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RESUMEN

El diazepam (D) pertenece a un grupo de farmacos que tienen un uso muy
extendido, las benzodiazepinas, cuyo sitio de accién son los receptores GABA-A, y
que producen efectos anticonvulsivos, sedantes y ansioliticos entre otros. La
administracion repetida de D puede producir tolerancia, que puede ser de tipo
asociativo. Se ha utilizado a menudo el Laberinto Elevado en Cruz (LEC), para medir
ansiedad y su relacién con el D. Esto se puede ver acompanado de cambios en la
actividad neuronal, que puede ser analizada por medio de la expresion del gen c-

Fos.

En este trabajo se utilizé el LEC, para evaluar el efecto agudo y el desarrollo
de tolerancia al D, y se analizé la expresion de c-Fos en estructuras relacionadas
con la ansiedad: corteza prefrontal, cuerpo estriado, hipotalamo, complejo
amigdalino, hipocampo y tallo. Se utilizaron ratas macho Wistar (270 gr al dia del
experimento), asignadas a 5 grupos independientes, inyectados con salina (S) o D
(1Tmg/kg, ip), en bioterio (B) o laboratorio (L), y evaluados en LEC. Los grupos
fueron: control salina (S), dos grupos con administracién aguda de D (ADB, ADL) y
dos con tratamiento cronico de 21 administraciones de D (CDB y CDL), el dia 21 se
probaron en LEC y dos horas después los sujetos se sacrificaron, se extrajeron los

cerebros y se sometieron al procedimiento de inmunohistoquimica.

La administracion aguda produjo efecto ansiolitico y disminucion significativa
de la expresion de c-Fos en ambos contextos. En la administracion cronica se
encontro tolerancia asociativa. En la expresion de c-Fos se encontré inhibicion por
administracion aguda al D, pero cuando se administré de forma crénica hubo una
recuperacion en la expresion de c-Fos tendiendo a ser mayor en el contexto
asociado a la administracion de D, siendo esto congruente con lo encontrado en la
tolerancia al efecto ansiolitico en la tarea de LEC. En conclusion, los resultados
sugieren la participacion de la expresion de c-Fos en los mecanismos neuronales
de ansiedad, de forma andloga a lo observado en el LEC, aunque con una

mediacion asociativa no tan significante en la respuesta bioldgica de c-Fos.



INTRODUCCION

Se sabe que todo cambio en el comportamiento relativamente duradero es
entendido como aprendizaje y hay formas de aprendizaje no asociativo y asociativo,
en éste ultimo participan sefiales ambientales que pueden ser manipuladas para

entender mejor los mecanismos en que se aprende una conducta determinada.

Normalmente el organismo tiende a mantenerse en homeostasis, asi que si
se presenta un evento que cause alteracidén en su equilibrio, el organismo aprendera
a responder eficientemente para recuperarlo. El efecto ansiolitico del D disminuye
tras repetidas administraciones, a esto se le suele llamar tolerancia, la cual es
influida en gran medida por las sefiales ambientales que anteceden al efecto de la
droga, lo cual ha sido comprobado en diversas ocasiones. El laberinto elevado en
cruz es un modelo experimental ampliamente usado por su sensibilidad a las
benzodiazepinas, dicho modelo es muy util para observar los cambios conductuales

inducidos por el D.

Se han realizado diversos trabajos en los que se ha utilizado alguna técnica
de marcaje para estudiar la relacion entre actividad neuronal y comportamiento, una
de las técnicas mas utilizada es la inmunohistoquimica, esta técnica ha sido
empleada para marcar la proteina Fos, resultante de la transcripcion del gen c-Fos

y su traduccion.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se analiza la participacion de
sefales ambientales en el desarrollo de tolerancia asociativa a las benzodiazepinas,
tomando en cuenta el desempefio en una tarea de laberinto elevado en cruz y la
expresion del gen c-Fos en diversas estructuras neuronales relacionadas con la

ansiedad.



1 APRENDIZAJE

El aprendizaje es entendido como un cambio duradero en los mecanismos
del comportamiento, que implica estimulos y/o respuestas resultantes de una
experiencia previa con estimulos y respuestas similares. Si el cambio observado en
el mecanismo de comportamiento no perdura o no es resultado de la experiencia
con eventos ambientales especificos no puede ser considerado como aprendizaje.
Los cambios en el mecanismo de comportamiento resultantes de la experiencia
suelen explicarse por medio de la asociacion de estimulos y respuestas resultantes
de la experiencia; se puede encontrar evidencia de aprendizaje en un cambio en el
comportamiento como la ejecucion de una nueva respuesta o la supresion de una
respuesta previa, pero hay que ser cuidadoso porque el comportamiento en si
mismo no puede ser considerado una prueba de aprendizaje, hay casos en los que
los cambios observados en el comportamiento se deben la fatiga, a una alteracion
fisioldégica o estado motivacional, a la maduracion, o a la evolucion; es el cambio en
los mecanismos que subyacen al comportamiento los que aportan realmente la

evidencia del aprendizaje (Domjan, 2010).

El aprendizaje puede ser clasificado en dos categorias generales: no

asociativo y asociativo.

1.1 Aprendizaje no asociativo

Este tipo de aprendizaje se refiere a una forma de adaptacidon simple que
consiste en el inicio y/o incremento o la reduccion y/o cese de una respuesta ante
un estimulo. De tal modo se pueden identificar dos procesos especificos:

habituacion y sensibilizacion.

1.1.1 Habituacién y sensibilizacién

Los efectos de la habituacién y la sensibilizaciéon son productos finales de
procesos que ayudan a organizar y focalizar el comportamiento entre la gran
cantidad de estimulos a los que se esta expuesto, dichos efectos son tipos basicos

de cambio en el comportamiento, producto de experiencias previas, aunque de tipo



no asociativo (Domjan, 2010). La nocién de habituacion es muy antigua pero el uso
del término se realiz6 de manera amplia en el siglo XIX, antes de esto se utilizaron
diversos términos para referirse a la habituacibn como “aclimatacion”,
“‘acomodacién”, “adaptacién negativa®’, “fatiga’, “extincion” e “inactivacion
estimulatoria”; se han realizado diversos estudios sobre el fendmeno de habituacion
en muchos organismos, desde amebas hasta humanos (Thompson, 2009). La
habituacion consiste en la disminucion de una respuesta desencadenada, después
de presentar el estimulo desencadenador de manera repetida, sin implicar una

incapacidad sensitiva 0 motora momentanea (Domjan, 2010).

Hay nueve propiedades que dan una definicion operatoria a la respuesta de
habituacion (Grissom & Bhatnagar, 2009): 1) Un estimulo particular desencadena
una respuesta y la presentacion repetida de ese estimulo resulta en el decremento
de la respuesta (habituacion); 2) si el estimulo es suspendido la respuesta tiende a
recuperarse después de algun tiempo (recuperacién espontanea); 3) si se repite el
entrenamiento de habituacién y recuperacidén espontanea, la habituacion se vuelve
mas rapida (potenciacion de la habituacion); 4) Entre mas rapida sea la frecuencia
de estimulacién, mas rapidamente se desarrolla la habituacion; 5) La habituacion es
mas rapida y evidente con el estimulo mas deébil, en cambio un estimulo mas intenso
puede provocar que la habituacién sea menos significativa; 6) Los efectos de la
habituacion pueden superar el nivel de respuesta nula; 7) La habituacién de una
respuesta a un estimulo dado puede mostrar generalizacion a otros estimulos; 8) Al
presentar un estimulo, por lo regular mas intenso que el habituado, se observa una
recuperacion de la respuesta habituada (deshabituacion); 9) La presentaciéon
repetida del estimulo de deshabituacién resulta en la habituacion de dicho estimulo

(podia ser llamado habituacion de la deshabituacion).

En cuanto a la sensibilizacién, para Domjan (2010) es un proceso que
interactua con la habituacion, mientras que esta ultima consiste en la disminucion
de la respuesta, la sensibilizacion se caracteriza por el aumento de la disposicion

respuesta ante un estimulo, en ella participan celular nerviosas que determinan el



estado general de sensibilidad y preparacién para una respuesta, por ejemplo la
respuesta de sobresalto ante un breve ruido intenso o la respuesta de orientacion
visual ante una imagen compleja, el efecto de sensibilizacion no se presenta ante
cualquier situacién, sélo los eventos de tipo excitador provocan este tipo de cambio

en el comportamiento.

1.2 Aprendizaje asociativo

La asociacion es un mecanismo fundamental en diversas funciones del
organismo como el aprendizaje, la memoria, la modificacién adaptativa de la
conducta, la adquisicion de conocimiento y la organizacién de la memoria. En lo
estudiado sobre aprendizaje asociativo se ha encontrado una generalidad, de los
principios y mecanismos que lo rigen en diversas especies, desde humanos hasta
invertebrados (Aguado-Aguilar, 2001). La importancia de la asociacion se ha
comprobado en la psicologia, el principio basico del estudio de la conducta se basa
en las relaciones asociativas con estimulos que anteceden o proceden a la
conducta; se sabe ademas, que un estimulo puede desencadenar una respuesta
refleja de forma directa, también se sabe que otro estimulo que no se relacione de
forma directa con la respuesta refleja también la puede evocar, y esto es mediado

por la asociacion (Domjan, 2010).

A continuacién se hace mencion de las teorias mas representativas del

aprendizaje asociativo: “condicionamiento clasico” y “condicionamiento operante”.

1.2.1 Condicionamiento Clasico

lvan Petrovich Pavlov desarrollé el “condicionamiento clasico”, en el que
fundamenta las leyes asociativas que dan cuenta del aprendizaje de los organismos,
en la teoria del condicionamiento pavloviano la percepcion de estimulos juega un
papel muy importante, sus estudios se fundamentan en la observacién de la
activacién y modulacién de la conducta refleja de los organismos, se establece que

la excitacion refleja puede ser generada, después de un proceso de



condicionamiento, por estimulos que normalmente no provocan dichas respuestas

reflejas (Hilgard y Bower, 1973).

El condicionamiento clasico o reflejo, consiste en la asociacién de estimulos
permitiendo que un estimulo que normalmente no evoca una respuesta refleja lo
haga después de un proceso de asociacion; inicialmente se presenta un estimulo
que evoca una respuesta refleja, al estimulo se le da el nombre de estimulo
incondicionado (El) debido a su naturaleza innata para evocar una consecuencia
especifica, a la cual se le da el nombre de respuesta incondicionada (RI), que
invariablemente se presenta ante el El sin una mediacion voluntaria del organismo;
en el proceso de condicionamiento se presenta de forma contingente al EIl un
estimulo neutro (EN) que por si mismo no evoca ninguna respuesta o al menos
evoca una respuesta diferente a la Rl, por ejemplo, si El es un alimento, que provoca
salivacion, el EN podria ser un sonido, que provoca orientacion; después de la
asociacion entre el EN y el El, el EN adquiere la capacidad de producir una
respuesta igual o similar a la RI, para entonces el EN es llamado estimulo
condicional (EC) y la respuesta es nombrada: respuesta condicionada (RC), de éste
modo el organismo ha aprendido a emitir una respuesta de forma condicional a la
presencia de un estimulo especifico, por ejemplo, en un estudio Pavlov le present6
comida a perros o les inyectaba acido diluido en la boca, eso provocaba la respuesta
refleja de salivacion, estos estimulos fueron asociados con un EN (sonido), después
de varios ensayos el EC, logré evocar por si mismo la respuesta de salivacion o RC
(Pavlov, 1927).

Algunos conceptos basicos relevantes del condicionamiento clasico son los
siguientes (Ellis-Ormrod, 2001; Hilgard y Bower, 1973):

e Reforzamiento. Consiste en el uso del mecanismo de
condicionamiento para aumentar la probabilidad de evocacién de una

respuesta. Entre mas veces se presente EN junto con El mas
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probablemente se evocara una respuesta igual o similar a Rl ante el
EN.

Extincion. Consiste en la presentacion repetida del estimulo
condicionado sin presentar el estimulo reforzador, lo que causa un

debilitamiento de la respuesta condicionada.

Recuperacion espontanea. Consiste en la reaparicion de la respuesta
condicionada después de un periodo de descanso desde que ocurrid
la extincidon. La respuesta que aparece en la recuperacion espontanea
suele ser mas débil que la respuesta condicionada original y se

extingue mas rapido.

Generalizacion. La respuesta condicionada puede ser evocada por
diversos estimulos aun cuando sus caracteristicas no sean parecidas
entre si. La actividad en el sistema nervioso central (SNC) consiste

en una excitaciéon generalizada de la corteza.

Discriminacién. Es un concepto complementario de la generalizacion
que consiste en una respuesta diferenciada lograda por el
reforzamiento de un estimulo especifico, pues cuando se presenta un
estimulo diferente al que se desea reforzar este no se refuerza. La
actividad en SNC es presentada en una concentracion de la excitacidn

a diferencia de la generalizacion.

Inhibicién. Es cuando se interfiere y/o disminuye la respuesta
condicionada, hay dos categorias: externa e interna. En la inhibicidon
externa un estimulo externo diferente a EC se presenta y es mas
intenso, entonces se reduce la capacidad de respuesta. En la
inhibicion interna se modifica la probabilidad de ocurrencia de la

respuesta ante el estimulo condicionado, algunos procedimientos que
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han sido empleados para ello son: extinciéon, inhibicion diferencial,
inhibicion condicionada e inhibicion por demora; en la extincién, como
ya se menciond, de deja de reforzar y la respuesta condicionada
disminuiria; en la inhibicion diferencial se refuerza sélo un estimulo
con caracteristicas especificas, por ejemplo un tono con una duracién
especifica, de este modo se observaria que la respuesta soélo se
presentaria ante dicho tono, aun cuando el sonido es el mismo cesaria
de presentarse ante tonos de diferente duracién; en la inhibicion
condicionada se presenta el reforzamiento soélo si se suprime una
accion especifica, por ejemplo, si una rata se mueve se le dan
descargas eléctricas, por lo cual se observaria que la rata cesaria su
movimiento; en la inhibicion por demora se dejaria pasar suficiente
tiempo entre la respuesta y la presentacion del reforzamiento, después

de un tiempo el estimulo condicionado pierde fuerza.

A continuacién se hace mencién de los procesos de condicionamiento
(Vargas-Mendoza, 2006):

e Simultaneo. Los dos estimulos, El y EC se presentan al mismo tiempo,

con una demora entre ellos, no mayor a medio segundo.
e Demorado. Primero se presenta el EC y medio segundo después o
mas, se presenta el El. Ambos se sobreponen en tiempo y

normalmente terminan juntos.

e Huella. Primero se presenta el EC, este se apaga y transcurre un

periodo corto antes de que se presente el El.

e Retroactivo. En este caso los estimulos se presentan en orden

inverso, primero se presenta el El y después el EC.
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e Temporal. En este procedimiento se trabaja solo con el El,
presentandolo en periodos regulares, utilizando al tiempo entre

eventos como El.

1.2.2 Condicionamiento Operante

Se considera a Watson como un elemento clave en la psicologia cientifica, él
se opuso a las concepciones mentalistas de la psicologia y propuso un enfoque
objetivo y experimental considerando al individuo como un organismo respondiente
al entorno, con esto se forma la base del desarrollo cientifico para la psicologia.
Después Skinner busca superar las carencias del modelo watsoniano, a través de
sus observaciones elabora un método descriptivo que tiene la intencidn de predecir
y controlar el comportamiento, buscando asi la aplicacién de la psicologia, es decir,

una psicologia empirica (Agudelo y Guerrero, 1973).

Edward Lee Thorndike presentd una teoria a la que llamo conexionismo, en
ella se destaca la experiencia como forma de establecer conexiones entre estimulos
y respuestas; en un experimento, Thorndike metioé a un gato en un laberinto con una
puerta, al principio el gato realizé movimientos aleatorios hasta que accidentalmente
activo el mecanismo que abria la puerta para poder salir, después volvidé a meter al
gato, que en esa ocasion tarddo menos tiempo en salir encontrando el mecanismo
activador por ensayo y error, realizé ensayos sucesivos y observé que a medida
que se repetia el experimento el gato tardaba menos en activar el mecanismo que
abria la puerta del laberinto y permitia la salida; de ese modo Thorndike establecio
que las respuestas ante una situacidn que son seguidas por una consecuencia
satisfactoria se fortalecen, mientras que las que son seguidas por una consecuencia
desagradable se debilitan; propuso que la practica influye sobre las conexiones E-
R, a medida que las conexiones estimulo-respuesta que se repiten se fortalecen,
mientras que las que no se utilizan se debilitan, mas adelante descarto la idea de
que las consecuencias desagradables debilitan la conducta, pues cuando se
presenta un castigo se pueden fortalecer otras conductas mediante la cuales se

evita, también la idea de que la repeticidn por si misma fortalece la conducta fue
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desechada, sin embargo la ley establecida de que las consecuencias agradables
que siguen a una conducta la fortalecen aun es vigente y es destacable su influencia
en la teoria del condicionamiento operante desarrollada por B. F. Skinner (Ellis-
Ormrod, 2005).

Skinner reconoce la existencia de un condicionamiento respondiente en el
que la respuesta es refleja, no hay ejecucion voluntaria del organismo y el
reforzamiento es manipulado por el experimentador, pero en el condicionamiento
operante ya se entiende al organismo como un ser capaz de ejercer influencia sobre
su medio y el reforzamiento es ahora dependiente de la respuesta del organismo,
la respuesta entonces es una actividad perceptible dirigida a un fin; en esencia el
condicionamiento operante establece las bases esenciales del aprendizaje que
trascienden de la filogenia, los organismos son sujetos a leyes basicas y reaccionan
de una manera similar aun cuando el comportamiento especifico sea diferente
(Agudelo y Guerrero, 1973).

Skinner propuso que se adquieren las conductas que van seguidas de ciertas
experiencias, aunque a diferencia de Thorndike, Skinner no hablé de la fuerza de la
conexioén si no de la fuerza de la respuesta, mediante la cual se miden los efectos
de las consecuencias, para ello Skinner elaboré una caja que permitia mantener en
control el entorno en que los sujetos experimentales operaban, para las ratas habia
una palanca en el interior de la caja que al ser activada permitia la caida de alimento,
para las palomas habia un boton iluminado en una pared que al ser activado se
presentaba una bandeja con alimento; el principio basico del condicionamiento
operante es que una respuesta seguida de un reforzamiento se fortalece, al ocurrir
esto la conducta cambia aumentando la frecuencia de la respuesta, por lo cual,

desde el punto de vista conductista, se produce un aprendizaje (Ellis-Ormrod, 2005).

En la teoria de Skinner se establece un mecanismo que se centra en el
reforzamiento como forma de influir en la conducta y la base del mecanismo del

condicionamiento es la tasa de respuesta, primero se requiere la presencia de un
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estimulo que anteceda a la conducta cuyo papel es el de indicar la disposicion de
reforzador “estimulo inicial” (El), después se presenta la conducta “respuesta” (R),
de manera contingente ocurre la consecuencia “reforzadores” (C) que son estimulos
que aumentan o decrementan la probabilidad de aparicion de la conducta (Moscoso,
1984; Quiroga-Romero, 1995). A continuacion se detallan mas el estimulo inicial y

el reforzador.

Ellis-Ormrod (2005) refiere que el estimulo inicial puede servir como medio
de control (control de estimulo) para la aparicion de la respuesta ya que sirve como
indicador del momento en que la respuesta puede ser reforzada, de esta manera
cuando un estimulo antecedente aumenta la probabilidad de aparicién de una
respuesta se llama “estimulo discriminativo”; cuando el organismo ha aprendido a
responder de una forma determinada ante el estimulo discriminativo puede ser que
responda de forma similar a un estimulo parecido, a esto se le llama
“generalizacion”; el organismo puede aprender también a responder sélo a un
estimulo aun cuando haya dos similares, esto se logra reforzando la respuesta
solamente cuando se presenta un estimulo E+ y no cuando se presente E-, alo que
se le llama “discriminacién”. La misma autora describe que el reforzador es un
estimulo o suceso que al presentarse aumenta la probabilidad de que una respuesta
se repita, el mismo reforzador puede fortalecer varias conductas en diferentes
situaciones; hay reforzadores primarios o secundarios, los primarios son los que
tienen un efecto reforzador de forma natural y directa, mientras que los secundarios
son neutros en un inicio y no tienen un efecto reforzador hasta que son asociados
con estimulos que si son reforzadores, por ejemplo, la comida es un reforzador
primario y el dinero es uno secundario, de inicio el dinero no tiene un efecto
reforzador hasta que es asociado con la consecucion de alimento, un reforzador
secundario es mas fuerte en la medida en que se asocie mas a menudo con un
reforzador primario y entre mas fuerte sea este ultimo mas potente sera el reforzador

secundario.
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Agudelo y Guerrero (1973) mencionan que los reforzadores pueden ser de
tipo positivo o negativo, el de tipo positivo se refiere a presentar un estimulo
agradable o apetitivo y en el de tipo negativo se retira un estimulo normalmente
desagradable o aversivo, en ambos casos, positivo y negativo, se favorece la
repeticion de la conducta; ademas también se pueden eliminar conductas
indeseables, uno de los procedimientos es la extincion, consiste en no presentar el
reforzador, esto provoca que la frecuencia de la conducta disminuya hasta
desaparecer, sin embargo Ellis-Ormrod (2005) considera que el reforzamiento de
otras conductas (RDO), en el cual se refuerzan conductas incompatibles que no

permiten que la que se quiere eliminar se ejecute, es mas efectivo.

Existen diferentes esquemas de reforzamiento: continuo e intermitente. En el
primero se refuerza la conducta cada ocasion que esta se presente, esto ayuda a la
rapida adquisicion de la conducta; El reforzamiento intermitente se emplea para
asegurar que la conducta permanezca y sea mas dificil extinguirla. Existen
diferentes tipos (Ellis-Ormrod, 2005):

e Razdn.

o Razodn fija: La conducta es reforzada al cumplir un numero fijo de
respuestas.

o Razdn variable: El numero de respuestas para conseguir el
reforzamiento varia de forma aleatoria.

e |Intervalo.

o Fijo: Se refuerza la conducta cada que se cumpla una intervalo de
tiempo prefijado, siempre y cuando se haya presentado la respuesta
durante ese tiempo.

o Variable: El reforzamiento se presenta después de un intervalo de
tiempo que varia de forma aleatoria, siempre y cuando la respuesta se

presente.
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2 TOLERANCIA A LAS DROGAS

La tolerancia a las drogas consiste en una menor sensibilidad al efecto de la
droga que resulta de la exposicion a la misma (Pinel, 2007). La tolerancia es una
respuesta adaptativa que se puede dar ante diversas situaciones que pongan al
organismo en un estado de desequilibrio. Para Betancourt-Mainhard (2002) vy
Laborda (2009) la tolerancia puede ser entendida como la disminucion del efecto de
una misma cantidad de droga tras repetidas administraciones, o como la necesidad
de aumentar la dosis administrada para conseguir el mismo efecto inicial, por lo cual
Alguacil-Merino y Gonzalez-Martin (2005) consideran que existe una relacion
positiva entre dosis y tolerancia, es decir, a mayor dosis, mayor sera la tolerancia,
puede hablarse de un fendmeno de desensibilizacién en el que se observa un
decremento de la respuesta inicial para las ocasiones sucesivas en que se vuelva
a suministrar el farmaco después de una o algunas administraciones. Existen
algunos elementos que pueden servir para identificar los efectos de la tolerancia,
pueden mencionarse tres: 1) se observa un cambio en el efecto del farmaco a
medida que se realizan administraciones con la misma dosis (Trujillo, 1994); 2) al
dejar de administrar una droga se presenta el sindrome de abstinencia (Laborda,
2009); y 3) los estimulos antecedentes a la administracion de la droga que anticipan
la administracion (Trujillo, 1994). De ese modo el cambio que se observa tras la
administracion repetida es la disminucion del efecto de la droga, lo cual se hace
evidente al cesar su administracion, pues se presenta el sindrome de abstinencia,
que es desencadeenado por la presencia de sefales que se han asociado al efecto

de la droga antecediendo la administracion del farmaco.

La tolerancia consiste en la adaptacion a los efectos de un farmaco, lo cual
no ocurre de igual forma para todos los efectos del farmaco administrado, la
adaptacion es mas rapida en unos que en otros (Alguacil-Merino y Gonzalez-Martin,
2005). Para Laborda (2009) la tolerancia es selectiva, dado que la tolerancia es
especifica a las condiciones de consumo habitual, las sefiales contextuales pueden

servir como estimulos discriminativos que anticipen la administracion de la droga.



Alguacil-Merino y Gonzalez-Martin (2005) plantean que la tolerancia esta
fuertemente relacionada con la dependencia, consideran que la adaptacion tiene
como proposito mantener al organismo en un estado de normalidad, por ello cuando
se cesa de administrar la droga se observa un efecto de rebote en el que
normalmente las respuestas son opuestas a los efectos del farmaco a los que el
organismo se habia adaptado, es como si el estado de normalidad ahora dependiera
de seguir administrando la droga, de ahi que se diga que alguien se vuelve
dependiente, siendo de este modo, se observa que la tolerancia y la dependencia

se encuentran fuertemente relacionados.

San-Molina (2005) describe a la dependencia como la necesidad de evitar
los efectos de retirada de una droga, ya que si la administracion de un farmaco
causa una modificacion funcional en el organismo después la droga sera necesaria
para mantenerse en un estado de homeostasis, y si se retira la droga el organismo
entrara en un estado de desequilibrio debido a que la actividad de los sistemas
funcionales del organismo, después de un tiempo, se adaptan a la presencia de la

droga.

2.1 Toleranciaaguday crénica

La tolerancia aguda puede ser entendida como el inicio de respuestas
adaptativas en reaccion a una sola administracién de alguna droga (Betancourt-
Mainhard, 2002). La tolerancia ocurre mas claramente en unas drogas que en otras
ya que la adaptacién no se da de la misma manera ante todas las drogas ni ante
todos los efectos de las mismas (Cedillo-lldefonso, Arriaga y Cruz-Morales, 2008).
Kissin, Brown, Robinson y Bradley (1991) demostraron el efecto de la tolerancia
aguda al encontrar que con una sola administracion el umbral de dolor y el efecto
sedante de la morfina disminuyen aun cuando la concentracion de morfina fuese

alta.

La tolerancia crénica consiste en la disminucion del efecto de la droga tras

administraciones repetidas de la droga (Betancourt-Mainhard, 2002; Pietrzykowski
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& Treistman, 2008), la tolerancia cronica normalmente se desarrolla después de
varios dias de administrar la misma dosis (Pietrzykowski & Treistman, 2008).
Cuando una droga se administra repetidamente se nota un decremento progresivo
en los efectos de la droga, a esto es a lo que se le llama tolerancia crénica y para
restablecer el efecto inicial de la droga se requiere una dosis mayor (Siegel et al.,
2000).

La tolerancia cronica es el resultado de los procesos compensatorios de la
droga, evocados por sefiales que han sido asociadas al efecto de la droga
(Betancourt-Mainhard, (2002).

2.2 Tolerancia asociativa

La tolerancia asociativa es un mecanismo de aprendizaje que se desarrolla
cuando las sefales ambientales son apareadas con la administracién de la droga,
cuando dicha droga afecta el equilibrio homeostatico produciendo cambios en, por
ejemplo, la sensibilidad, presién sanguinea, ritmo cardiaco, motricidad,
normalmente ocurre una adaptacion a tales cambios para restaurar el estado inicial
(Collett, 1998). La tolerancia asociativa se caracteriza, entre otras cosas, por
presentarse ante una situacion especifica, lo que quiere decir que la tolerancia se
manifiesta cuando las sefnales a las que ha sido asociado el efecto de la droga estan
presentes y no cuando estas estan ausentes, por ejemplo, si se administra morfina
en repetidas ocasiones en presencia de sefales ambientales especificas el
organismo desarrolla tolerancia al efecto sedante, el cual es mas pronunciado ante
las senales asociadas al efecto que ante sefales que no fueron asociadas al efecto

de la droga (Diaz-Dosque y Quezada-Scholz, 2003).

Cuando se presentan las sefiales que han sido asociadas a la administracion
de una droga el organismo responde anticipadamente, por ejemplo, un bebedor
siente deseo de tomar alcohol cuando se encuentra en las condiciones en las que
regularmente lo hace, las sefiales del ambiente asociadas al consumo son las que

evocan esa respuesta. Otro ejemplo es el caso de veteranos de Vietnam adictos a
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la heroina, se comprobdé que el cambio de contexto (regreso a su pais) favorecio la
abstinencia prolongada (Siegel, 1999). Si las sefales que anticipan la respuesta se
presentan sin ser acompanadas por la droga se desencadenan las respuestas
compensatorias, lo cual se suele llamar sindrome de abstinencia, tanto la tolerancia
como el sindrome de abstinencia son parte del mismo mecanismo, los sintomas de
la abstinencia son desencadenados por las mismas sefales que producen la

tolerancia (Betancourt-Mainhard, 2002).

Diversas senales pueden ser utilizadas como predictores de la administracion
de una droga, una droga puede servir como estimulo predictor de otra, por ejemplo,
se ha administrado sulfato de atropina antes de administrar pentobarbital, a esto se
le llama “asociacion inter-droga”; se ha encontrado también que una dosis pequefia
puede funcionar como predictor de una dosis mas grande de la misma droga, esto
ha sido visto en experimentos con etanol y se le ha llamado “asociacion intra-droga”;
ademas se puede hallar también algo que se ha llamado “asociaciones intra-
administracion”, lo que se refiere a que la administracién per se funciona, junto con
los estimulos ambientales, como estimulo condicionado, por ejemplo, en un
experimento se encontré que al cambiar la via de administracion después de haber
administrado morfina en repetidas ocasiones, la tolerancia fue menor que en otro

grupo en el que no se cambid la via de administracion (Siegel, 1999).

El mecanismo de asociacidon de sefales que modula la tolerancia puede ser
explicado mediante el condicionamiento pavloviano: la administracion repetida de
una droga causa cambios en el comportamiento como consecuencia de un proceso
de condicionamiento (Cedillo-lldefonso et al., 2008); la activacion de los receptores
especificos de alguna droga, es decir, el efecto de la droga, equivale al El, la
respuesta biolégica que compensa el efecto de la droga es la Rl y las senales
ambientales que preceden a la aplicacion de la droga son EN que al ser asociados
con la administracion de la droga se vuelven EC. La presencia de las respuestas
farmacologicas condicionadas pueden ser corroboradas presentando los EC sin la

administracion de la droga, lo cual puede hacerse siguiendo el procedimiento de
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aplicacion de la droga pero en lugar de ella aplicar una sustancia inerte (salina, por
ejemplo), y las respuestas evocadas son RC, que al ser compensatorias al efecto
de la droga se conocen mejor como RCC (respuestas condicionadas
compensatorias) (Siegel et al. 2000; Siegel & Ramos, 2002). La tolerancia se
atribuye a las RCC, normalmente opuestas al efecto de la droga, que intervienen
para mantener al organismo en homeostasis atenuando el efecto de la droga, el
aprendizaje tiene un rol esencial dado que una vez que los estimulos ambientales
han sido asociados a la administracion de la droga el organismo es capaz de
anticiparse a sus efectos; la tolerancia es entonces el producto de RCC evocadas
por estimulos asociados al efecto de la misma (Betancourt-Mainhard, Inostroza-
Parodi y Laborda-Rojas, 2008). Es cierto también que las RC de la administracién
de un farmaco también pueden ser similares a los efectos de la droga, a este tipo
de respuestas se le llama miméticas, el que una RC sea compensatoria 0 mimética

del farmaco depende de su sitio de accion (Truijillo, 1994)

El desarrollo de tolerancia puede potenciar el riesgo del efecto letal de la
droga, si esta se administra de forma habitual en un contexto determinado en el que
se presentan RCC y en algun momento el contexto cambia, las RCC no se
presentaran por falta de las sefales discriminativas provocando que el individuo no
soporte la dosis que habitualmente se administra en el contexto donde son
evocadas las RCC, muchos casos de sobredosis estan relacionados con un cambio
en las sefales asociadas a la droga (Siegel et al., 2000). Lo anterior ha sido
dramaticamente demostrado por los efectos letales de la “sobredosis”, de acuerdo
con Siegel y Ramos (2002) existen adictos que han muerto poco después de
aplicarse una dosis de heroina, a pesar de la tolerancia desarrollada a los efectos
depresivo respiratorios de la heroina las personas mueren por depresion
respiratoria, otro ejemplo es que los que han muerto por supuesta sobredosis son
adictos que se han administrado grandes cantidades de heroina, lo cual indica un
uso prolongado de la droga, y no presentan concentraciones de heroina en sangre

mayores que aquellos que fueron asesinados siendo adictos.
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Se ha encontrado evidencia experimental que comprueba que las sefiales
asociadas a la droga juegan un papel fundamental en la tolerancia. En diversos
experimentos con etanol y opiaceos, en modelos animales, se ha observado mayor
tolerancia a determinados efectos de la droga ante estimulos asociados a la
administracion de la misma, no siendo asi para los que han recibido dosis en
presencia de estimulos no asociados a la droga (Siegel et al., 2000). En perros se
encontré disminucidon del ritmo cardiaco al substituir la epinefrina, después de
administraciones repetidas, por salina; y en ratas se administré una dosis letal, a un
grupo se le realizaron administraciones repetidas de morfina asociadas a sefales
audiovisuales que estarian presentes en la prueba, mientras que a otro grupo se le
hicieron las administraciones previas a la prueba sin asociarlas con otro estimulo,
ambos grupos fueron evaluados ante las sefiales especificas de la prueba. Resultd
que en el primer grupo la tolerancia al efecto analgésico de la morfina fue mas
pronunciada (Siegel & Ramos, 2002). Van Rijnsoever et al. (2004) realizaron un
trabajo con ratones en el que encontraron tolerancia al efecto sedante en un grupo
pretratado crénicamente y probado con D, el efecto fue similar al de un grupo
pretratado y probado con salina, ademas se administré cronicamente salina a otro
grupo y se probo con D, el efecto en este grupo fue una significativa disminucién de

la actividad motora.

Se ha encontrado evidencia de tolerancia en experimentos con humanos a los que
se les ha administrado alcohol con diferentes sefiales asociadas a la bebida, en
aquellos a los que se les presentaron seiales no asociadas a la ingesta de alcohol
se observd mayor efecto (Siegel, 1999), las sefales como la barra de un bar, la
compaiia de companeros habituales en la ingesta de alcohol e incluso la apariencia
de la bebida son sefales asociadas al efecto de la droga que permiten la aparicion
de tolerancia (Siegel et al., 2000); en el caso de la heroina se ha visto que estimulos
relacionados con la administracion de la droga, como el representar el ritual de
administracion e imagenes relacionadas con la droga, producen respuestas

fisiologicas opuestas al efecto de la droga (Siegel, 1999).
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3 ANSIEDAD

La palabra ansiedad tiene su etimologia en el latin “anxietas”, que significa
congoja o afliccion. La ansiedad es un estado de malestar psicofisico que se
caracteriza por una alteracion que refleja turbacion, inquietud o zozobra e
inseguridad o temor ante lo que se experimenta como amenaza inminente, también
se presentan sintomas respiratorios como falta de aire y ahogos. La ansiedad puede
entenderse como incertidumbre o inseguridad, consiste en percibir la posible

ocurrencia de algo que no se sabe qué es, que puede ser cualquier cosa (Cia, 2002).

Clinicamente la ansiedad se ha dividido en varias clases dependiendo del
tipo de estimulo desencadenador (Leite-Silveira, Zangrossi, de Barros-Viana,
Silveira & Guilherme-Graeff, 2001). EI manual diagnéstico y estadistico de los
trastornos mentales en su 52 version (APA, 2013) clasifica los trastornos de
ansiedad segun el tipo de estimulos desencadenadores pero todos se caracterizan
por una anormalidad respecto al desarrollo y exceso de miedo (respuesta emocional
ante una amenaza real o percibida como inminente) y ansiedad (anticipacion a una
amenaza futura), también se menciona en el manual que la alteracién en la

ansiedad tiene una alta comorbilidad con diferentes trastornos.

3.1 Bases biolégicas de la ansiedad

Martin, Ressler, Binder y Nemeroff (2009) consideran que los desérdenes de
ansiedad resultan en parte de una disrupciéon en la funcién de centros neuronales
relacionados con las emociones. Al conjunto de tales estructuras de procesamiento
emocional se le llama sistema limbico, que de acuerdo con Carpenter (1994) es un
conjunto de estructuras cerebrales relacionadas con funciones viscerales y
conductuales, entre las estructuras que lo comprenden estan: la circunvolucion
subcallosa, del cuerpo calloso y del hipocampo (la circunvolucion del hipocampo y
la del cuerpo calloso tienen una relacién de continuidad directa), asi como los
derivados corticales primitivos, la circunvolucion del hipocampo y la circunvolucion

dentada.



Respecto a las estructuras del sistema limbico Martin et al. (2009) mencionan
que en la corteza limbica se encuentran la corteza insular y la corteza cingulada que
se encargan de procesar componentes sensoriales, afectivos y cognoscitivos del
miedo; otra estructura limbica es el hipocampo que tiene control sobre el sistema
de respuesta de estrés hipotalamica y participa en la reaccion negativa del eje
hipotalamico-pituitario-adrenal; la amigdala procesa los estimulos emocionales
externos y da inicio a las respuestas apropiadas, es también responsable de la
expresion del miedo y agresiéon y del comportamiento defensivo de algunas
especies, ademas participa en la formacion y recuperacion de memorias
relacionadas a estados emocionales y de miedo; también el nucleo central de la
amigdala esta fuertemente interconectado con estructuras corticales incluyendo la
corteza limbica, y también recibe sefiales del hipocampo, talamo e hipotalamo.
Carpenter (1994) dice que este ultimo se relaciona con la actividad visceral,
endocrina, y metabdlica, con la regulacion de la temperatura, el suefio y la conducta

emocional.

De acuerdo con Beck y Fibiger (1995) las estructuras cerebrales que se ven
involucradas en la ansiedad y que forman sistemas neurales son: la corteza
cingulada, nucleo accumbens, varios nucleos amigdalinos, nucleo paraventricular
talamico, nucleo ventral lateral geniculado, los nucleos hipotalamicos ventromedial,

lateral y dorsal, el area ventral tegmental, y el area supramamilar.

Se ha encontrado por medio de la medicidon de neurotransmisores que la
variacion de los estados afectivos genera cambios en el SNC, de hecho la simple
exposicidn a algun estimulo aversivo genera cambios quimicos en diversos
sistemas neurotransmisores (Carvalho, Albrechet-Souza, Masson & Brandao,
2005). Los estimulos ansioliticos y ansiogénicos pueden producir cambios en las
areas involucradas en la expresion de factores motivacionales, esto produce
actividad neuronal que induce cambios en la liberacion de neurotransmisores, por
ende también influye en la inmunorreactividad de la proteina Fos (resultante de un

proceso de transcripcion de ADN en ARNm y su traduccién a proteina) ya que la
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expresion de esta se da como consecuencia de la activacion neuronal (véase en el
apartado 6), la proteina Fos aumenta o disminuye su expresion dependiendo del
tipo de estimulo, sea este ansiogénico o ansiolitico (Fontanesi et al., 2007). Se han
realizado diversos estudios en los que se han empleado diferentes formas para
realizar lecturas de actividad neuronal relacionada con estados de ansiedad, como
en el desorden de panico, de ansiedad generalizada y de ansiedad social. Entre las
diferentes estructuras implicadas en los estados de ansiedad se pueden mencionar
algunas que presentan mayor actividad, la cual ha sido encontrada con estudios de
neuroimagen y en la sefalizacidon neurotransmisora y neuroendocrina con
diferentes neurotransmisores, las estructuras recurrentes son: la corteza cingulada,
amigdala, talamo, hipotadlamo, hipocampo, nucleo rafe y putamen (Martin et al.,
2009).

Los modelos animales en los que se estudian los efectos conductuales y
neuronales de las drogas ansioliticas proveen informacion util para la comprension
de sus acciones en humanos; los efectos conductuales de las drogas ansioliticas
se describen como la desactivacion del “sistema de inhibicion del comportamiento”
y las acciones neuronales mas importantes que tienen en comun las drogas
ansioliticas se relacionan con la desactivacion del control de la “actividad theta”
(ondas electromagnéticas que se detectan en el cerebro a través del
encefalograma) en el sistema septo-hipocampal (SSH), los cambios en la funcién
septo-hipocampal, especialmente en la actividad theta, pueden subyacer tanto a los
cambios normales como patoldgicos en la ansiedad; el area septal es muy
importante ya que tiene gran relevancia sobre la actividad theta y se ha visto que es
afectada por drogas ansioliticas, el area septal medial es de importancia por ser un
punto clave en el circuito a través del cual las drogas ansioliticas pueden alterar la
funcién del hipocampo y por lo tanto la del SSH (McNaughton & Gray, 2000).

Se ha demostrado la participacion de diferentes sistemas neuroquimicos en
la modulacion de la ansiedad. Segun Martin et al. (2009), en los deso6rdenes de

panico y ansiedad se han visto implicados diferentes sistemas de mensajeros
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neuroquimicos como las monoaminas: dopamina, norepinefrina y serotonina;
neuropéptidos como: colecistoquinina (CCK), galanina, neuropéptido Y (NPY),
vasopresina (AVP) y oxitocina; y los aminoacidos: GABA y glutamato. A

continuacion se describen algunos de los sistemas neuroquimicos mencionados.

Las catecolaminas norepinefrina (noradrenalina), epinefrina (adrenalina) y
dopamina se forman por hidroxilacion y descarboxilacién del aminoacido esencial
fenilalanina presente en la proteina L-fenilalanina, que por accion de la enzima
fenilalanina hidroxilasa se transforma en tirosina, la tirosina se convierte en DOPA
por la accion de la tirosina hidroxilasa, después DOPA se transforma dopamina en
las vesiculas de almacenamiento, a través de hidroxilacién de dopamina se produce
la norepinefrina, y la feniletanolamina N-metiltransferasa (se encuentra en altas
concentraciones en la medula suprarrenal) es la enzima responsable de convertir la
norepinefrina (actia en receptores adrenérgicos ligados a proteinas G) en
epinefrina; las neuronas productoras de dopamina se proyectan a partir de la
sustancia negra hasta el nucleo caudado y el putamen (a través del sistema
nigroestriado) y del area tegmental ventral al sistema limbico y la corteza (a través
de las proyecciones mesolimbicas y mesocorticales); mientras que las neuronas
qgue contienen norepinefrina en el sistema nervioso periférico (SNP) se localizan en
los ganglios simpaticos y tienen proyecciones a todas las neuronas
postganglionares simpaticas. Los cuerpos celulares de las neuronas de
norepinefrina en el SNC se localizan en dos areas: el locus coeruleus y los nucleos
tegmentales laterales. Las proyecciones noradrenérgicas de estas células se
ramifican de manera extensa y se distribuyen ampliamente; las proyecciones
noradrenérgicas parecen representar un papel modulador en la activacion cortical
(Waxman, 2011).

La serotonina (5-hidroxitriptamina) es una importante amina reguladora en el
SNC, se sintetiza a partir del aminoacido triptéfano. Tiene efectos vasoconstrictores
y de aumento en la presion sanguinea. Las neuronas que contienen serotonina

estan presentes en los nucleos del rafe de la protuberancia anular y bulbo raquideo;
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estas células son parte de la formacidn reticular y tienen amplias proyecciones a la
corteza y al hipocampo, ganglios basales, talamo, cerebelo y médula espinal
(Waxman, 2011). Se han realizado diversas investigaciones sobre los estados
depresivos y de ansiedad, debido a esto ha sido posible la creacién de diversos
farmacos que permiten modular estos estados y la comprension de la participacion
de la serotonina ha sido de suma importancia, en el uso de agentes antidepresivos
se ha visto que participan como agonistas de la serotonina incrementando los
niveles de este neurotransmisor, ademas de que los efectos ansioliticos de la

buspirona pueden deberse a las acciones agonistas de la serotonina (Stahl, 2013).

Los neuropéptidos son péptidos (aminoacidos) que son sintetizados por una
neurona, se encuentran en el sistema nervioso central y periférico, también células
no nerviosas pueden sintetizar algunos péptidos como la somatostatina que es
sintetizada por las células “D” de los islotes de Langerhans y algunas células
nerviosas que no pueden sintetizar péptidos pueden almacenarlos como pasa con
la beta-endorfina en grupos de neuronas del sistema ventricular. Un péptido esta
compuesto por menos de 100 aminoacidos, un polipéptido se compone de 100 a
200 aminoacidos y una proteina consta de mas de 200; la sintesis de los
neuropéptidos se da de la siguiente forma: primero se da la transcripcion en la que
el ARN-mensajero (ARN-m) se sintetiza a partir del ADN, el ARN-m sale del nucleo
y tiene lugar la traduccion, el ARN-m es leido por los ribosomas que estan asociados
generalmente al reticulo endoplasmico lo cual origina el pre-pro-péptido, éste es
introducido en las cisternas del reticulo endoplasmico rugoso y mediante la accion
de una endopeptidasa se elimina el péptido sefial (pre) quedando soélo el pro-péptido
inactivo (pro-péptido), dicho proceso en el que se elimina el “pre” también puede
darse, de forma menos frecuente, en el aparato de Golgi, después en el reticulo
endoplasmico rugoso, complejo de Golgi y/o vesiculas que se originan a partir de
éste, se elimina parte del precursor, la modificacién quimica se da en las vesiculas
y/o el complejo de Golgi y consiste en la acetilacién, ciclacién y/o amidacién de los
neuropéptidos, quedando el péptido propiamente sintetizado; los neuropéptidos

pueden actuar como neuromoduladores (accion paracrina y autocrina) en los
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receptores presinapticos y postsinapticos lejanos, como neurotransmisores en los
receptores postsinapticos préximos por medio de sinapsis quimica y como
neurohormonas actuando sobre sitios lejanos del lugar de liberacién como las fibras

musculares (Medina-Medina, 2009).

Los aminoacidos GABA (efecto inhibitorio) y glutamato (efecto excitatorio)
actuan a través de receptores ionotrépicos y metabotropicos, en el primer caso las
proteinas receptoras sobre la membrana postsinaptica se unen a la sustancia
transmisora y sufren un cambio conformacional inmediato que abre el canal i6nico
y genera el potencial postsinaptico excitatorio (PPSE) breve o un potencial
postsinaptico inhibitorio (PPSI); en el segundo caso el mecanismo de accion es a
través de un sistema de segundos mensajeros, habitualmente a través una proteina
G, la cual tiene un periodo latente mas prolongado y la duracién de la respuesta

puede durar varios minutos o mas (Snell, 2007).

3.1.1 GABA

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor de efecto inhibitorio
distribuido ampliamente en el SNC (Cortes-Romero, Galindo, Galicia-Isasmendi y
Flores, 2011; Gilalbert-Santos, Barahona-Gomariz y Rodriguez-Artalejo, 2005;
Menéndez-Antolin, 2005). Su presencia es de 30-40% en las células nerviosas del
cerebro, la presencia de este neurotransmisor garantiza el equilibrio entre excitacién
e inhibicion, lo cual es requisito para la funcion sensitiva, cognitiva y motora, la
alteracion en la funcion GABAérgica subyace a diferentes trastornos como ansiedad
depresion y drogadiccién (Cortes-Romero et al., 2011). El GABA actua de forma
selectiva sobre los sitios de reconocimiento especificos de los receptores GABA
(Medel-Matus et al. 2011).

La accidon de este neurotransmisor se produce sobre los receptores de la
membrana celular, pertenece al grupo de los aminoacidos, su precursor es el acido
glutamico y la enzima que es responsable de sintetizar a este ultimo es la glutamato

descarboxilasa, y la que se encarga de degradar al GABA es la GABA-transaminasa
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(Gilalbert-Santos et al., 2005; Menéndez-Antolin, 2005). La sensibilidad y actividad
de GABA es regulada por la afinidad de ciertos farmacos, como las BDZ, sobre sus
sitios de union y reconocimiento de las subunidades que lo conforman (Medel-Matus
et al., 2011).

Existe una relacién estrecha entre GABA y las BDZ, Valverde-Alfaro (2011)
menciona que el tipo de receptor GABA-A es el receptor endégeno de las BDZ; el
receptor GABA-A ha sido muy estudiado en el desarrollo de farmacos, muchos
farmacos tienen un mecanismo de accién que se relaciona con los sitios de unién
de las BDZ. La importancia del estudio de los mecanismos de accion de GABA
consiste en el modo en que la activacion de los receptores GABA participa en la
regulacion de desdrdenes como trastornos de ansiedad, suefio, crisis de panico,
status epilépticos y desérdenes a nivel cognitivo, tal es la importancia que la mayoria
de los tratamientos terapéuticos tienen como blanco algun tipo de receptor GABA
(Medel-Matus et al., 2011).

3.1.2 Receptores GABA

Existen dos tipos de receptores GABA, los ionotropicos (GABA-A y GABA-C)
que actuan a través canales iénicos dejando pasar iones de Cl aumentando los
niveles de este en el interior de la célula, de este modo hiperpolariza a las células
nerviosas (Medel-Matus et al., 2011). Y los receptores metabotropicos (GABA-B)

acoplados a la proteina G.

Los receptores GABA-A se encuentran en el SNC, principalmente en la
corteza cerebral, cerebelo y areas limbicas, las cuales estan relacionadas con la
expresion fisiolégica del estrés y la ansiedad; y en el SNP (Ferrarese et al., 1993).
Los receptores GABA-A interaccionan con diversos tipos de farmacos con
propiedades ansioliticas, anticonvulsivantes, miorrelajantes y sedantes (Cortes-
Romero et al., 2011). Los receptores GABA-A son de respuesta rapida al abrir y

cerrar canales idnicos que producen despolarizaciones (respuestas excitatorias) en
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las que actuan canales de sodio y potasio, e hiperpolarizaciones (respuestas

inhibitorias) en las que actuan canales de cloruro (Lorenzo et al., 2009).

Los receptores GABA estdan compuestos por seis subuniodades
polipeptidicas a, B, y, 0, € y p las que a su vez presentan isoformas a(1-6), B(1-4),
y(1-4), 81, ¢1y p(1-3) (Valverde, 2011). Las isoformas mas ampliamente distribuidas
son: a1, B2 y y2; el receptor GABA-A tiene una estructura pentamerica, las
isoformas que lo componen son 2 subunidades a1, dos 32 y una y2 (Martin, Bowery
& Dunn, 2009). Las BDZ actuan sobre los receptores GABA-A, especificamente en
las isoformas a, produciendo un aumento en la accién inhibitoria del

neurotransmisor GABA (Lorenzo et al., 2009).
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Figura 1. Estructura pentamérica del receptor GABA-A 'y
estructura gimica de algunos ansioliticos y anestesicos.
Crédito: Belelli y Lambert (2005).
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4  BENZODIAZEPINAS

Las benzodiacepinas (BDZ) son muy eficaces en el tratamiento de la
ansiedad tanto en casos crénicos como agudos, aunque existe preocupacién por la
posibilidad de abuso en el uso de este tipo de farmacos y de los efectos negativos
que las BDZ tienen sobre la cognicion y la memoria; ademas de los efectos
ansioliticos las BDZ poseen acciones sedantes, hipndticas, anestésicas, relajantes,
anticonvulsivas y relajantes musculares, aunque potencian el efecto sedante de
otros componentes y afectan el control motor; a veces pueden presentarse
reacciones paradogjicas como aumento de la ansiedad, alcanzando crisis de panico,
otras reacciones patologicas pueden incluir irritabilidad, agresion o conducta
desinhibida, y las dosis excesivas pueden ser letales si se combinan con otros
depresores del SNC; el efecto de las BDZ es mediado por el complejo GABA-A, la
funcion principal sobre este receptor es favorecer su actividad inhibidora de los

neurotransmisores GABA (Brunton, Chabner y Knollman, 2012).

Lorenzo et al. (2009) refieren que las BDZ son drogas muy utilizadas y
principalmente el diazepam (D), que desde el principio de su utilizacién represento
un éxito, aunque en la actualidad el empleo de estas sustancias se ha limitado por
los hallazgos de desarrollo de dependencia y ciertos fendmenos en las poblaciones
de riesgo o por el uso inadecuado, aun asi, el rango de seguridad en el empleo de

las BDZ se considera bastante amplio.

Alguacil-Merino y Gonzalez-Martin (2005) mencionan que la tolerancia en
BDZ y opioides puede deberse a diversos cambios moleculares que afectan a los
procesos de metabolizacion del organismo ante una droga y al efecto que se ejerce
sobre las células receptoras u otros mecanismos mas complejos de homeostasis.

Por ello es necesario tratar mas el aspecto farmacologico de las benzodiazepinas.

4.1 Farmacologiay benzodiazepinas

Ruiz-Gayo y Fernandez-Alfonso (2005) definen a la farmacologia como una

ciencia que se encarga del estudio de la accion y efecto de cualquier substancia



quimica con la capacidad de provocar una alteracion en el organismo; la accion se
refiere al modo en que actuan los farmacos para modificar las funciones celulares,
puede ser a través de sus dianas o receptores y los tipos de accion son: 1)
especifica/innespecifica, 2) inmediatas/diferidas, 3) agudas/prolongadas, 4)
reversibles/irreversibles, 5) relacionadas con la dosis/no relacionadas con la dosis;
y el efecto consiste en manifestaciones observables que son consecuencia de
modificaciones funcionales del organismo como consecuencia de la administracion

de un farmaco.

4.2 Farmacodinamiay farmacocinética de las benzodiazepinas

La farmacologia posee una serie de subdivisiones, dos de ellas son la
farmacodinamia y la farmacocinética. La farmacodinamia estudia la relacion entre
la concentracidn del farmaco en los sitios de accion y los efectos observados, y la
farmacocinética estudia el ciclo intraorganico: procesos de absorcion, distribucion,

metabolismo y excrecién (Ruiz-Gayo y Fernandez-Alfonso, 2005).

Farmacodinamia: Las BDZ actuan a través de canales ionicos (proteinas
integrales de la membrana celular) mediante los que se permite el paso de solutos
cargados electricamente, los mencionados canales fluctian entre diversos estados
conformacionales que se asocian al estado de activacion de estos canales. Existen
variados estimulos que afectan en diferente forma y grado a los canales ionicos
como los activados por el potencial de membrana (“dependientes del voltaje”); por
mensajeros extracelulares, el grupo de estos canales esta integrado por receptores
farmacoldgicos a los que se puede referir como “canales activados por ligando”;
“activacion por la interaccion con mensajeros intracelulares”; y los activados por el
estiramiento de la membrana (“canales mecano-sensibles”); los canales ionicos
permiten el flujo de iones a altas velocidades, superiores a cualquier otra proteina
transportadora y ademas son selectivos con los iones que los atraviesan; los
receptores activados por ligando, sobre los que actuan las BDZ, se subdividen en
familias, en una de ellas se encuentran los receptores GABA-A, los cuales son los

principales efectores de la transmisidén sinaptica inhibitoria, es decir sobre los que
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actuan las BDZ (Gilalbert-Santos et al., 2005). La tolerancia en este caso es de tipo
funcional, se da cuando se reduce la reactividad de los sitios de accién de la droga
(Pinel, 2007).

Farmacocinética: Las BDZ se absorben por completo por via oral, a
excepcion del cloracepato, que se descarboxila con rapidez en el jugo gastrico, la
absorcion por via intramuscular es erratica; la distribuciéon es amplia, en el liquido
cefalorraquideo la concentracion es similar a la del farmaco libre en el plasma; las
BDZ se metabolizan por medio de diversos sistemas enzimaticos en el higado,
formandose metabolitos activos, el metabolito activo de estas reacciones se une
con acido glucurénido y se elimina por la orina; las BDZ se clasifican de acuerdo a
su vida media en dos tipos, accién prolongada y corta, en el primer caso el tiempo
de vida media es mayor o igual a 12 h (alprazolam, bromazepam, clordiazepdxido,
clobazam, diazepam, flurazepam, flunitrazepam, halazepam, lorazepam,
lorazepato, nitrazepam y quazepam), y en el segundo el tiempo de vida media es
menor a 12 h (brotizolam, clonazepam, clorazepato, estazolam, midazolam,
oxazepam, temazepam y triazolam); normalmente cuando se busca el efecto
ansiolitico se recomiendan las BDZ de vida media prolongada, y las BDZ de vida
media corta son mas adecuadas para el efecto hipnético (Fernandez-Garcia,
Gonzalez-Vina, y Pena-Machado, 2003). La tolerancia en este mecanismo es de
tipo metabdlico, la tolerancia se debe a que una menor cantidad de droga llega a

los sitios de accion (Pinel, 2007).
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5 MODELOS EXPERIMENTALES DE ANSIEDAD. EL
LEC (LABERINTO ELEVADO EN CRUZ)

Los modelos animales experimentales tienen tres formas de validacion, la
primera es la “validacién aparente” consiste en la similitud fenotipica del modelo en
la que se manifiestan conductas que pueden ser idénticas a las respuestas
fisiologicas observadas en humanos, pues en repertorio conductual no hay
comparacion con algun modelo animal partiendo del hecho de que el humano posee
un lenguaje verbal complejo; la segunda es la “validacion predictiva” que se refiere
a la capacidad de los modelos de ser sensibles a los agentes farmacolégicos
clinicamente eficaces, mientras que los agentes que no tienen efecto en la clinica
tampoco deberian tenerlo en los modelos experimentales; el tercero es el “criterio
de la validez de constructo” que se refiere a la similitud entre los fundamentos
tedricos que subyace en el modelo animal y el comportamiento humano, para lo
cual se requiere que la etiologia de los factores de comportamiento y biolégicos que
subyacen a la enfermedad pueda ser similar en los animales y los seres humanos
(Bourin, Petit-Demouliére, Nic Dhonnchadha & Hascoet, 2007).

Existen diversos modelos experimentales de ansiedad, a continuacion se
presenta una clasificacién, de modelos sensibles a las BDZ, hecha por Borsini,
Podhorna y Marazziti (2002).

e Modelos de conflicto: en estos modelos la obtencién de comida o agua es
castigada por choques eléctricos de baja intensidad y las BDZ provocan que

la tasa de respuestas castigadas aumente.

e Bateria de test defensivo en ratones: las ratas son depredadores naturales
de los ratones, asi que cuando se pone a un ratén en presencia de una rata
éste manifiesta una serie de conductas defensivas de riesgo, que al

administrar BDZ tienden a disminuir.



¢ Alimentacion suprimida por la novedad: Ratas en restriccion de alimento son

sometidas a estimulos novedosos y la conducta de alimentacion es

suprimida, sin embargo cuando se administra BDZ se contrarresta este

efecto ante los estimulos novedosos.

e Test de interaccion social: cuando se presentan dos ratas en un lugar

iluminado y desconocido la interaccion entre ellas es suprimida, al administrar

BDZ bajo las condiciones mencionadas el efecto del estimulo luminoso vy

novedoso se contrarresta y el tiempo de interaccion aumenta.

Bourin et al. (2007) hacen por su parte una clasificacion de los modelos mas

efectivos y utilizados:

1) Modelos con procedimiento no condicionado.

Campo abierto: esta prueba consiste en la colocacion de un animal en
un entorno desconocido, cefido por paredes, en el que el suelo se
divide en cuadrados, se tiene el propdsito de observar la tendencia a
permanecer en la periferia del campo sin entrar en el centro
(tigmotaxia), los niveles de la defecacion y la miccion, el
comportamiento de ansiedad en el campo abierto es provocada por
dos factores: la prueba individual y la agorafobia, asi en los niveles
mas altos de ansiedad se observa una disminucion en el porcentaje

de cuadrados visitados en el centro.

Laberinto elevado en Cruz: es una de las pruebas de comportamiento
mas populares para la investigacion sobre la ansiedad y es el mas
usado en modelos experimentales con ratas, debido a su utilidad
también se han desarrollado diversas derivaciones; el LEC se ha
utilizado ampliamente como una herramienta en la investigacion de la
base psicolégica y neuroquimica de la ansiedad. Perfiles de

comportamiento provocados en el LEC parecen incluir elementos de
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la neofobia, la exploracién y el conflicto de aproximacién/evitacion;
Asi, el aparato se refiere a menudo como un modelo de conflicto de

comportamiento espontaneo incondicionado.

Paradigma luz oscuridad: la prueba de exploracion de luz/oscuridad
es otro modelo para la ansiedad, esta prueba se basa en la aversion
innata de los roedores a zonas iluminadas y en el comportamiento
espontaneo exploratorio en respuesta a factores de estrés moderado,
como un ambiente nuevo y la luz., en este modelo se permite a los
ratones explorar libremente dos compartimentos interconectados que
varian en tamano, color e iluminacion, los ratones de control
colocados en la seccién iluminada se movera rapidamente en la zona
oscura, cuando se administran BDZ este comportamiento se elimina 'y
los sujetos pasan a la zona iluminada; de este modelo se han hecho
varias adaptaciones.

2) Modelos con procedimiento condicionado.

Prueba de cuatro placas: se basa en el castigo de un comportamiento
innato, la exploracion; el aparato esta compuesto por cuatro placas
metalicas de idéntico tamafo posicionadas en el suelo, asi cuando el
sujeto cruza de una a otra placa es castigado recibiendo pequefios
choques eléctricos, se observa que cuando se administran BDZ
aumenta el numero de cruces castigados tolerados por el sujeto, pero
claro se debe considerar si el farmaco posee efectos analgésicos y asi
estar seguros de que el comportamiento mostrado se deba a un efecto

de ansidlisis y no de analgesia.

Sobresalto potenciado por el miedo: este procedimiento implica dos
pasos diferentes, primero los animales son entrenados para asociar
un estimulo neutro (una luz), con un estimulo aversivo como una

descarga eléctrica, después los animales son sometidos a un sonido
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intenso, la respuesta de sobresalto a este estimulo incondicionado es
potenciada por la presentacion simultanea del estimulo luminoso
previamente condicionado, los ansioliticos producen una reduccion de

esta potencializacion dependiente de la dosis.

e Prueba de conflicto para lamer agua (o de Vogel): en esta prueba los
sujetos (sedientos) lamen agua de un surtidor de agua, cada vez que
las ratas dan una lamida reciben una descarga eléctrica de este modo
la conducta cesa, después se administra un ansiolitico (se ha probado
con DZ y pentobarbital) lo cual genera un efecto “anticonflicto” y el
sujeto sometido a prueba soporta las descargas eléctricas para

obtener agua.

Como ya se menciono el LEC es el modelo experimental mas difundido, este
instrumento se compone de dos brazos abiertos y dos cerrados, las medidas que
se toman son: frecuencia de entradas en brazos y tiempo de permanencia, por lo
regular se hacen ensayos (exposicion al LEC) de 5 min y en condiciones normales
una rata manifiesta el comportamiento etoldgico llamado tigmotaxia, el cual es una
tendencia a permanecer en contacto con superficies (paredes). Al administrar una
droga ansiolitica como el D, el comportamiento se ve alterado pues se observa un
aumento en el tiempo de permanencia y frecuencia de entradas en brazos abiertos
(Garcia, 2009).

Se sabe que diversos estimulos aversivos incrementan las respuestas de
miedo, la aversién a dichos estimulos puede ser innata o aprendida, el LEC
aprovecha el comportamiento aversivo natural que tienen las ratas hacia los
espacios abiertos, se ha visto que las drogas tienen influencia sobre la relacion entre
estimulos y respuestas, el D administrado antes de una tarea en LEC, por ejemplo,

causa mayor actividad y permanencia en los brazos abiertos (Carvalho et al., 2005).
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La utilidad del LEC es tal que en la busqueda de generar condiciones
experimentales que sean mas sensibles en la lectura del efecto de los farmacos que
se utilizan, incluso se han hecho adaptaciones del LEC una de ellas es el laberinto
elevado en T (LET), este modelo permite la medicién de dos tipos de respuesta,
evitacion inhibitoria y escape (Leite-Silveira et al. 2001). Ademas este modelo

resulta ser mas sensible a los compuestos serotoninérgicos.

Figura 2. Laberinto elevado en cruz. Crédito: Patel,
Seasholtz y Patel (2006).
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6 EL PROTOONCOGEN C-FOS

La proteina Fos, producto del protooncogén (gen que promueve el
crecimiento y divisién de la célula) c-Fos, es sintetizada en las neuronas como
consecuencia del incremento de los niveles de calcio intracelular, AMP ciclico u
otros segundos mensajeros; el incremento en la expresion de la proteina Fos ocurre
como resultado de la activacion neuronal, la cual puede ser causada por diversos
estimulos: agentes convulsivos, corriente eléctrica, neurotransmisores, estrés por
inmovilizacién, dolor, de tal modo su deteccion ha sido utilizada para el mapeo de

cuerpos celulares activados por estimulos especificos (Leite-Silveira et al., 2001).

Existen cuatro cadenas de transduccion de seial principales cuyo objetivo es
hacer llegar una sefal hasta los genes ubicados en el nucleo celular; los genes c-
Fos y c-Jun son de respuesta rapida o “genes inmediato tempranos” (pertenecientes
a una familia llamada “leucine zippers”), las proteinas resultantes de la expresion de
dichos genes son Fos y Jun, al activarse un gen se transcribe en el ARN mensajero
con ayuda de la enzima ARN polimerasa, el ARN mensajero es traducido entonces
en su proteina correspondiente; dos de las principales cadenas de transduccién de
sefal requieren la participacion de un neurotransmisor como primer mensajero, la
primera es un complejo de transduccion de sefal en el que participa la proteina G y
diferentes enzimas, en la segunda existe la participacion del calcio, ambas son parte
de un proceso en el que en la primera cadena una enzima se encarga de fosforilar
proteinas y en la segunda cadena otra enzima desfosforila a las fosfoproteinas; la
tercer cadena de transduccion implica la participacion de hormonas, la seial
llegada, por una hormona, a la célula va pasando de una hormona a otra hasta llegar
al nucleo celular y activar el gen; de igual modo la cuarta cadena de transduccion
de sefal tiene como propdsito final llegar al genoma celular, pero en esta cadena

participan las neurotrofinas y la sefal se va pasando de una a otra enzima

(diferente) del tipo quinasa (Stahl, 2013).

Clayton (2000) menciona que el proceso de transmision del potencial de

accion de las neuronas toma solo unos milisegundos y que existe un segundo



proceso que involucra la participacion del un gen inmediato temprano, que puede
durar minutos o hasta horas, por lo que es factible tomar medidas de la expresion
de dicho gen tiempo después de haber sometido a los sujetos a alguna tarea de
estrés. Se reporta que el gen inmediato temprano esta involucrado en procesos de
memoria y en otras condiciones como la ansiedad. Tal es el caso de la expresion
del gen c-Fos, el cual es del tipo de genes de “factores de transcripcion”, este tipo
de genes codifican proteinas involucradas en la sefalizacion, el control del ciclo

celular o la apoptosis (Luque y Herraez, 2001).

Al presentarse un estimulo estresor se activaran estructuras encefélicas
especificas que se encuentran relacionadas con el estrés, una forma de tomar
medida de la actividad de tales estructuras es utilizando la expresion de c-Fos como
marcador de actividad neural (Aronin, Sagar, Sharpo & Schwartz, 1990), ya que un
estimulo de caracter emocional provocara la inmunorreactividad de Fos en areas
involucradas con estados emocionales (Fontanesi et al. 2007). Por tal motivo es
conveniente utilizar la expresién de c-Fos como marcador de actividad neuronal

relacionada con la ansiedad.

6.1 Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica tiene sus antecedentes en la inmunofluorescencia,
los primeros trabajos publicados datan de los 70’s, por medio de esta técnica se
pueden detectar componentes celulares y extracelulares (antigenos) por medio del
uso de anticuerpos, de ahi “inmuno”, e “histoquimica” porque se utilizan sistemas
de deteccion enzimaticos; la inmunohistoquimica representa un gran avance en el
estudio de tejidos histoldgicos (Garcia-Caballero, Gallego y Morel, 2012). El uso de
la inmunohistoquimica, como en el caso de la deteccion de la proteina Fos, es
empleada por la posibilidad de visualizacién de actividad neuronal desencadenada

por la presentacion de algun estimulo (Carvalho et al., 2005).
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7/  ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

7.1 Toleranciaalas BDZ

Ya se ha comprobado el efecto ansiolitico de las BDZ. Takahashi, Berton,
Morméde y Chaouloff (2001) encontraron que al administrar D y realizar una prueba
en LEC, ratas de la cepa SHR (spontaneously hypertensive rats) aumentan las
entradas y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos con dosis de 0.75y 1.5
mg/kg. En un trabajo con el laberinto asimétrico en el que sélo habia un brazo sin
ninguna pared Ruarte y Alvarez (1999) obtuvieron resultados que prueban que al
administrar D se induce a un comportamiento opuesto a la conducta espontanea de
la rata (permanecer en lugares cerrados) y esta busca explorar los lugares abiertos,

no asi en el caso de las ratas que no recibieron D.

En diversos trabajos se ha encontrado tolerancia de un ensayo, la cual
consiste en el desarrollo de tolerancia a los efectos que genera un modelo
experimental después de una exposicion previa a él. Gonzalez y File (1997)
evaluaron el efecto de la administracion de midazolam (M) en dosis de 0.5 ug, 1ug
y 5ug administradas directamente en el nucleo rafe dorsal en ratas con y sin
exposicion previa al LEC, todas las dosis mostraron efecto ansiolitico significativo,
y para las ratas con un exposicion previa al LEC antes del dia del experimento sélo
se mostro efecto ansiolitico significativo con dosis de 1ug, o que muestra el efecto

de tolerancia de un ensayo.

Carvalho et al. (2005) encontraron que se desarrolla tolerancia de un ensayo
en un experimento con ratas administradas con M en dosis de 0.5mg/kg; en el
experimento se expuso a los sujetos 5 min al LEC en dos fases, fase 1y fase 2, y
encontraron diferencias entre fases, en la segunda fase es en la que se administro
el M y se encontro el efecto de tolerancia de un ensayo. Cruz-Morales, Santos y
Brandao (2002) encontraron que en ratas administradas con midazolam en dosis de
1mg/kg se desarrolla tolerancia de un ensayo, dado que en un segundo ensayo en

el LEC el miedo aumenta y los comportamientos sensibles a la ansidlisis se reducen.



Se han realizado diversos trabajos en los que se ha observado tolerancia

cronica y asociativa. A continuacién se hace mencion de algunos.

Dunworth, Mead y Stephens (2000) reportaron que después de 20
administraciones de D se indujeron respuestas de abstinencia por medio de
flumazenil, disminuyendo el umbral de convulsion y de dolor; la retirada se vuelve
en si misma un estimulo aversivo que altera el comportamiento de los sujetos
experimentales, generando a la vez ansiedad en ellos, el cual es un estado opuesto
al que provoca el D. La retirada de las BDZ después de una administracion crénica
da paso a exagerados niveles de ansiedad, Fontanesi et al. (2007) realizaron un
estudio en el que analizaron las implicaciones neuronales subyacentes a la
abstinencia en ratas, para ello interrumpieron de manera abrupta la administracion
de D encontrando mayor actividad neuronal en estructuras que participan en el
mecanismo de defensa, lo cual implica que dichas estructuras se relacionan con la
respuesta de abstinencia (véase en el apartado 7.2). Vlainic y Pericic (2009)
encontraron en ratones que la administracién crénica tanto de zolpidem como de D
genera tolerancia, realizaron un experimento en el que descubrieron que el umbral
de convulsion se reestabilizé después del tratamiento crénico. Se ha observado que
con D, entre otras BDZ, se desarrolla tolerancia asociativa al contexto, ya que los
efectos ansioliticos son menores cuando la administracién de una droga se realiza
en presencia de sefales ambientales especificas que se han asociado

repetidamente la administracion de la droga (Cedillo-lldefonso et al., 2008).

7.2 Expresion del gen c-Fos

En diversos experimentos se ha utilizado la expresion del gen c-Fos como
forma de medicion de actividad neuronal por la administracion de ansioliticos y/o
exposicion a estimulos ansiogénicos. A continuacion se mencionan algunos

trabajos.

Beck y Fibiger (1995) reportan, en un primer experimento, que ante la

presencia de miedo condicionado (asociacion entre estimulos ambientales y algun
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evento aversivo), las ratas presentan gran actividad del gen c-Fos; en un segundo
experimento se observd que el D reduce las conductas generadas por estimulos
ambientales (de miedo) asociados a la administracién de la droga, entre las
estructuras en las que encontraron incremento de la expresion de c-Fos (por el
miedo condicionado), estan la corteza cingulada, piriforme, infralimbica y
retrosplenial, el nucleo olfatorio anterior, los nucleos claustro y endopiriforme,
nucleo accumbens, nucleo lateral septal, varios nucleos amigdalinos, nucleo
paraventricular talamico, nucleo geniculado ventral lateral, los hipotalamicos
ventromedial, lateral y dorsal, el area ventral tegmental, y el area supramamilar, los

cuales se distribuyen en estructuras corticales y subcorticales.

Ryabinin et al. (1995) observaron un decremento de la expresion de c-Fos
principalmente en la corteza cingulada y en el hipocampo después de administrar
de forma aguda alcohol (de efecto ansiolitico) y haber sometido a los sujetos a un

procedimiento de estrés por restriccion de 15 min.

Thiele, Roitman y Bernstein (1998) observaron que después de 24
administraciones se desarrolla tolerancia al efecto ansiolitico del etanol, la expresion
del gen c-Fos en hipotalamo y locus coeruleus mostré que la tolerancia se desarrolla
al asociar el efecto a sefiales especifica y se revierte en un contexto no asociado al

efecto de la droga.

Leite-Silveira et al. (2001) relacionaron la expresion de c-Fos con las
respuestas de escape y evitacidon, realizaron un trabajo que consistié en tres
ensayos en el LET para cada grupo (evitacion inhibitoria, escape y control); se
observo que en el grupo de evitacion los sujetos incrementaron significativamente
el tiempo de permanencia en el brazo cerrado al tiempo que se repetian los
ensayos, lo que quiere decir aprendieron a evitar rapidamente los brazos abiertos;
en cuanto al grupo de escape el tiempo de latencia para abandonar los brazos
abiertos disminuyo significativamente pasados los tres ensayos, mejorando asi la

respuesta de escape; respecto a los datos neuronales se encontré que en la tarea
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de evitacion la expresion de c-Fos fue significativa en el nucleo medial de la
amigdala, nucleo hipotalamico anterior y nucleo rafe medio, en contraste en la
respuesta de escape se observd presencia significativa de Fos en el nucleo
basolateral de la amigdala y en la materia gris periacueductal dorsal, ademas en
ambas tareas se encontrd expresion significativa de Fos en el nucleo paraventricular
del tdlamo y nucleo hipotalamico dorsomedial, viendo de este modo que se activan
diferentes grupos de estructuras neuronales para la evitacion y el escape, y por

consiguiente se relacionan con la ansiedad.

Lamprea et al. (2002) reportaron que la estimulacién eléctrica del coliculo
inferior evoca respuestas de alerta, congelamiento o escape dependiendo de la
intensidad del estimulo, asi tambien las estructuras en las que hubo mayor
activacion de Fos fueron diferentes, en la respuesta de congelamiento las
estructuras con mayor precencia de Fos fueron el nucleo de la amigdala y la corteza
entorrinal, en el umbral de la respuesta de escape las estructuras fueron el nucleo
cuneiforme y la materia gris periacueductal dorsal del mesencefalo; las estructuras
con activacion de Fos en ambos comportamientos defensivos fueron la corteza
frontal, hipocampo y nucleo basolateral de la amigdala. Vianna, Genaro, Ferreira-
Netto, Eduardo y Lira (2003) reportan que la expresion de c-Fos se relaciona con
respuestas como la de congelamiento y la de escape, mostrandose efectos en

zonas corticales y subcorticales.

Fontanesi et al. (2007) encontraron que las estructuras implicadas en las
respuestas a estimulos aversivos se relacionan con la abstinencia al D; utilizaron un
grupo intacto, otros tres recibieron administraciones crénicas, el primero de
sacarosa y el segundo de D, los cuales fueron expuestos al laberinto 30 min
después de la ultima administracion, al tercer grupo se le mantuvo en abstinencia
durante 48 horas después de la ultima administracién para después someterlo al
LEC, y utilizando una ANOVA de una via y una prueba post-hoc de Newman
observaron efecto ansiolitico en el grupo administrado con D en las entradas y

permanencia en brazos abiertos, asi como un efecto ansiogénico en el grupo con
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abstinencia al D en el tiempo de permanencia en brazos abiertos; para los datos
neuronales utilizaron dos grupos, sacarosa y D con abstinencia de 48 hrs, las
estructuras analizadas fueron: la corteza prelimbica (CPrL), corteza cingulada 1y 2
(Cg1y Cg2), amigdala central (ACe), amigdala medial (AMe), amigdala basolateral
(ABL), area hipocampal 1, 2y 3 (Ca1, Ca2 y Ca3), nucleo accumbens (Acc), nucleo
talamico paraventricular (PV), nucleo hipotalamico paraventricular (NPV), Nucleo
hipotaldmico anterior (NHA), hipotdlamo Ilateral (HL), nucleo hipotalamico
dorsomedial (NHDMD), gris periacueductal (GP), nucleo rafe dorsal (NRD), coliculo
superior (CS), coliculo inferior (Cl), locus ceruleos (LC), nucleo cuneiforme (NCun).
En todas las estructuras (excepto LC) hubo tendencia a una mayor expresion de
nucleos fos inmunorreactivos en el grupo con abstinencia de 48 hrs; en el
telencéfalo solo CPrL presentd diferencias significativas; en el diencéfalo: NHA, HL;
y en el mesencéfalo: GP, NRD, CS, ClI, LC y NCun, siendo el LC el unico nucleo

que mostré un decremento en vez de incremento.

Albrechet-Souza, Borelli, Carvalho y Brandao (2009) evaluaron si el M altera
el comportamiento y la expresion de c-Fos en ratas en relacién al test-retest en el
LEC, se encontré6 que al administrar midazolam a ratas ingenuas el farmaco
manifestd un efecto de ansidlisis que habitualmente se ha visto con este farmaco,
pero para las ratas con experiencia en el LEC no se observé efecto ansiolitico, esto

corresponde con lo encontrado en la medicidén de la expresidon de c-Fos en Cg1.

Los anteriores trabajos muestran que la expresion de c-Fos se puede dar
ante respuestas como el estrés, la ansiedad y el miedo. Respecto al desarrollo de
tolerancia a una droga, puede ser entendido como una forma de aprendizaje que
para su plena comprension requiere considerar los mecanismos farmacologicos,
conductuales, la participacion de las sefiales ambientales, y la actividad neuronal.
Existen motivos clinicos y sociales que alientan la necesidad de mayor comprencion

de la tolerancia.
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8 EXPERIMENTO

8.1 Justificacion

La falta de una comprension adecuada de los mecanismos de accioén de una droga
puede tener repercusiones fatidicas como la muerte, en el caso de usuarios de
drogas adictivas dicho tipo de consecuencias se atribuye a la sobredosis, en
muchos de los casos los sujetos habian consumido la dosis acostumbrada con la
unica diferencia de haberlo hecho en un ambiente diferente. Aunque existen muchos
estudios sobre la tolerancia, hay pocos estudios sobre los mecanismos
conductuales y neuronales de la tolerancia asociativa, particularmente en el caso
de las BZD. El estudio de las BZD es importante ya que son el grupo de drogas
mas prescrito en el tratamiento de los diferentes desérdenes de ansiedad. Este
estudio contribuye con informacion que tiene utilidad clinica en la comprension de
los efectos de las BZD en relacion con la ansiedad y desarrollo de tolerancia, y
ademas aporta informacién sobre los mecanismos neurales de la tolerancia

farmacoldgica y asociativa.

8.2 Hipotesis

En base en la revision tedrica se ha pensado que si se somete a los sujetos
a una tarea de LEC, la actividad neuronal desencadenada por la exposicion a los
estimulos ambientales durante la tarea en LEC cambiara la expresion de c-Fos y, a
la vez, dicha expresion puede variar por la administracién de una droga, en este
caso el D, dependiendo del tratamiento (administracién aguda o croénica), del

contexto en el que se administre dicha droga y si se presenta o no tolerancia.

8.3 Objetivo
Estudiar la expresion de la proteina c-Fos en corteza prefrontal, cuerpo
estriado, hipotalamo, complejo amigdalino, hipocampo y tallo, en ratas con

administracion aguda y cronica de D en diferentes contextos evaluados en el LEC.



Y analizar la relacion de la expresion de c-Fos con la ejecucidon conductual en una

tarea de LEC en ratas administradas de forma aguda y crénica con D.

8.4 Meétodo
8.4.1 Metodologia

Sujetos: Se emplearon ratas macho Wistar, experimentalmente ingenuas, de
250-270 gr de peso al inicio del experimento para los grupos de administraciéon
aguda y 160-180 gr para los grupos cronicos, provenientes del Bioterio general de
la FES Iztacala-UNAM. Los sujetos (Ss) se alojaron en cajas de acrilico transparente
y se asignaron aleatoriamente a grupos de 8 ratas cada uno, bajo un ciclo de

luz/obscuridad 12:12, con libre acceso a agua y comida.

Aparatos:

e Laberinto elevado en cruz (LEC): El LEC esta construido de PVC con dos

brazos abiertos (50 x 10 cm), y dos brazos cerrados de la misma medida,
elevado a 50 cm del piso, el nivel de iluminacion fue de 50 lux. El disefio del
laberinto se conforma de tal forma que los mismos tipos de brazos son

opuestos a los otros.

e Camara de video grabacion: Camara (CCD, Modelo CA-156SEIA) esta

localizada 1 m arriba del cuadro central del laberinto, que permite una vision

de los 4 brazos del laberinto. Los registros fueron grabados (Videograbadora
WJ-2096) y analizados posteriormente con el Software Observer

(Universidad de Sao Paulo, Brasil).
e Droga: Se administré intraperitonealmente (ip) D (Productos Roche Quimicos

e Farmacéuticos S. A.) diluido en solucion salina (0.9%), en una dosis de 1

mg/kg.
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8.4.2 Procedimiento

El presente experimento se llevo a cabo en dos partes. En la primera parte
se evaluaron los cambios de c-Fos ante la administracion aguda de D, solucion
salina y exposicion al LEC. Los Ss se asignaron al azar a cuatro grupos (n=8), dos
recibieron una administracién aguda de salina (S) al 0.9% (1ml/kg, ip), uno en
bioterio: agudo salina bioterio (ASB), y otro en laboratorio: agudo salina laboratorio
(ASL); a los otros dos se les aplicoé D (1.0 mg/kg, ip), uno en contexto bioterio: agudo
diazepam bioterio (ADB), y otro en contexto laboratorio: agudo diazepam laboratorio
(ADL). Posteriormente los grupos fueron evaluados por 5 min en el LEC, las
administraciones se realizaron 30 min antes de la tarea en LEC. Al finalizar la prueba
en el laberinto cada sujeto se regreso al bioterio. Dos horas después los Ss fueron

sacrificados y perfundidos para seguir con el procedimiento de c-Fos.

En la segunda parte se disefidé un experimento para evaluar los cambios de
c-Fos en la tolerancia asociativa y farmacoldgica. Para desarrollar tolerancia al D
los Ss se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos (n=8). Dos grupos fueron
inyectados con S (1 ml/kg, ip) al 0.9% ip por 20 dias (una vez por dia), uno en el
contexto bioterio: créonico salina bioterio (CSB), y otro en el contexto laboratorio:
cronico salina laboratorio (CSL); los otros dos grupos recibieron de igual forma 20
administraciones de D (1.0 mg/kg, ip), uno en bioterio: cronico diazepam bioterio
(CDB), y otro en laboratorio: crénico diazepam laboratorio (CDL). Los grupos
administrados en laboratorio permanecieron 30 min en dicho contexto antes de
regresar a su caja de alojamiento. Para la prueba de tolerancia, el dia 21 los grupos
CSB y CSL recibieron una administracion de S (1ml/kg, ip), y los grupos CDB y CDL
fueron administrados con D (1.0 mg/kg, ip), todas las administraciones fueron
realizadas en el contexto laboratorio, se dej6 pasar 30 min después de la
administracion y se sometio a los sujetos a la prueba de LEC por 5 min. Dos horas
después se hizo la perfusion, la extraccidon del cerebro y se siguio el protocolo de c-

Fos.
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LEC: Se grabd la prueba para posteriormente analizar los siguientes
parametros conductuales: frecuencia del numero de entradas a los brazos abiertos
y cerrados, el tiempo de permanencia en éstos y en el cuadro central para cada uno
de los sujetos. El criterio en ambos casos fue que los sujetos tuvieran las 4 patas
en el brazo; la duracion de la sesion fue de cinco minutos. Estos datos se usan para
calcular el porcentaje de entradas a los brazos abiertos (EBA) de acuerdo a la
siguiente férmula: [(No. Entradas a brazos abiertos/ (No. abiertos +cerrados)) x 100]
y el porcentaje de tiempo de permanencia en brazos abiertos (TBA): [(tiempo en
brazo abierto/300) x100)], asi como el total de entradas (entradas en brazos

abierto+entradas en brazos cerrados).

Contexto: El contexto se define como el complejo de estimulos que
conforman un contexto (p. ej. un ruido, o un sonido y/o los estimulos que integran
estos espacios fisicos). En este estudio hubo dos contextos:

¢ Bioterio: Este espacio fisico se integré de las jaulas donde se colocan a

las ratas, 2 estantes, una mesa, una balanza con la que se peso a los
sujetos, con luz natural.

e Laboratorio: En este se situ6 el laberinto elevado en cruz, el equipo de

videograbacion, un generador de ruido blanco y la luz de 50 lux.

Perfusién: Previo al sacrificio se registré el peso del animal y se anestesio
con pentobarbital sédico (40 mg/kg de peso); ya en estado de anestesia profunda
se coloco al animal en una charola, se hizo un corte en la pared abdominal de la
rata, lateralmente a lo largo de ambos margenes de los huesos de las costillas, y
después se cortd el musculo del diafragma, se despejo el corazon y posteriormente
se hizo un pequefio corte en la auricula derecha y rapidamente a través del apice
del ventriculo izquierdo se coloco un catéter de perfusidén manteniéndolo fijo. Con la
ayuda de una bomba de perfusidn y a una velocidad constante (30 ml/min), se hizo
circular 250 ml de solucién salina fisioldgica (0.9%) fria, seguida por 120 ml de
solucién fijadora la cual consistié de paraformaldehido al 4% diluida en buffer de

fosfatos con pH 7.4.
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Manejo de los tejidos: Dos horas después de la tarea en LEC se desect el
encéfalo y se colocé en solucidn fijadora por 12 horas, posteriormente el tejido fue
sometido al proceso de crio-proteccibn que consisti6 en colocarlo en
concentraciones de sacarosa crecientes del 10, 20 y 30%, cada una durante 24
horas. Posteriormente se realizaron cortes histoldgicos en secciones de 50 um con
ayuda de un criostato (MICROM HM 505N) a una temperatura de -22°C de las

siguientes estructuras, de acuerdo a Paxinos y Watson (2005):

e Corteza prefrontal: corteza cingulada 1y 2 (Cg1y Cg2) (+1.44mm a
+1.08 mm); corteza prelimbica (CPrL) y corteza infralimbica (CIL)
(+3.00 mm).

e Cuerpo estriado: nucleo accumbens (Acc) (+2.76mm a +1.08mm);
caudado putamen (CPu) (+2.28mm a +0.48mm).

e Hipotalamo: nucleo hipotalamico anterior (NHA), nucleo hipotalamico
paraventricular (NHPV) (-1.92 mm); y nucleo hipotalamico
dorsomedial (NHDMD) (-3.00 mm).

e Complejo amigdalino: amigdala medial posterodorsal (AMePD),
amigdala medial posteroventral (AMePV), amigdala central (ACe) y
amigdala lateral (ALa) (-2.40mm a -2.64 mm).

e Hipocampo: hipocampo areas 1, 2y 3 (Ca1, Ca2 y Ca3) (-2.64mm a
-3.00 mm).

e Tallo: sustancia gris periacueductal dorsolateal (SGPDL), sustancia
gris periacueductal dorsomedial (SGPDM) (-7.20mm a -7.56 mm);
nucleo rafé dorsal (NRD), nucleo rafé lateral (NRL) y nucleo rafé
ventral (NRV) (-7.80mm a -8.04 mm); Nucleo central del coliculo
inferior (NCCI) (-8.04mm a -8.40 mm); y Locus ceruleus (LC)
(-9.60mm a -9.72 mm).

Inmuno-histoquimica (primera fase). Los cortes del encéfalo fueron

sometidos a tres lavados de 10 minutos cada uno en buffer de fosfatos salino (PBS),

50



posteriormente fueron pasados por una solucion de perdxido de hidrégeno al 0.5%
durante 10 minutos, esto ayudo a eliminar la actividad endégena de las peroxidasas;
terminado este proceso se lavaron con PBS (tres lavados de 10 min, cada uno). A
continuacion se les adicion6 suero normal de cabra al 30% (Vector Labs.
Burlingame CA, EUA) en PBT (buffer de fosfatos con tritén al 0.3%) durante una
hora. Finalmente se le agregd el anticuerpo primario para c-Fos (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz CA EUA) diluido 1:2000 en suero normal de cabra

disueltos en PBT al 0.3%, durante 72 horas en camara humeda refrigerada (4° C).

Inmuno-histoquimica (segunda fase). Posterior a la incubacién con el primer
anticuerpo, los cortes histoldgicos se sometieron a tres lavados con PBS (10 min
cada uno); después se agrego el anticuerpo secundario biotilinado (anti conejo)
hecho en cabra (Vector Labs. Burlingame CA, EUA) diluido 1:200 en PBT, durante
una hora y después lavados en PBS (tres de 10 minutos cada uno). A continuacion
el tejido fue incubado en el complejo Avidina-Biotina HRP (1:250 Vector Labs
Burlingame CA, EUA) por una hora. Concluido dicho proceso se realizaron tres
lavados en PBS. Posteriormente la localizacién de la proteina Fos fue revelado con
una solucién 0.05% de diaminobencidina (Polyscience, Warrington, PA EUA) en
presencia de sulfato de niquel (10 mg/ml Fisher Scientific, Pittsburg PA EUA) cloruro
de cobalto (10 mg/ml Fisher Scientific Pittsburg PA EUA) y 0.01% de perdxido de
hidrégeno, lo que produjo un precipitado purpura-negruzco. Se continu6 con tres
lavados con PBS. Por ultimo las laminillas fueron lavadas en agua destilada dos
veces durante tres minutos, luego deshidratadas en alcoholes al 70%, 90% y
finalmente en alcohol al 100%. Una vez que se secaron, las laminillas fueron

montadas con Permount (Fisher Scientific) y observadas al microscopio.

Para el analisis histolégico se utilizé un microscopio Olympus BX41 al cual
se le adapt6 una camara a color con sistema de enfriamiento (Evolution VF de Media
CyberneticsBethesda MD). Y un software analizador de imagenes Image Pro Plus
(Media Cybernetics Bethesda MD) con el que se hizo un conteo automatizado del

numero de neuronas que resultaron inmunorreactivas a Fos.
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8.4.3 Andlisis de datos
Los datos se analizaron por ANOVAS de una via con el tratamiento como
factor para la respuesta de ansiedad evaluada por el porcentaje de entradas y de

permanencia en los brazos abiertos.
Se determino la media y el error estandar de la expresion del gen c-Fos en

cada uno de los tratamientos, se analizaron con una ANOVA de una via y las

comparaciones post hoc (Fisher LSD) se realizaron cuando p<0.05.
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9 RESULTADOS

Debido a que no se encontraron diferencias entre contextos en los grupos
inyectados con salina, en los resultados conductuales y neuronales, se tomo la
decision de unirlos en un solo grupo para cada tratamiento: agudo y cronico. De

este modo quedan ASB y ASL como AS, y los grupos CSB y CSL quedan como CS.

9.1 Conductuales

Se utilizé el numero total de entradas como control de actividad motora y no
se mostraron diferencias entre grupos. En la Figura 3 se puede observar que en el
registro del porcentaje de EBA se observaron diferencias respecto al control
independientemente del contexto en el tratamiento agudo y dependiendo del
contexto para el tratamiento crénico. Se encontrd que en el porcentaje de entradas
a brazos abiertos en la prueba del LEC, los sujetos tratados de manera aguda con
D (ADB y ADL) mostraron valores significativamente mayores (F=5.9141, p=.00000)
respecto al control AS, haciendo evidente de ese modo el efecto ansiolitico del D.
Al comparar CDB, grupo pretratado en un contexto diferente del de la prueba del
LEC, contra CS se observaron resultados similares a los vistos en ADB y ADL, el
nuamero de entradas fue significativamente mayor; en el grupo CDL, que fue
pretratado en el mismo contexto de la prueba de LEC, no se vieron diferencias
respecto de CS.
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Figura 3. Media y +tEEM de %EBA después de la
administracion aguda (A) o cronica (C) de diazepam (D) en

los contextos laboratorio (L) y bioterio (B) (1mg/kg).

*p<0.05 vs AS. #p<0.05 vs CS.

En la figura 4 que en el porcentaje de TBA se encontraron efectos similares
a los hallados en el porcentaje de EBA. Se observd que los valores arrojados por
los grupos administrados de forma aguda con D en ambos contextos fueron
significativamente mayores (F=5.9141, p=.00000) al compararlos contra el grupo
AS, siendo de este modo evidente el efecto ansiolitico del D. En el grupo CDB, que
fue el pretratado cronicamente en un contexto diferente del de la prueba del LEC, el
tiempo de permanencia en los brazos abiertos fue significativamente mayor
respecto de su control CS, comportandose asi de forma similar a los grupos ASB y
ASL, y por lo tanto también se observo el efecto ansiolitico del D. En cuanto a los
valores arrojados por el CDL, grupo pretratado en el contexto de la prueba de LEC,
no se evidenciaron efectos ansioliticos, se encontré que el porcentaje de TBA fue

similar a CS.
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Figura 4. Media y +tEEM de %TBA después de la
administraciéon aguda o cronica de D (1mg/kg). *p<0.05 vs

AS. #p<0.05 vs CS. #p<0.05 vs CDL.

9.2 Inmunohistoquimica

Para cada grupo utilizado se realiz6 el analisis estadistico de la expresiéon de
c-Fos en cada uno de las areas incluidas en las regiones de corteza prefrontal,
cuerpo estriado, hipotalamo, complejo amigdalino, hipocampo vy tallo. Las

comparaciones se hicieron por contexto para ambos tratamientos: agudo y crénico.

Los grupos ADB y ADL se compararon contra AS, se observa que en la
mayoria de las estructuras la presencia de Fos es significativamente menor que en
AS. En la parte del trabajo realizado con grupos de administracion cronica los
resultados encontrados fueron diferentes de lo encontrado en el tratamiento agudo.
Los grupos CDB y CDL se compararon contra el control CS. Los resultados fueron

los siguientes:

55



Tabla 1. Media (+E.E.M.) de neuronas inmunireactivas en un area de 1 um2 en nucleos de la corteza prefrontal de ratas con

administracion aguda o crdnica de D, sometidas a una tarea de LEC. *p<0.05 vs AS y #p<0.05 vs CS.

Estructuras AS ADB ADL CS CcDB CDL
Cgl 230.08+35.24 106.51+10.02* 135.12+23.73* |(200.5+£9.41 166.61 + 22.18 198.77 £ 30.38
Cg2 223.01+3930 67.79+12.20* 149.66 + 15.42 193.82 £ 19.56 157.52 +27.42 194 + 25.71
CPrL 18256+12.94 4631+3.62* 105.21 £39.27 * 133.18 £ 13.99 143.12 £ 13.82 186.04 £ 14.68
CIL 249.81+31.68 10491+39.24* 11236+41.35* |[175.72+12.91 147.49 + 16.48 200.48 +28.27 #

En la tabla 1 se observa que en el area de corteza prefrontal hubo diferencias

significativas en la media de la expresion de c-Fos en ADB y ADL al hacer las

comparaciones contra el control en los nucleos Cg1 (F=6.5847, p=0.017306), Cg2
(F=9.3662, p=0.006319), CPrL (F=8.12868, p=0.009624) y CIL (F=4.69403,
p=0.040149). Para el tratamiento cronico en el CPrL (F=3.9268, p=0.059424) el
promedio de expresion de c-Fos en CDL fue significativamente mayor que en el

control.

administracion aguda o cranica de D, sometidas a una tarea de LEC. *p<0.05 vs AS.

Tabla 2. Media (+E.E.M.) de neuronas inmunireactivas en un area de 1 urn" en nideos del cuerpo estriado de ratas con

Estructuras AS ADB ADL C5 CDB CDL
Acc 22008 +11.05 13471 +1955* EB762+2402% 18539 +15.26 154 41 =502 247 IB+4343
CPu 23637 +14 66 14031+ 2896* 11701+3384+* (187641510 17041 #1133 222 Bo+5445

la inmunorreactividad de c-Fos.

En la tabla 2 se encuentra que en el cuerpo estriado hubo diferencias en Acc
(F=14.3905, p=0.001572) y CPu (F=5.4584, p=0.028029) para ADB y ADL respecto

al control. En el tratamiento cronico no se encontraron diferencias significativas en

Tabla 3. Media (+E.E.M.) de neuronas inmunireactivas en un area de 1 |.1rr12 en nucleos del hipotdlamo de ratas con administracion
aguda o cronica de D, sometidas a una tarea de LEC. *p<0.05 vs AS.

Estructuras A5 ADB ADL 5 CDB COL

NHA 24933 +3548 104.48+1364* 13235+1735% |19558+ 2605 166.5+7.74 20842 £17.55
NHPY 24158+ 22 26 10237 +2058* 12404+619* |176.66+12384 168.45 + 10.85 23875 £56.99
NHDMD 323568+ 4460 119.29+2549* 133.39£39.00* |219.96%355 18408 £6.18 290.31 £ 60.37
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La tabla 3 muestra que en el tratamiento agudo, tanto en ADB como ADL, se
encontraron diferencias significativas en el area hipotalamica en la media de
expresion de Fos en NHA (F=10.1472, p=0.004938), NHPV (F=3.53660,
p=0.073558) y NHDMD (F=9.38498, p=0.006281). En el tratamiento crénico no se

encontraron diferencias estadisticamente diferentes.

Tabla 4. Media (+E£.E.M.) de neuronas inmunireactivas en un area de 1 |.er'|2 en nlcleos del complejo amigdalinog de ratas con
administracion aguda o cronica de D, sometidas a una tarea de LEC. *p<0 05 vs AS.

Estructuras A3 ADE ADL Cs CDB COL

AMePD 24152+4354 9206+ 26.16* 96.02 £+ 4485 * 18631943 15891 +7.88 15951+ 4702
AMePV 25135+ 1423 142 B0+ 2680* 11966+3646* |[190.19+10.15 17941 +1736 21093+ 3450
AlCe 27504 + 2554 8018+38.02* 96.45 + 3867 * 200791017 17882271 21877+ 4008
ALz 24056+ 35.88 11385+2373* 13947+3801* |179.75x21039 176.18+7.38 191,12+ 3055

En la tabla 4 se ve que en el tratamiento agudo el complejo amigdalino
presentd diferencias significativas en los grupos agudos respecto al control en
AMePD (F=4.73549, p=0.039345), AMePV (F=6.5770, p=0.017360), ACe
(F=9.75435, p=0.005581), y en ALa (F=4.08541, p=0.054643) sélo se encontraron
diferencias significativas en ADB respecto al control, sin embargo ADL muestra una
clara tendencia a una menor expresion de c-Fos. En el tratamiento crénico no se
encontraron diferencias estadisticas significativas pero en ACe (F=0.7001,
p=0.521667) se observo una tendencia clara a una menor expresion de c-Fos en
CDB, y fue similar en CDL.

Tabla 5. Media (#E.E.M.) de neuronas inmunireactivas en un area de 1 |.J.n’|2 en nucleos del hipocampo de ratas con administracion
aguda o cronica de D, sometidas a una tarea de LEC. *p=<0.05 vs AS y #p<0.05 vs C5.

Estructuras A5 ADB ADL C5 CDB CDL

Cal 22120+ 44 34 ShE4+2112% 102.33+4407* |187.29%1874 156.25 £ 11.63 13481 +24.43
Ca2 173.45 £ 1067 51.18+1895* 08.66+27.98* 217.37+892 104593 +1064# 13395+2143#
Ca3 173365974 116.72+2167* 98322+2711°% 128912747 127.43+£12.138 14178 +13.22

La tabla 5 muestra que en el area hipocampal se vieron diferencias
significativas en ADB y ADL respecto a su control en Ca1 (F=5.02006, p=0.034322),
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Ca2 (F=9.07894, p=0.006943), y en Ca3 (F=3.5375, p=0.073523) sélo ADL fue

significativamente diferente del control y ADB mostré una tendencia a menor

expresion de c-Fos. En el tratamiento cronico se encontré que en Ca2 (F15.6626,

p=0.001172) la inmunorreactividad de la proteina Fos fue significativamente menor

tanto en CDB como en CDL.

Tabla 6. Media (+E.E.M.) de neuronas inmunireactivas en un drea de 1 um‘t en nucleos del tallo de ratas con administracion aguda o
cronica de O, sometidas a una tarea de LEC.

*p=0.05 vs AS y #p<0.05 vs C5.

Estructuras AS ADB ADL Cs CDB CDL

SGPDOL 25575+ 44 47 12125+#3874% OQB27+1857* 263.54 £ 26.70 137.18+13 048 2251812953
SGPDM 24822 + 25 82 B756+£3479 % 12404 £2745* (189.5+7283 181.10+12.76 216.31 £ 17.33
MRD 219.25+39.84 98.41£2305* 12954 £3793* (184.02+16.20 16747 £ 1298 185.18+3.89
MRL 191.75+23 84 7762£2514% 102.12£3295* (174.31+10.25 15747 £ 1653 195.06+12.27
MRV 15254 +5931 113.54 + 2096 11933 +38.14 176.33 £ 3011 137.56+13.19 14012 +36.26
NCCI 22114 +45.02 118.17+£2190* 12814+4342 211,20+ 2417 17765+11.69 22648 +32.06
LC 17221 +2931 7162+2140* 8293 +2542 12083 +15.04 11637 +20.42 19263 +32.00

En la tabla 6 se puede observar que en el tallo se encontré que en SGPDL
(F=5.67745, p=0.025414), SGPDM (F=8.08687, p=0.009768), NRL (F=4.73417,
p=0.039370) y LC (F=4.63724, p=0.041285) ambos grupos agudos mostraron una

expresion de c-Fos significativamente menor que el control; en NRD (3.31814,

p=0.083270) solo ADB difirid significativamente del control y ADL tendié a una

menor expresion de c-Fos. En el tratamiento crénico en SGPDL (F=7.1565,

p=0.013801) el grupo CDB tuvo una expresion de c-Fos significativamente menor

que el control, mientras que el CDL sdélo mostré una tendencia a una menor

inmunorreactividad; y en las demas estructuras no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.
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10 DISCUSION

El objetivo del presente estudio consistio en estudiar la expresion de la
proteina c-Fos en corteza prefrontal, cuerpo estriado, hipotalamo, complejo
amigdalino, hipocampo y tallo, en ratas con administracién aguda y cronica de D en
diferentes contextos evaluados en el LEC y su relacion con la tolerancia. A
continuacion se discutira sobre los resultados obtenidos en dos partes, primero se

considerara la parte conductual y después la neuronal.

En los resultados obtenidos se encontré que la administracion aguda de D
evoca un efecto ansiolitico sobre el comportamiento de las ratas en una tarea en
LEC independientemente de los estimulos contextuales en que se administre la
droga. En este trabajo se consideraron dos contextos: bioterio y laboratorio, en éste
ultimo se realizaron los ensayos en LEC. Como se observo en los porcentajes de
EBAy TBA, los grupos administrados con D muestran mayor actividad en los brazos
abiertos del LEC, tanto en entradas como en tiempo, respecto al grupo AS cuyos

porcentajes en EBA y TBA se utilizaron como linea base.

Diferentes trabajos realizados coinciden con lo encontrado en el presente
experimento respecto al efecto ansiolitico del D en la tarea de LEC, Cedillo-lldefonso
et al. (2008) administraron D (1mg/kg) de forma aguda y los porcentajes de EBA y
TBA fueron significativamente mayores al compararlos contra el grupo salina.
También se observo algo similar con otra benzodiazepina, Albrechet-Souza et al.
(2009) encontraron que con una sola administracion de midazolam (0.5mg/kg) el
porcentaje de EBA y TBA es significativamente mayor que en el grupo administrado
con salina en una dosis similar. También Takahashi et al. (2001) encontraron que al
administrar D en dosis de 0.75 y 1.5 aumenta el porcentaje de EBA y TBA en una
tarea de LEC en ratas de la cepa SHR; y Ruarte y Alvarez (1999) realizaron un
trabajo con el laberinto asimétrico, en el que sélo habia un brazo sin ninguna pared,
encontrando que al administrar D se induce a un comportamiento ansiolitico en las

ratas y estas buscan explorar los lugares abiertos.



De acuerdo con Alguacil-Merino y Gonzalez-Martin (2005) y San-Molina
(2005), los organismos tienden naturalmente a un estado de homeostasis, por ello
se esperaba que hubiese un cambio en el efecto ansiolitico de los sujetos por la
administracion repetida del D, lo cual efectivamente ocurrié. En el grupo CDL, que
fue pretratado crénicamente en el mismo contexto en el que se realizé la prueba, se
observo que la administracion del farmaco perdié su capacidad inicial para generar
el efecto ansiolitico, es decir que desarroll6 tolerancia, este grupo mostré
porcentajes similares a los del grupo control tanto en el porcentaje de EBA como en
el de TBA. Resulta interesante que no se haya observado lo mismo en el grupo
CDB, pretratado en un contexto distinto del de la prueba, en dicho grupo los
porcentajes de EBA y TBA fueron significativamente mayores al ser comparados
con CS, lo cual indica que la tolerancia al efecto ansiolitico esta fuertemente
relacionada con el contexto dado que el efecto ansiolitico del D se reestablecio al

cambiar las sefales asociadas a la administracion de la droga.

En un trabajo realizado por Vlainic y Pericic (2009) ya se ha dado prueba del
desarrollo de tolerancia al D administrandolo de forma cronica, los autores
realizaron un experimento en el que descubrieron que el umbral de convulsidn
provocada por el pentilenotetrazol habia disminuido al administrar D pero se
reestabilizé después del tratamiento cronico con D. Cedillo-lldefonso et al. (2008)
comprobaron el efecto agudo del D a una dosis de 1mg/kg y observaron tendencias
claras que sugieren que después de repetidas dosis de D en presencia de estimulos
ambientales especificos se observd un efecto de tolerancia y cuando la evaluacién
se realizd en un contexto diferente del de la prueba no se manifesto dicha tolerancia.
Ademas se han realizado estudios sobre la abstinencia a las benzodiazepinas en el
mismo laboratorio en que se llevo a cabo el presente trabajo de tesis, en los que se
ha encontrado ansiogénesis ante estimulos ambientales asociados al efecto de la
droga. De tal modo lo anterior es congruente con lo hallado en este trabajo sobre el

efecto de tolerancia asociativa.
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Por ello los estudios referidos y los hallazgos del presente trabajo refuerzan
lo mencionado por Siegel (1999), Siegel et al. (2000) y Siegel y Ramos (2002) sobre
que al asociar el efecto de la droga a un conjunto de sefiales especificas da como
resultado la anulacion o disminucion del efecto de dicha droga, lo cual de acuerdo
con los autores es debido a la participacion de RCC. Aunque también las RCC de
la administracion de un farmaco pueden ser similares a los efectos de la droga, a
este tipo de respuestas se le llama miméticas, el que una RC sea compensatoria o
mimeética del farmaco depende de su sitio de accion (Trujillo, 1994). Y ya sea una
respuesta mimética o no mimética, la finalidad de ambos tipos de respuesta es
preparar al organismo para recibir y procesar la substancia que vaya a ingresar en
él, asi que tendria que considerarse la posible aparicidon de respuestas que semejen

el efecto del D ademas de las que son opuestas.

En cuanto a la actividad neuronal se esperaba que en el presente trabajo lo
encontrado en los resultados conductuales tuviera correspondencia con los datos
de la expresion de c-Fos en la actividad neuronal. Aronin et al., (1990) han sefialado
que la activacion de Fos se da de manera correspondiente a la presentacion de un
estimulo, en este caso si se presenta un estimulo ansiolitico, se activarian las

estructuras neuronales relacionadas con la ansiedad.

Al analizar los resultados obtenidos se pudieron observar diferencias
significativas que indican inhibicion en la expresién de c-Fos independientemente
del contexto en todos los nucleos de la corteza prefrontal de los grupos
administrados de forma aguda, excepto en Cg2 de ADL donde la diferencia no fue
significativa, pero aun asi la diferencia respecto a AS fue de 155 menos células
inmunorreactivas en promedio. Para la administracion cronica se observd una
adaptacion de la expresion de c-Fos en los nucleos Cg1, Cg2, CPrL y CIL, la
inhibicién provocada por el efecto ansiolitico del D fue revertida por la administracion
cronica, incluso se encontrd que en CIL la expresion de c-Fos fue significativamente

mayor respecto a su control, con lo cual es posible observar tolerancia
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farmacoldgica para ambos contextos como puede ser observado graficamente en

las micrografias de corteza prefrontal en el apéndice, pagina 79.

En el cuerpo estriado también se observa inhibicién de la expresion de c-Fos
en el tratamiento agudo, habiéndose encontrado diferencias significativas tanto en
Acc como en CPu independientemente del contexto. Para el tratamiento crénico no
se encontraron diferencias significativas, lo cual indica una recuperacion en la
expresion de c-Fos en Acc y CPu en ambos grupos con tratamiento crénico, y por
consiguiente, desarrollo de tolerancia (micrografias de cuerpo estriado en pagina
83).

En el hipotalamo también se encontré que con la administracion aguda de D
se inhibe la expresion de c-Fos en NHA, NHPV y NHDMD independientemente del
contexto. En el tratamiento crénico se observé también se da una recuperacion en
la expresion de c-Fos, por lo que se puede decir que se presentd tolerancia en

ambos contextos (micrografias de hipotalamo en pagina 85).

Para el complejo amigdalino se consideraron cuatro nucleos AMePD,
AMePV, ACe y ALa, en el tratamiento agudo se encontraron diferencias
significativas en los cuatro nucleos respecto al control, lo cual corrobora el efecto
inhibitorio que causa el D sobre la expresion de c-Fos. En el tratamiento crénico se
observé que hubo recuperacion de la expresion de c-Fos en las cuatro estructuras
para ambos contextos, mostrandose asi el desarrollo de tolerancia (micrografias de

cuerpo amigdalino en pagina 88).

Para el tratamiento agudo se hallé que en el hipocampo se inhibio la
expresion de c-Fos en los nucleos del giro dentado Ca1, Ca2 y Ca3, en los que se
mostrd expresion de Fos significativamente menor que el control. En los grupos del
tratamiento cronico los promedios fueron muy variantes, por lo cual puede inferirse

que los nucleos del hipocampo responden diferencialmente al desarrollo de
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tolerancia al efecto ansiolitico, s6lo en Ca2 la expresion de c-Fos permanecio

inhibida significativamente (micrografias de hipocampo en pagina 92).

En el tallo cerebral se tomaron en cuenta diferentes estructuras: sustancia
gris periacueductal, nucleo rafe, coliculo inferior y locus coeruleus; la sustancia gris
mostrd inhibicion de la expresion de c-Fos en ambos grupos administrados de forma
aguda; en el tratamiento crénico SGPDL reveld recuperacion de la expresion de c-
Fos en CDL, y en CDB permanece inhibida por el efecto del D; en SPDM se observo
adaptacion de la expresion de c-Fos ya que hubo recuperacion en el promedio de
células inmunorreactivas. En el rafe se puede observar que, en el tratamiento
agudo, la expresion de c-Fos es inhibida significativamente en NRD y NRL; en el
tratamiento cronico se desarrolla tolerancia ya que hay recuperacion de la expresion
de c-Fos. En el coliculo inferior no hay datos estadisticos significantes que permitan
hacer alguna aseveracion, sin embargo si se puede observar una tendencia a una
menor expresion de Fos en el tratamiento agudo respecto al control, y para el
tratamiento crénico se observa una recuperacion en la expresion de c-Fos; esto
puede deberse a que éste nucleo estda mas relacionado con la respuesta auditiva.
En cuanto al locus coeruleus tampoco hay datos estadisticos que permitan
determinar algo, aunque se observa una tendencia a la inhibicion por el efecto del

D (micrografias de tallo en pagina 95).

En resumen en los resultados del tratamiento agudo se observa que al
comparar ADB y ADL contra el grupo AS la mayor parte de los nucleos neuronales
mostraron inhibicion de la expresion de c-Fos en los grupos administrados de forma
aguda con D, solo algunos nucleos del tallo y uno de la corteza prefrontal no
mostraron diferencias significativas respecto a AS, de los cuales puede entenderse
que la inhibicidén en las estructuras del tallo no esta tan relacionada con la ansiedad,
por ejemplo, los nucleos del rafe estan mas relacionados con el suefio y la vigilia, y
el NCClI es un nucleo importante en las aferencias de informacién auditiva; teniendo
en cuenta que el D genera efectos directamente sobre la ansiedad puede

entenderse que NRV no haya mostrado inhibicién significativa y que en NCCI sélo
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haya sido significativa en ADB. En las demas estructuras analizadas para el
tratameinto agudo se observd una inhibicion significativa por lo que es correcto
asumir que dicha disminucién en la expresion de c-Fos se relaciona con el efecto
ansiolitico del D. Con lo anterior se puede asegurar que hay una correspondencia
entre conducta y respuesta bioldgica, el efecto ansiolitico observado en la tarea de

LEC es congruente con la inhibicién observada del gen c-Fos.

Lo observado en el tratamiento agudo refuerza lo hallado en estudios
anteriores realizados con ansioliticos (BDZ y alcohol) en los que se ha observado el
efecto agudo y tolerancia relacionandolos con la activacion del gen c-Fos. Beck y
Fibiger (1995) reportan que ante la presencia de miedo condicionado, las ratas
presentan gran actividad del gen c-Fos, pero el D reduce la expresion de Fos en
diversas regiones cerebrales. Ryabinin et al. (1995) observaron un decremento
evidente de la actividad del gen c-Fos principalmente en la corteza cingulada y en
el hipocampo después de una administracion de alcohol (de efecto ansiolitico)
acompanada de un procedimiento de estrés por restriccion. Albrechet-Souza et al.
(2009) encontraron que la administracion aguda de M disminuye la expresion del

gen c-Fos en ratas en una tarea en el LEC.

La reduccién de la expresion del gen c-Fos en los nucleos neuronales
contemplados en el presente trabajo se puede explicar por la afinidad de las
benzodiazepinas a los receptores GABA, ya Valverde-Alfaro (2011) ha mencionado
que el receptor GABA-A es el receptor endégeno de las BDZ; Medel-Matus et al.
(2011) por su parte refieren que las BDZ regulan la sensibilidad y actividad de GABA
actuando sobre los sitios de unidn y reconocimiento de las subunidades que lo
conforman; y Cortes-Romero et al. (2011) coinciden con esto al argumentar que los
receptores GABA-A interactuan con diversos tipos de farmacos con propiedades
ansioliticas, anticonvulsivantes, miorrelajantes y sedantes. Y se ha visto que los
receptores GABA-A se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC. Medel-
Matus et al. (2011) hicieron una revision de diversos trabajos donde reportan que

los receptores GABA-A se han encontrado en el nucleo talamico reticular, circuito
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talamo-cortical, hipocampo, talamo y giro dentado, y que las células GABAérgicas
se encuentran también en médula espinal, cerebelo y ganglios basales. Sieghart y
Sperk (2002) mencionan que las capas corticales, externas e internas, tienen una
fuerte presencia de receptores GABA-A, que median los efectos del D, también hay
presencia de receptores GABA-A en el hipocampo, en el cuerpo estriado y nucleo
accumbens, en los nucleos reticular, geniculado ventrolateral, geniculado
dorsolateral, medial y central, coliculo inferior en los diferentes nucleos del
hipotalamo, en los nucleos lateral, basolateral, medial y central de la amigdala, en
cerebelo, y mesencéfalo en nucleos como el area tegmental ventral, nucleo rafé.
Algunos de estos datos han sido confirmados por Young y Chu (1990) quienes
reportan la presencia de receptores GABA-A en diversas estructuras neuronales en
cerebros de ratas y humanos, de los que obtuvieron muestras de tejido neuronal y
los examinaron después, encontrando que los receptores GABA-A estan
ampliamente distribuidos en la corteza cerebral, el hipocampo, ganglios basales,

talamo, cerebelo y en el tallo cerebral.

Respecto al tratamiento crénico, en general se observé una recuperacion de
la expresion de c-Fos en la mayoria de los nucleos, lo cual indica que hubo una
adaptacion de la inhibicion de la expresion de c-Fos; en CDB los nucleos que
mostraron recuperacién en la respuesta de c-Fos fueron Cg1, Cg2, CPrL, CIL, Acc,
CPu, NHA, NHPV, NHDMD, AMePD, AMePV, ACe, ALa, Ca1, Ca2, Ca3, SGPDL,
SGPDM, NRD, NRL, NCCI y LC; en CDL los nucleos que revelaron recuperacion
en la inmunorreactividad de c-Fos fueron Cg1, CPrL, CIL, Acc, CPu, NHA, NHPV,
NHDMD, AMePD, AMePV, ACe, ALa, Ca1, Ca3, SGPDL, SGPDM, NRD y NRL. Lo
hallado en los grupos administrados de forma cronica da muestra de que ocurre una
adaptacion a la inhibicion de la expresidon de c-Fos, por lo que apoyandose en la
evidencia estadistica puede asegurarse que tras administraciones repetidas de D
se desarrolla tolerancia farmacologica. Ademas de lo anterior se pudo observar
también que aunque no hay evidencia estadistica que permita asegurarlo, en el
grupo CDB los promedios de los nucleos considerados para este estudio tendieron

a una menor expresion de c-Fos que en el grupo CDL.
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Lo que se encontroé en el tratamiento cronico refuerza lo encontrado por otros
autores. Thiele et al. (1998) hallaron desarrollo de tolerancia al efecto ansiolitico, en
hipotalamo y locus coeruleus, utilizando etanol, tomaron lecturas del indice de
expresion del gen c-Fos y observaron que la administracion repetida ante sefales
especificas se relaciona con la tolerancia y que la expresion de c-Fos es mayor en

el contexto asociado a la droga que en el contexto no asociado.

Hay otros estudios y trabajos previos del laboratorio en que se realizd éste
estudio que refuerzan lo encontrado respecto a la adaptacion de la actividad
neuronal que contrarresta la inhibicion de las BDZ. Fontanesi et al. (2007)
efectuaron un estudio en el que analizaron las implicaciones neuronales
subyacentes la abstinencia en ratas, para ello interrumpieron de manera abrupta la
administracion de D encontrando mayor actividad neuronal en diversas estructuras,
y reportaron que la retirada de las BDZ, después de la administracion crénica, da
paso a exagerados niveles de ansiedad. Otro modo de estudiar la abstinencia es
utilizando un antagonista como lo hicieron Dunworth et al. (2000), quienes
reportaron que después de administrar D de forma crénica, se indujo por medio de
flumazenil un estado de sindrome retirada que desencadend respuestas de
abstinencia. Y en el laboratorio donde se realizd la presente tesis ya se han
realizado trabajos de esa naturaleza en el mismo laboratorio que se realiz6 este
estudio, los cuales coinciden con que al exponer a los sujetos a los estimulos
asociados a la administracion de la droga sin que esta se administre se puede
observar de forma marcada el efecto del sindrome de abstinencia, asi como al
administrar el D acompanado de un antagonista como el flumazenil ante los

estimulos ambientales habituales en la administracion de la droga.

Se esperaba que en el grupo CDB hubiese inhibicion significativa. EI hecho
de que no se hayan observado diferencias significativas entre CDB y CS puede
haberse debido a diferentes razones. Parece ser que no son muy especificos los

estimulos que pueden desencadenar expresion de c-Fos. Fontanesi et al. (2007)
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indican que diversos estimulos ansioliticos y ansiogénicos pueden producir cambios
en areas involucradas en la expresion de factores motivacionales ya que la
activacion producida por un estimulo induce cambios en la liberacion de
neurotransmisores y por ende también influye en la inmunorreactividad de Fos. La
expresion de c-Fos puede ser causada también por estimulos apetitivos ademas de
los aversivos, siendo que los nucleos cerebrales implicados en la respuesta emotiva
no sélo se relacionan con estimulos aversivos, por ejemplo, Robertson et al. (1991)
reportan activacion de c-Fos por la interaccion sexual en el nucleo accumbens; y
Romeo, Parfitt, Richardson y Sisk (1998) encontraron que al exponer a hamsteres
machos a las feromonas de la hembra la inmunorreacitivad de Fos aumentaba en

la comisura hipocampal y el complejo amigdalino.

Por lo anterior puede pensarse que el contacto con cualquier otro estimulo,
ademas del contexto del LEC, podria haber influido sobre la expresién de c-Fos
encubriendo el efecto ansiolitico del D al cambiar de contexto por los estimulos que
pudieran presentarse en el trayecto. Seria muy util tener mayor control sobre los
estimulos contextuales, por ejemplo, se podria aislar a los sujetos totalmente del
contacto con el exterior al ser trasladados utilizando acrilico negro para las cajas en
las que sean llevados de tal modo que se eliminen todos los estimulos visuales del
trayecto que pueden ser inespecificos; si en el contexto laboratorio se tiene una
iluminacion de 50 lux se puede poner a los sujetos administrados en bioterio en un
sitio privado totalmente de luz (para esto también servirian las cajas de acrilico
negro); o tal vez sea viable emplear una luz intermitente en el contexto bioterio,
Betancourt-Mainhard et al. (2008) hicieron esto con una fotoestimuladora alégena.
De tal modo podria hacerse que la diferencia entre contextos sea mas clara y que
los estimulos contextuales tengan mayor saliencia, que segun Castellucci y Kandel
(1976) y Wyers, Peeke y Herz (1973) en un elemento muy importante en el
desarrollo de habituacion, y por lo tanto del aprendizaje. Tomando en cuenta que la

tolerancia es una forma de aprendizaje asociativo es importante considerarlo.
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Otro aspecto a tomar en cuenta que tal vez haya ejercido un efecto sobre los
resultados es la via de administracién. Tengamos en cuenta que la tolerancia se
desarrolla al asociar el efecto de la droga con estimulos especificos, y segun Siegel
(1999), los estimulos asociados pueden pertenecer también al ritual de aplicacién
de la droga (intra-administracién), como es el caso de los adictos a la heroina en los
que los objetos que usan para la aplicacion, como la aguja, son capaces de evocar
respuestas compensatorias. En dicho caso habria que considerar que aun
cambiando el contexto de aplicacién algunos estimulos permanecen presentes, en
el caso de este estudio realizado con D seria prudente pensar que aunque se haya
cambiado de contexto al grupo CDB, para la aplicacion de D, la administracién ip
podria ser un estimulo asociado al efecto de la droga y por lo tanto favorecer la
presencia de la tolerancia, lo cual no dejaria ver por completo el efecto de haber
cambiado los estimulos asociados la droga, puesto que los estimulos intra-
administracion (como la inyeccién ip) pueden actuar en conjunto con los estimulos
ambientales como estimulo condicionado. Un ejemplo puede ser el trabajo de
Fontanesi et al. (2007) que optaron por una via de administracién oral porque
anteriormente habia visto un efecto ansiogénico en la tarea de LEC producido por
la administracion via ip; administrando D via oral comprobaron que se presentan los
efectos ansioliticos y sindrome de retirada en una tarea de LEC. Entonces, si la
aplicacion ip es capaz de evocar una respuesta ansiogeénica, podria pensarse en la
posibilidad de que pueda funcionar como un estimulo asociable al efecto de una

droga, por lo cual podria optarse por la administracion via oral.

También habria que tomar en cuenta que el hecho de que no haya diferencias
significativas puede deberse a los grandes margenes de error, lo cual se podria
solucionar robusteciendo la muestra, con ello se reduciria el error estandar y las
diferencias serian mas claras. Sin embargo se han realizado experimentos en el
mismo laboratorio en el que se elaboro el presente trabajo encontrandose, que con
una dosis de M de 1mg/kg, los indices de la expresidn de la proteina Fos en nucleos
de la corteza prefrontal dan muestra del efecto del contexto correspondiendo con

los porcentajes de la prueba de LEC de manera mas clara que con el D. Ademas,
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en trabajos previos se ha encontrado evidencia conductual de que con el M se
observan efectos de tolerancia asociativa mas claros que con el D, Cedillo-lldefonso
(2008) reportd que al administrar de forma crénica M y D en dosis de 1mg/kg no se
encontraron diferencias entre salina, M y D en una tarea de LEC, pero cuando el
contexto de la prueba fue diferente del asociado a la administracion de la droga se
observo que con M si se encontraron diferencias significativas respecto a salina, al

contrario del D que no mostré diferencias significativas respecto a salina.

El siguiente paso en este trabajo consiste en comparar lo encontrado en el D
con una BDZ de efecto ultracorto en condiciones similares (el midazolam), de este
modo se podra tener también informacion sobre las implicaciones de la accion
prolongada del farmaco. Posteriormente se estara en condiciones de disefar un
nuevo estudio que permita mejorar la precision de los hallazgos de este trabajo, a
la vez que considerar el papel que juega la vida media en el desarrollo de tolerancia

a los efectos ansioliticos de las BDZ.
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11 CONCLUSION

La administracion aguda de D evoca efectos ansioliticos independientemente
del contexto, lo cual se relaciona de forma positiva con la expresion del gen c-Fos.
La administracién de D causa cambios en la actividad neuronal y conductual que se
relacionan positivamente. Con la administracion aguda se da un efecto ansiolitico

sobre el comportamiento independientemente del contexto.

La inmunorreactividad de la proteina Fos se relaciona positivamente con el
efecto ansiolitico, en la actividad neuronal la expresién del gen c-Fos es inhibida
con la administracion aguda de forma clara en nucleos que participan en las
funciones emocionales, y en aquellos nucleos que no se relacionan de forma directa
con las funciones emocionales la expresion de c-Fos solo tiende a ser menor. En la
administracion cronica. Esto refuerza la postura de que existe una relacién entre el

aspecto conductual y biolégico.

Si se administra de forma repetida el D se desarrolla tolerancia al efecto
ansiolitico ante estimulos asociados a la administracion de la droga, pero cuando el
contexto al que se ha asociado el efecto del D es cambiado hay una recuperacion
en la ansiolisis, esto indica que la tolerancia al efecto ansiolitico es de tipo asociativo

y esta fuertemente relacionada con el contexto.

En la expresién de c-Fos la inhibicion causada por el D es revertida por la
administracion cronica de la droga en los nucleos implicados en las funciones
emocionales independientemente del contexto, y al cambiar las sefales asociadas
al efecto de la droga ocurre una tendencia a una menor expresion de c-Fos, lo que
sugiere que la inmunorreactividad de Fos es mayor ante sefiales asociadas al efecto
de la droga y por lo tanto se alude a una correspondencia con lo observado en la

tolerancia asociativa al efecto ansiolitico.

Se puede hablar de tolerancia farmacoldgica respecto a lo encontrado en la

desinhibicion de la expresion de c-Fos en ambos contextos. Y se puede sugerir la



participacidén del aprendizaje asociativo respecto a que la desinhibicion tiende a ser
mayor en el contexto asociado a las sefiales asociadas al efecto de la droga. Y
posiblemente se puedan encontrar resultados mas determinantes en condiciones

de mayor control sobre la saliencia de estimulos.
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APENDICE

En esta seccion se presentan las micrografias presentadas en una escala de
1 um? de los tejidos neuronales en corteza cingulada areas 1 y 2 (Cg1 y Cg2),
corteza prelimbica (CPrL), corteza infralimbica (CIL), ndcleo accumbens (Acc),
caudado putamen (CPu), nucleo hipotalamico anterior (NHA), nucleo hipotalamico
paraventricular (NHPV), nucleo hipotalamico dorsomedial (NHDMD), amigdala
medial posterodorsal (AMePD), amigdala medial posteroventral (AMePV), amigdala
central (ACe), amigdala lateral (ALa), hipocampo areas 1, 2y 3 (Ca1, Ca2 y Ca3),
sustancia gris periacueductal dorsolateal (SGPDL), sustancia gris periacueductal
dorsomedial (SGPDM), nucleo rafé dorsal (NRD), nucleo rafé lateral (NRL), nucleo
rafé ventral (NRV), nucleo central del coliculo inferior (NCCI) y Locus ceruleus (LC),
de ratas sometidas a diferentes tratamientos y probadas en el LEC: administracién
aguda de salina en ambos contextos (AS), administracion crénica de salina en
ambos contextos (CS), administracion aguda de diazepam en contexto bioterio
(ADB), administracion aguda de diazepam en contexto laboratorio (ADL),
administracion cronica de diazepam en contexto bioterio (CDB) y administraciéon
cronica de diazepam en contexto laboratorio (CDL). Los puntos negros representan
las células inmunorreactivas donde hay expresion del gen c-Fos. A mayor numero
de puntos corresponde una mayor inmunorreactividad y por lo tanto mayor actividad

neuronal.



Corteza prefrontal
Cgl

Micrografias de Cg1 a una escala de 1 ym?2. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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Cg2

Micrografias de Cg2 a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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CPrL
Micrografias de CPrL a una escala de 1 um?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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CIL

Micrografias de CIL a una escala de 1 ym2. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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Cuerpo estriado

Acc
Micrografias de Acc a una escala de 1 um?2. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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CPu
Micrografias de CPu a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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Hipotalamo
NHA
Micrografias de NHA a una escala de 1 um?2. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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NHPV

Micrografias de NHPV a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna

y tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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NHDMD

Micrografias de NHDMD a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna

y tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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Complejo amigdalino
AMePD
Micrografias de AMePD a una escala de 1 um?2. Organizados en grupo por columna

y tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.

cs CDB CDL

88



AMePV

Micrografias de AMePV a una escala de 1 um?. Organizados en grupo por columna

y tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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ACe

Micrografias de ACe a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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AlLa
Micrografias de ALa a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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Hipocampo

Cal
Micrografias de Ca1 a una escala de 1 ym?2. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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Ca2
Micrografias de Ca2 a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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Ca3

Micrografias de Ca3 a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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Tallo
SGPDL

Micrografias de SGPDL a una escala de 1 um?2. Organizados en grupo por columna

y tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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SGPDM

Micrografias de SGPDM a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna

y tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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NRD

Micrografias de NRD a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.

97



NRL

Micrografias de NRL a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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NRV

Micrografias de NRV a una escala de 1 um?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.

99



NCCI

Micrografias de NCCI a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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LC

Micrografias de LC a una escala de 1 ym?. Organizados en grupo por columna y

tratamiento por fila. Los puntos negros representan las células inmunorreactivas.
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