejo receptor GABA-
benzodiacepina. Las conexiones entre la BLA y la corteza prefrontal permite la
identificacion del estimulo adverso, mientras que las conexiones con el hipocampo
participan en el miedo condicionado y en el reconocimiento de un medio ambiente
peligroso. Las proyecciones de la amigdala a la sustancia gris periacueductual
(SGP), al tronco cerebral y al hipotdlamo median la respuesta fisiolégica (Adhikari,

2014).
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El ndcleo de la cama de la estria terminal se considera actualmente una
extension de la amigdala, esta estructura recibe conexiones de la AmC y a su vez,
envia proyecciones al tallo cerebral y al hipotalamo. Mediante este circuito se
modula tanto la expresion de la ansiedad como las respuestas fisiologicas asociadas
(Adhikari, 2014).

El hipocampo esta implicado en la discriminacion de estimulos adversos tanto
conocidos como nuevos, requiriendo una respuesta automatica condicionada o un
procesamiento mayor, respectivamente. El hipocampo desempefia esta funcion junto
con otras estructuras como el septum, el cingulo posterior, y los nucleos talamicos.
Junto con la amigdala participa en el aprendizaje de estimulos adversos, y la
sincronia en su actividad eléctrica esta correlacionada con las conductas de temor
en los modelos de ansiedad innata (Adhikari, 2014).

El hipotalamo recibe entradas del sistema limbico, la amigdala y el locus
coeruleus, y por ello tiene un papel clave en la coordinacion de la respuesta
neuroendocrina en la ansiedad, es decir la activacion del sistema Hipotalamo—
Hipofisis—Adrenal (HHA)/simpatoadrenal, mediante la liberacion de péptidos vy
hormonas.

El septum tiene un papel central en la génesis de las emociones,
especialmente en la ansiedad. Algunos experimentos han evidenciado que la
estimulacion eléctrica del area septal lateral produce ansidlisis, mientras que la
lesion de esta zona incrementa la ansiedad, incluso, la estimulacién del septum
lateral dorsal mitiga la formacion de ulceras gastricas inducidas por inmovilizacién
(Yadin et al., 1993).

Los nucleos del tallo cerebral son responsables de las correlaciones
fisioloégicas de ansiedad, miedo y panico. La sustancia gris periacueductual (SGP)

recibe aferencias de la corteza paralimbica y del sistema limbico, asi como

-29 -



aferencias de estructuras sensoriales. La estimulacion de la SGP ventrolateral
provoca freezing, hipotension, bradicardia, y analgesia. La estimulacion de la SGP
lateral produce respuestas de “escape-huida” acompafiadas con taquicardia y flujo
sanguineo aumentado (Sandford et al., 2000).

El locus coeruleus es un nucleo noradrenérgico con eferencias a la corteza,
areas limbicas, y talamo. Su estimulacién por métodos electrofisiologicos vy
farmacologicos causa respuestas de ansiedad y panico; estas conductas pueden ser
bloqueadas por lesiones del locus coeruleus, asi como por farmacos anti-

adrenérgicos y ansioliticos (Sandford et al., 2000).

Cortical areas Thalamus
- Insula

- Cingulate
- Prefrontal

Hippocampus
Basolatera
amygdala

Central
amygdala

Basal ganglia
Hypothalamus
Brain stem nuclei

Figura 4. Circuitos cerebrales implicados en miedo y ansiedad. Tomado de The American
Psychiatric Publishing Textbook of Psychopharmacology
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2.6 Modelos animales de ansiedad

Los modelos animales de ansiedad intentan representar algunos aspectos de la
etiologia, sintomatologia, o tratamiento del desorden de ansiedad, para facilitar su
estudio cientifico (Treit et al., 2010). El uso de modelos animales de ansiedad ha
permitido el notable desarrollo de farmacos, pero también el estudio de la conducta
ansiosa normal y sus alteraciones, asi como sus posibles bases neurobiologicas; los
hallazgos obtenidos a partir de estos modelos animales pueden ser considerados al
momento de analizar el trastorno clinico. De esta forma, se considera un buen
modelo animal de ansiedad aquél que ademas de permitir el desarrollo de farmacos,
refleje aspectos comunes (neuroanatémicos, neuroquimicos y conductuales) del
fendmeno en los animales y en los seres humanos (Gomez et al., 2002).

Para que un modelo animal de ansiedad sea valido, es necesario que cumpla

con los siguientes tipos de validez:

Validez de apariencia: se refiere a la aparente similitud entre la conducta
observada en el modelo y los sintomas especificos del desorden de ansiedad
(Koob et al., 1998).

Validez predictiva: Se refiere a la sensibilidad selectiva de los modelos a los
efectos de farmacos ansioliticos bien establecidas, ademas de su capacidad
de discriminar entre compuestos ansioliticos de los que no lo son (Treit et al.,
2010).

Validez de constructo: Considera que las hipotesis que explican el trastorno
en el humano también lo deben hacer en el modelo.

Validez convergente: Es el grado en el cual el modelo se relaciona con otros

modelos de ansiedad (Koob et al., 1998).
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Validez etiolégica: La etiologia debe ser idéntica entre el modelo animal y la

condicion humana (Koob et al., 1998).

2.6.1 Modelos condicionados y modelos no condicionados

En el estudio de la ansiedad, se han desarrollado cerca de 30 modelos animales que
permiten observar y cuantificar conductas de diversa indole. Entre estos, se
encuentran los modelos condicionados y los modelos no condicionados. Los
modelos condicionados, también llamados modelos de conflicto, se basan en
conductas condicionadas, es decir, en procedimientos de castigo que consisten en
aplicar un estimulo adverso (choques eléctricos, privacion de comida y agua, etc.) a
un animal entrenado para emitir una respuesta determinada. Entre este tipo de
modelos se encuentran las pruebas de conflicto de Vogel y Geller-Seifter, donde el
animal es perturbado por dos impulsos antagénicos, uno es la realizacion de una
conducta como comer o beber, y otro la posibilidad de recibir, durante la
consumacion de dicha conducta, un estimulo adverso reconocido como tal mediante
el aprendizaje. Estos modelos facilitan el control de la expresion de la conducta, sin
embargo, los animales son expuestos a estimulos no habituales en su entorno
natural por lo que necesitan un entrenamiento previo. De esta forma, reflejan
mecanismos complejos relacionados al aprendizaje que se asume, deben tener
bases neurales complejas. Los modelos condicionados contrastan con los modelos
no condicionados en los que intervienen conductas derivadas directamente de la
presién evolutiva, las cuales posiblemente tienen bases neurales menos complejas y
mas relacionadas con el sustrato neuronal de la ansiedad (Gémez et al., 2002).

Los modelos no condicionados se han desarrollado a partir de la identificacion

del repertorio conductual natural de los roedores. La expresion de conductas de
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temor (interpretadas como ansiedad) en roedores se relaciona con sus miedos
naturales a lugares novedosos, espacios abiertos o bien iluminados, olores de
depredadores, estimulos nocivos o que generan molestia. Existen pruebas que
modifican la relacidn entre conespecificos, pruebas sociales como la de
vocalizaciones ultrasonicas inducidas por la separacion de individuos con una
relacion filial y las pruebas de conductas defensivas, que son desplegadas ante
estimulos perturbadores (Gomez et al., 2002). Aunque se ha considerado que estos
modelos presentan mas variabilidad en los valores conductuales basales, se les
atribuye un nivel mas alto de validez neurobiolégica (Rodgers et al., 1997) ya que no
requieren entrenamiento y no implican procesos complejos tales como el
aprendizaje-memoria, hambre-sed o mecanismos nociceptivos (Rodgers et al.,
1997). Dadas las caracteristicas de los modelos no condicionados, en este trabajo
se usaron dos: la prueba de laberinto elevado en cruz y la prueba de enterramiento

defensivo.

2.6.2 Prueba de enterramiento defensivo

En 1978 Treit, Pinel y Fibiger introdujeron el paradigma de enterramiento defensivo
como un modelo animal para el estudio de agentes ansioliticos y sus mecanismos
de accién. La conducta de enterramiento defensivo, junto con las conductas de
huida, freezing y lucha, constituye el repertorio conductual de reacciones defensivas
incondicionadas que son desplegadas innatamente por el animal (De Boer et al.,
2003), que son dependientes tanto de la amenaza inminente (Ratner, 1967) como
por la oportunidad de escape (Blanchard et al., 1990; Rodgers, 1997). La conducta
de enterramiento esta basada en la tendencia innata de los roedores a enterrar un

objeto o estimulo nocivo o amenazante (Treit et al., 1981). Consiste en un patrén
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conductual dirigido a ocultar este estimulo mediante el desplazamiento del material
de cama (aserrin, pellets de olote, etc.) con movimientos alternantes de sus patas
delanteras y con movimientos de su cabeza dirigidos hacia el estimulo adverso. Se
ha sefalado que mediante este repertorio conductual los roedores pueden
exitosamente evitar o eliminar el estimulo adverso y posiblemente los peligros de su
habitat que amenazan su vida (De Boer et al., 2003). La conducta defensiva de
enterramiento parece tener su paralelo evolutivo en la conducta de bloqueo de
tuneles, desplegada por los animales excavadores (Lister, 1990).

El grado con el que el roedor presenta la conducta defensiva de enterramiento
depende de dos tipos de variables:

a) de procedimiento, como son el tipo e intensidad del estimulo aversivo, tipo

y disponibilidad de material, tamafio, forma y familiaridad de la caja de prueba

y los niveles de iluminacion.

b) organismicas, como son el tipo de especie, cepa, edad, sexo, estado

fisiolégico y experiencias previas a la prueba (De Boer et al., 2003).

Por otro lado, la conducta de freezing en respuesta a un estimulo adverso es
también una medida de ansiedad en roedores; esta conducta se refiere al tiempo en
que la rata, después de recibir el choque, permanece inmovil y con la mirada fija al
estimulo adverso; se acompafna de piloereccién y taquicardia y se interpreta como
una expresion de panico (Rogel-Salazar et al., 2011).

En términos de validez de apariencia, el desorden de ansiedad modelado a
través de la prueba de enterramiento defensivo puede ser equivalente a la fobia
especifica, cuya principal caracteristica es un marcado y persistente miedo
circunscrito a objetos o a situaciones (Koob et al., 1998). Sin embargo, la prueba de

enterramiento defensivo también se ha reportado ampliamente como equivalente a
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ansiedad generalizada (Treit, 1985), pues responde de forma especifica a los

ansioliticos usados para tratar este desorden (ver tabla 6).

Tabla 6. Tratamientos para el desorden de ansiedad generalizada y fobia especifica,

asi como para la prueba de enterramiento defensivo

Farmaco Ansiedad generalizada Fobia Enterramiento
Especifica Defensivo
Benzodiacepinas | Oxacepam, clorazepan, Clordiacepoxido™ *
alprazolam, lorazepam'?, diazepam™* %
1

diacepam™ B 2

clordiacepoxido® 2

Inhibidores Paroxetina , sertralina®  Paroxetina y | Fluoxetina'
selectivos de la | escitalopram, fluvoxamina™? escitalopram

recaptura de 1

serotonina

Inhibidor de la Venlafaxina ® "
recaptura de Duloxetina
serotonina y

noradrenalina

Agonistas Azapironas (buspirona)® " 12 Buspirona” & °
selectivos de los ipsapirona
receptores 5- y 8-OHDPAT?>®
HT1A
Antidepresivos Imipramina® "' trazodona, Desipramina’
triciclicos Desipramina’’ imipramina®
midazolam®
Antidepresivos Mirtazapina, bupropion

serotonérgicos y
noradrenérgicos
especificos

Tabla 6. Referencias: 1) Treit et al., 1981, 2) Craft et al., 1988, 3) Fernandez-Guasti et al.,
1989, 4) De Boer et al., 1990, 5) Treit et al., 1990, 6) Lépez-Rubalcava., 1996, 7) Fernandez-
Guasti et al., 1999, 8) Nutt et al., 2002, 9) De Boer et al., 2003, 10) Degroot, 2005, 11)
Davidson et al., 2009, 12) Podea y Ratoi, 2011.
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Estudios farmacoldgicos confirman la validez predictiva de la prueba, ya que
ansioliticos como las benzodiacepinas y los agonistas selectivos de los receptores 5-
HT1A, suprimen la conducta de enterramiento de una forma relacionada con la
dosis, mientras que algunos agentes ansiogénicos aumentan el tiempo de
enterramiento (De Boer, et al., 2003). Estudios adicionales corroboraron una
correlacion enddcrina con la respuesta conductual, pues las ratas que recibieron
choques eléctricos mostraron un incremento de la concentracion de corticosterona y
adrenalina en plasma; estas respuestas fueron contrarrestadas con ansioliticos (Treit

et al., 1993).

2.6.3 Prueba de laberinto elevado en cruz

La prueba de laberinto elevado en cruz es una modificacién hecha por Handley y
Mithani en 1984 a un procedimiento de Montgomery. Este ultimo autor utilizé un
laberinto en forma de Y, que consisti6 en una caja con dos salidas en forma de
brazo, uno abierto y otro cerrado y los animales expuestos al laberinto, presentaron
dos conductas, exploracion y ansiedad, generando asi, una conducta de conflicto de
aproximacion-evitaciéon. Los animales claramente preferian el brazo cerrado del
laberinto mientras que el brazo abierto evocaba una mayor ansiedad, y por lo tanto,
una mayor conducta de evitacion (Pellow et al., 1985).

La prueba de laberinto elevado en cruz incluye el estudio de patrones de
actividad exploratoria espontanea en individuos expuestos a ambientes
desconocidos (Gomez et al., 2002). Esta prueba consiste en la libre exploracion de
la rata durante un periodo de diez minutos (o cinco), a un laberinto elevado a una

altura de 50 cm en el que se encuentran dos distintos ambientes interceptados en
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forma de cruz: uno expuesto, que consiste de dos brazos abiertos; y otro no
expuesto, que consiste de dos brazos cerrados que cuentan con paredes.

Los procesos de ansiedad innatos motivan a los animales a preferir el area no
expuesta del laberinto, es decir, los brazos cerrados (Koob et al.,, 1998). La
exposicidn a los brazos abiertos, incrementa conductas relacionadas a ansiedad
(freezing, inmovilidad, defecacion) y la concentracion de corticosterona en plasma
(Pellow et al., 1985).

Esta prueba presenta validez de apariencia, pues en humanos ansiosos
también pueden exhibir miedo a las alturas y a los espacios abiertos, e incluso
pueden exhibir tigmotaxis y evaluacion del riesgo bajo estas condiciones, sugiriendo
algun grado de isomorfismo u homologia (Treit, 2010). La prueba de laberinto
elevado en cruz presenta una importante validez predictiva en respuesta a los
tratamientos, pues ha mostrado una gran sensibilidad a farmacos ansioliticos
establecidos clinicamente, los cuales incrementan de forma selectiva la exploracion
de los brazos abiertos. Similarmente, una disminucién en la exploracion de los

brazos abiertos fue observada con compuestos ansiogénicos (Pellow et al., 1985).

2.7 Modelos animales en la fitofarmacologia

Los modelos de enterramiento defensivo y laberinto elevado son ampliamente
utilizados en el cernimiento farmacolégico de extractos de plantas usadas en la
medicina tradicional de muchos paises. Usualmente el efecto de extractos de
plantas o fitofarmacos se compara con el efecto de farmacos de referencia como las
benzodiacepinas o los ISRS. Estos modelos también se usan en la investigacion de

los mecanismos de accion subyacentes a los efectos ansioliticos inducidos por los
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extractos o fitofarmacos, lo que les confiere mayor validez en la investigacion de la

medicina alternativa (Rejon-Orantes, 2011).
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3. Planteamiento del problema

La damiana de California (Turnera diffusa Willd. ex Schult.) es una planta que tiene
un uso amplio en la medicina tradicional mexicana, sin embargo, son pocos los
estudios que demuestran sus propiedades farmacoldgicas. En un reporte previo se
mostré que un extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult., de composicion
conocida, produjo efectos ansioliticos a través de la reduccién de la conducta
defensiva de enterramiento (Estrada-Reyes et al., 2013); sin embargo, se desconoce
si dichos efectos se establecen sobre otras expresiones de ansiedad en la rata. Por
tal motivo es de gran importancia realizar un estudio descriptivo del efecto ansiolitico
de un extracto acuoso de esta especie, utilizando un rango de dosis mas amplio y
dos modelos animales de ansiedad no condicionada. Ademas, es importante

elucidar un mecanismo de accion para los efectos ansioliticos de esta planta.

4. Hipoétesis

El extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult. producira un efecto ansiolitico

en dos modelos de ansiedad no condicionada, el laberinto elevado y la prueba de

enterramiento defensivo, y en dicho efecto participaran los receptores GABAA.

-39 -



5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar si un extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult. produce

efectos ansioliticos en ratas macho Wistar, en dos modelos animales de ansiedad, y

elucidar su mecanismo de accion.

5.2 Objetivos particulares

Determinar si el extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult. en ratas Wistar

macho tiene propiedades ansioliticas en la prueba de enterramiento defensivo.

Determinar si el extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult. en ratas Wistar

macho tiene propiedades ansioliticas en el laberinto elevado en cruz.

Analizar si el extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult. produce

modificaciones de la actividad motriz de ratas Wistar macho que pudieran interferir

con la determinacion del efecto ansiolitico.

Analizar la participacion de los receptores GABAAa en el efecto ansiolitico del extracto

acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult. en ambos modelos de ansiedad.
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6. Material y métodos

6.1 Sujetos experimentales

Se utilizaron 283 ratas macho adultas (90 PN), de la cepa Wistar, provenientes del
bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiz (INPRFM).
Las ratas fueron alojadas en grupos de cinco en cajas de acrilico transparente (43 x
53 x 20), en cuartos con un ciclo invertido de luz-oscuridad de 12 x 12 horas (la luz
se encendid a las 21:00 hrs) y en condiciones controladas de temperatura y
humedad. Todas las ratas tuvieron acceso libre a agua y comida. El uso de animales
se llevd a cabo bajo los lineamientos de la norma oficial de manejo de animales
(NOM-062-Z00-1999) y de la norma internacional para el uso de sujetos de
experimentacion (NIH publicacién 85-23, 1985). El presente proyecto fue aprobado
tanto por el Comité de Etica en Investigacion como por el Comité de Investigacion

del INPRFM (3370.3).

6.2 Preparacion del extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex

Schult.

Las hojas de Turnera diffusa Willd. ex Schult. fueron colectadas en el estado de
Hidalgo, México y fueron autentificadas por la botanica Abigail Aguilar, un ejemplar
fue depositado en el herbario de Plantas Medicinales del Instituto Mexicano del
Seguro Social (Vaucher No. IMSSM- 11486).

El extracto liofilizado de Turnera diffusa Willd. ex Schult. fue proporcionado por la
Dra. Rosa Estrada Reyes, del laboratorio de Fitofarmacologia del Instituto Nacional
de Psiquiatria. A continuaciéon se describe brevemente el método de extraccion. Las

hojas fueron secadas al aire y finamente molidas. El extracto acuoso fue preparado
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a una proporcion de 10 gramos de material vegetal por 90 ml de agua destilada
hirviendo, calentada por 10 minutos y posteriormente se dejé enfriar a temperatura
ambiente. El extracto fue liofilizado en un liofilizador Telstar a -50 °C y 0.01 mbar.
Cada 10 gramos de planta seca produjo 2 gramos de polvo liofilizado (rendimiento
del 20 %). Las dosis fueron expresadas como peso de polvo liofilizado/volumen.
Previo a las pruebas, el extracto acuoso liofilizado fue disuelto en solucién
salina isotonica (0.9 %) y se le agreg6 una gota de Tween 80 (Sigma Aldrich, San
Luis Mo) como humectante. La solucién fue agitada en un bafio ultrasénico digital

(Elma, Transsonic Digital S) por 30-40 minutos a temperatura ambiente.

6.3 Farmacos

Se utilizé picrotoxina (Sigma Aldrich, San Luis Mo), un antagonista de los receptores
GABAa. El farmaco fue disuelto en agua destilada en un agitador magnético (VWR)
por 20 minutos a temperatura ambiente.

El efecto ansiolitico del extracto de T. diffusa Willd. ex Schult. se comparé con
el de un agonista del receptor GABAa, diazepam (Roche), el cual fue usado como
ansiolitico de referencia. El farmaco fue disuelto en solucion salina al 0.9 % mas 3%

de propilenglicol.

6.4 Diseino experimental

6.4.1 Experimento 1

Para determinar el efecto ansiolitico de Turnera diffusa Willd. ex Schult. se realizd
una curva dosis respuesta en las prueba de laberinto elevado en cruz y

enterramiento defensivo. Los animales fueron asignados a grupos independientes
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por dosis y por modelo animal. Para la evaluacion en la prueba de enterramiento
defensivo el tratamiento se administré a las dosis de 0, 5, 10, 20 y 40 mg/kg,
mientras que para la evaluacion en el laberinto elevado en cruz, ademas de las dosis
sefaladas, se evaluo el efecto de 80 mg/kg. La dosis 0 mg/kg del extracto
corresponde a la administracion del vehiculo en el que fue disuelto (solucion salina).
De acuerdo al estudio de Estrada Reyes et al., 2013, todas las dosis se
administraron a un volumen de 2 ml/kg de rata (via oral) una hora antes de cada
prueba. En ambas pruebas, se incluyd un grupo de referencia tratado con diazepam,
a una dosis de 2 mg/kg (via intraperitoneal) media hora antes de la evaluacion; este
esquema de administracion del diazepam ha mostrado tener efecto ansiolitico en
ratas (Treit et al., 1981; Treit et al., 1993; Contreras et al., 2011; Carro-Juarez et al.,
2012). Inmediatamente después de la prueba de enterramiento las ratas fueron
evaluadas en un campo abierto para determinar cambios en la actividad locomotriz.
(Estrada-Reyes et al., 2013; Olvera-Hernandez y Fernandez-Guasti, 2011). En la

figura 5 se resume el disefio del experimento 1.

6.4.2 Experimento 2

Este experimento se realizé para comprobar que la dosis de picrotoxina que
antagoniza al receptor GABAA no induce efectos sobre la conducta per se (por
ejemplo, convulsiones). Se evaluaron cuatro grupos independientes de ratas que
fueron administradas con una dosis de antagonista (0, 0.5, 1 o 1.5 mg/kg, via
intraperitoneal) 90 min antes de las pruebas y 30 min antes de la administracion oral
de solucion salina, que fue el vehiculo utilizado para disolver el extracto acuoso de
Turnera diffusa Willd. ex Schult. Las dosis, asi como el tiempo de administracién de

picrotoxina previo a las pruebas se eligieron con base a estudios previos (Treit et al.,
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1982, Carro-Juarez et al., 2012). Posteriormente las ratas fueron evaluadas en cada

uno de los modelos de ansiedad. La dosis 0 mg/kg de picrotoxina corresponde a la

administracion del vehiculo en el que se disolvio el antagonista (agua destilada). En

la figura 6 se resume este experimento.
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Figura 5. Diagrama que resume el experimento 1
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Figura 6. Diagrama que resume el experimento 2.
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6.4.3 Experimento 3

En este experimento se analizé la participacion de los receptores GABAA en el
efecto ansiolitico del extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult., en ambos
modelos animales. Las ratas recibieron tratamientos combinados de acuerdo a la
figura 7. La seleccion de dosis del extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex
Schult. (10 y 40 mg/kg) y picrotoxina (1 y 1.5 mg/kg) se baso en los resultados de los
experimentos 1 y 2. Picrotoxina fue administrada 90 min antes de la prueba y 30
minutos antes del tratamiento con el extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex
Schult. de acuerdo con protocolos previos (Carro-Juarez et al., 2012; Rodriguez-
Landa et al.,, 2013). Inmediatamente después de la prueba de enterramiento, las
ratas fueron evaluadas en el campo abierto para determinar posibles efectos

locomotores.

- Vehiculo

- 7d 10 mg/kg

-Px 1 mg/kg Enterramiento Campo
- Px 1.5 mg/kg defensivo abierto
-Px 1+ 7010 mg/kg

-Px 1.5+ 7410 ma/kg

- Vehiculo

- 7d 40 mg/kg Laberinto

- Px 1 mgikg elevado

-Px 1+ 74 40 mg/kg

Figura 7. Diagrama que resume el experimento 3.
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6.5 Pruebas conductuales

6.5.1 Prueba de laberinto elevado en cruz

El aparato (ver figura 8) esta formado por dos brazos abiertos opuestos y dos brazos

cerrados opuestos, estos ultimos con paredes y techo de acrilico, de tal modo que el

dispositivo tiene forma de cruz. Las dimensiones de los brazos abiertos son de 10 x

50 (ancho x largo) y la de los brazos cerrados 10 x 48 x 40 (ancho x largo x alto). El

laberinto fue elevado a 50 cm del suelo sobre una base de madera y colocado en un

cuarto con iluminacion roja de baja intensidad (40 watts). Para evaluar el efecto de

los tratamientos, las ratas fueron colocadas en el centro del laberinto y se permitio la

exploracion por 10 min de acuerdo al protocolo descrito en Fernandez-Guasti et al

1999; las variables medidas fueron:

a)

f)

Tiempo que las ratas permanecen en los brazos abiertos del laberinto durante
los 10 minutos de prueba. El aumento en el tiempo de permanencia en estos
brazos indica una disminucion de la ansiedad (Pellow et al., 1985).

Tiempo que las ratas permanecen en los brazos cerrados del laberinto
durante los 10 minutos de prueba.

Tiempo acumulado en que las ratas permanecen en el centro del laberinto
durante los 10 minutos de prueba.

Numero total de entradas que las ratas realizaron a los brazos abiertos del
laberinto durante la prueba.

Numero total de entradas que las ratas realizaron a los brazos cerrados del
laberinto durante la prueba.

Numero total de entradas tanto a los brazos abiertos como a los cerrados del

laberinto durante la prueba.
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Se considera que la rata entr6 a alguno de estos brazos cuando sus cuatro patas
han ingresado completamente. Después de cada sesion el aparato fue
cuidadosamente limpiado con una solucion jabonosa para remover el olor y residuos
de la rata previamente evaluada que de lo contrario podria modificar la conducta
espontanea de la rata subsecuente. El analisis conductual se realizé mediante
observacion directa durante la prueba con ayuda de cronometros. Posteriormente
las ratas fueron reincorporadas a sus cajas de acrilico y trasladadas al bioterio.

Los datos se expresaron en el promedio del porcentaje de tiempo que las ratas
permanecieron en un area del laberinto (brazos abiertos, cerrados y centro) y la
media del numero de entradas a los brazos. Los datos del tiempo de permanencia
se normalizaron tomando como 100 % la duracién de la prueba, mientras que para

el numero de entradas/cruces se analizaron los valores absolutos.

Figura 8. En la figura se muestra dos brazos abiertos opuestos (A1 y A2) que son
interceptados por dos brazos cerrados (B1 y B2) con paredes y techo, teniendo en conjunto,
la forma de una cruz. Estos brazos estan elevados a 50 cm del suelo.

- 47 -



6.5.2 Prueba de enterramiento defensivo

De acuerdo a protocolos previos (Treit el al., 1982, De Boer y Koolhaas, 2003), las
ratas fueron habituadas cada uno de los 3 dias anteriores al dia de prueba. La
habituacién consistio en colocar a las ratas individualmente durante treinta minutos
en una caja de acrilico de 27.3 x 37 x 15.5 cm (ancho x largo x alto) cubierta
uniformemente en el suelo con una cama de aserrin de 2 cm de alto. En el dia de
prueba cada rata se colocd en una caja acrilico con las mismas dimensiones y
cantidad de aserrin que la utilizada en la habituacién, solo que a diferencia de esta,
en el centro de una de las paredes se insert6 un electrodo de 0.5 x 7 cm (2 cm arriba
de la cama de aserrin) que fue conectado a una fuente de choques eléctricos
(LaFayette Instruments, Inc.) (Ver figura 9). Cada vez que la rata tocaba el electrodo
recibia un choque eléctrico de bajo amperaje (0.3 mA), cuyo objetivo fue provocar
molestia sin inducir dafo tisular. El tiempo de cada prueba fue de 10 minutos, las
cuales se realizaron en un cuarto de luz roja. Las conductas medidas fueron:

a) Tiempo de enterramiento: Tiempo que la rata permanece enterrando el
electrodo, empujando el aserrin hacia y alrededor del electrodo con
movimientos rapidos del hocico y de las patas delanteras. La conducta de
enterramiento es considerada como una forma de evitacion activa al electrodo
y un indice de ansiedad (De Boer et al., 2003).

b) Latencia de enterramiento: Tiempo que transcurre desde que la rata recibe el
primer choque hasta inicio de la conducta de enterramiento. Esta medida se
refiere al tiempo que tarda la rata en reaccionar después de recibir el estimulo
eléctrico (Rodriguez-Manzo et al., 1999).

c) Numero de choques: Numero total de choques que recibid la rata al contacto

con el electrodo. Esta medida sirve para identificar cambios en los efectos de
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los tratamientos sobre la sensibilidad al estimulo eléctrico y también ha sido

utilizada para detectar efectos tipo amnesia (Paez-Martinez et al., 2003).

Las pruebas fueron video grabadas para su posterior analisis. Los datos
fueron normalizados respecto al grupo control de cada experimento; donde la

conducta desplegada por los animales de este grupo correspondié al 100 %.

Figura 9. Figura que muestra a la rata enterrando el electrodo después de recibir los
choques. El electrodo se encuentra insertado en una de las paredes de la caja 2 cm arriba

de la cama de aserrin.

6.5.3 Prueba de actividad motriz

Inmediatamente después de la prueba de enterramiento los animales fueron
colocados en una caja de acrilico de 33 x 44 x 20 cm marcada en la base con
cuadros de 10x10 cm para medir la actividad locomotora durante cinco minutos. Esta
actividad se registr6 mediante el numero de cuadros cruzados por la rata (media
terror estandar de la media). Se considera que la rata paso de un cuadro a otro
cuando lo hizo con sus patas traseras (Carro-Juarez et al., 2012). Al igual que en el

aparato de la prueba de laberinto elevado, después de cada prueba la caja de

-49-



acrilico fue limpiada con una solucion jabonosa. Al finalizar las pruebas las ratas
fueron reincorporadas a sus cajas de acrilico y trasladadas al bioterio.

Las medidas fueron tomadas mediante observacion directa con ayuda de un
cronometro y un contador manual. Los datos fueron normalizados tomando como

100 % la actividad locomotriz del grupo control de cada experimento.

6.6 Analisis estadistico

Los resultados de la curva dosis-respuesta de Turnera diffusa Willd. ex Schult. y del
antagonista fueron analizados usando la prueba de Kruskall-Wallis seguida de la
prueba post-hoc de Dunn. Los resultados del experimento de antagonismo se
analizaron con una ANOVA de dos vias que consideré los factores Turnera diffusa
Willd. ex Schult. y picrotoxina, la prueba post-hoc fue Student-Newman-Keuls. Se

uso la prueba U de Mann-Whitney para comparar grupos cuando fue necesario.
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7. Resultados
741 Prueba de enterramiento defensivo

711 Experimento 1

En el parametro tiempo de enterramiento (figura 10A) la prueba Kruskall Wallis
indico diferencias significativas entre los grupos (H=32.91, df=5, P<0.001),
posteriormente, con la prueba de Dunn se determiné que el tratamiento con el
extracto a las dosis de 5 y 10 mg/kg, y el tratamiento con el diazepam, produjeron
una reduccion estadisticamente significativa de la conducta (P<0.05 en todos los
casos) en comparacion al grupo vehiculo. No hubo diferencias entre el efecto
alcanzado con el extracto y el producido por el diazepam a 2 mg/kg (p>0.05). A su
vez, a partir de la dosis de 20 mg/kg, el extracto no redujo el tiempo de
enterramiento (20 mg/kg o 40 mg/kg vs control, p>0.05). Por otro lado, ni el
diazepam ni las dosis del extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult.
produjeron cambios significativos en la latencia de enterramiento (H=7.48, df=5,
P=0.18, figura 10B); el numero de choques (H=6.231, df=5, P=0.284, figura 10C) o

en la actividad locomotriz (H=5.06, df=5, P=0.408, figura 10D).
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Figura 10. Curva dosis-respuesta de T. diffusa Willd. ex Schult. en la pruebas de
enterramiento defensivo y campo abierto. Los resultados del tiempo (a) y la latencia de
enterramiento (b) se expresan como porcentaje considerando al control vehiculo como el
100 %. Los resultados del numero de choques (c) y actividad locomotriz (d) se expresan
como valores absolutos. Resultados de la prueba de Dunn: * p<0.05, versus el grupo

vehiculo.

7.1.2 Experimento 2

El tratamiento con el antagonista inespecifico de los receptores GABAA, picrotoxina
(0.5, 1 y 1.5 mg/kg), no modific6 de forma estadisticamente significativa los
parametros de tiempo de enterramiento (H= 2.83, df=3, P=0.41), latencia de

enterramiento (H= 1.41, df= 3, P= 0.70) y numero de choques, (H= 2.7, df= 3, P=
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0.44). Este tratamiento tampoco produjo cambios en la ambulacion evaluada en la
prueba de campo abierto (H= 5.35, df= 3, P= 0.14). Por lo tanto, para el estudio de

antagonismo se usaron las dosis de 1 y 1.5 mg/kg de picrotoxina.

713 Experimento 3

El ANOVA de dos vias no mostré efectos significativos en las variables analizadas
en la prueba de enterramiento defensivo: tiempo de enterramiento (factor Turnera
F=1.85, df 1,45, p=0.18; factor picrotoxina F=1.47, df 2,45, p= 0.24; interaccién
F=2.2, df 2,45, p=0.12), latencia de enterramiento (factor Turnera F =2.04, df 1,45,
p=0.16; factor picrotoxina F=0.32, df 2,45, p= 0.72; interaccion F=0.6, df 2,45, p=
0.54) y numero de choques (factor Turnera F=1.74, df 1,45, p=0.19; factor
picrotoxina F=1.33, df 2,45, p=0.27; interaccion F=0.75, df 2,45, p=0.47). Los
resultados de actividad locomotora en campo abierto tampoco mostraron diferencias
significativas con este analisis (factor Turnera F=0.02, df 1,45, p=0.87; picrotoxina
F=0.53, df 2,45, p= 0.59; interaccién F=1.25, df 2,45, p= 0.29).

Con base en estos resultados se decidié utilizar la prueba U de Mann-Whitney para
realizar comparaciones pareadas entre los grupos T. diffusa Willd. ex Schult. +
vehiculo, T. diffusa Willd. ex Schult. + picrotoxina 1 mg/kg y T. diffusa Willd. ex

Schult. + picrotoxina 1.5 mg/kg.

Se encontrdé que unicamente la dosis de 1.5 mg/kg de picrotoxina, impidio el
efecto ansiolitico de T. diffusa Willd. ex Schult. 10 mg/kg. La combinacién del
antagonista 1.5 mg/kg con T. diffusa Willd. ex Schult. 10 mg/kg aumento
significativamente el tiempo de enterramiento comparado al grupo al que solo se le

administro T. diffusa Willd. ex Schult. (picrotoxina 1 mg/kg, p= 0.64, picrotoxina 1.5
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mg/kg p=0.02, figura 11A). Con este analisis no se encontro efectos por antagonista
en la latencia de enterramiento (picrotoxina 1 mg/kg, p= 0.418, picrotoxina 1.5 mg/kg
p=0.416, figura 11B), el numero de choques (picrotoxina 1 mg/kg, p= 0.97,
picrotoxina 1.5 mg/kg p=0.69, figura 11C) y la actividad locomotriz (picrotoxina 1

mg/kg, p= 0.17, picrotoxina 1.5 mg/kg p=0.51, figura 11D).
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Figura 11. Efecto de la combinaciéon de T. diffusa Willd. ex Schult. y picrotoxina en las
pruebas de enterramiento defensivo y campo abierto. Los resultados del tiempo (a) y la
latencia de enterramiento (b) se expresan como porcentaje considerando al control vehiculo
como el 100 %. Los resultados del numero de choques (c) y actividad locomotriz (d) se
expresan como valores absolutos. Resultados de la prueba U de Mann Whitney: &p< 0.05

versus el grupo T. diffusa Willd. ex Schult. 10 mg/kg.
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7.2 Prueba de laberinto elevado en cruz

7.21 Experimento 1

En el tiempo de permanencia en los brazos abiertos del laberinto hubo diferencias
significativas entre los grupos (H= 19.20, df= 6, P= 0.004, figura 12A), la prueba post
hoc de Dunn no reveld el origen de dichas diferencias; sin embargo, un analisis
posterior con la prueba de U de Mann-Whitney indicd que la dosis de 40 mg/kg del
extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult. produjo en las ratas un aumento
estadisticamente significativo del tiempo de permanencia en estos brazos, un efecto
parecido al que produjo diazepam (p<0.05 en ambos casos, figura 12B).

En el tiempo de permanencia en los brazos cerrados del laberinto también hubo
diferencias significativas entre los grupos (H= 18.39, df= 6, P= 0.005, figura 12B), al
igual que en el tiempo de permanencia en los brazos abiertos, la prueba de U de
Mann-Whitney indico que de forma paralela, diazepam y Turnera diffusa Willd. ex
Schult. 40 mg/kg produjeron una disminucion del tiempo que los animales
permanecieron en los brazos cerrados (p<0.05 en ambos casos, figura 12B). Los
tratamientos no modificaron de forma estadisticamente significativa ni el tiempo de
permanencia en el centro del laberinto (H= 5.05, df= 6, P= 0.53, figura 12C) ni el
numero de cruces totales durante los 10 minutos de la prueba (H= 9.26, df= 6,

P=0.15, figura 12D).
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Figura 12. Efecto de las diferentes dosis de Turnera diffusa Willd. ex Schult. en el laberinto
elevado en cruz. Los resultados del tiempo de permanencia en las diferentes partes del
laberinto se expresan como porcentaje respecto a los 600 segundos de prueba (100 %). Los
resultados del numero de cruces se expresan como valores absolutos. Resultados de la

prueba U de Mann-Whitney: #p< 0.05 versus vehiculo.

7.2.2 Experimento 2

El tratamiento con picrotoxina (0.5, 1 y 1.5 mg/kg) modific6 de forma
estadisticamente significativa el tiempo que las ratas permanecieron en los brazos
abiertos del laberinto (H= 13.07, df= 3, P= 0.004,). La prueba de Dunn indicé que
so6lo la dosis de 0.5 mg/kg de picrotoxina (p<0.05) redujo significativamente el tiempo

de permanencia en esta area del laberinto, sugiriendo un efecto ansiogénico.
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Ninguna de las dosis del antagonista alteré de forma significativa el tiempo de
permanencia en los brazos cerrados (H= 3.96, df= 3, P= 0.26) o el tiempo en el
centro del laberinto (H= 4.35, df=3, P= 0.22). Finalmente, el tratamiento con las
diferentes dosis de picrotoxina modifico el numero de cruces totales durante la
prueba (H= 11.076, df= 3, P= 0.011), el analisis post hoc (prueba de Dunn) indico
que las dosis de 0.5 y 1 mg/kg del antagonista (p<0.05) redujeron este parametro.
Con base en estos resultados, para el estudio de antagonismo, se eligieron las dosis
de 1y 1.5 ya que éstas no produjeron efectos ansioliticos ni ansiogénicos en este

modelo.

7.2.3 Experimento 3

En el tiempo de permanencia en brazos abiertos, el ANOVA de dos vias mostro
efectos por el tratamiento con extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult. (F=
7.04, df= 1, 37 p= 0.012), el tratamiento con el antagonista (F= 7.51, df= 1, 37 p=
0.009) y por la interaccion de ambos factores (F= 4.22, df= 1, 37 p= 0.047). El
analisis post hoc mediante la prueba de Student-Newman-Keuls, indicé que el extracto
acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult 40 mg/kg tuvo un efecto ansiolitico, pues
hubo un aumento significativo del tiempo de permanencia en esta parte del laberinto
(p<0.05, figura 13A) comparado con el grupo control, ademas indico que este efecto
fue bloqueado con picrotoxina 1 mg/kg, ya que las ratas que recibieron la
combinacion de extracto y antagonista mostraron un menor tiempo de permanencia
en los brazos abiertos en comparacién con el grupo tratado soélo con el extracto
acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult (p<0.05, figura 13A). Respecto al tiempo
de permanencia en brazos cerrados y el numero de cruces totales, el ANOVA de dos
vias mostro algunos efectos significativos determinados por el antagonista pero no

por el extracto o la interaccién de ambos factores (Tiempo en brazos cerrados: factor
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Turnera F=2.6, df 1,37, p= 0.11; factor picrotoxina F=4.3, df 1,37, p=0.04; interaccion
F=2.5, df 1,37, p=0.11. Numero de cruces totales en el laberinto: factor Turnera
F=1.10, df 1,37, p= 0.3; factor picrotoxina F=9.82, df 1,37, p=0.003; interaccion
F=2.26, df 1,37, p=0.14. Figura 13D). El tiempo en el centro no fue afectado por los
tratamientos de extracto acuoso y el antagonista (factor Turnera F=1.7, df 1,37,

p=0.19; factor picrotoxina F=0.45, df 1,37, p=0.5; interaccion F=0.19, df 1,37, p=0.66;

figura 13C).
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Figura 13. Efecto de la combinacion de T. diffusa Willd. ex Schult. y picrotoxina en el
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laberinto elevado en cruz. Los resultados del tiempo de permanencia en las diferentes
partes del laberinto se expresan como porcentaje respecto a los 600 segundos de prueba
(100 %). Los resultados del numero de cruces se expresan como valores absolutos.
Resultados de la prueba de Student-Newman-Keuls: * p<0.05 versus el grupo control, +
p<0.05 versus T. diffusa Willd. ex Schult. 40 mg/kg.
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8. Discusion

Los resultados del presente trabajo indican que el extracto acuoso de Turnera
diffusa Willd. ex Schult. produjo un efecto ansiolitico tanto en la prueba de
enterramiento defensivo como en la prueba de laberinto elevado en cruz, similar a lo
inducido por diazepam. La dosis ansiolitica del extracto fue diferente entre los dos

modelos, ademas se observo que las dosis mas altas perdieron su efecto.

El experimento con el antagonista inespecifico de los receptores GABAj,
picrotoxina, confirmé que el efecto ansiolitico del extracto acuoso se llevo a cabo a

través de su interaccién con los receptores GABAAa.

8.1 Modelos animales para el estudio de la ansiedad

Los modelos empleados en este trabajo, laberinto elevado en cruz y enterramiento
defensivo, presentan muchas ventajas, pues no requieren de entrenamiento, no
implican procesos complejos como el aprendizaje-memoria, hambre-sed o
mecanismos nociceptivos (Goémez et al.,, 2002), permite ensayar en ellos diversas
manipulaciones experimentales que en los seres humanos no seria posible; ademas,
cuando se exploran extractos o sustancias obtenidas, por lo regular en cantidades
pequefias, de diferentes 6rganos de las plantas, el uso de estos modelos animales
permite su 6ptimo empleo. Estos modelos han sido utiles en la Psiquiatria ya que
han generado informacién sobre los mecanismos cerebrales y conductuales que
podrian estar involucrados en la etiologia y fisiopatologia de los trastornos ansiosos,
también han sido utilizados para el desarrollo de tratamientos farmacol6gicos nuevos
y mas eficientes (Rején-Orantes et al.,, 2011). A pesar de estas ventajas, estos

modelos animales no abordan lo patolégico, sino sdlo las formas extremas de
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ansiedad que estan en un rango normal y adaptativo; ademas, los farmacos son
administrados comunmente de forma aguda. Esto contrasta con lo que ocurre en la
clinica, donde generalmente son crénicos tanto el padecimiento como el tratamiento,
por lo que se podria asegurar que estos modelos no resultan satisfactorios cuando
se confrontan con los sindromes clinicos (Steimer, 2011). Sin embargo, se ha
conceptualizado a los desordenes de ansiedad humana como desérdenes de
defensa, en los que la caracteristica principal tiene que ver con una actividad
inapropiada de la conducta defensiva derivada de una evaluacién erronea del dafio
(Rodgers et al., 1997); esta respuesta conductual es similar en otras especies de
vertebrados, ya que los sistemas neurales que intervienen para detectar el peligro y
producir respuestas defensivas estan evolutivamente conservados y son bastante
similares en todas las especies de vertebrados (Gomez, et al., 2002). De esta forma,
el estudio de la ansiedad humana se puede llevar a cabo a través del repertorio
tipico de las especies, mediante el empleo de modelos animales con alta validez y
confiabilidad. Ademas, la buena validacion farmacolégica de estas pruebas
claramente refuerza la idea de que la ansiedad normal y la patoldgica involucran por

lo menos en parte un substrato neurobioldgico comun.

8.2 El extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult. produce

efectos ansioliticos en dos modelos de ansiedad

En este trabajo, las dosis de 5 y 10 mg/kg del extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex
Schult. disminuyeron significantemente el tiempo de enterramiento, sugiriendo un
efecto ansiolitico. Estas dosis no alteraron la latencia de enterramiento ni el numero
de choques, es decir, no se modifico el tiempo de reaccidon ante el choque eléctrico o

la respuesta al estimulo doloroso. Los resultados respecto al numero de choques
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indican que el extracto no produce efectos sobre la memoria ni la nocicepcion, pues
como se menciono anteriormente, este parametro nos indica cambios sobre la
sensibilidad al estimulo eléctrico y también sobre efectos tipo amnesia
Adicionalmente, en la prueba de campo abierto, la cual nos indica si el tratamiento
administrado esta produciendo algun cambio en su actividad motriz (hipo o
hiperactividad) no hubo cambios con ninguna de estas dosis. Con todos estos
parametros se concluye que el extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult. a las
dosis de 5 y 10 mg/kg produce un efecto ansiolitico que no se debe a sedacion,
efectos locomotores incapacitantes, o cambios en la nocicepcion.

En el laberinto elevado, el tratamiento con el extracto increment6 gradualmente el
tiempo de permanencia en los brazos abiertos y alcanzd un efecto significativo con
la dosis de 40 mg/kg. En paralelo, el tiempo de permanencia en los brazos cerrados
fue disminuido significativamente, mientras que el tiempo en el centro y el numero de
cruces (indicador de la actividad motora de las ratas) no cambiaron. Con estos
resultados se concluye que la dosis de 40 mg/kg del extracto acuoso de T. diffusa
Willd. ex Schult. produjo un efecto ansiolitico parecido a diazepam, que no se debid

a cambios motores en las ratas.

8.3 El extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult. produce

efectos bifasicos en dos modelos de ansiedad

En la prueba de enterramiento defensivo el extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex
Schult. produjo efectos bifasicos sobre la conducta defensiva. A las dosis mas altas
(20 y 40 mg/kg) el tratamiento con el extracto perdié su capacidad para reducir el
tiempo de enterramiento, ya que el tiempo que las ratas enterraron con estas dosis

fue significativamente mayor comparado a lo producido por diazepam o a las dosis
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de 5y 10 mg/kg del extracto, pero similar a lo que se observo con el grupo control.
En los parametros de latencia de enterramiento, numero de choques y actividad
motriz no se observaron cambios significativos con estas dosis. De esta forma, se
concluye que sus efectos no se deben a hiperactividad ni a alteraciones en la
percepcion del estimulo doloroso o en el tiempo de reaccion al estimulo. En la
prueba de laberinto elevado se observo que la dosis mas alta del extracto (80 mg/kg)
no produjo un efecto ansiolitico, pues no hubo un aumento significativo del tiempo en
los brazos abiertos, lo cual no implicd menor actividad motriz, observada a través del
numero de cruces totales. Los resultados en conjunto, sugieren que el extracto
acuoso produce una respuesta bifasica en ambos modelos, respuesta que podria
ser explicada por los efectos tipo horméticos (Calabrese, 2008). Esta respuesta se
presenta predominantemente con los farmacos ansioliticos independientemente del
modelo animal utilizado, los agentes probados, la via de receptores por los que
actuan y las especies y cepas utilizadas. En este tipo de respuesta, los farmacos
actuan en dos sitios: a) sitio estimulatorio de alta afinidad y b) sitio inhibitorio de baja
afinidad. Hay por lo tanto, una falta o disminucion del efecto ansiolitico producido por

las dosis mayores, como se observo en este trabajo.

8.4 Los receptores GABA, participan en el efecto ansiolitico del

extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult.

Para poner a prueba la hipotesis de la participacion de los receptores GABAA en el
efecto ansiolitico producido por el extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult.,
inicialmente se comparé su respuesta con la del farmaco de referencia diazepam (2

mg/kg).
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Los resultados indican que en ambos modelos los efectos de este agonista de los
receptores GABA-benzodiacepinas fueron similares a los de T. diffusa Willd. ex
Schult. en las pruebas de enterramiento defensivo (5-10 mg/kg) y laberinto elevado
(40 mg/kg). Esto sugiere que ambos tratamientos comparten el mismo mecanismo
de accion, que es facilitar la neurotransmision GABAérgica (Rodgers et al., 1997,
Carro-Juarez et al., 2012). Los resultados se confirmaron con el tercer experimento
de este trabajo, que incluye el uso de un antagonista inespecifico de los receptores
GABA,, picrotoxina. Inicialmente, se determind en el experimento 2, que las dosis de
1y 1.5 mg/kg de picrotoxina fueron las adecuadas para el estudio del antagonismo
porque por si mismo no modificaban la conducta en las pruebas de ansiedad.

En la prueba de enterramiento defensivo, el efecto ansiolitico del extracto
acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult. (10 mg/kg) fue revertido con picrotoxina 1.5
mg/kg, pues el tiempo de enterramiento en el grupo tratado con la combinacién, fue
aumentado significativamente comparado al grupo al que sélo se le administré T.
diffusa Willd. ex Schult. 10 mg/kg. Este valor del tiempo de enterramiento fue similar
a lo que se observo con el grupo control vehiculo. Por otro lado, la combinacion del
extracto mas el antagonista (dosis efectiva) redujo significativamente la latencia de
enterramiento respecto al grupo control vehiculo.

A partir de estos resultados se dedujo que picrotoxina fue capaz de
antagonizar el efecto ansiolitico del extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult.,
aunque redujo el tiempo de reaccién de los animales ante el choque eléctrico
recibido.

En la prueba de laberinto elevado, el efecto ansiolitico producido con la dosis de
40 mg/kg del extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult. fue antagonizado con la
dosis de 1 mg/kg de picrotoxina, ya que el tiempo de permanencia en los brazos

abiertos fue disminuido significativamente. Esta reversion observada con la
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combinacion de T. diffusa Willd. ex Schult. y el antagonista fue similar a lo producido
por el grupo control vehiculo y el grupo administrado con picrotoxina 1 mg/kg. El
menor tiempo de permanencia en los brazos abiertos en el grupo administrado con
la combinacién de tratamientos se asocié a un mayor tiempo en los brazos cerrados.
Por otro lado, en el tiempo de permanencia en el centro y en el numero de cruces

totales no hubo cambios significativos.

Por otra parte, el antagonista no modificé la conducta en la prueba de
enterramiento defensivo, mientras que en la prueba de laberinto sélo la dosis mas
baja (0.5 mg/kg) disminuyd significativamente el tiempo de permanencia en los
brazos abiertos, es decir un posible efecto ansiogénico. Los animales tratados con
0.5 mg/kg de picrotoxina también mostraron una disminucion significativa de la
actividad locomotriz expresada en bajo numero de cruces en el laberinto, por lo que
el resultado también podria interpretarse como hipoactividad locomotriz. Sin
embargo, la dosis de 1 m/kg de picrotoxina también disminuyd el numero de cruces
en el laberinto, pero sin producir efectos en el tiempo de permanencia en brazos
abiertos o cerrados, por lo que es posible que la dosis mas baja del antagonista

haya inducido efectos ansiogénicos.

Para antagonizar el efecto ansiolitico del extracto acuoso de Turnera diffusa
Willd. ex Schult. en la prueba de laberinto elevado en cruz se requirié de una dosis
de 1 mg/kg de picrotoxina, lo cual coincide con los reportes previos (Treit et al.,
1982; Carro.Juarez et al., 2012); sin embargo, en la prueba de enterramiento
defensivo se necesitaron 1.5 mg/kg para producir tal efecto. Una posible explicacion
de esta diferencia en las dosis antagonistas efectivas de la picrotoxina, es que los

modelos utilizados en este trabajo no son equivalentes en términos del estado o
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reaccidon emocional inducida, por lo que expresan diferentes tipos de conductas
relacionadas a ansiedad, las cuales podrian tener una regulacidn neuroquimica
diferente (Gomez et al. 2002). El extracto podria unirse a diferentes sitios del
complejo receptor GABA-benzodiacepina (sitio de unién para BZD, canal de CI’, sitio
de union a GABA) para reducir la ansiedad en uno u otro modelo. Dependiendo de
esto es que se requeriria una dosis diferente de picrotoxina, que es un antagonista
con acciones directas en el canal de Cl. Es necesario hacer experimentos
especificos para poner a prueba esta hipétesis, utilizando antagonistas especificos

para los diferentes sitios de union del receptor.

8.5 Diferencias en el efecto farmacolégico entre diazepam y el

extracto

Respecto a como se producen los efectos ansioliticos, los resultados actuales
sugieren que la eficacia entre el diazepam (2 mg/kg) y el extracto es similar en
ambos modelos de ansiedad. Sin embargo, existen diferencias en la potencia
farmacoldgica ya que la dosis de diazepam que produjo el efecto fue mas baja. Con
los resultados en ambas pruebas podemos sugerir que la potencia farmacoldgica
entre diazepam y T. difussa fue mas parecida en el enterramiento defensivo que en
el laberinto. Las razones de estas diferencias se establecen con base en que el
diazepam es un farmaco puro, mientras que el extracto acuoso de T. diffusa Willd.
ex Schult. es una mezcla de metabolitos secundarios de la planta, los cuales estan

presentes en baja concentracion.
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8.6 Efecto de metabolitos de T. diffusa Willd. ex Schult.

De acuerdo con estudios previos, el extracto acuoso contiene predominantemente
flavonoides como apigenina y luteolina, el glucdsido fendlico arbutina, gluconato de
sodio y cafeina (Estrada-Reyes et al., 2009). De estos compuestos, se demostro que
el flavonoide apigenina (2 mg/kg), identificado en un extracto metandlico de las
partes aéreas de Turnera aphrodisiaca Ward, produjo un efecto ansiolitico en tres
modelos animales de ansiedad en ratén (Kumar et al., 2008). Este trabajo también
demuestra que la apigenina tiene ligeros efectos sedantes (12 veces mas que la
dosis ansiolitica) y un efecto analgésico comparable al de la morfina; pero carece de
actividad antidepresiva, anti estrés y anticonvulsiva. La evidencia sugiere que la
apigenina podria actuar por un mecanismo complejo sobre algunos de los sitios del
receptor GABAAa, pero no en el sitio para convulsivantes, y posiblemente por un
mecanismo opioidérgico. En otro estudio (Viola et al., 1995), se demostré que
apigenina (5,7,4'-trihidroxiflavona), obtenida de una fraccion del extracto acuoso de
las hojas de Matricaria recutita L. se unid a los receptores centrales de
benzodiacepinas y produjo efectos ansioliticos en ratones en el modelo de laberinto
elevado, con presencia de leves efectos sedantes a dosis altas, pero no efectos
anticonvulsivos o miorrelajantes. Sin embargo, en ratas los efectos reportados para
apigenina son contrarios a los hallados en ratones. En el estudio de Avallone et al.
(2000) se demostré que una fraccion, obtenida de un extracto metandlico de las
flores de Matricaria chamomilla L., en la que se identificé apigenina, no produjo
acciones ansioliticas en el modelo de laberinto elevado (dosis de 0.5 a 10 mg/kg),
miorrelajantes ni anticonvulsivas en ratas, pero si una inhibicion de la conducta
locomotora (25 y 50 mg/kg) que no fue atribuida a una interaccién con el receptor

GABAA\. Este estudio es similar al de Zanoli et al., (2000) pues también se observo
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en ratas que apigenina (25 mg/kg) no produjo un efecto ansiolitico en el modelo luz-
oscuridad pero si un efecto sedante que no fue atribuido a una interaccion con los
receptores GABA-benzodiacepinas. Finalmente, Zhao et al. (2008) demostr6 que los
metabolitos de Turnera diffusa Willd. ex Schult., 7-glucosido de apigenina, Z-
equinacina y pinocembrin tienen actividad estrogénica sobre receptores a
estrogenos alfa, pero mas débil respecto al 17B-estradiol, en células de hepatoma
humano (HepG2). El estradiol produce efectos ansioliticos en algunos modelos
animales, pero a la fecha este mecanismo no se ha explorado en animales vivos
tratados con el extracto. Con esta evidencia no podemos afirmar que apigenina es el
componente ansiolitico del extracto de estudio. Para confirmar su participacion
deberiamos realizar experimentos de dosis-respuesta de apigenina en los modelos

que describe esta tesis.

Por otro lado, en un estudio de Coleta et al. (2006), se demostré que luteolina-
7-O-[2-ramnosilglucosido], aislada de una fraccién del extracto acuoso de Passiflora
edulis Sims, produjo un efecto ansiolitico en ratones en el modelo de laberinto
elevado sin presentar efectos sobre la actividad motora. En un estudio posterior de
Coleta et al. (2008) se encontr6 que la flavona luteolina (3',4',5,7-tetrahidroxiflavona)
probada en ratones produjo efectos ansioliticos con la dosis de 5 mg/kg sin producir
efectos anticonvulsivos y presentdé poca afinidad por los receptores a
benzodiacepinas. Estos estudios sugieren que el compuesto luteolina podria tener
una participacion en la actividad ansiolitica del extracto acuoso de Turnera diffusa

Willd. ex Schult.

Otro de los principales constituyentes del extracto acuoso de Turnera diffusa

Willd. ex Schult. es cafeina. Este compuesto, al contrario del efecto producido por
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los flavonoides anteriormente mencionados, induce efectos ansiogénicos. Estudios
han demostrado que la cafeina, antagonista del receptor de adenosina, causa
comportamientos de ansiedad mediante el aumento de la actividad de renina en
plasma, asi como la elevacion de los niveles de catecolaminas plasmaticas (Patki et
al., 2015). Ademas se han realizado estudios en modelos animales de ansiedad,
como el laberinto elevado en cruz, la prueba de interaccion social (Baldwin et al.,
1989; Bhattacharya et al., 1997), y en la prueba de campo abierto (Bhattacharya et

al., 1997), que confirman su efecto ansiogénico.

Por otro lado, no se han realizado estudios de los demas principales
constituyentes del extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex Schult., como son:
arbutina, damianina, gonzalitozina y acacetina, los cuales también podrian estar

involucrados en el efecto ansiolitico del extracto.

8.7 Diferencias de acuerdo al modelo animal de ansiedad

Aunque ambas pruebas fueron sensibles al extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex
Schult., produciendo un efecto ansiolitico, las dosis efectivas no fueron equivalentes
(5 y 10 mg/kg para la prueba de enterramiento y 40 mg/kg para la prueba de
laberinto elevado). Por el contrario, la dosis ansiolitica efectiva de diazepam fue igual

en ambos modelos (2 mg kg).

Una explicacion de esta diferencia en dosis ansioliticas del extracto pueden
ser las variaciones del estado emocional inducido por cada modelo animal. Se sabe

que los animales reaccionan a las situaciones o estimulos adversos dependiendo de
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la naturaleza de estos, de las oportunidades conductuales y del repertorio de las
especies. Asi, los modelos utilizados en este trabajo no son equivalentes en
términos del estado o reaccion emocional inducida, de esta forma, se expresan
diferentes tipos de conductas relacionadas a ansiedad, las cuales podrian tener una
regulacion neuroquimica diferente (Gémez et al. 2002). Existen dos diferentes
estrategias de enfrentamiento: las activas y las pasivas, las cuales son mediadas por
circuitos cerebrales especificos. Por un lado, las estrategias de enfrentamiento
activas, como lucha y huida, son utilizadas cuando es posible escapar de la
amenaza, la cual se encuentra muy cercana. Los cambios autonémicos asociados
con estas estrategias activas estdan mediados predominantemente por la actividad
simpatica (hipertension y taquicardia). Por otro lado, las estrategias de
enfrentamiento pasivas son suscitadas cuando no es posible escapar de la
amenaza, la cual se encuentra distante y es predictiva de peligro. Este tipo de
estrategia esta caracterizada por una usual inhibicion autondémica (hipotension y
bradicardia) y con un aumento mas pronunciado en la respuesta neuroendocrina. Se
ha considerado que la ansiedad es marcadamente mayor cuando la estrategia de
enfrentamiento pasivo es mas usada, o cuando la accion es inhibida, incluso
momentaneamente (Steimer, 2011). Tomando como referencia lo que menciona
este autor, podemos deducir que se requiri6 mayor dosis del extracto acuoso de T.
diffusa Willd. ex Schult. en los animales probados en el laberinto elevado, donde se
despliega una conducta de evitaciéon o de inhibicion de la exploracion, relacionada
con la evitacion de un peligro ambiental potencial (Gomez et al., 2002), que en la
prueba de enterramiento defensivo donde se despliega predominantemente una
conducta de enfrentamiento activa, la cual, probablemente esté produciendo un

menor indice de ansiedad. Aunque este argumento parece ser interesante, habria
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que evaluar el efecto del extracto sobre los niveles de corticosterona de las ratas en

ambos modelos de ansiedad.

En cuanto al papel de estructuras cerebrales en los modelos animales
utilizados en el actual trabajo, se demostré en un estudio de Treit et al., 1993, por un
lado, en la prueba de enterramiento defensivo, que una lesion al septum disminuyé
significativamente el tiempo de enterramiento del electrodo, mientras que una lesion
en la amigdala significativamente aumenté el numero de choques inducidos por
contacto. Esta discapacidad de evitar la sonda de choque es por lo comun visto con
drogas ansioliticas y es consistente con la reduccion de la ansiedad. Otros estudios
han mostrado que especialmente las partes posteriores de la region septal, el
hipocampo dorsal, el nucleo accumbens (regién shell) y el nucleo del rafe dorsal son

criticas para el circuito neural subyacente a la expresion de enterramiento defensivo.

En la prueba de laberinto elevado, se demostré que el incremento en el
tiempo de permanencia en los brazos abiertos esta asociado a una lesion del
septum, respuesta similar al que producen los farmacos ansioliticos, sugiriendo la
participacion de esta area en la expresion de la ansiedad. Estudios posteriores con
este modelo han demostrado que otras estructuras cerebrales como la amigdala
central y el nucleo del rafe dorsal, asi como receptores de GABA, juegan un papel
importante en la ansiedad. En un estudio de Gonzales y File, (1997) se mostré que
la administracion de midazolam en el nucleo del rafe dorsal produjo efectos
ansioliticos. En otro estudio de Gonzales et al., (1998), se mostr6 que tanto el
hipocampo dorsal como el nucleo del rafe medial no estan involucrados en la
ansiedad en el laberinto, puesto que una administracion de midazolam y flumazenil,

no produjo cambios en las medidas de ansiedad. Por otro lado, los estudios de

-70 -



Moreira et al. (2007) y Carvalho et at. (2012) demostraron la participacion del nucleo
central de la amigdala central, pero no el nucleo basolateral, en la conducta
exploratoria de los roedores en el modelo de laberinto elevado, ya que la inyeccion
de muscimol en la primera estructura causé efectos ansioliticos.

De acuerdo con Pesold y Treit (1995) la infusion de midazolam (agonista de los
receptores a benzodiacepinas) en la amigdala central mejora el acercamiento de los
animales al electrodo en este modelo, pero no incrementa el tiempo en brazos
abiertos. Mientras que la administracion del mismo agonista en la amigdala
basolateral incremental el tiempo en brazos abiertos en el laberinto pero no reduce
la ansiedad en la prueba de enterramiento defensivo. Los datos sugieren que los
efectos de un agonista del receptor GABAa podrian variar en relacion al modelo de
ansiedad utilizado, desde producir efectos opuestos como los mostrados por Pesold
y Treit (1995) hasta efectos ansioliticos asociados a la dosis, como en el caso del

extracto acuoso evaluado en el presente estudio.
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9. Conclusiones

T. diffusa Willd. ex Schult. produjo un efecto ansiolitico, mediado por
receptores GABAA, en ambos modelos animales.

El efecto del extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult. fue especifico para
conducta tipo ansiedad en ambos modelos, ya que el tratamiento no modifico
la motricidad, el tiempo de reaccion o la percepcion de estimulos dolorosos.

El efecto ansiolitico del extracto acuoso de T. diffusa Willd. ex Schult. se
produjo de forma bifasica y con variaciones en la potencia farmacologica que

podrian estar asociadas al modelo animal y a los componentes del extracto.

10. Perspectivas

Determinar si el extracto acuoso regula diferencialmente los niveles de
corticosterona en plasma de ratas sometidas a las pruebas de laberinto
elevado y enterramiento defensivo.

Evaluar que constituyentes del extracto acuoso de Turnera diffusa Willd. ex
Schult. participan en el efecto ansiolitico.

Determinar la via por la cual dichos constituyentes estan ejerciendo el efecto

ansiolitico.
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