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Resumen

La busqueda de nuevas metodologias para la evaluacién neurofarmacolégica en
investigacion va en aumento, considerando siempre un refinamiento de las técnicas,
innovacion de métodos y reduccién de costos.

Para lo anterior Danio rerio o coloquialmente conocido como pez cebra ha demostrado ser
un organismo novedoso para la neurofarmacologia debido a la semejanza fenotipica y
genotipica respecto al humano en cuestién de sistema nervioso central (SNC) asi como la
robustez de fenotipos conductuales.

En el presente trabajo se establecen métodos experimentales para evaluar Ila
neurofarmacologia de sustancias con efecto sobre SNC, empleando a N-benzilpiperazina y
N-benciletilendiamina como farmacos de referencia y al pez cebra como modelo
experimental.

Como estrategia experimental las metodologias consistieron en la evaluacion de la ansiedad
con la prueba de claro/obscuro usando cafeina y diazepam como grupos testigo para el
efecto ansiogénico y ansiolitico respectivamente, efecto sobre la recompensa usando la
prueba del cambio de sitio de preferencia condicionado (CSPC), efecto sobre la consolidacién
de la memoria con la prueba de evitacion pasiva empleando piracetam y escopolamina como
grupos testigo del incremento en la consolidacidony efecto amnésico respectivamente,
ademas se realizd la estimacién de la DLso usando el método de Lorke y la obtencion de un
perfil de actividad bioldgica asociado a la molécula por métodos bioinformaticos.

BZP y BEDA fueron administrados via intraperitoneal a una razén de 10 pL/g de pedo del pez
y fueron evaluados a las dosis de 1 mg/kg, 30 mg/kg y 100 mg/kg en el caso de evaluacién
de la ansiedad, efecto sobre la recompensa y efecto sobre la consolidacién de la memoria.
Los resultados obtenidos permitieron establecer las metodologias antes mencionadas vy
sugieren ademds actividad ansiogénica para BZP y BEDA, ademds de efecto sobre la

recompensa y efecto sobre la consolidacion de la memoria Unicamente para BZP.
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2. Marco Tedrico

2.1. Danio rerio
El pez cebra, o del inglés zebra fish, cuyo nombre cientifico es Danio rerio (Figura 1), es un
animal que ha cobrado auge como modelo experimental para diversas disciplinas del gremio
cientifico. Lo anterior, debido a las similitudes que poseé respecto al humano, tanto en
cuestiones anatémicas, fisioldgicas, genéticas y gendmicas. Se ha descrito que D. rerio es un
organismo con un genoma rico en secuencias ortélogas respecto al humano, siendo que
comparten hasta el 70% de su genoma, lo cual hace de este animal un buen modelo en

investigacion basica y preclinica para la busqueda de nuevos farmacos. (1)

i
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Figura 1. Ejemplares de Danio rerio (A) Hembra (B) Macho

Desde el punto de vista de Sistema Nervioso Central (SNC), este pez tiene grandes similitudes
respecto al humano, que a continuacién se describen.

En cuestion anatomica del cerebro, comparte similitud respecto al humano debido a que su
cerebro esta conformado por diencéfalo, telencéfalo y cerebelo; ademas poseé un sistema
nervioso periférico bien definido con componentes autdénomos, motores y sensoriales, asi
como un sistema nervioso entérico; de igual forma tiene organos sensoriales especializados
como 0jo, sistema olfativo y auditivo. Respecto a comportamiento exhiben conductas bien
definidas y una funcidon neural integrada como memoria, respuestas condicionadas y

comportamientos sociales como el aprendizaje. (2)
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El uso de pez cebra en la investigacidn bdsica y preclinica en neurociencias va en aumento,
las razones de esto, ademas de las genéticas y anatdmicas antes mencionadas, es que el
mantenimiento de los peces resulta econdmico frente a modelos murinos, ademas el uso de
este animal se ajusta a las 3R’s de los principios de ética en investigacién (Remplazar, Refinar
y Reducir) comparado con otros modelos animales, ademas, el pez tiene un tiempo de
desarrollo y crecimiento considerablemente acelerado. Finalmente, se ha descrito que los
modelos experimentales en D. rerio usados en neurociencias tienen fenotipos robustos ya
gue se han mantenido altamente conservadas las vias involucradas en procesos neuroldgicos
principalmente las vias de la dopamina y serotonina lo que hace del pez cebra un modelo
adecuado en la investigacion neuroconductual de moléculas que involucren estas vias en su

accion bioldgica. (3)(4)(5)

Debido a las razones mencionadas con anterioridad, resulta interesante establecer
metodologias en el grupo de investigacidn que permitan el uso del pez cebra en la evaluacion
de la ansiedad, efecto sobre la recompensa y memoria ya que Danio rerio es considerado un

modelo adecuado para la evaluacién de sustancias con actividad en el SNC.(3)

2.2. Ansiedad
La ansiedad es un estado de la funcion cerebral como consecuencia de la activaciéon del eje
hipotdlamo-pituitaria-adrenal, y que ademads es asociado al concepto de aprehension, estado
de alerta, miedo e inseguridad. Los signos cldsicos de la aparicion de la ansiedad, o bien de
un efecto ansiogénico son insomnio, taquicardia, taquipnea, tensién muscular, tremor vy

desordenes de caracter conductual y emocional como el panico. (6)(7)

Algunas de las moléculas que generan ansiedad son catalogados dentro del gupo
terapeuticos de los antidepresivos, dentro de este grupo se encuentran los antidepresivos

triciclicos, los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) y los inhibidores de
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la monoamino oxidasa (iIMAQ). Tambien existe el grupo denominado estimulantes del
sistema nervioso central. Este grupo se clasifica en estimulantes mayores y menores, dentro
de la primera clasificacion se encuentran sustancias de abuso como la cocaina y las
anfetaminas y sus derivados, mientras que en la segunda clasificacion se incluyen a las

metilxantinas como la cafeina a la cual se le ha atribuido un efecto ansiogénico.(8) (9)

Por otro lado, de forma contraria a la ansiedad se encuentra un estado propiciado por
depresion del SNC teniendo como resultado la relajacidn muscular, disminucion de la
frecuencia cardiaca y respiratoria. Las moléculas que generan dicho estado son denominadas
como sustancias ansioliticas y dentro este grupo se encuentran las benzodiacepinas cuyo

representante mas significativo es el diazepam.(9)

2.3. Sistema de Recompensa

El sistema de recompensa es un conjunto de mecanismos fisioldgicos realizados por el
cerebro que permiten asociar un evento con una sensacién de bienestar o placer, de forma
tal que la conducta de un individuo puede ser modificada con el fin de repetir la experiencia
que lo ocasiono. De acuerdo a lo anterior, el sistema de recompensa es uno de los eventos
adversos asociados al uso de farmacos con actividad sobre el SNC. Se ha descrito que la
recompensa es un efecto que puede deberse a diferentes alteraciones del funcionamiento
del organismo como anormalidades en la regulacion endocrina, tolerancia al efecto tras
administraciones repetidas, disfunciones en la sinapsis neuronal, sensiblidad o condiciones
genéticas.(10)(11)

Hoy en dia, el pez cebra es uno de los modelos que ha cobrado auge para la evaluacién de la
respuesta de recompensa, esto debido a que en este organismo se ha conservado el fenotipo
dopaminérgico del sistema mesolimbico en SNC, y se ha demostrado que esta via esta

involucrada en la recompensa de mamiferos.(5)
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El mecanismo involucrado para que una sustancia produzca recompensa tiene su origen en
el sistema mesolimbico mediante una alteracién de la via dopaminérgica al presentarse un
blogueo de los transportadores de dopamina (DAT). Lo anterior ocasiona un aumento en el
espacio sindptico del neurotransmisor y una consecuente sobreactivacion del sistema
nervioso que ocasiona una sensacion de bienestar. Estas implicaciones fisioldgicas pueden
generar un efecto téxico a nivel del SNC e inclusive provocar la muerte, por lo que es
importante tener claro que la toxicidad no es independiente a la recompensa que pueden

generar algunas sustancias. (11)

2.4. Toxicidad
La toxicologia es definida como el estudio que se encarga de identificar y cuantificar los
efectos toxicos o adversos asociados a la exposicion con algln agente, como bien lo pueden
ser farmacos o sustancias de abuso. Por otra parte, la toxicidad es definida como la
capacidad intrinseca de una sustancia a producir una desviacién, o bien, un efecto dafiino

sobre el funcionamiento normal del organismo, incluyendo la muerte. (12)(13)

2.5. Memoria

La memoria es un proceso biolégico asociado a funciones cerebrales que se relaciona con la
retencion de conocimiento que se obtiene a través de un proceso de aprendizaje, mismo
que es definido como un proceso de adquisicién de informacién. (14)

Estudios sugieren que la memoria puede dividirse de forma general en dos categorias, la
primera es la memoria explicita o declarativa, que esta desarrollada en vertebrados y es
relacionada con el recuerdo consciente sobre el reconocimiento de objetos fisicos, lugaresy
personas; la segunda, la memoria implicita o no declarativa incluye el recuerdo inconsciente

de habilidades motoras, condicionamiento, sensibilizacion y habituacion.(14)(15)
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Otra clasificacion mas difundida sobre la memoria es la de memoria a corto y largo plazo,
gue como su hombre lo indica esta relacionada con el tiempo en el que la memoria actta o
permanecen los recuerdos derivados de la misma. Desde un punto de vista bioldgico,
esencialmente la diferencia entre una y otra es que la memoria de largo plazo involucra
sintesis proteica en el hipocampo, mientras que la memoria a corto plazo no tiene esta
implicacion. (16)

Existe evidencia alrededor de la memoria se ha descrito la participacion del sistema
colinérgico, el sistema NMDA/glutamato, la via dopaminérgica y serotoninérgica. (17) Asi
mismo, una de las moléculas que han sido asociadas a la mejora de la memoria es el
piracetam (18) y de forma contraria a este la escopolamina se caracteriza por poseer un

efecto amnésico. (19)

2.6. N-bencilpiperazina y N-benciletilendiamina

N-bencilpiperazina (BZP) es un derivado de la familia de las piperazinas N-sustituidas, al cual
se le ha atribuido, en un contexto social, como una sustancia estimulante y adictiva en
Europa desde 1990. En la actualidad, la manufactura, importacién-exportacién, venta o
consumo se encuentra altamente regulado en paises europeos. (20)(21)

En México, BZP se afiadio a la lista de sustancias que no deben ser comercializadas
indiscriminadamente en 2014 por las autoridades sanitarias (COFEPRIS), debido a los efectos
similares a las anfetaminass que presenta sola o en combinacion con otras sustancias de

abuso. (22)

Diferentes metabolitos de BZP han sido reportados, entre ellos el p-hidroxibencilpiperazina,
m-hidroxibencilpiperazina, 4’-hidroxi-3’-metoxi-bencilpiperazina y la N-benciletilendiamina
(BEDA), respecto a esta ultima se ha reportado que poseé la misma actividad bioldgica que

BZP, ademas de ser uno de sus metabolitos principales. (23)(24)(25)
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El metabolismo de BZP a BEDA no esta descrito, sin embargo una propuesta para el mismo
es que esta mediado por una oxidacion por los microsomas hepaticos, con el uso de NADPH

y Oy, a través de una doble N-desalquilacion.(25)

Como se muestra en la Figura 2, en primer instancia se adiciona un hidroxilo en posicién a al
nitrégeno no sustituido de la piperazina por el Cit P450, después se forma un intermediario
inestable que se estabiliza por un efecto resonante, con la consecuente apertura del anillo
de piperazina, posteriormente y de nueva cuenta el Cit P450 adiciona un hidroxilo a la cadena
alifatica unida al nitrégeno tri-sustituido. Lo anterior, por efecto de resonancia genera un
segundo intermediario inestable, que se estabiliza con la pérdida de la cadena alifatica para

finalmente obtener a BEDA.(26)
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Figura 2. Ruta metabdlica propuesta para el metabolismo de N-bencilpiperazina a N-benciletilendiamina
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Aungue los mecanismos de accién de BZP y BEDA no han sido esclarecidos totalmente, se ha
descrito que derivados de piperazina, como BZP, efectUan su accidon bioldgica
comportdndose como liberadores de DA y 5-HT y se ha sugerido que utilizan los
transportadores de dichos neurotrasnmisores para incrementar los niveles extracelulares de

los mismos, asi como la interaccién con receptores de 5-HT.(27)

Estos mecanismos de accion y estudios previos han sugerido diferentes efectos asociados a
BZP y BEDA a nivel de sistema nervioso central entre los que se encuentran el efecto
ansiogénico (20), ademas de tener un efecto positivo en la adquisicion y consolidaciéon de la
memoria en modelos murinos. (17)(24) Sin embargo, el enfoque respecto a las piperazinas
cuando de memoria se trata, se ha sugerido que esta familia de moléculas interaccionan con
los receptores 5-HTaa, 5-HTis, 5-HTaapc Y 5-HTs, asi como al propio trasportador de
serotonina. (28)(29)(30)

Ademads, en estudios clinicos han demostrado incrementar la presion sanguinea y aumentar
el ritmo cardiaco.(31) En cuanto a toxicidad se han descrito diferentes efectos téxicos de BZP
similares a los anfetaminicos derivados de su uso como sustancia de abuso y en combinacion
con otros estimulantes, los cuales incluyen alteraciones a nivel central y sistémico. (32)

Sin embargo, se ha descrito que diversas benzilpiperazinas, entre ellas BZP producen efectos
de recompensa tras usarse como sustancias de abuso en seres humanos.

Los efectos asociados a BZP y BEDA descritos arriba son atribuidos al mecanismo de accién
que presentan con el consecuente incremento en la actividad serotoninérgica y

dopaminérgica que estas moléculas producen.(33)
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2.7. Serotonina
La 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina es una sustancia enddgena que actla como
hormona local en la vasculatura periférica y es uno de los neurotransmisores mas relevantes.
La 5-HT se encuentra presente de forma representativa en tres funciones del organismo: en
el sistema digestivo se encuentra aproximadamente el 90% de este neurotransmisor,
principalmente en células enterocromafines y las células nerviosas del plexo mientérico,
también se localiza en plaquetas donde cumple su funcidén en el proceso de coagulacién
sanguinea y finalmente en el SNC, donde se localiza en altas concentraciones en el

mesencéfalo. (9)

La 5-HT es biosintetizada a partir del aminodcido esencial L-triptdfano a través de la
triptdéfano hidroxilasa para convertirlo a 5-hidroxitriptéfano, consecuentemente la L-

aminoacido aromatico descarboxilasa lo transforma en la 5-HT. (9)(8)

Se han descrito 7 familias de receptores de 5-HT, mismos que son de tipo metabotrdpico a
excepcion del receptor 5-HT3 que es un receptor asociado a un canal idnico. Adicionalmente,
se han descrito subtipos de receptores dentro de las mismas familias ya establecidas, dichos
receptores participan en diferentes procesos fisiolégicos y neuroldgicos, entre los que
destacan la aparicion de ansiedad, la memoria, la recompensa, entre otros.(34)

Los receptores se encuentran descritos y funciones en el organismo se presentan en las

Tablas 1y 2.
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Subtipo

5-HT1a
5-HT1s

5-HTip
5-HTie
5-HTir
5-HTza

5-HTzs
5-HTzc
5-HT3a,5-HTss
5-HTsp4
5-HTsa
5-HTs
5-HT;

Accién en SNC Tipo de Receptor Mecanismo de Accién

Inhibicion Acoplado a proteina Gi Decremento de AMPc

Excitacion Acoplado a proteina Gq Incremento de IPs y DAG
Excitacion Acoplado a Canal Iénico Despolarizacion de membrana
Excitacion Acoplado a proteina Gs Incremento de AMPc
Inhibicion Acoplado a proteina Gi Decremento de AMPc
Excitacion Acoplado a proteina Gs Incremento de AMPc
Excitacion Acoplado a proteina Gs Incremento de AMPc

Tabla 1. Familias de receptores de 5-HT (34)

Funcién
Ansiogénesis, agresion, memoria, adiccion, termoregulacion, comportamiento sexual, suefio.

Agresividad, ansiogénesis, aprendizaje, adiccion, locomocién, memoria, comportamiento
sexual.
Locomocidn, ansiogénesis.

Memoria
Locomocion

Ansiogénesis, apetito, adiccidn, cognicion, aprendizaje, memoria, percepcion,
comportamiento sexual, suefio, termoregulacion.
Ansiogénesis, apetito, suefio.

Ansiogénesis, apetito, adiccion, locomocién, suefio, termoregulacion.
Ansiogénesis, adiccion, emesis, aprendizaje, memoria.

Ansiogénesis, apetito, aprendizaje, memoria, funciones respiratorias.
Locomocién, suefio.

Ansiedad, cognicion, aprendizaje, memoria.

Ansiogénesis, memoria, funciones respiratorias, suefio, termoregulacion.

Tabla 2. Subtipos de familias de receptores de 5-HT (34)(35)(36)(8)
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2.8. Dopamina

La Dopamina (DA) es un neurotransmisor que es biosintetizado a partir del aminodcido L-
tirosina, estructuralmente es una fenilamina perteneciente a la familia de las catecolaminas.
Biolégicamente controla funciones motoras, de cognicion, etoldgicas, placer vy
recompensa.(9) (8)

DA es biosintetizada a partir de la L-Fenilalanina, que por medio de la fenilalanina hidroxilasa
es convertida a L-tirosina, que a su vez por la tirosina hidroxilasa es transformada a L-DOPA.
Esta Ultima por medio de la enzima L-dminoacidos aromaticos descarboxilasa es convertida

finalmente en DA.(8)
Los receptores de dopamina son agrupados en dos familias de receptores metabotrépicos,
localizados ampliamente en el SNC, las caracteristicas de los receptores se describen en la

Tabla 3.

Familia  Receptor Acciénen SNC Proteina Asociada Mecanismo de Accién

D1 Excitatorio Gs
o D5 Excitatorio Gs Aumento AMPc
D2 Inhibitorio Gi
o2 b3 nzibianic Gi Decremento AMPc
D4 Inhibitorio Gi

Tabla 3. Receptores de Dopamina(8)(37)

Las alteraciones en los niveles de DA han sido relacionadas con diversos trastornos
neuroldgicos como la ansiedad, depresidn, bipolaridad, enfermedad de Parkinson, déficit de
atencion y adiccion, por un aumento del neurotransmisor en el espacio sindptico. Lo anterior
se lleva a cabo mediante dos vias que involucran al transportador de DA (DAT), cuya funcién
es introducir DA del espacio presindptico a la célula neuronal. El primer mecanismo es la
inhibicién de DAT, y el segundo mecanismo es propiamente un mecanismo de eflujo, donde
se estimula el transporte inverso de DA intracelular. Ambos procesos ocasionan una

acumulacion del neurotransmisor en el espacio extracelular. (38)
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2.9. Perfil de Actividad Bioldgica

La bioinformatica es una disciplina que en las ultimas décadas ha cobrado auge para la
investigacion bioldgica, una de sus aplicaciones es en el campo del disefio de nuevos
farmacos, asi como en generar algoritmos para sugerir perfiles acerca de la actividad
bioldgica, toxicidad y metabolismo de farmacos.

Conocer el perfil de actividad biolégica de una entidad quimica por métodos bioinformaticos,
tiene gran potencial hoy en dia, ya que permite el enfoque en estudios dirigidos, ahorrando
tiempo y dinero en investigacién y acelerando el proceso de descubrimiento de nuevos
farmacos. Los perfiles de actividad generados mediante bioinformatica, permiten discernir
entre las posibes actividades de una molécula e incluso en la confirmacion de una posible

actividad a raiz de estudios experimentales previos. (39)

Es importante sefialar que el concepto de espectro de actividad bioldgica representa
tedricamente una estimacién cuantitativa del potencial de ser activo o inactivo, esta
representacion cuantitativa permite integrar informacion acerca de compuestos activos y su

estructura quimica con las moléculas que queremos generar el perfil de su actividad.(40)
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3. Justificacién
En estudios previos se ha descrito que BZP y BEDA, producen efecto ansiogénico y sobre la
consolidacién de memoria en ratones (24), sin embargo, resulta necesario evaluar dicha
actividad en otros modelos animales, como el pez cebra, el cual ha demostrado ser un

modelo robusto en la evaluacion neurofarmacoldgica.(3)

Lo anterior permitird establecer las metodologias experimentales en pez cebra para la
evaluacién de la ansiedad, recompensa, consolidacién de la memoria y toxicidad aguda para

compuestos con actividad farmacolégica en el SNC.

4. Hipdtesis

N-bencilpiperazina (BZP) y N-benciletilendiamina (BEDA) presentaran un efecto ansiogénico
y tendran un efecto positivo en la consolidacion de la memoria en Danio rerio, de acuerdo a
los estudios realizados previamente en modelos murinos. Adicionalmente,
N-benciletilendiamina no presentara el efecto adictivo que esta asociado a N-
bencilpiperazina al ser estructuralmente diferentes.

Lo anterior permitird establecer métodos para la evaluacion de ansiedad, efecto sobre la
consolidacién de la memoria, efecto sobre la recompensa y estimacion de la DLsg en Danio

rerio.
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Objetivos

5.1. Objetivo General

Establecer las metodologias experimentales que permitan evaluar el efecto
ansiogénico, el efecto sobre la recompensa, toxicidad y la consolidacion de la
memoria producidos por N-bencilpiperazina y su metabolito N-benciletilendiamina

en Danio rerio.

5.2. Objetivos Especificos

Evaluar el efecto ansiogénico mediante una prueba conductual de claro-obscuro
Evaluar efecto sobre la recompensa en un modelo basado en el cambio de sitio de
preferencia condicionado (CSPC)

Determinar la toxicidad aguda mediante el célculo de la dosis letal 50 (DLsg) usando
el método de Lorke

Evaluar el efecto sobre la consolidacién de la memoria a través de un modelo de
evitacion pasiva

Obtener el perfil de actividad biolégica a través de descriptores estructurales
conocidos como Multilevel Neighbourhoods of Atoms (MNAs) y vincularlos con los

resultados obtenidos experimentalmente.
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6. Materiales y métodos
6.1. Animales
Todos los experimentos se realizaron en ejemplares adultos de Danio rerio de ambos sexos
con un peso promedio de 0.5+0.2 g.
Los animales se obtuvieron de Acuario Medina S.A. de C.V. (CDMX, México), se mantuvieron
en una pecera de 40 L provista de aereacién, control de temperatura de 27 + 2 °C,

alimentacién cada 12 horas con una dieta comercial y un ciclo de luz-obscuridad de 12 horas.

6.2. Farmacos y reactivos
N-bencilpiperazina y N-benciletilendiamina fueron sintetizados e identificados en el
departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM, de acuerdo a las rutas
sintéticas estandares para la obtencion de derivados de piperazina. (41)
Los farmacos de referencia empleados: Cafeina, Diazepam, Piracetam y Escopolamina

fueron adquiridos de Sigma Aldrich (St. Louis Mo. USA)

6.3. Disefio Experimental
6.3.1. Administracién de farmacos

En todos los experimentos los farmacos y compuestos de prueba se administraron por via
intraperitoneal, ya que se ha descrito que esta via resulta ser novedosa y adecuada para la
evaluacion biolégica de compuestos con acciéon en SNC en Danio rerio. (42).

Los farmacos se solubilizaron en SSI, excepto Diazepam que se cosolubilizé en SSI con 30%
de etanol.

La administracion se llevd a cabo a una razén de 10 pl/g de peso del pez, previa
inmovilizacion del animal en agua del tanque a una temperatura de 8-10 °C.(43) Una vez
inmovilizados los animales, se expusod la parte peritoneal para la administracién que fue

realizada con una microjeringa Hamilton de 50 uL adaptada con una aguja calibre 31G.
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6.3.2. Evaluacion de la ansiedad

Se han descrito diferentes métodos de evaluacidon de la ansiedad en roedores, mismos que

han sido adaptados para la evaluacién en Danio rerio. Dentro de los mds comunes se

encuentran la prueba de laberinto elevado, el ensayo de campo abierto, condicionamiento

de miedo y por uUltimo el ensayo claro/obscuro, mismo que ha sido empleado ampliamente

en D. rerio debido a la robustez de los fenotipos que pueden analizarse en este ensayo, razon

por la cual fue la prueba utilizada para evaluar la ansiedad en BZP y BEDA. (44)(45)

La prueba de claro obscuro involucra 7 parametros conductuales que conforman un

etograma caracteristico asociado a un efecto ansiogénico o ansiolitico. Dichos parametros

son presentados en la Tabla 4, de acuerdo a la literatura. (44)(6)(46)(47)(48)(45)

Parametro

Definicion

Etograma en efecto

ansiolitico

Etograma en efecto
ansiogénico

Scototaxia

Latencia

Numero de entradas
al compartimiento
claro

Nuamero de nados
erraticos

Numero de entradas
de evaluacion del
riesgo

Tiempo de
congelamiento

Tigmotaxia

Tiempo en segundos que el pez pasa en
el compartimiento obscuro del aparato

Tiempo en segundos que el pez tarda en
cruzar del compartimiento obscuro al
claro

Numero de veces que el pez cruza con
hasta 2/3 de su cuerpo del
compartimiento obscuro al claro

Numero de nados rapidos y sin direccién
fija que efectla el pez

Numero de veces que el pez cruza con
hasta 2/3 de su cuerpo del
compartimiento obscuro al claro vy
retorna en menos de un segundo

Tiempo en segundos que el pez esta sin
efectuar nados y permanece en un lugar
fijo

Tiempo en segundos que el pez nada a

menos de 2 cm de las paredes del
compartimiento claro

Disminuye

Disminuye

Aumenta

Disminuye

Disminuye

Disminuye

Disminuye

Aumenta

Aumenta

Disminuye

Aumenta

Aumenta

Aumenta

Aumenta

Tabla 4. Definicién de pardmetros conductuales y descripcion de los etogramas caracteristicos del efecto
ansiogénico y efecto ansiolitico
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6.3.3. Evaluacion del efecto sobre la recompensa

El método de cambio de sitio de preferencia condicionado (CSPC) en pez cebra es un modelo
robusto para la evaluacién de las propiedades de recompensa de diferentes sustancias.
Ninkovic y colaboradores han evaluado con la prueba de CSPC el efecto sobre la recompensa
asociada a la metanfetamina que estructural y farmacoféricamente tiene similitud con BZP.
(49)(33) Debido al estudio antes sefialado, se evalué el efecto sobre la recompensa de las
moléculas BZP y BEDA empleando la prueba CSPC.

Esta prueba requiere de un aparato con dos compartimientos diferenciados entre si y
comprende tres grandes etapas consecutivas, la primera etapa consiste en un periodo de
adaptacion donde el animal explora el aparato de prueba, posteriormente se evalla cuanto
tiempo permanece en cada uno de estos compartimientos y de esta forma determinar el
sitio de preferencia basal. Posterior a esto los animales son restringidos a uno de los
compartimientos en especifico donde reciben la sustancia que se esta evaluando, para
finalizar se determina nuevamente el sitio de preferencia y de esta forma conocer si el
tratamiento modifico el sitio de preferencia basal, lo que sugeriria un efecto de recompensa.

(50)

6.3.4. Evaluacion sobre la consolidacién de la memoria

Experimentalmente, la evaluacidon en modelos animales como Danio rerio y modelos murinos
implica un entrenamiento del animal y posteriormente la prueba. La finalidad del
entrenamiento es generar un proceso de aprendizaje.

Visto desde este punto podemos evaluar tres grandes procesos de la memoria: Adquisicion,
Formacion y Consolidacidn, la diferencia entre ellas existe por el momento donde ocurre la
administracion de la sustancia a evaluar.

Se evalla adquisicion de la memoria cuando el farmaco es administrado antes del periodo
de entranamiento, la formacion se evalla cuando la administracion del fdrmaco ocurre
justamente al finalizar el periodo de entrenamiento y por Ultimo la consolidacién se evalta
cuando la administracién del farmaco es previa al periodo de prueba, siendo esta ultima

metodologia la empleada en la evauacion de BZP y BEDA en el presente trabajo.(16)
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6.3.5. Determinacién de la toxicidad aguda

Para realizar estudios toxicoldgicos, existen diferentes alternativas, sin embargo, muchas de
ellas incluyen una gran cantidad de animales de experimentacién, por lo que hoy en dia se
han implementado técnicas nuevas y se han refinado algunas otras para la evaluacion de la
toxicidad.

Por tal motivo se empled el algoritmo propuesto por Lorke que es un método que permite
evaluar la toxicidad aguda por medio de la estimacion de la DLsp de una forma rapida y con
la ventaja de que no se utilizan muchos animales a comparacion de los métodos tradicionales

para realizar esta determinacion. (51)(52)

6.3.6. Obtencion del perfil de actividad biolégica
La obtencién de un espectro de actividad bioldgica de una molécula se lleva a cabo a través
de descriptores estructurales conocidos como Multilevel Neighbourhoods of Atoms (MNAs),
que son establecidos por la estructura quimica del compuesto, de los tipos de atomos que la
componen, incluyendo los atomos de hidrégeno considerando la valencia y carga parcial de

cada atomo individual, sin tomar en cuenta los tipos de enlace presentes. (39)(53)(54)

Los descriptores MNAs permiten establecer un algoritmo de prediccion siguiente, donde pr;

es la probabilidad de cada actividad de j bajo el algortimo siguiente. (53)

Pri=(1+(S8-S0)/(1-550))/2
Considerando  Sj=sen (U;/m) , Soj=sen(Uo/m)
Ui=-Xisen™[ri(2pif1)] , Ug-=X;sen™*[ri(2p-1)]

Pi=nj/n , Pj=n;/ni
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Donde: m es el numero de descriptores del compuesto en prediccion, r; es un factor de
regulacion, p; es un estimado a priori de la probabilidad de actividad j, p; es un estimado de
la actividad j para el descriptor i, n es el numero total de compuestos activos con los cuales
se compara la molécula en prediccion, n; es el nimero de compuestos que contienen el
descriptor i, njes el niUmero de compuestos que contienen el descriptor j, y finalmente, nj es

el nimero de compuestos que contienen el descriptor i y ademas tienen la actividad j.

De esta forma, el perfil de actividad bioldgica se genera y esquematiza como una lista que
contiene las posibles actividades, Pa (Probabilidad de actividad) y Pi (Probabilidad de
Inactividad); donde Pa>0.7 representa un compuesto que potencialmente puede exhibir la

actividad indicada de forma experimental confirmando los resultados experimentales. (53)
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6.4. Metodologia
6.4.1. Prueba de claro-obscuro
Los experimentos consistieron en un ensayo conductual de claro/obscuro siguiendo el
procedimiento descrito por Maximino y colaboradores (44). El aparato de experimentacion
y sus dimensiones se muestran en la Figura 3, la altura del agua en el aparato fue de 10.0 cm.
Posterior a la administracién se realizd un periodo de aclimatacion de 3 minutos en el
compartimiento central del aparato, pasado este lapso, se retird el compartimiento lo que
permitid un nado libre al pez durante 15 minutos, mismos que fueron videograbados para

su posterior analisis de acuerdo a los etogramas descritos en la tabla 4.

Figura 3. Aparato de Experimentacién empleado en la evaluacion de la ansiedad.
Imagen de Magno y colaboradores (55)

Un grupo testigo se utilizd para explorar el efecto ansiogénico de la cafeina a las dosis de 1
mg/kg, 30 mg/kg y 100 mg/kg. Mientras que para el efecto ansiolitico el farmaco de
referencia fue diazepam a las dosis de 2.5 mg/kg, 5 mg/kg y 10 mg/kg, mismo que fue
disuelto en SSlal 30% de EtOH. En tanto que, BZP y BEDA se evaluaron a las dosis de 1 mg/kg,
30 mg/kgy 100 mg/kg.
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6.4.2. Prueba del cambio de sitio de preferencia condicionado (CSPC)
Se realizé el ensayo conductual descrito por Ninkovic y colaboradores.(49)
El experimento consiste en un periodo de 9 dias empleando el aparato de experimentacién
qgue se muestra en la Figura 4, el cual presenta una distancia entre el fondo del aparato vy la

superficie del agua de 10.0 cm.

15.0 cm
10.0 cm

23.0 cm

Figura 4. Aparato de experimentacién empleado en la determinacién del efecto de recompensa

Los dias de duracion del experimento fueron distribuidos de la forma siguiente.

Un periodo de acondicionamiento de 2 dias al aparato de prueba. La determinacién del sitio
de preferencia inicial en el tercer dia para lo cual se videograbd al pez durante 15 minutos,
el video se analizd cuantificando el tiempo que permanece el pez en cada uno de los
compartimientos del aparato siendo donde permanece mayor tiempo el sitio de preferencia
inicial.

Posteriormente el tratamiento se administrd, el cual consistid en una administracion del
compuesto el cuarto dia. En el quinto dia se administré SSl y se alternd asi hasta el octavo
dia de forma tal que cuando se administraba SSI se aislaba al pez en el sitio de preferencia
inicial durante 45 minutos y al administrar el compuesto de prueba el pez era aislado en el
sitio no preferido durante 45 minutos, con la finalidad de que el pez relacionard el efecto de

la sustancia con el sitio no preferido, para despues evaluar el sitio final de preferencia en el
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noveno dia de la misma forma en que se evalud el sitio de preferencia inicial. Durante los
dias del experimento, los peces fueron aislados durante los periodos de no experimentacion

en espacios de color azul, con las condiciones del tanque de la pecera donde se encontraban

antes de empezar el experimento.

El experimento se esquematiza en la Figura 5.

o
-
8
[a]

Aclimatacién o

Dia3

Dia 4
Dia 5
Dia 6
Dia 7
Dia 8
Dia 9

preferencia inicial

Figura 5. Linea temporal de la evaluacién del efecto de recompensa mediante un ensayo del cambio de sitio
de preferencia condicionado. SSI: Solucién Salina Isotdnica; Tx:Tratamiento

Finalmente, se calculd el porcentaje en el cambio de sitio de preferencia de acuerdo al
siguiente algoritmo

(PP — CPP)
PP

% CSPC =100 -

Donde, PP es el tiempo en el sitio de preferencia antes del tratamiento y CPP es el tiempo en

el sitio de preferencia condicionado, es decir despues del tratamiento.

Con la metodologia descrita se evaluaron BZP y BEDA a las dosis de 1 mg/kg, 30 mg/kgy 100

mg/kg, ademds de un grupo control al cual se le administré como tratamiento SSI.
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6.4.3. Prueba de evitacién pasiva
La parte experimental respecto a la evaluacién en la consolidacion de la memoria por
evitacion pasiva se realizd con base en el trabajo de Kim y colaboradores(19)(56), que
consiste en un entrenamiento y posterior al mismo la prueba, empleando el aparato que se

muestra en la Figura 6. (19)(56)

Inicialmente se realizd el entrenamiento a continuacion descrito.

La puerta central del aparato se cerré y el compartimiento 2 se mantuvo en obscuridad, se
colocd al pez en el compartimiento 1 durante tres minutos de aclimatacion, posteriormente
se encendid la luz del compartimiento 2 y se retird la puerta, se midio la latencia del pez para
entrar al segundo compartimiento y tres segundos despues de hacerlo se dejé caer una
pelota de goma frente al pez. Con una red se hizé pasar al pez de nueva cuenta al
compartimiento 1. Lo anterior se repitid en tres ocasiones que consistieron en los
entrenamientos (E1, E2 y E3 respectivamente), para despues de 2 horas realizar la prueba,
gue consistié en el mismo procedimiento que se describe arriba, pero solo en una ocasion y
sin introducir la pelota al aparato de experimentacion. La administracion de los farmacos se

realizaron 15 minutos antes de realizar la prueba.

10.0cm
8.0cm

18.5cm

Figura 6. Aparato empleado en la evaluacién de la consolidacién de la memoria
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Piracetam se evaludé como grupo testigo en la consolidacion de la memoria a las dosis de 3
mg/kg vy 10 mg/kg. Mientras que para el grupo testigo del efecto amnésico se empleo a
escopolamina a las dosis 0.025 mg/kg y 0.1 mg/kg, ademas se evalud el vehiculo (SSI) de los

dos testigos empleados. BZP y BEDA fueron evaluados a las dosis 1 mg/kg, 30 mg/kg y 100
mg/kg.

6.4.4. Determinacién del paramétro de la DLso
Para evaluar la toxicidad aguda se determiné el pardmetro de la DLso de BZP y BEDA siguiendo
el método de Lorke para su estimacion, durante un periodo de 14 dias empleando la

administracion intraperitoneal.

El método de Lorke se divide en dos etapas, la primera comprende la evaluacion de tres dosis
logaritmicamente espaciadas (10 mg/kg, 100 mg/kg y 1000 mg/kg), usando tres animales en
cada una, esto con la finalidad de seleccionar el rango donde se continuara evaluando la
toxicidad en la segunda etapa usando un solo animal por dosis. Para lo anterior, Lorke
establecio un algoritmo donde se seleccionan las siguientes dosis a evaluar dependiendo el

patron de muerte presentado en la primera etapa (Tabla 5).

Finalmente, se calculd la DLsp estimada obteniendo la media geométrica de las dosis que
represento el 0% y 100% de muertes, respectivamente en la segunda etapa.En el caso donde
el patréon presentado no se ajuste al algoritmo de Lorke se realizé el calculo mediante analisis

probit. (51)
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Dosis Empleadas en la Dosis a Usar en la

Primera Etapa (mg/kg) Segunda Etapa (mg/kg)
0/3* 0/3 0/3 1600 2900 5000
0/3 0/3 1/3 600 1000 1600 2900
0/3 0/3 2/3 200 400 800 1600
0/3 0/3 3/3 140 225 370 600
0/3 1/3 3/3 50 100 200 400
0/3 2/3 3/3 20 40 80 160
0/3 3/3 3/3 15 25 40 60
1/3 3/3 3/3 5 10 20 40
2/3 3/3 3/3 2 4 8 16
3/3 3/3 3/3 1 2 4 8

*Patron de muerte de los animales (nimero de animales muertos/ ndmero de animales empleados)

Tabla 5. Algoritmo propuesto por Lorke para la estimacion de DL50 (51)

6.4.5. Obtencién del perfil de actividad bioldgica

El perfil de actividad bioldgica de BZP y BEDA se realizé basado en la similitud estructural, por
medio del software PASS “Prediction of Activity Spectra for Substances” (disponible en:
http://www.way2drug.com/), de esta forma y mediante un algoritmo de prediccién con base
en descriptores MNAs de BZP y BEDA, el perfil obtenido se filtré a un Pa>0.7, para obtener
las actividades mas probables para las moléculas.

Los MNAs son calculados de forma automatica por el software a partir del cédigo SMILE de
las moléculas, los anteriores fueron obtenidos de la base de datos ChemBL del Instituto

Europeo de Bioinformatica (disponible en: https://www.ebi.ac.uk/chembl/).
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7. Resultados
7.1. Evaluacién de la ansiedad
Los resultados obtenidos se analizaron con base en el etograma previamente descrito en la
metodologia (Tabla 4). Dicho etograma sirvié para evaluar los grupos de los farmacos testigos
y de esta forma usar las dosis que presentaran el efecto ansiogénico caracteristico en el caso

de cafeina y ansiolitico en el caso de diazepam (Figura 7A-Figura 7G).

En cuanto al nimero de entradas al espacio claro, la dosis de 30 mg/kg de cafeina disminuyd
significativamente respecto al grupo de SSI (p<0.05), caso opuesto a la dosis de 10 mg/kg de

diazepam que aumento de forma significativa (p<0.05) como se muestra en la figura 7A.
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Figura 7A. NUmero de entradas al espacio claro en la evaluacién de los grupos testigo cafeina para el efecto
ansiogénico y diazepam para el efecto ansiolitico.

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Dunnett. *Se observa diferencia significativa respecto a SSI; p<0.05; n=6

El parametro de scototaxia se vié aumentado para cafeina a las dosis de 1 mg/kgy 30 mg/kg
sin tener diferencia estadistica (p<0.05) en relacion con el grupo tratado con SSI, lo que
sugiere un efecto de tipo ansiogénico. En el caso de diazepam las dosis de 5 mg/kg y 10
mg/kg disminuyeron significativamente respecto al grupo control (p<0.05), comportamiento

tipico de un efecto ansiolitico para este ensayo. (Figura 7B)
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Figura 7B. Scototaxia en la evaluacion de los grupos testigo cafeina para el efecto ansiogénico y diazepam para
el efecto ansiolitico.

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Dunnett. » Se observa diferencia significativa respecto a SSI; p<0.05; n=6

En tanto a la latencia de entrada al espacio claro, cafeina (30 mg/kg) provocd un incremento
con significancia estadistica respecto al grupo control (p<0.05), mientras que diazepam a las
tres dosis evaluadas disminuyd la latencia de los grupos evaluados significativamente

(p<0.05), incluso a una latencia cercana a cero. (Figura 7C)

800+

Latencia (s)

SsSI 1 30 100 25 5 10
Cafeina Diazepam

Tratamiento (mg/kg)

Figura 7C. Latencia de entrada al espacio claro en la evaluacién de los grupos testigo cafeina para el efecto
ansiogénico y diazepam para el efecto ansiolitico.

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Dunnett. » Se observa diferencia significativa respecto a SSI; p<0.05; n=6
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El tiempo de congelamiento aumentd para cafeina a la dosis de 30 mg/kg y disminuyd en el
caso de diazepam de 10 mg/kg de forma significativa respecto al grupo control tratado con

SSI (p<0.05). (Figura 7D)
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Figura 7D. Tiempo de congelamiento en la evaluacion de los grupos testigo cafeina para el efecto ansiogénico
y diazepam para el efecto ansiolitico.

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizd una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Tukey. * Se observa diferencia significativa respecto a SSl; p<0.05; n=6

El nimero de nados erraticos aumento para las tres dosis evaluadas de cafeina teniendo
diferencia significativa (p<0.05) respecto al grupo control a las dosis de 30 mg/kg y 100
mg/kg. En el caso del farmaco testigo del efecto ansiolitico diazepam los tres grupos
evaluados disminuyeron el nimero de nados erraticos teniendo las dosis de 2.5 mg/kgy 5
mg/kg una disminucién estadisticamente significativa (p<0.05) respecto al control de SSI.

(Figura 7E)
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Figura 7E. NUmero de nados errdticos en la evaluacion de los grupos testigo cafeina para el efecto ansiogénico
y diazepam para el efecto ansiolitico.

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizd una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Dunnett. » Se observa diferencia significativa respecto a SSl; p<0.05; n=6

La proporcidon entre el nimero de nados de evaluacion del riesgo y el nimero total de
entradas al espacio blanco aumentd para el grupo tratado con cafeina a la dosis de 1 mg/kg
teniendo diferencia significativa respecto al grupo control (p<0.05); mientras que para las
tres dosis evaluadas de diazepam, disminuy¢ significativamente (p<0.05) respecto al grupo

control de SSI. (Figura 7F)
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Figura 7F. Proporcién del nimero de entradas de evaluacién del riesgo respecto al nimero de entradas al
espacio claro en la evaluacién de los grupos testigo cafeina para el efecto ansiogénico y diazepam para el efecto
ansiolitico.

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizd una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Dunnett. » Se observa diferencia significativa respecto a SSl; p<0.05; n=6
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En cuanto a la proporcion de tigmotaxia respecto al tiempo total dentro del espacio blanco,
la dosis de 1 mg/kg de cafeina y la dosis de 5 mg/kg de diazepam aumentd y disminuyd

significativamente el tiempo de tigmotaxia (p<0.05) (Figura 7G).
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Figura 7G. Proporcién de tigmotaxia respecto al tiempo en espacio claro (G) en la evaluacién de los grupos
testigo cafeina para el efecto ansiogénico y diazepam para el efecto ansiolitico.

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizd una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Dunnett. » Se observa diferencia significativa respecto a SSl; p<0.05; n=6

Los resultados obtenidos en la evaluaciéon del efecto ansiolitico/ansiogénico de BZP y BEDA

son descritos a continuacion:

En cuanto al pardmetro de nimero de entradas al compartimiento blanco, todas las dosis
evaluadas de BZP provocaron una disminucion de entradas. Solo la dosis de 100 mg/kg
presentd diferencia significativa respecto al grupo control (p<0.05), en tanto que el grupo
testigo del efecto ansiolitico tratado con diacepam (10 mg/kg) aumentd el nimero de
entradas, lo que indica un efecto ansiogénico para BZP, lo mismo que la cafeina (30
mg/kg)(Figura 8A). En cuanto a BEDA ninguna dosis presenté diferencia significativa respecto
al grupo tratado con el vehiculo de SSI, por lo que no se presentd efecto sobre el nimero de

entradas (Figura 8A).

45



Numero de entradas
al espacio claro

SSICAFDZ 1 30 100 1 30 100

BZP BEDA

Tratamiento (mglkg)

Figura 8A. NUmero de entradas al espacio claro en la evaluacion de BZP y BEDA. CAF= Cafeina, DZ= Diazepam
SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Tukey. mSe observa diferencia significativa respecto a SSI » Se observa diferencia significativa respecto al grupo
testigo de efecto ansiogénico, *Se observa diferencia significativa respecto al grupo testigo de efecto
ansiolitico; p<0.05; n=26

En cuanto al parametro scototaxis las tres dosis evaluadas de BZP y la dosis de 30 mg/kg de
BEDA aumentaron, sin embargo, no presentaron diferencia frente al grupo control de SSI
(p<0.05) (Figura 8B). Lo anterior se debe a la preferencia natural que posee el pez a
permanecer en el compartimiento obscuro, ademas de que Maximino y colaboradores han

descrito que la administracién intraperitoneal causa estrés en el pez (48)
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Figura 8B. Scototaxis en la evaluacion de BZP y BEDA. CAF=Cafeina, DZ=Diazepam

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Tukey. mSe observa diferencia significativa respecto a SSI » Se observa diferencia significativa respecto al grupo
testigo de efecto ansiogénico, *Se observa diferencia significativa respecto al grupo testigo de efecto
ansiolitico; p<0.05; n=26
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En cuanto a la latencia se observa que en todas las dosis de BZP y BEDA la latencia disminuye
sin presentar diferencia significativa con el grupo control de SSI (p<0.05) (Figura 8C). Se ha
descrito que el comportamiento de los peces respecto a este parametro puede variar
dependiendo de la procedencia de los peces (44), sin embargo desde una perspectiva
experimental los peces presentaron estrés de forma tal que cruzaban a la parte blanca
mediante un nado erratico y regresaban al compartimiento obscuro en un tiempo corto, esto

puede verse con la scototaxia que representa el tiempo que el pez estuvo en este espacio.
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Figura 8C. Latencia en la evaluacién de BZP y BEDA. CAF=Cafeina, DZ=Diazepam

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizd una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Tukey. mSe observa diferencia significativa respecto a SSI  Se observa diferencia significativa respecto al grupo
testigo de efecto ansiogénico, *Se observa diferencia significativa respecto al grupo testigo de efecto
ansiolitico; p<0.05; n=26

En el parametro congelamiento (Figura 8D), todos los grupos de BZP y el grupo de 1 pg/gy
100 mg/kg de BEDA, disminuyeron respecto al grupo de SSI, comportandose como el grupo
testigo de efecto ansiolitico. Sin embargo desde el punto de vista de la experiencia en la
realizacién de los experimentos, los peces presentaron una actividad locomotora
importante, misma que en el caso de la dosis de BZP de 100 mg/kg puede verse reflejada en

la cantidad de nados erraticos que presentaron (Figura 8E).
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Figura 8D. Tiempo de congelamiento en la evaluacién de BZP y BEDA. CAF=Cafeina, DZ=Diazepam
SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Tukey. mSe observa diferencia significativa respecto a SSI  Se observa diferencia significativa respecto al grupo
testigo de efecto ansiogénico, *Se observa diferencia significativa respecto al grupo testigo de efecto
ansiolitico; p<0.05; n=26

A la dosis de 100 mg/kg de BZP y a las dosis de 1 mg/kg y 100 mg/kg en el caso de BEDA, se
presentd un aumento estadisticamente significativo (p<0.05) respecto al grupo control en la
cantidad nados erraticos efectiados comportandose de forma similar al grupo testigo de

cafeina de 30 mg/kg, por lo que la actividad locomotora se viéo aumentada, tal como es

sugerido para un efecto ansiogénico (Figura 8E). (26)
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Figura 8E. NUmero de nados erraticos en la evaluacién de BZP y BEDA. CAF=Cafeina, DZ=Diazepam
SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizé6 una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Tukey. mSe observa diferencia significativa respecto a SSI » Se observa diferencia significativa respecto al grupo
testigo de efecto ansiogénico, *Se observa diferencia significativa respecto al grupo testigo de efecto
ansiolitico; p<0.05; n=26
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El nUmero de entradas de evaluacidon del riesgo fue analizado con base en el nimero total
de entradas al espacio blanco estableciendo una relacion entre estos parametros, de forma
que fue posible describir la proporcion de entradas de evaluacidn del riesgo. No se observo
un efecto claro de acuerdo a la definicion de este parametro al evaluar a BZP y BEDA
(Figura 8F).

Lo anterior debido a que desde un punto de vista experimental y con base en los demas
parametros previamente analizados, los animales presentaron un tiempo de scototaxia
elevada (Figura 8B) implicando asi que disminuya la cantidad de entradas totales y por ende
la cantidad de entradas de evaluacién del riesgo, que son los dos pardmetros presentes en

la relacion antes descrita.
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Figura 8F. Proporcién del nimero de entradas de evaluacién del riesgo respecto al nimero de entradas al
espacio claro en la evaluacién de BZP y BEDA. CAF=Cafeina, DZ=Diazepam

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizd una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Tukey. mSe observa diferencia significativa respecto a SSI » Se observa diferencia significativa respecto al grupo
testigo de efecto ansiogénico, *Se observa diferencia significativa respecto al grupo testigo de efecto
ansiolitico; p<0.05; n=26
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Para el Ultimo parametro se establecié de igual forma una relacion entre la tigmotaxia y el
tiempo total en el espacio blanco que como en el caso anterior, permite visualizar la
proporcion de tigmotaxia respecto al tiempo que el pez se encontrd en el espacio claro. De
esta forma los resultados con BZP sugieren un efecto ansiogénico a las dosis de 1 mg/kgy 30
mg/kgy para BEDA a las dosis de 1 mg/kg y 100 mg/kg al aumentar dicha proporcién (Figura
8G), que en el caso de la dosis de 1 mg/kg BZP fue incluso mayor que el grupo testigo de

cafeina.
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Figura 8G. Proporcién de tigmotaxia respecto al tiempo en espacio claro (G) en la evaluacion de BZP y BEDA.
CAF=Cafeina, DZ=Diazepam

SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizd una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Tukey. mSe observa diferencia significativa respecto a SSI » Se observa diferencia significativa respecto al grupo
testigo de efecto ansiogénico, *Se observa diferencia significativa respecto al grupo testigo de efecto
ansiolitico; p<0.05; n=26
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7.2. Evaluacion sobre el efecto de recompensa
Los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto de recompensa por medio de la prueba
del cambio de sitio de preferencia condicionado (CSPC) de BZP y BEDA puede observarse que
BZP a la dosis de 100 mg/kg y BEDA a la dosis de 1 mg/kg, presentaron un aumento en el
cambio de sitio de preferencia de forma significativa (p<0.05) respecto al control de SSI.

(Figura 9A-9B)
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Figura 9A. Porcentaje de Cambio en el Sitio de Preferencia Condicionado por BZP
SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Tukey. *Se observa diferencia significativa respecto a SSI; p<0.05; n=6
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Figura 9B. Porcentaje de Cambio en el Sitio de Preferencia Condicionado por BEDA
SSI=Control. Se presenta la media + EEM, se realizé6 una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de
Tukey. *Se observa diferencia significativa respecto a SSI; p<0.05; n=6
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El efecto de recompensa fue evaluado por un modelo de cambio en el sitio de preferencia
condicionado, es decir, se condiciond a los animales a relacionar el efecto de la sustancia
con un sitio especifico del aparato de prueba que en este caso fue compartimiento blanco.
Por lo que después de una administracién subaguda (durante 6 dias, alternando con SSI) de
los farmacos estudiados se observd un aumento entre el tiempo que permanece el pez
dentro del espacio blanco antes y despues del tratamiento descrito anteriormente, sugiere

un efecto de recompensa al compuesto evaluado. (49)

De forma tal que se presentd un aumento significativo (p<0.05) en cambio en el sitio de
preferencia condicionado respecto al grupo control de SSI, un efecto que se traduce como
efecto de recompensa a la dosis de 100 mg/kg de BZP, y a la dosis mas baja de su metabolito
BEDA de 1 mg/kg. Los efectos observados presentaron una tendencia a una respuesta dosis-
dependiente para BZP y BEDA, solo que para este Ultimo la respuesta decrece al aumentar
la dosis, este hecho podria sugerir que BEDA es el responsable del efecto de recompensa
generado por BZP a altas dosis, implicando que ocurrié el metabolismo de BZP a BEDA ya
conocido. Ademas se observa que como aumenta la dosis de BEDA el efecto disminuye, esto

puede deberse a un efecto tdoxico del metabolito o incluso un fendmeno de tolerancia.
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7.3. Evaluacion sobre la Consolidacién de la memoria
La evaluacién de los fdrmacos testigos piracetam en el aumento de la consolidacién de la
memoria y escopolamina para el testigo del efecto amnésico se presentan en las Figuras 10A

a 10C.

Como puede observarse en la Figura 10A, los entrenamientos realizados a los peces, tienen
como consecuencia un proceso de aprendizaje que se ve reflejado en el aumento de la
latencia que presenta cada pez en cada uno de los entrenamientos individuales. Al evaluar
la consolidacidon de la memoria previa administracion del fdrmaco se puede observar que en
el caso de SSI el patron de aumentar la latencia en cruzar al compartimiento 2 sigue
aumentando sin llegar a tener diferencia estadisticamente significativa respecto al ultimo

entrenamiento, denominado E3.
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Figura 10A. Curso temporal en la evaluacién de consolidacién de la memoria para SSI

Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Tukey.

*Se observa diferencia significativa respecto a E1 *Se observa diferencia significativa respecto a E3; p<0.05;
n=12

Caso contrario a SSI, la escopolamina a dosis de 0.1 mg/kg, provoca que el pez presente
amnesia, por lo que olvida lo que aprendid en el periodo de entrenamiento, disminuyendo
de forma significativa (p<0.05) la latencia en la prueba (Figura 10B) respecto al ultimo

entrenamiento realizado (E3), por lo que su consolidacién de memoria disminuye. (19)
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Figura 10B. Curso temporal en la evaluacion de consolidacion de la memoria para escopolamina 0.1 mg/kg

Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Tukey.

*Se observa diferencia significativa respecto a E1 *Se observa diferencia significativa respecto a E3; p<0.05;
n=12

En cambio para el caso de piracetam 10 mg/kg, la latencia aumenta significativamente
(p<0.05) respecto al ultimo entrenamiento (E3), de forma tal que la consolidacién de

memoria se ve aumentada para este farmaco.(19)
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Figura 10C. Curso temporal en la evaluacion de consolidacion de la memoria para piracetam 10 mg/kg

Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Tukey.

*Se observa diferencia significativa respecto a E1 *Se observa diferencia significativa respecto a E3; p<0.05;
n=12
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En la Figura 11, se puede observar que BZP en las tres dosis evaluadas (1 mg/kg, 30 mg/kgy
100 mg/kg) presenta un efecto en el aumento de la consolidacién de la memoria, al

aumentar significativamente (p<0.05) la latencia de entrada respecto al ultimo

entrenamiento y en comparacién al grupo control, donde este aumento no es

significativo.(56)
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Figura 11. Curso temporal en la evaluacion de consolidacién de la memoria para BZP 1 mg/kg (A), BZP 30 mg/kg
(B), BZP 100 mg/kg (C)

Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Tukey.
*Se observa diferencia significativa respecto a E1 * Se observa diferencia significativa respecto E3; p<0.05;n=8

Para el caso de las tres dosis evaluadas de BEDA (1 mg/kg, 30 mg/kg y 100 mg/kg), no se
modificd la latencia respecto al Ultimo entrenamiento (E3), comportandose de forma similar

al grupo control tratado con SSI, lo que sugiere que no presenta efecto sobre la consolidacion

de la memoria. (Figura 12)
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Figura 12. Curso temporal en la evaluacién de consolidacién de la memoria
mg/kg (B), BEDA 100 mg/kg (C)
Se presenta la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Tukey.

*Se observa diferencia significativa respecto a E1 *Se observa diferencia significativa respecto E3; p<0.05; n=8
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7.4. Determinacion de la toxicidad aguda
En el caso de BZP, los resultados se ajustaron al algortimo de Lorke(51), por lo que se
emplearon las dosis sugeridas por el patron de muerte presentado, evaluando las dosis de
140 mg/kg. 225 mg/kg, 370 mg/kg y 600 mg/kg; obteniendo la DLsp mediante la media
geométrica entre 370 mg/kg y 600 mg/kg, que fueron las dosis donde se presentd el 0% y el
100% de muerte respectivamente.La media geométrica entre estas dos dosis fue de 471
ug/g que corresponde a la DLso (Tabla 6). BEDA no se ajusto al algoritmo de Lorke(51) , por
lo que se evaluaron las dosis de 600 mg/kg, 1600 mg/kgy 2900 mg/kg en tres individuos cada

dosis para posteriormente, calcular la DLso por medio de un analisis probit (57).

‘ BZP (mg/kg) BEDA (mg/kg)
Primera Etapa Segunda Etapa Primera Etapa Segunda Etapa
10 0/3* 140 0/1 10 0/3 600 1/3
100 0/3 225 0/1 100 1/3 1600 2/3
1000 3/3 370 0/1 1000 1/3 2900 3/3
600 1/1
Dlsoezp=471.0 mg/kg DLsogepa = 904.8 + 373.1 mg/kg

*Patron de muerte de los animales (nimero de animales muertos/ ndmero de animales empleados)

Tabla 6. Resultados de la estimacién de la DLsp para BZP y BEDA.

Lo anterior, sugiere que BZP tiene un potencial toxico mayor que su metabolito BEDA, al
presentar DLso de 471.0 mg/kg y 904.8 + 373.1 mg/kg respectivamente. Esto puede
explicarse debido a la apertura del anillo de BZP a BEDA en el metabolismo hepatico de esta
sustancia, ademas de que se ha descrito que las benzilpiperazinas presentan mayores efectos

no deseados.(33)
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7.5. Obtencion del perfil de actividad bioldgica

Se obtuvo para BZP un perfil que consistid en 2163 actividades biolégicas/acciones, en el

caso de BEDA se obtuvo un perfil con 2183 actividades bioldgicas/acciones farmacoldgicas.

Al filtrar los resultados para Pa > 0.7 se obtuvieron 10 y 32 actividades bioldgicas/acciones

farmacoldgicas para BZP y BEDA respectivamente (Tabla 7 y 8).

Dentro de las actividades biolégicas de BZP incluidas en el perfil con una Pa=0.839 se

encuentra “estimulante de la liberacion de 5-HT” que es concordante con la literatura y

relacionado con la actividad bioldgica que se mostrd en la consolidacién de la memoria y

efecto ansiogénico, sin embargo, esta actividad no esta incluida para su metabolito BEDA,

sin embargo, BEDA presentd con una Pa=0.913 la actividad de “tratamiento de trastornos

relacionados a fobias”, que también esta relacionada a los mecanismos y neurotransmisores

asociados al efecto farmacolégico de BEDA.(27)

Actividad biolégica/Accion farmacoldgica
Antagonista del receptor nicotinico alfa2beta?2
Estimulante de la liberacidon de 5-Hidroxitriptamina
Antagonista del receptor nicotinico alfa2beta3betadalfas
Protector mucomembranoso
Tratamiento de desordenes fobicos
Inhibidor de la testosterona 17beta deshidrogenasa
Inhibidor de la cloroperoxidasa

/

/
Inhibidor de la permeabilidd membranal
Inhibidor de la ATPasa transportadora de poliaminas
/

Inhibidor de la aspulvinona dimetilaliltransferasa

Pa
0.862
0.839
0.829
0.817
0.826
0.778
0.749
0.742
0.715
0.751

Pi
0.004
0.010
0.007
0.014
0.025
0.031
0.006
0.023
0.011
0.048

Tabla 7. Perfil de Actividad Bioldgica para BZP con un filtro de Pa>0.7
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Actividad biolégica/Accion Farmacoldgica
Tratamiento de desordenes fobicos
Inhibicidn de la superoxido dismutasa
Inhibidor de la ATPasa transportadora de poliaminas
Inhibidor de la fibrolasa
Inhibidor de la venombina AB
/

Inhibidor de la CDP-glicerol glicerofosfotransferasa
Inhibidor de la exoribonucleasa Il

Inhibidor de la omptina

Inhibidor de la glucosa oxidasa

Inhibidor de la dimetilargininasa

Inhibidor pitrilisina

Inhibidor de la arginina 2-monooxigenasa
Inhibidor del factor de coagulacién limulus B
Sustrato del CYP2D16

Inhibidor de la metilambeliferil-acetato desacetilasa
Inhibidor de la fusarinina-C ornitinesterasa

Inhibidor del factor de coagulacion limulus C

Activador de canal de calcio sensible a voltaje
Inhibidor de la enzima convertidora de pro-opiomelanocortina
Protector mucomembranoso

Agonista del factor estimulante de colonias de macréfago
Agonista del receptor GABA C

Inhibidor de la deshidrogenasa

Inhibidor de la treonin aldolasa

Inhibidor de la N-benziloxicarbonilglicina hidrolasa
Inhibidor del factor D del complemento

Inhibidor de la metilentetrafolato reductasa

Inhibidor de la pseudolisina

Agonista de la integridad membranal

Antagonista del receptor nicotinico alfabbeta3betadalfas
Agonita del receptor de imidazolina

Antiseborreico

Pa
0.913
0.888
0.867
0.845

0.82

0.829
0.796

0.792
0.795
0.785
0.781
0.784
0.772
0.756

0.745
0.751

0.74

0.736
0.748
0.754

0.727
0.713

0.713
0.711

0.71
0.716
0.721
0.708
0.737
0.704

0.67
0.702

Pi
0.004
0.004
0.003
0.003
0.005
0.024
0.008
0.008
0.013
0.007
0.007

0.01
0.006
0.004

0.006
0.013

0.008

0.004
0.021
0.033

0.01
0.003

0.009
0.009

0.01
0.016
0.028
0.018
0.048
0.033
0.004
0.037

Tabla 8. Perfil de Actividad Bioldgica para BEDA con un filtro de Pa>0.7
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8. Discusion

Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion del posible efecto ansiogénico en la prueba
de claro/obscuro en D. rerio dan evidencia aun efecto de tipo ansiogénico tanto para BZP
como para BEDA, de acuerdo a lo descrito por el etograma caracteristico de este efecto
(Tabla 4).

El efecto se presentd en todos los parametros evaluados a excepcion de la latencia
(Figura 8C), ya que el comportamiento cldsico es un aumento en el tiempo que el pez tarda
en cruzar del espacio obscuro al espacio blanco y en la evaluacién realizada se presenté el
caso contrario. Dicha tendencia se explica por la misma ansiedad generada por el compuesto,
ya que desde un punto de vista experimental los animales cruzaban a la parte blanca
mediante un nado erratico y retornaban al espacio obscuro rapidamente. Lo anterior puede
verse reflejado en el tiempo de scototaxia presentadoy el nimero de nados erraticos (Figura
8A y Figura 8E). Ademads se ha reportado que el comportamiento de los peces en la
evaluacidon de este pardmetro puede tener ligeras variaciones por el estado del pez y su
procedencia. (44)

Con base en los resultados y de acuerdo a las observaciones experimentales que surgieron
durante la realizacién de los experimentos, se sugiere una priorizacion de los parametros a
incluir dentro del etograma para la evaluacién del efecto ansiogénico eligiendo aquellos que
se mostraron fenotipicamente mas robustos en esta prueba empleando pez cebra, como lo

son la scototaxia, nUmero de nados erraticos y nimero de entradas al espacio blanco.

Para la evaluacion del efecto de recompensa de BZP se observé que el porcentaje del cambio
de sitio de preferencia condicionado (%CSPC) cambid de forma creciente en relacion con la
dosis, por lo tanto se sugiere que BZP genera un efecto sobre la recompensa de acuerdo a
los resultados obtenidos. Este efecto asociado a BZP ya se ha descrito(21)(33). Lo anterior
permite validar la metodologia para la evaluaciéon del efecto sobre la recompensa usando

pez cebra.
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En el caso del metabolito BEDA, se presentd un cambio en el efecto sobre la recompensa
respecto a BZP al comportarse de tipo dosis-dependiente de forma decreciente,
atribuyéndose este cambio en el perfil adictivo al cambio en la estructura de BZP a BEDA, ya

que BEDA no presenta el anillo de piperazina.

El hecho de que BEDA presentara un decremento del % CSPC con el aumento de la dosis
puede sugerir un efecto toxico o de tolerancia, porlo que adicional a los estudios de toxicidad
la DLso para BZP fue menor (DLso = 471.0 mg/kg) que la obtenida para BEDA (DLso = 904.8 +
373.1 mg/kg), por lo que se considera que BEDA tiene un potencial téxico menor que BZP al
requerir una dosis mayor para ser letal en el 50% de la poblacién en estudio.

De acuerdo a lo anterior la toxicidad fue descartada de ser la responsable del
comportamiento de BEDA en la evaluacién del efecto sobre la recompensa suponiendo un
posible efecto de tolerancia debido a que conforme se aumentd la dosis de BEDA la

respuesta disminuyé despues de las administraciones del farmaco. (58)

El efecto sobre la consolidacién de la memoria evaluado por la prueba de evitacion pasiva en
pez cebra solo se presentd en BZP a las tres dosis evaluadas y para BEDA no se presentd
efecto a ninguna dosis. Esto concuerda con el aumento en la consolidacién de la memoria
para BZP reportado en modelos murinos por Castillo y colaboradores. (24)

En el caso de BEDA existe discrepancia entre el estudio realizado en este trabajo empleando
Danio rerio y el estudio en un modelo murino realizado por Castillo y colaboradores. Esto
debido a que el presente trabajo sugiere que este compuesto no presenta efecto sobre la
consolidacién de la memoria y el estudio antecedente en murinos sefiala que BEDA produce
un aumento en la consolidacion de la memoria. (24)

Este dltimo comportamiento puede explicarse a variaciones sistematicas del protdcolo
experimental en la evaluacidn realizada por Castillo et al, mismas que pueden interpretarse
de forma errénea. Se considera que dichas variaciones son muy frecuentes en roedores y
son consecuencia de la habituacion que experimentan los animales durante el desarrollo de

este tipo de determinaciones. (18)
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Al analizar el perfil de actividad de BZP y BEDA empleando un filtro de Pa>0.7, se obtuvo una
probabilidad de actividad serotoninérgica de 0.839 para BZP, siendo concordante con lo que

ya se ha reportado anteriormente para BZP.(27)

En el caso de BEDA, no se establecid la actividad serotoninérgica dentro de las
probabilidades para esta molécula, es decir que el software no reconocio la estructura de
BEDA como una molécula que posea actividad serotoninérgica, lo que se debe a que el
alcance del software no incluye moléculas que compartan esta actividad ni similitudes
estructurales con BEDA.

Sin embargo, es interesante que de acuerdo a la prediccién computacional la actividad como
tratamiento de desérdenes fébicos presenta una alta probabilidad (Pa= 0.913), cuando
contrariamente se ha descrito en estudios previos y en el presente trabajo que BEDA es una
molécula que genera ansiedad, que es uno de los signos tipicos presentes en este tipo de

transtornos. (38)

Retomando lo anterior y vinculando el hecho de que en la consolidacién de la memoria una
de las vias involucradas es el incremento de la actividad serotoninérgica, ademas de que el
perfil de actividad para las moléculas establezca una probabilidad alta en la actividad
serotoninérgica para BZP y no establezca una probabilidad alta de actividad para BEDA, los
resultados experimentales alrededor de la actividad de 5-HT en la consolidacion de la
memoria y el perfil de actividad biolégica son concordantes entre si. (28)(29)(30)

En cuanto al efecto ansiogénico y el efecto de recompensa, también la actividad
serotoninérgica, ha sido descrita previamente como la responsable de la actividad
farmacoldgica de BZP y BEDA. (27)

Sin embargo, los estudios computacionales solo sugieren un incremento de la actividad
serotoninérgica para BZP. Lo anterior, es concordante para el efecto de recompensa vy la

ansiogénesis que presentd BZP en el presente trabajo.
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La diferencia estructural entre BZP y su metabolito BEDA, consiste en la apertura del anillo
de piperazina en BZP a una cadena de etilendiamina, esta modificacion generd una diferencia
en la actividad neurofarmacolégica de estos dos compuestos evaluada en Danio rerio,
coincidiendo unicamente en la actividad ansiogénica al evaluarse en un modelo de
claro/obscuro.

Sin embargo el metabolismo de BZP a BEDA generd una perdida de actividad ya que BEDA
en cuanto a la consolidacién de la memoria y efecto de recompensa no presenté actividad,

ademas presentd una DLso mayor que BZP.
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9. Conclusion.

Se establecieron los métodos experimentales en Danio rerio que permitieron evaluar la
neurofamacologia N-bencilpiperazina (BZP) y N-benciletilendiamina (BEDA), mismos que dan
evidencia del efecto ansiogénico, efecto sobre la recompensa y efecto sobre la consolidacion
de la memoria, obteniendo que ambas moléculas presentaron actividad ansiogénica, sin
embargo solo BZP presentd efecto de recompensa y aumento de la consolidacion de la

memoria.

Las métodologias establecidas permitiran la evaluacién de la ansiedad, efecto sobre la
consolidacién de la memoria, efecto sobre la recompensa y determinacion de la DLsgo
empleando pez cebra, de sustancias que potencialmente puedan actuar a nivel de Sistema

Nervioso Central.
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