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Resumen

La ansiedad es la anticipacion ante un potencial peligro y es importante para la
supervivencia de la especie, ya que advierte de un peligro inminente y activa una
respuesta de resolucion. Sin embargo, cuando esta aumenta de los niveles
cotidianos normales se convierte en un problema que puede imposibilitarnos de
tareas sencillas o complejas y se convierte en una patologia cuando se suscita sin
aparente motivo y persiste por dias, meses o incluso afios. Ademas, en México, el
trastorno de ansiedad generalizada es una de las enfermedades mentales mas

incapacitantes con 31.5 media anual de dias de funcionamiento perdidos al afio.

Los farmacos utilizados actualmente para tratar la ansiedad han demostrado ser
eficaces, sin embargo, su eficacia viene acompafada de efectos secundarios como
sedacion, hipnosis, somnolencia, amnesia anterograda, relajacion muscular y
pérdida del control motor. Por tal motivo, es necesario el desarrollo de farmacos

ansioliticos con menos efectos secundarios.

La buspirona es un farmaco originalmente desarrollado como antipsicoético, dirigido
a los receptores para dopamina D2, sin embargo, posteriormente observaron que
actuaba mayoritariamente sobre los receptores 5HT1a de serotonina y que aliviaba
los sintomas de ansiedad, y no los sintomas psicoticos. Ademas, la buspirona ha

demostrado tener efectos secundarios leves en comparacion con otros ansioliticos

Las sublineas de ratas de alto (HY) y bajo bostezo (LY) han mostrado una respuesta
ansiosa diferencial, siendo la sublinea LY mas ansiosa y las ratas HY mas
resilientes, proponiéndose como un modelo animal para el estudio de la ansiedad.
Por lo que, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto ansiolitico de la buspirona
en estas sublineas, asi como su nivel de ansiedad basal utilizando la prueba de
laberinto en cruz elevado (LCE). También se evaluo el efecto de la buspirona en la

prueba de coordinacién motora Rota-Rod.

Los resultados de este estudio mostraron que la sublinea de ratas LY tuvo los
niveles basales de ansiedad mas altos, en comparacion con las ratas Sprague-

Dawley. Ademas, la buspirona a dosis de 0.62, 1.25 y 2.5 mg/Kg no tuvo un efecto
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ansiolitico en ratas SD, LY y HY en la prueba de LCE y afecté su coordinacion

motora en la prueba Rota-Rod.



1.- Introduccion

1.1 Ansiedad

La ansiedad es un estado mental que se define como la anticipacion ante un
potencial peligro y se caracteriza por una sensacion subjetiva de miedo,
preocupacion o inquietud, que se expresa en el aumento de la frecuencia cardiaca,
tension muscular, sudoracion y en el estado de alerta, asi como en las expresiones
faciales, entre otros (Meyer y Quenzer, 2005 a). Evolutivamente es importante para
la supervivencia de la especie, ya que advierte al individuo de un peligro inminente
y activa una respuesta de resoluciéon (Meyer y Quenzer, 2005 a). Por lo tanto la
ansiedad es claramente un estimulo necesario para la realizacion 6ptima de muchas

de las actividades cotidianas y para la adaptacion al entorno.

Puesto que la ansiedad es comunmente confundida con el miedo, es importante
diferenciar ambos términos. Barlow (2004) define al miedo como una respuesta
emocional y fisioldgica ante una amenaza inmediata y esta asociado con una
reaccion de lucha o huida, ya sea para quedarse a luchar o para escapar del peligro,
mientras que la ansiedad se presenta como la anticipacion de una preocupacion o
evento negativo futuro y estd mas asociada con la tension muscular y el

comportamiento de evitacion (Barlow, 2004)

Sin embargo, cuando la ansiedad supera los niveles cotidianos normales, se
convierte en un problema que puede imposibilitar la realizacién de tareas sencillas
o complejas y se convierte en una patologia cuando se suscita sin aparente motivo

y persiste por dias, meses o incluso afios (Meyer y Quenzer, 2005 a).

Lang (1968) propone la teoria tridimensional de los componentes de la ansiedad, la
cual cambié la idea de que la ansiedad es un concepto unitario y propone que por
el contrario, se trata de un triple sistema de respuesta, es decir; que la respuesta de
ansiedad tiene componentes cognitivos, fisioldgicos y motores o conductuales
(Lang, 1968).



Asi pues, la ansiedad como trastorno mental se expresa de tres formas: Fisioldgica;
que se observa como tension muscular, taquicardia, elevada tasa de respiracion,
mareos, nauseas, sequedad de boca, sudor, temblores, enrojecimiento en la cara,
calor, dificultad para dormir, dolores de cabeza, cuello o espalda, fatiga y diarrea.
Cognitiva: se refiere a las expectativas negativas y preocupaciones del individuo,
las situaciones y las consecuencias potenciales, una alteracion de los pensamientos
y de las imdgenes mentales ante una situacién atemorizante. Conductual: se refiere
a aspectos como son las expresiones faciales, los patrones de comunicacion y un

estado de inquietud remanente (Lang, 1968).
La propuesta de Lang sigue siendo valida en la actualidad (Martinez y cols., 2012)

La ansiedad por separacién, el mutismo selectivo, el trastorno de péanico (TP), las
fobias especificas (FE), la agorafobia, el trastorno de ansiedad social (TAS) y el
trastorno de ansiedad generalizada (TAG) se encuentran catalogados como
trastornos de ansiedad de acuerdo al manual diagndstico y estadistico de los
trastornos mentales version 5 (DSM-5). El trastorno de estrés post-traumético (TEP)
y trastorno obsesivo-compulsivo también se encontraban catalogados como

trastornos de ansiedad en la version anterior del manual (DMS-4).

Adicionalmente, la ansiedad se ha visto relacionada con otros desordenes y mas
comunmente con la depresion (Kessler y cols., 2005). Segun la Encuesta Nacional
de Comorbilidad de Estados Unidos de América, el 58% de los pacientes con
depresion sufren algun tipo de ansiedad (Ninan, 1999). En un estudio realizado en
Espafia para evaluar la comorbilidad de la depresion mayor con otros trastornos
mentales, se encontré que el 55.2% de los pacientes deprimidos presentaban
también desorden de ansiedad generalizado y el 33.8% desorden de panico

(Aragonés y cols., 2009).

1.2 La ansiedad en México

En todo el mundo, los desordenes de ansiedad como objeto de estudio han

adquirido importancia en los ultimos afios debido al ritmo de vida de la sociedad



actual, su prevalencia ha aumentado y agrupan las enfermedades de salud mental

con mayor incidencia.

En México las fobias especificas tienen la mayor prevalencia dentro de las
enfermedades mentales y el trastorno de ansiedad social se posiciona en el tercer
lugar seguido del trastorno de pénico, segun la Encuesta Nacional de Epidemiologia
Psiquiatrica 2001-2002, la cual evaluo la prevalencia de 7 enfermedades de salud
mental. El trastorno de ansiedad generalizada y el trastorno de estrés post-
traumatico son dos de las enfermedades mentales mas incapacitantes con un
promedio de 31.5 y 25.8 dias de funcionamiento perdidos al afio respectivamente,
superadas tan solo por la depresion y estando muy por encima de las 12
enfermedades fisicas evaluadas en esta encuesta (Benjet y cols., 2013; ver tabla
1).

Tabla 1. Prevalencia de las condiciones de salud y promedio de dias de
funcionamiento perdidos en el altimo afio en México.

CONDICION DE SALUD PREVALENCIA (%) MEDIA ANUAL DE DIAS DE
FUNCIONAMIENTO PERDIDOS

Depresion 4.0 40.7

Ansiedad generalizada 0.4 315

Estrés postraumatico (EPT) 0.6 25.8

Insomnio 5.2 21.5

Trastorno de panico 1.4 18.5

Trastorno bipolar 1.0 18.5

Dolor crénico 13.8 18.2

Enfermedades 7.2 18.2

cardiovasculares

Diabetes 3.4 16.5

Artritis 7.5 16.0

Fobia social 21 12.7

Enfermedades digestivas 21 12.0




Migrafia o dolor de cabeza 8.6 111

Severo
Fobia especifica 5.4 10.1
Céncer 0.1 8.9

*Enfermedades de salud mental resaltadas en negritas. Dias de funcionamiento perdidos al afio: Definidos como
el nimero de dias en los 30 dias previos a la entrevista, en los que se ha sido totalmente incapaz de realizar
sus actividades cotidianas o su trabajo debido a problemas de salud fisica, de salud mental, nervios, o
por uso de alcohol o drogas.

*Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica 2001-2002 (Modificado de Benjet y cols., 2013).

1.3. Neuroanatomia de la ansiedad

Son varias las areas especificas del cerebro que tienen un papel fundamental en la
experiencia de las emociones. La localizacion de estas es el sistema limbico, el cual
comprende varias estructuras profundas del cerebro como son la amigdala, el
talamo, el fornix, el cingulo entre otras, Figura 1 (Purves y cols., 2010 b; Catani y
cols., 2013). Ademas, otras estructuras como los nacleos del rafe, la corteza insular
y la corteza prefrontal también se encuentran implicadas en la ansiedad
(Nieuwenhuys, 2012; Abela y cols., 2020; Davidson, 2002). Entre las estructuras

con una mayor participacion en estos desordenes estan:
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Lamina terminalis
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Imagen 1: Estructuras del sistema limbico. (Felten y Shetty, 2010)

1.3.1 La amigdala

La amigdala es un nucleo cerebral que envia proyecciones a otras
estructuras cerebrales, como la corteza prefrontal y el sistema hipocampal,
regulando asi a los sistemas neurohumorales, autonémicos y a los musculo
esqueléticos asociados con los mecanismos de respuesta a la ansiedad y el
miedo (Davidson, 2002). También tiene una participacion fundamental en el
aprendizaje emocional, la modulacién de la memoria y las contribuciones
emocionales al comportamiento social y la toma de decisiones (Salzman y
Fusi, 2010; LeDoux, 2009)
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La amigdala funciona ademas como un centro regulador donde se evalla la
informacion exteroceptiva e interoceptiva, dando lugar a respuestas

viscerales y conductuales de alarma (Goddard y Charney, 1997).

En un meta-andlisis de neuroimagen funcional donde se compararon los
sitios de hiper o hipo-activacion de distintas regiones cerebrales en tres
trastornos distintos de ansiedad como son: el trastorno de estrés post-
traumatico, la ansiedad social y fobias especificas. Se encontré6 como Unica
constante la hipoactivacion de la amigdala y de la corteza insular (Etkin y
Wager, 2000).

La evidencia clinica, utilizando neuroimagen funcional indica que tanto en
humanos, como en animales de experimentacion, hay una activacion de la
amigdala en respuesta a los estimulos aversivos, aunque también en los

estimulos agradables (Dolan, 2007; Ball y cols., 2009)

En estudios donde se realizaron microinyecciones de antagonistas para el
receptor GABAAa, (metioduro de bicuculina o picrotoxina) directamente en la
amigdala basolateral de ratas macho Wistar, se obtuvieron efectos de tipo
ansiogénico en el paradigma de interaccion social (PIS) y en el paradigma de
conflicto (Sanders y Shekhar, 1995). Por el contrario, la inyeccién de un
agonista de GABAa, como el muscimol, en el nucleo central de la amigdala
produjo efectos de tipo ansiolitico en la prueba PIS. Estos resultados
sugieren la participacion de la amigdala en la ansiedad, y que el GABA
enddgeno actla ténicamente sobre los receptores GABAA en la amigdala
basolateral para inhibir las respuestas de ansiedad (Sanders y Shekhar,
1995).

1.3.2 La corteza insular

La corteza insular interviene en la integracion de la informacion proveniente
de areas limbicas y participa en la percepcion del significado emocional,

también participa en la regulacion visceral motora y sensorial, incluida la del
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sistema cardiovascular (Penfield, 1938; Openhimer, 1994). Esto apoya la
hipotesis de que una mayor activacion de la corteza insular anterior durante
un ataque de pénico, cambia la interaccion neutral predominante de la
emocion y el tono cardiaco, lo que resulta en una ansiedad asociada a
taquicardia (Nieuwenhuys, 2012). Por el contrario, la disfuncién de la corteza
insular posterior puede conducir a un desequilibrio visual-somato-sensorial,
lo que resulta en despersonalizacion o agorafobia, que es un tipo de trastorno
de ansiedad caracterizado por el miedo a lugares o situaciones que puedan

causar miedo, vergiienza o panico (Singer y cols., 2009).

1.3.3 El hipocampo

Ademas de su papel en la memoria, el hipocampo también se encuentra
involucrado en la regulacion de los comportamientos defensivos relacionados
con la ansiedad (Maurer y Nadel, 2021). Las lesiones electroliticas o
excitotoxicas del hipocampo en ratas producen comportamientos de tipo
ansiolitico en el laberinto en cruz elevado y en pruebas de interaccion

social (Bannerman, 2002 y 2004; Deacon y Rawlins, 2002).

El sistema hipocampal tiene conexiones con estructuras limbicasy areas
sensoriales corticales, ademas de una alta densidad de receptores de
serotonia tipo 5HT1a y se ha observado que juega un papel importante en la
ansiedad tomando en cuenta que los agonistas de estos receptores, como la
buspirona, administrados de forma intracerebral logran controlar estos
desordenes (Benita, 2017).

1.3.4 El hipotadlamo

Se sabe que la estimulacién del hipotdlamo posterior y de las regiones
mesencefalicas adyacentes provoca reacciones de ira o0 ataque,
acompafnadas de reacciones de tipo simpatico como son la taquicardia, la

hipertension arterial, la hipercapnia e inhibicién de la motilidad intestinal
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debido a la secrecién de noradrenalina, por lo que en algin momento se
crey6 que el hipotalamo era el responsable de dar inicio a los ataques de
ansiedad. Ahora se sabe que el hipotalamo es la estructura responsable de
los cambios vegetativos que acompafian a la emocion (Meyer y Quenzer,
2005 a).

1.3.5 La corteza prefrontal

La corteza prefrontal como area de asociacion recibe informacion sensorial
reciproca con las estructuras limbicas, por lo que juega un papel importante
en la interpretacion de los acontecimientos emocionalmente significativos,
seleccionando y planeando el comportamiento de respuesta ante una
amenaza, asi como también monitoreando la efectividad de esas

respuestas (Sanchez y Roman, 2004)

1.3.6 Los nucleos del rafe

Los nucleos del rafe estan conformados principalmente por neuronas
serotoninérgicas, estas estructuras proveen la mayoria de la serotonina del
cerebro (Walker, 2021).

Tan solo el nucleo del rafe dorsal (RD) contiene mas del 50% de todas las
neuronas de 5-HT que se proyectan hacia el cerebro anterior (Bjorklund,
1984), por lo que su participacion en la ansiedad esta principalmente ligada

a las alteraciones en estos circuitos serotoninérgicos.

Abela y cols. en 2020, mediante estudios de ontogenética en ratones
observaron que la activacion de neuronas serotoninérgicas eferentes del
nacleo del rafe medial inducia rapidamente la expresion de un
comportamiento similar a la ansiedad, reflejado una conducta ansiosa

aumentada en el laberinto en cruz elevado (Abela y cols., 2020).
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También se ha mostrado que el paradigma de shock ineludible en ratas
conlleva a un aumento de serotonina extracelular en el nucleo del rafe dorsal
y un aumento en los comportamientos relacionados con la ansiedad medidos
24 horas mas tarde, este comportamiento esta ausentes si el RD se lesiona

o inhibe durante el estimulo de shock (Maier y cols., 1995).

1.4. Neuroquimica de la ansiedad

Los principales neurotransmisores que se propone modulan las respuestas

ansiosas son el acido y-aminobutirico (GABA) y la serotonina (5-HT).

1.4.1. El Acido y-aminobutirico (GABA)

El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor del Sistema Nervioso
Central (SNC), aproximadamente el 30 % de las sinapsis son de naturaleza
GABAérgica y se propone que existen dos tipos de receptores para el GABA,
los receptores GABAA y GABAs (Meyer y Quenzer, 2005b).

El interés de la psicofarmacologia por los receptores GABAa es debido a su
participacion crucial en la accion de drogas o farmacos con efecto ansiolitico,

como los barbituricos o las benzodiacepinas.

Los barbitdricos son el grupo de farmacos sedativo-hipnéticos mas
antiguos, desarrollados en 1903 y ampliamente utilizados hasta los afios 50s
del siglo pasado (Durant y cols., 2010). Fueron empleados en el tratamiento
de la ansiedad por sus efectos sedantes (Coupey, 1997; Ho y Harris, 1981).
Sin embargo; la generacion de nuevos ansioliticos fue necesaria debido a
sus efectos secundarios, los cuales incluian pensamiento deteriorado, habla
confusa, pérdida de juicio y reflejos lentos. También generaban tolerancia,
dependenciay potencial abuso (Coupey, 1997; Duranty cols., 2010; Loscher
y Rogawski, 2012).
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Los barbitdricos actian como agonistas completos de GABAA, reduciendo el
potencial de accion postsinaptico al permitir la entrada de iones de cloruro
(CI) incluso en ausencia de GABA, lo que hace a este grupo particularmente
peligroso, pues a altas dosis (10 a 20 veces la dosis terapéutica normal)
conducen a una intoxicacion grave, coma y en los peores casos, la muerte
debido a un paro respiratorio (Loscher & Rogawski, 2012). Ademas estos
farmacos son peligrosos cuando se combinan con alcohol (Stead y Moffat,
1983). Por todos estos efectos adversos, las benzodiacepinas se introdujeron

en 1960 para sustituir en gran medida a los barbituricos.

Las benzodiacepinas desarrolladas en los afios de 1950 por la farmacéutica
Roche (Shorter, 2005) tienen un sitio de unién a los receptores GABAérgicos
distinto al de los barbituricos, pero al igual que estos incrementan la
frecuencia de apertura del canal ionotropico para la entrada de CI,
hiperpolarizando la neurona, disminuyendo su excitabilidad y finalmente
provocando una accion inhibitoria (Reyes-Ticas, 2010). A este grupo de
farmacos se les considera como potenciadores de la accibn GABAérgica,
pues no pueden activar el receptor por si mismos y el peligro a causa de una
sobredosis es menor (Durant y cols., 2010; Meyer y Quenzer, 2005 b; Olkkola
y Ahonen, 2008), esto los convierte en una opcibn mas segura en el
tratamiento de la ansiedad. Las tres benzodiacepinas mas utilizadas son el

midazolam, diazepam y lorazepam (Olkkola y Ahonen, 2008).

Las benzodiacepinas tuvieron su mayor éxito en la década de los 70 del siglo
pasado por su efecto ansiolitico tanto en modelos animales como en casos
clinicos (Olkkola y Ahonen, 2008; Wilson y cols., 2004; Dundee y cols., 1984;
Rickels, 1983) sin embargo, debido a efectos indeseados como sedacion,
hipnosis, somnolencia, amnesia anterdgrada, relajacion muscular y pérdida
del control motor son un tratamiento no 6ptimo para la ansiedad (Verster,
2002, Uzuny cols., 2010). Ademas su uso prolongado produce resistencia y
adiccion (Rodriguez y contreras, 1998). A pesar de ello, aun son un grupo
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ampliamente utilizado por su accion rapida a corto plazo (Olkkola y Ahonen,
2008).

Adicionalmente, existe una familia de sustancias conocidas como
neuroesteroides, que se sintetizan en el cerebro a partir del colesterol y
tienen una accion similar a las benzodiacepinas sobre los receptores GABAA
(Baulieu, 1997). La allopregnanolona y la tetrahidrodeoxicorticosterona se
encuentran entre los neuroesteroides mas estudiados, tienen efectos
ansioliticos, anticonvulsivos y sedantes-hipnoticos similares a los inducidos
por otros agonistas del receptor GABAa (Schile y cols., 2014; Morrow y cols.,
2001). Ademés, son moduladores alostéricos positivos altamente eficaces
que mejoran hasta 10 veces 0 mas las respuestas a bajas concentraciones
de GABA, similar a los barbitaricos (Zorumskia, 2019; Gee y cols., 1987). Es
importante considerar que para futuras aplicaciones los neuroesteroides
pueden incluir potenciales efectos secundarios, como abuso o interaccion
con otras drogas. En estudios clinicos los neuroesteroides sintéticos han sido
bien tolerados, con sedacidén y mareos siendo los efectos secundarios mas
prominentes (Hoffmann y cols., 2019; Meltzer-Brody y cols., 2018; Gunduz-
Bruce y cols., 2019)

Como se mencionaba anteriormente, otro subtipo de receptor para el acido

y-aminobutirico es el GABAB.

La informacion disponible respecto a este receptor es limitada en
comparacion con lo que se sabe del receptor GABAA, pero se considera que
podria participar en la regulacién del comportamiento emocional por su alta
expresion en el sistema limbico (McDonald y cols., 2004). Sin embargo, su
participacion en la regulaciéon de la ansiedad aun no es clara debido a

diversos estudios con resultados contradictorios.

Por un lado existe evidencia preclinica que muestra que ratones con
deficiencia del receptor GABA& (especificamente el tipo 1) son mas ansiosos
comparados con los animales control en diversas pruebas empleadas para

evaluar comportamiento tipo ansioso, como la caja luz-oscuridad y la prueba
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de escalera, ademas presentan una respuesta parecida a un ataque de
panico en el laberinto en cero elevado y en estos mismos ratones, el efecto
ansiolitico de las benzodiacepinas es reducido (Kumar y cols., 2013; Cryan y
Kaupmann, 2005). También se ha observado que moduladores alostéricos
positivos para GABAs como el Baclofen y GS39783 tiene efectos de tipo
ansiolitico en modelos animales sometidos a diversos paradigmas de
ansiedad (Cryan y Kaupmann, 2005; Adams y Lawrence, 2007)

En contraposicion, en trabajos donde se evalu6 el efecto del Baclofen y
BHF177, no se encontré ninguna sugerencia de que estos farmacos puedan
tener un efecto ansiolitico (Li y cols., 2013) y por el contrario, se sugiere que
al administrar farmacos antagonistas de GABAs se puede obtener un efecto

ansiolitico (Cryan y Slattery, 2010).

Aun son necesarios mas estudios para caracterizar el potencial ansiolitico de

los farmacos, ya sea agonistas 0 antagonistas de GABAs.

1.4.2. La serotonina (5-HT)
La 5-hidroxitriptamina (5-HT), también conocida como serotonina, es un

neurotransmisor perteneciente al grupo de las monoaminas que participa en
diversas funciones como la regulacion del ritmo cardiaco, temperatura,
suefo, apetito, conducta sexual, conducta motora, memoria y el estado de
animo (Nichols y Nichols, 2008; Berger y cols., 2009; Purves y cols., 2010 b)
y la disfuncibn o anomalias en este sistema se ha relacionado con

desordenes psiquiatricos, entre ellos la ansiedad (Purves y cols., 2010 b).

Existe evidencia de que un déficit en la actividad serotoninérgica esta
relacionada con desordenes del estado de animo. Partiendo de que este
neurotransmisor es sintetizado a partir del aminoacido esencial triptéfano, se
han disefiado diversos protocolos de investigacion en los que se interviene
en el ciclo de sintesis de la 5- HT, mediante el agotamiento de triptéfano, lo
cual ha demostrado que conduce a niveles reducidos de serotonina en el

cerebro (Biggio y cols., 1974; Moja y cols., 1989)
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Siguiendo esta metodologia y bajo condiciones de doble ciego en pacientes
con trastorno de péanico, Schruers y cols. (2000) encontraron que en un
desafio del 35% de di6xido de carbono bajo condiciones de agotamiento de
triptéfano, los pacientes del grupo de deplecidon sefialaron un aumento
significativo de la ansiedad y de los sintomas neurovegetativos en

comparacién con la condicion de placebo (Schruers y cols., 2000).

Bell y cols. en 2002 aplicaron una metodologia de privacion del triptéfano
similar y administraron posteriormente flumazemil, por su conocida actividad
panicogenica. Encontraron que el agotamiento agudo del triptéfano aumenté
el informe de sintomas de panico inducidos en pacientes con trastorno de
panico que anteriormente habian respondido positivamente al tratamiento
con inhibidores de la recaptura de serotonina (IRS) (Bell y cols., 2002). Estos
hallazgos indican que existe una mayor susceptibilidad a presentar sintomas
de ansiedad debido a niveles disminuidos de serotonina.

Contrario a lo anterior, también existe evidencia de un aumento en la
actividad serotoninérgica relacionada con los desérdenes de ansiedad. En un
estudio mas reciente en donde se evaluo la tasa de sintesis de serotonina en
pacientes con trastorno de ansiedad social, utilizando imagenes de
tomografia por emision de positrones se encontré que los pacientes con TAS
tenian una mayor sintesis de serotonina en regiones estrechamente
relacionadas con la ansiedad como la amigdala y los nucleos del rafe.
Ademas se encontro una relacion directamente proporcional entre los niveles
aumentados de serotonina en la amigdala y la severidad de los sintomas de
dicho trastorno, en comparacion con los controles. En este mismo estudio
se observo un aumento en la disponibilidad del transportador de serotonina
en regiones como los nucleos del rafe y la corteza insular. En general se
observd un aumento en la funcion serotoninérgica en pacientes con TAS
(Frick y cols., 2015).

A pesar de las discordancias entre ambas propuestas, que posiblemente se

deban a diferencias fisiopatoldgicas, la aplicacion de distintas metodologia o
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la evaluacion de distintos nucleos cerebrales, es importante mencionar que
la robustez de la primera propuesta es mayor. Sin embargo hasta la fecha no
tenemos una teoria absoluta de a qué se deban los desoérdenes de ansiedad.

Ademas de disfunciones en los niveles de serotonina cerebral, otros factores

podrian estar implicados en estos desordenes.

En un estudio donde se utilizé tomografia computarizada de emision
monofoténica (TEM) para evaluar el potencial de uniébn de los
transportadores de serotonina (SERT) en pacientes con ataques de pénico
(AP) se encontrd una reduccion en la unién a SERT en los nucleos del rafe,
en los I6bulos temporales y en el talamo en comparacion con pacientes sanos
y se observé una relacién inversamente proporcional entre la reduccion de la
union a SERT en los nucleos del rafe y la severidad de los ataques de panico
(Maron y cols., 2004).

Ademas de la unidn a SERT, la expresion de este transportador también se
ha estudiado. Johnson y cols. evaluaron la respuesta al panico en ratas con
tres fenotipos distintos para el transportador de serotonina: Expresion
completa (+/+), expresion incompleta (+/-) y sin expresion (-/-) y se observé
gue las ratas SERT -/- y SERT +/- se mostraron mas ansiosas para tres
distintas pruebas de ansiedad (LCE, PCA y CLO). Ademas, al ser sometidas
a una prueba de induccion de AP por gas hipercapnico (7.5% CO2) se
observd una mayor frecuencia respiratoria y taquipnea, lo que es considerado
como un indicador de ataques de panico en humanos. Estas respuestas se
vieron interrumpida por la administracién de antagonistas de 5-HTia en la

amigdala basolateral (Johnson y cols., 2019).

Estos hallazgos sugieren que no solo la disponibilidad de la serotonina en el
cerebro, sino también las irregularidades a lo largo de toda la via de
sefalizacion  serotoninérgica podrian estar relacionadas con la

susceptibilidad a distintos tipos de trastornos de ansiedad.
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En cuanto a los receptores de serotonina, existen al menos 15 distintos tipos

clasificados en 7 familias reconocidas actualmente en el ser humano (Hoyer

y cols., 2002; ver imagen 2). Varios de estos receptores han mostrado tener

un efecto modulador de la ansiedad, como el receptor 5-HT1a (Lesch, 2008;
Nash y cols., 2008), 5-HT2c (Jencka y cols., 1998; Harada y cols., 2006), 5-

HT3 (Olivier, 2000) y 5-HTs (Wesotowska, 2010; Partyka y cols., 2016).

Receptores de serotonina (5-HT)

Familia |

5-HT,

5-HT,

5-HT,

5-HT,

5-HT, 5-HT, 5-HT,
Unico receptor
ionoropico
- 5'HT1A 5'HT2A
—H  5-HTg 5-HT g
H  5-HT.
—H  5-HT,:
| 5-HT1F

5‘HT5A

Imagen 1: Clasificacion de los receptores de Serotonina (5-HT) presentes en el humano.

A diferencia de otros miembros de la familia y al ser el primer receptor

serotoninérgico descrito, existe una amplia gama de informacion de 5HTia,

el cual es un receptor de serotonina metabotropico inhibitorio ampliamente

distribuido en el sistema nervioso central. Su principal distribucion es en los




nacleos del rafe, donde actia como autorreceptor somatodendritico y de
donde surgen diversas proyecciones que discurren a través de la via
serotoninérgica ascendente (Berger y cols. 2009; ver imagen 3).
Postinapticamente, se encuentran en diversas estructuras del sistema

limbico y particularmente en el hipocampo (Hoyer y cols., 2002).

La propuesta de que este receptor esta involucrado en el comportamiento de
tipo ansioso es soportada por estudios en los que mediante supresion de
genes, se desarrollaron ratones knockout para el receptor 5-HT1a. Este
modelo animal ha sido estudiado bajo diversas condiciones para evaluar
miedo, comportamiento de evitacion y respuesta al estrés. Particularmente la
ansiedad se evalu6 mediante pruebas de laberinto en cruz elevado, el
laberinto en cero elevado, campo abierto o caja luz/oscuridad y tanto
hembras como machos mostraron en estas pruebas niveles elevados de
ansiedad en comparacion con los grupos control (Heisler y cols., 1998; Parks
y cols., 1998; Lesch, 2008).

En casos clinicos se ha observado un potencial de unién a los receptores 5-
HT1a significativamente mas bajo en pacientes con trastorno de ansiedad
social y trastorno de panico en comparacién con pacientes sanos. Estas
deficiencias se han observado en diversas areas limbicas y paralimbicas
como la amigdala, la corteza cingulada anterior, la insula y los nucleos del

rafe (Lanzenberger y cols., 2007; Nash y cols., 2008).

La relevancia médica de este receptor también se debe a la efectividad de
farmacos agonistas del receptor 5-HT1a en el tratamiento de la ansiedad,

como la buspirona. De este farmaco se hablara a detalle mas adelante.
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Imagen 3: llustracion de la via serotoninérgica ascendente: En el sistema
nervioso central, la serotonina se produce casi exclusivamente en neuronas de los
ndcleos de raphe situados en la linea media del tronco encefalico. Las neuronas de
los nucleos del raphe el dorsal y medial, inervan gran parte del SNC a excepcion de
la medula espinal, que corresponde a la via serotoninérgica ascendente (Imagen
modificada de Berger y cols., 2009).

Otros farmacos que actdan sobre el sistema serotoninérgico (pero no
precisamente en el receptor 5-HT1A) y actualmente son un foco de atencion
en la industria médica, son los Inhibidores Selectivos de la Recaptura de
Serotonina (ISRS). Este grupo esta representado por diversos farmacos
como la fluoxetina, la sertralina, la fluvoxamina y la paroxetina entre otros
(Preskorn y cols., 2004).

Los ISRS, como su nombre lo dice, actian principalmente inhibiendo la
recaptura de serotonina en la hendidura sinaptica (Rodriguez y contreras,

1998) esta inhibicion pude ser entre un 60% -80% a la dosis mas baja y que
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comunmente es la dosis mas eficaz (Masand y Gupta, 1999). De esta
manera aumenta la disponibilidad de serotonina y con ello la sinapsis de 5-
HT (Hyttel, 1994). Los ISRS han desplazado a otros antidepresivos-
ansioliticos como primera opcion de tratamiento debido a su alta eficaciay a
la baja agresividad de los efectos secundarios, ademas de un menor riesgo

de sobredosis (Preskorn y cols., 2004)

Por altimo, los Inhibidores de la monoamino-oxidasa, como la fenelzina, la
tranilcipromina, la iproniacida y la pargilina son antidepresivos que ejercen
también algunas acciones ansioliticas. Estos compuestos son inhibidores
irreversibles de la enzima monoamino-oxidasa, responsable de la
degradacion de la dopamina, la noradrenalina y la serotonina; es por ello que
estos farmacos incrementan los niveles disponibles de estos tres
neurotransmisores en la sinapsis, ejerciendo asi sus efectos terapéuticos
(Nowakowska y Chodera, 1997).

1.5 La buspirona
La buspirona (BUS) es una droga ansiolitica que pertenece al grupo de las

azapironas. Se deriva de la clase de compuestos N-[(4-heteroaril-I-piperazinyl)alkilo]
que se desarrollaron a principios de los afios 70’s del siglo pasado en los
laboratorios de Bristol-Myers (New, 1990). Aunque originalmente fue desarrollado
como antipsicotico dirigido a los receptores para dopamina subtipo D2, pronto
observaron que aliviaba los sintomas de agresividad y ansiedad, y no los sintomas

psicoticos en monos (Tompkins y cols., 1980).

Este efecto ansiolitico de la buspirona tiene una eficacia similar al de las
benzodiacepinas sin los efectos colaterales graves de sedacion, disfunciones
psicomotoras y fisicas, dependencia o recaidas por abstinencia (Eison y Temple,
1986; Lader, 1991). Sin embargo tiene efectos adversos como mareo, dolor de
cabeza, nauseas y nerviosismo (Loane y Politis, 2012), los cuales son reportados
como efectos secundarios leves. Su mecanismo de accidon no se conoce en su

totalidad, pero se atribuye principalmente a su actividad en el sistema
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serotoninérgico, donde actia como como agonista completo para los receptores
presinapticos 5-HT1a en el nucleo del rafé dorsal. Postinapticamente actia como un
agonista parcial en los receptores 5-HTia en el hipocampo (Peroutka, 1988).
También tiene una afinidad moderada como antagonista para los receptores D2, D3
y D4 de dopamina y agonista parcial de los receptores adrenérgicos alfa-1 (Riblet y
cols., 1982).

La buspirona entusiasmo a los cientificos en los primeros estudios donde se evaluo
su efecto ansiolitico en casos clinicos con pacientes que presentaban algun tipo de
trastorno de ansiedad, pues se observé que tenia un eficacia similar a las
benzodiacepinas los sin efectos secundarios graves, aunque el efecto terapéutico
se observaba en tratamientos cronicos, dos semanas después de la primera
administracion (Goldberg, 1979; Rickels y cols., 1983; Jacobson y cols., 1986).
Ademas, mostro ser eficaz en el tratamiento de la ansiedad en diversos estratos de
la poblacion, por ejemplo, en pacientes con ansiedad por abstinencia al alcohol
(Bruno, 1989; Kranzler, 1994), en personas de la tercera edad (Majercsik y Haller,

2004) o en pacientes con espectro autista (Ceranoglu y cols., 2019).

Los estudios realizados en modelos animales de igual manera encontraron un
efecto ansiolitico de la buspirona bajo distintos protocolos de investigacion
(Soderpalm y cols., 1993). Por ejemplo, Malikowska-Racia y cols. indujeron estrés
prolongado para producir un comportamiento similar al desorden de estrés
postraumatico en ratones machos adultos, que posteriormente fueron tratados con
buspirona durante 15 dias consecutivos y se observd un efecto ansiolitico en el
laberinto en cruz elevado a la dosis de 2 mg/Kg (Malikowska-Racia y cols., 2020).
En pruebas de ansiedad por abstinencia de etanol, buspirona tuvo igualmente un
efecto ansiolitico en la prueba LCE a una unica dosis de 0.65 y 1.25 mg/Kg en ratas
long-evans (Lal y cols., 1991).

Sin embargo existen discrepancias, pues también se han observado que la
buspirona puede tener efectos ansiogénicos, aunque que se ha propuesto que no
dependen de su afinidad para los receptores serotoninérgicos. Collinsons y Dawson

(1997) administraron 0.3, 1.0, 4.0 mg/Kg de buspirona subcutanea en ratas y
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evaluaron su comportamiento en el laberinto en cruz elevado, encontrando una
mayor respuesta ansiosa ante esta prueba. Posteriormente se administro el
antagonista para los receptores de serotonina tipo 5-HT1a, WAY 100635, a las ratas
tratadas con las dosis de 1.0 y 4.0 mg/Kg de buspirona. WAY 100635 no logro

revertir ninguno de los efectos de la buspirona en el laberinto en cruz elevado.

Hay varias razones posibles por las que la buspirona podria aparecer inactiva o
ansiogénica en la prueba de laberinto en cruz elevado. Se requiere una o dos
semanas de tratamiento con buspirona en el hombre antes de que se pueda ver un
efecto terapéutico (Goa y Ward 1986), y muchas de las pruebas en animales hasta
ahora notificadas so6lo han estudiado los efectos del tratamiento agudo. Ademas,
parece ser que existe un rango especifico en el que la buspirona muestra efectos
terapéutico. Sin embargo, este farmaco tiene potencial para ser un ansiolitico de
primera linea por sus efectos secundarios reducidos ademas de no presentar

adiccion ni sindrome de abstinencia (Lader, 1991).

1.6 Pruebas de ansiedad
Existen diversas pruebas para evaluar ansiedad, las cuales se pueden clasificar en

modelos de estudio condicionados y modelos de estudio no condicionados (Gomez
y cols., 2002). Los modelos condicionados se caracterizan por someter a los
individuos a estimulos antagonicos, por ejemplo, por un lado esté la necesidad de
realizar una conducta que satisfaga alguna necesidad y por otro lado, la posibilidad
de recibir un estimulo adverso durante la realizacion de dicha conducta (Vogel y
cols., 1971).

Los modelos no condicionados son aquellos que no requieren de un entrenamiento
previo, pues califican la conducta ansiosa innata o valores conductuales basales,
por lo que tienen mayor validez neurobiologica (Gomez y cols., 2002). Algunos
ejemplos de estas pruebas son la caja luz/oscuridad propuesta originalmente
por (Crawley y Goodwin en 1980; Costall y cols., 1989), el campo abierto (Hall, 1934

a,b), la conducta defensiva de enterramiento (Treit y cols., 1993), el modelo de
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interaccion social (File y Hyde, 1978) y el laberinto en cruz elevado (Handley y

Mithani en 1984) o su variante, el laberinto en cero elevado.

El laberinto en cruz elevado fue propuesto por primera vez por Handley y Mithani en
1984 basado en los resultados de Montgomery en 1958 y consta de dos brazos
opuestos abiertos y dos cerrados por muros de 40 cm, elevado a de 50 hasta 70 cm
del suelo. Esta prueba es utilizada para evaluar la respuesta ansiosa espontanea,
debido a la reaccidn aversiva innata de las ratas a espacios abiertos e iluminados,
como se observa incluso, en la prueba de caja luz/oscuridad (Treit y cols., 1993;
Costall y cols., 1989). Dicha prueba fue validada por Pellow y cols., en 1985
mediante diversas pruebas farmacoldgicas y conductuales y es una de las pruebas

para medir ansiedad mas aceptadas y empleadas (Pellow y cols., en 1985).

Mechiel-Korte y De Boer, (2003) después de una amplia revision, proponen que
para una mayor efectividad predictiva del LCE, se utilice un potenciador del miedo,
ya sea intrinseco o extrinseco, tomando el miedo como medida valiosa en la
comprension de los mecanismos neuronales implicados en el estado de ansiedad
(Mechiel Korte y De Boer, 2003).

1.7 La prueba de coordinacién motora
Dunhamt y Miyas (1957) proponen por primera vez la prueba de Rota-Rod para

evaluar la coordinacibn motora en roedores. Este aparato consta de un rodillo
giratorio en el cual se coloca al roedor y se califican el nUmero de caidas. Esta
prueba resulté ser suficientemente sensible para detectar disfunciones cerebrales
(Lalonde y cols., 1995), por lo que actualmente es ampliamente utilizada para
evaluar déficits motores en roedores que son utilizados como modelos animales de
enfermedades como el Parkinson, asi como para evaluar los efectos adversos de

diversas drogas en el SNC (Dunhamt y Miyas, 1957).
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2.- Antecedentes

2.1 Las sublineas de alto y bajo bostezo de la sepa Sprague-Dawley

El interés en la conducta del bostezo y sus mecanismos neuroldgicos llevo a Urba-
Holmgren y cols., (1990) a desarrollar dos nuevas sublineas de ratas de la cepa
Sprague-Dawley (SD) denominadas de alto bostezo y bajo bostezo (HY y LY
respectivamente, por sus siglas en ingles), caracterizadas por tener una frecuencia
de bostezos de 22 y 2 por hora en promedio, respectivamente. Estas sublineas
fueron desarrolladas a partir de cruzas endogamicas donde se seleccionaron a las
ratas con mayor y menor frecuencia de bostezos. La frecuencia de dicha conducta
es mayor en los machos que en las hembras dado que es una caracteristica

sexualmente dimérfica (Urba-Holmgren y cols., 1990).

Otras diferencias conductuales cognitivas altamente estereotipadas han sido

identificadas en ambas sublineas posteriormente.

Moyaho y cols., (1995) identificaron diferencias significativas en el comportamiento
de las sublineas LY y HY en un campo abierto utilizado para evaluar el estrés y la
ansiedad. Las ratas HY muestran una mayor distancia recorrida y un mayor nimero
de apoyos y exploraciones verticales en comparacion con las ratas LY, lo que se
traduce como un estado menos ansioso. Por el contrario, en ratas LY se observo
una mayor frecuencia de deposiciones y menos deambulacion, lo que implica un
estado ansioso y/o estresado. Por otra parte en la prueba de aseo inducido se
observd un mayor niumero de secuencias de aseo y mas largas en ratas LY

realizando casi el doble en comparacion con las ratas HY (Moyaho y cols. 1995).

En el laberinto en cruz elevado también se encontré que los machos HY tienen una
conducta menos ansiosa, pues permanecieron mas tiempo en los brazos abiertos y
tuvieron un menor numero de entradas a los brazos cerrados con un menor tiempo
de permanencia en ellos, en comparacion con los machos de la sublinea LY
(Eguibar, datos no publicados). Y los resultados obtenidos en un estudio mas

reciente realizado por Diaz (2019), mostraron que en efecto, las ratas LY sometidas
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a la caja luz-oscuridad, mostraron un fenotipo mas ansioso y las ratas HY un

fenotipo resiliente.

Debido a esto se caracterizaron a las ratas LY como mas reactivas emocionalmente
y se propone la existencia de una correlacion inversa entre la frecuencia de bostezo

y la reactividad emocional

En otro estudio donde se ha evaluado la conducta en machos de estas dos
sublineas en la prueba de laberinto en cruz elevado, se observo que las ratas HY
permanecieron menos tiempo en los brazos abiertos en comparacion a la sublinea
LY. En este mismo estudio se realizo la prueba de campo abierto, encontrando que
las ratas HY pasaron menos tiempo en el cuadrante central, deambularon menos
en el centro y pasan mas tiempo en las esquinas del campo abierto en comparacion
a la sublinea LY (Uribe, 2010). Estos resultados no corresponden con lo reportado

anteriormente por lo que se cree que pudieron deberse a dificultades metodoldgicas.

Se sugiere que es posible que la seleccién llevada a cabo en las ratas HY y LY
también separara a aquellos tipos de comportamiento que estan asociados con

umbrales especificos de excitacion relacionados con el estrés

Con base en lo anterior se propone a las ratas LY como un modelo de ansiedad,
pero son necesarias pruebas farmacoldgicas que lo soporten.

3.- Justificacion

A pesar de la eficacia de los tratamientos farmacoldgicos actuales, la serie de
efectos secundarios indeseables que presentan, impiden su uso prolongado. Con
base a esto es necesario seguir investigando y buscando alternativas terapéuticas
éticas y eficientes, ya que los trastornos de ansiedad al cabo del tiempo pueden
desembocar en cuadros de depresion mayor, lo que conlleva el riesgo de suicidio
(Zarate y cols., 2012).

28



El agonista parcial serotoninérgico, buspirona, ha demostrado ser efectivo en el
tratamiento de la ansiedad con reducidos efectos secundarios. Sin embargo, debido
a la variabilidad en la sensibilidad de los receptores serotoninérgicos a éste farmaco
es importante seguir investigando su eficacia en distintos modelos animales con

distintas caracteristicas fenotipicas en cuanto a su respuesta al estreés.

Por otro lado los modelos animales de ansiedad son una herramienta importante
para el entendimiento de estos trastornos. Las ratas LY se proponen como un
modelo de ansiedad con base en pruebas conductuales, sin embargo son
necesarias pruebas farmacoldgicas para continuar con la validacién de las ratas LY

como un modelo de ansiedad.

4.- Hipotesis

La buspirona mejorara el desempefio de las ratas de alto y bajo bostezo en la prueba

del laberinto en cruz elevado.

5.- Objetivos
1.- Evaluar los niveles basales de ansiedad en el laberinto en cruz elevado en las
ratas HY, LY y SD.

2.- Evaluar la conducta tipo ansiosa en las ratas HY y LY en el laberinto en cruz

elevado, tras la administracién de 3 distintas dosis de buspirona por via subcutanea.

3.- Evaluar los posibles efectores secundarios de la buspirona en la coordinacion

psicomotora en las ratas HY y LY empleando la prueba de Rota-Rod.
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6.- Metodologia

6.1 Sujetos de estudio
Se utilizaran rata macho Sprague-Dawley (SD) y de las sublineas de alto (HY) y

bajo bostezo (LY), las cuales fueron obtenidas del Bioterio de Investigacion y
mantenidas a partir de las 8 semanas de edad en el Laboratorio de Neurofisiologia
de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla. Las ratas se mantuvieron con un ciclo de luz-
oscuridad 12:12 con encendido de la luz a las 07:00 horas, con temperatura
controlada a 22 + 2 °C, humedad relativa entre 35-45 %, agua purificada (Ciel™,

Coca-Cola Co.) y alimento balanceado para roedores (Purina Mills, EUA) ad libitum.

Un total de 24 ratas de cada sublinea fueron utilizadas y divididas aleatoriamente
en grupos de 6 individuos, a los cuales se les midi6 bostezo basal para

posteriormente ser sometidos a los distintos tratamientos y pruebas conductuales.

Los grupos de ratas LY sometidos a dosis de 1.25 y 0.62 mg/Kg de buspirona, se

conformaron de 5 individuos.

6.2 Evaluacién de la frecuencia de bostezo espontaneo
El bostezo espontaneo se midio en ratas de 65 + 3 dias de edad. Como fue descrito

por Urba-Holmgren en 1990, las observaciones se realizaron con cada animal
colocado en un cristalizador (diametro 200 mm, altura 100 mm), cuyo piso se cubrié
con una hoja de papel filtro limpio y la parte superior con una placa de Plexiglas,
dejando un segmento de 1 cm de ancho abierto para ventilacion. Se colocaran dos
espejos a un angulo de 45° justo detras de los cristalizadores para permitir la
observacion de las ratas a 360°.

Se contabilizara el numero de bostezos durante una hora, desde las 09:00 a las
10:00 horas para minimizar la variacion circadiana del comportamiento de bostezo
(Anias y cols., 1984). Dos observadores entrenados determinaran el bostezo

sentados frente a la mesa en la que se colocaran las ratas.
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La respuesta de bostezo se define como una amplia y lenta apertura de la boca,
acompafiada de una inspiracion profunda y termina cuando las ratas cierran la boca
con una expiracion rapida y regresan a una respiracion normal (Eguibar y cols.,
2012).

Se excluyeron de la prueba aquellas ratas que mostraron una frecuencia de
bostezos fuera de los promedios establecidos anteriormente para cada sublinea.

Imagen 4. Rata Sprague-Dawley durante prueba de bostezo. En la imagen se puede
observar un bostezo tipico, caracterizado por una apertura amplia y lenta de la boca,
acompafada de una inspiracion profunda y termina cuando las ratas cierran la boca con
una expiracion rapida (Imagen tomada de Dorantes, 2019).

6.3 Farmacos
Se utilizé clorhidrato de buspirona (N-[4-[4-(2-pirimidinil)-1-piperazinil] butil]- 8-

azaspiro[4.5]decana-7,9-diona clorhidrato) de la marca Tocris® (EUA) disuelto en
agua inyectable. Se administraron tres distintas dosis de 0.62, 1.25y 2.5 mg/Kg por
via subcutanea (S.C.). Las soluciones fueron preparadas inmediatamente antes de
la administracion y administradas en un volumen de 1.0 mL/Kg 30 minutos antes

de las pruebas conductuales (Nishi y cols., 2009; Kumar y cols., 2016; Lim y cols.,
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2008). Los grupos control fueron tratados con la misma dosis de solucion vehiculo

por via S.C.

6.4 ROTA-ROD
Para esta prueba se utilizaron ratas de 75 * 3 dias que fueron sometidas a la prueba

de Rota-Rod (modelo 47750 Ugo basile®, Italia; ver imagen 5). Se realizaron dos
sesiones de entrenamiento llevadas a cabo entre las 11:00 y 12:00 horas con una
diferencia de 48 horas entre cada una. Las pruebas experimentales se realizaron

48 horas después de la ultima sesion de entrenamiento a la misma hora.

Las sesiones de entrenamiento consistieron en someter a las ratas durante 5
minutos al Rota-Rod a una velocidad constante de 5 revoluciones por minuto (RPM)
seguida de un descanso de 3 minutos y otros 5 minutos de habituacion, este ultimo
a una velocidad ascendente desde 5 hasta 15 RPM. El dia del experimento las ratas
fueron sometidas al Rota-Rod por un Unico periodo de 5 minutos a una velocidad
ascendente desde 5 hasta 15 RPM.

Todas las pruebas se realizaron siempre en pares de sujetos experimentales,
colocando dos ratas al mismo tiempo en el Rota-Rod en espacios alternados para
disminuir la respuesta al estrés.

Se evaluaron el nimero de caidas, asi como el nUmero de emisiones de orina y de
bolos fecales. Entre cada prueba se limpio el aparato con una solucion limpiadora a

base de distintos alcoholes.

32



Imagen 5. Rota-Rod (modelo 47750 Ugo basile®, Italia). Utilizado para evaluar

coordinacién motora en roedores.

6.5 Laberinto en cruz elevado
Para esta prueba se utilizd6 un laberinto en forma de cruz elevado (San Diego

Instruments Co., EUA; ver imagen 6) el cual cumple con las especificaciones de
Pellow y cols. (1985) que consta de dos brazos opuestos abiertos y dos brazos
cerrados de 50 cm de largo y 10 cm de ancho. Los brazos cerrados son bordeados
por paredes de 50 cm de alto. El laberinto es de color beige neutro y se alza a una

altura de 50 cm del suelo.

Las ratas fueron sometidas por una Unica ocasion a esta prueba, 15 minutos antes
de la prueba experimental de Rota-Rod. Los experimentos se realizaron en el cuarto
de cuidado bajo condiciones controladas de luz, temperatura y humedad. Para esta
prueba, las ratas fueron colocadas individualmente en el centro del laberinto viendo
en direccion a un brazo cerrado y se les permito libre exploracion por 5 minutos.
Todas las pruebas fueron videograbadas con una camara Sony Handycam HDR-
PJ260V y almacenadas en un disco duro interno.

Se calificd el numero de entradas a los brazos abiertos, el nimero de entradas a los
brazos cerrados y el tiempo de permanencia tanto en los brazos cerrados como en
los brazos abiertos, asi como el numero de emisiones de orina, bolos fecales y
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asomos. También se calcul6 el indice de preferencia por los brazos abiertos del LCE
con la siguiente formula:
t en los brazos abiertos

indice de preferencia por los brazos abiertos % = - x 100
t enlos brazos abiertos + t en los brazos cerrados

Se considerd como entrada cuando las 4 extremidades se encontraban dentro de
alguno de los brazos. Si alguna rata caia del laberinto se colocaba de nuevo en el
punto donde estaba antes de caer y se continuaba hasta que se completar los 5 min
de la prueba.

El laberinto en cruz elevado se colocd siempre en la misma direccién y se limpio
con solucion limpiadora entre cada prueba. EI comportamiento de cada sujeto fue
analizado empleando el programa The Observer XT v.12.0 (Noldus, Technology

Paises Bajos) para Windows 10.

Brazo abierto

Centro del
laberinto

Brazo cerrado

Imagen 6: Laberinto en cruz elevado. Utilizado para medir ansiedad. Se
caracteriza por dos brazos cerrados por muros de 50 cm y dos brazos abiertos y se
encuentra elevado a 50 cm del suelo.
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6.6 Analisis Estadistico
Para analizar los datos obtenidos del laberinto en cruz elevado y el Rota-Rod, se

realizaron analisis de varianza de una via (ANOVA), seguida una prueba post-hoc
Tukey para aquellos grupos de datos con una distribucion normal. Para los grupos
de datos no paramétricos se realizdé una prueba de Kruskal-Wallis, seguido de la
prueba post-hoc Tukey. Se consideré que las diferencia eran estadisticamente
significativas cuando P<0.05. Todas las pruebas estadisticas se realizaron por

medio del paquete estadistico Sigma Plot versién 11 para Windows.

7.- Resultados

7.1 Comportamiento en el laberinto en cruz elevado

7.1.1 Namero de entradas a los brazos abiertos
La comparacion entre el numero de entradas a los brazos abiertos (NEBA)

en los grupos control, mostro Unicamente que las ratas de la sublinea LY
tienen un mayor nimero de entradas a los brazos abiertos en comparacion
con las ratas de la sepa Sprague-Dawley (ANOVA F(),a5= 6.466, p=0.009;
Tukey g=5.08, p=0.007). A la dosis de 0.62 mg/Kg de buspirona, las ratas LY
tuvieron una menor reduccién del NEBA, podria decirse que una mejor
respuesta al farmaco en comparacion con las sublineas SD y HY (ANOVA
F@).a4= 12.206, p<0.001; Tukey g= 6.651, p=0.001 y g=5.054, p=0.008
respectivamente). En las dosis de 1.25 y 2.5 mg/Kg de buspirona no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las sublineas

(Kruskal-Wallis, p=0.42 y p=0.94 respectivamente).

Las ratas SD mostraron diferencias estadisticamente significativas entre
aquellas tratadas con dosis de 0.62 y 2.5 mg/Kg de buspirona en
comparacion con el control (ANOVA F),18= 5.584, p=0.007; Tukey g=5.08,
p=0.007; Tukey g=4.154, p=0.040 y g= 5.397, p=0.006 respectivamente),
siendo este ultimo el que tuvo un mayor numero de entradas a los brazos
abiertos en todos los casos. Las ratas HY (ANOVA, F@),20),= 36.749, p<0.001),
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y LY (ANOVA, F@)0)=27.283, p<0.001), tuvieron los mismos resultados.
El grupo control en todos los casos fue quien tuvo el mayor ndmero de
entradas a los brazos abiertos en comparacién con las tres dosis de
buspirona. En la sublinea LY, la dosis de 0.62 mg/Kg fue la que menos redujo
las entradas a los brazos abiertos en comparacion con las dosis de 1.25 y
25 mg/Kg de BUS (Tukey qg= 4.827, p=0.014 y =6.297, p=0.001

respectivamente).

Laberinto en Cruz Elevado
14 sSD

12 HY

10

N° entradas a los brazos abiertos
o N IS (@)
Y _
|_|
—

Dosis de buspirona (mg/Kg)

Imagen 8. Histograma del nimero de entradas a los brazos abiertos de las
ratas Sprague-Dawley y de las sublineas de alto y bajo bostezo tratadas con
tres distintas dosis de buspirona. La buspirona redujo de manera dosis
dependiente el nimero de entradas a los brazos abiertos.
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7.1.2 NUmero de entradas a los brazos cerrados
Para el nimero de entradas a los brazos cerrados, entre individuos de distinta

sublinea tratados con la misma dosis, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (ANOVA, p>0.05).

En ratas SD tratadas con distintas dosis de buspirona, se encontraron
diferencias estadisticas entre los individuos tratados como controles en
comparacion con los individuos tratados con 1.25 mg/Kg y 2.5 mg/Kg de
buspirona (ANOVA F@3),18=9.421, p<0.001; Tukey g=5.215, p=0.008 y
g=7.134 p<0.001 respectivamente), siendo los controles quienes realizaron
mayor numero de entradas a los brazos cerrados. La misma situacion se
observo en las ratas de la sublinea HY control en comparacion con 1.25y 2.5
mg/Kg de BUS (ANOVA F3),(20= 5.383, p=0.007; Tukey q=4.472, p=0.023 y
0=4.919, p=0.012 respectivamente). En las ratas de la sublinea LY no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las distintas
dosis (Kruskal-Wallis p=0.069).
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Imagen 9. Histograma del nimero de entradas a los brazos cerrados de las
ratas Sprague-Dawley y de las sublineas de alto y bajo bostezo tratadas con
tres distintas dosis de buspirona. Se observa una tendencia de la buspirona a
reducir de manera dosis dependiente el nimero de entradas a los brazos cerrados.

7.1.3 Permanencia en los brazos abiertos
En grupos de distinta sublinea tratados con la misma dosis solo se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las ratas SD y
LY tratadas como controles (ANOVA F),15=4.633, P=0.027; Tukey q=4.304,
p=0.021), siendo las ratas LY las que tuvieron un mayor tiempo de
permanencia en los brazos abiertos. En los grupos tratados con 0.62 mg/Kg
de BUS, de nuevo las ratas LY permanecieron mas tiempo en los brazos
abiertos en comparacion con las ratas SD (Kruskal-Wallis H = 11.629, gl=2,
P =0.003, Dunnett p<0.005).En las ratas tratadas con 1.25y 2.5 mg/Kg BUS
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no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (ANOVA

p=0.722; Kruskal-Wallis p=0.059, respectivamente).

Comparando grupos de la misma sublinea tratadas con distinta dosis de BUS
solo se encontraron diferencias estadisticas entre las ratas HY controles en
comparacion con las ratas HY tratadas con 0.62 y 2.5 mg/Kg de buspirona
(Kruskal-Wallis H = 9.327, gl=3, P=0.025; Tukey q=3.753, p<0.05 y q=3.637,
p<0.05 respectivamente). En las sublineas SD y LY no se encontraron
diferencias estadisticas (ANOVA p= 0.168; Kruskal-Wallis p=0.149

respectivamente).
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250 SD
. LY
HY
200
x *
150 { .
100 N
50 x I I
o N

0

Permanencia en los brazos abiertos (s)

N & 22 NG 22N G L
o<b‘1,~o<'o‘1,~o©,\{1,

00{\6 Q- N v 00{\\\ Q- N v OOQ\S Q- %
Q\ Q\ Q\

Dosis de buspirona (mg/Kg)

Imagen 10. Histograma del tiempo de permanencia en los brazos abiertos de
las ratas Sprague-Dawley y de las sublineas de alto y bajo bostezo tratadas
con tres distintas dosis de buspirona.
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7.1.4 Permanencia en los brazos cerrados
Los grupos tratados con buspirona a las dosis de 1.25 y 2.5 mg/Kg no

mostraron diferencias significativas entre sublineas. En el grupo control
nuevamente se encontré una diferencia estadistica entre las ratas SD y LY,
siendo SD quienes pasaron mas tiempo en los brazos cerrados (ANOVA
F@).a5=5.177, p=0.020; Tukey q=4.545, p=0.015). Los individuos tratados
con la dosis de 0.62 mg/Kg de buspirona mostraron diferencias en las ratas
LY en comparacion con las ratas SD y HY, siendo las ratas LY quienes
pasaron menor tiempo en los brazos cerrados (ANOVA F)14=15.263,
p<0.001; Tukey q=7.439, p<0.001 y q=5.647 y p=0.004 respectivamente). En
los grupos tratados con 1.25 y 2.5 mg/Kg de BUS no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis p=0.057 y p=0.504

respectivamente).

En el tiempo de permanencia en los brazos cerrados, evaluado por sublinea,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ninguno
de los grupos SD, LY o HY (ANOVA p=0.461, p=0.23; Kruskal-Wallis p=0.053

respectivamente).
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Imagen 11. Histograma del tiempo de permanencia en los brazos cerrados de
las ratas Sprague-Dawley y de las sublineas de alto y bajo bostezo tratadas
con tres distintas dosis de buspirona.

7.1.5 indice de preferencia por los brazos abiertos
Por ultimo, se calcul6 el indice de preferencia por los brazos abiertos y se

observo tanto en el grupo control como en el grupo tratado con 0.62 mg/KG
de buspirona, que las ratas LY tienen una mayor preferencia por los brazos
abiertos en comparacion con las ratas SD (ANOVA F(),15=5.317, p=0.018;

Tukey q=4.606, p=0.014; Kruskal-Wallis H=11.119 gl=2, p=0.004; Dunnett
p<0.05 correspondientemente). En los grupos tratados con 1.25y 2.5 mg/Kg
de buspirona, no se observaron diferencias estadisticamente significativas

(Kruskal-Wallis p=0.772 y p=0.220 respectivamente).
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En los organismos evaluados por sublinea no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos SD (Kruskal-
Walllis p=0.296), LY (ANOVA p=0.288), o HY (Kruskal-Wallis p=0.051).

Laberinto en Cruz Elevado
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Imagen 12. Histograma del indice de preferencia por los brazos abiertos en las
ratas Sprague-Dawley y sublineas de alto y bajo bostezo tratadas con tres
distintas dosis de buspirona. La buspirona disminuyo, aunque no
significativamente, el indice de preferencia por los brazos abiertos.
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7.2 Resultados de la prueba Rota-Rod

El analisis estadistico mostro que los organismos tratados como control no se
diferencian por su desemperio en la prueba de coordinacion motora entre sublineas
(Kruskal-Wallis p=0.034). Pero a dosis de 0.62 mg/Kg de BUS, las ratas LY tuvieron
un aumento significativo en el nUmero de caidas en comparacion con las ratas SD
y HY (ANOVA F)14=17.311, p<0.001; Tukey q=4.995, p=0.009 y g= 8.232,
p<0.001 respectivamente). A las dosis de 1.25y 2.5 mg/Kg, las ratas de la sublinea
HY tuvieron un menor niumero de caidas en comparacion con las sublineas SD y
LY (Kruskal-Wallis H = 11.249 gl=2 p=0.004; Dunnett q=2.714, p<0.05; q=2973,
p<0.05 y ANOVA F)us5=7.776, p=0.005; Tukey q=5.150, p=0.007; q=4.429,
p=0.018 respectivamente).

Comprando individuos de la misma sublinea, las ratas SD aumentaron el nimero
de caidas significativamente en la dosis de 1.25y 2.5 mg/Kg en comparacion con el
grupo control (ANOVA F3),(18=14.794, p<0.001; Tukey p<0.001). En las ratas LY,
todas las dosis de buspirona aumentaron el nimero de caidas de forma significativa
en comparacion con el control (ANOVA F3),(20=9.430, p<0.001; Tukey p=0.005). Por
altimo, en las ratas HY, las caidas del Rota-Rod solo aumentaron de manera
significativa a la dosis de 2.5 mg/Kg en comparacion con el grupo control y la dosis
de 0.62 mg/Kg (Kruskal-Wallis H=11.539, gl=3, p=0.009; Tukey p<0.005).
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8.- Discusion

8.1 ¢La sublinea de bajo bostezo como modelo de ansiedad?
Los espacios abiertos e iluminados resultan aversivos para los roedores, ya que en

la naturaleza, esta resulta ser una circunstancia desventajosa para su
supervivencia. Partiendo de este concepto, que el laberinto en cruz elevado se
considere una prueba confiable para la evaluacion de la ansiedad, en donde la
permanencia en los brazos abiertos y bien iluminados resulta una situacion
ansiogénica para las ratas y por el contrario, los brazos cerrados y poco iluminados
parecen ser una zona de menor estrés. Ademas de que existe evidencia cientifica

de la eficacia de esta prueba (Pellow y cols., en 1985).
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Ya que se propuso inicialmente a la sublinea de ratas de bajo bostezo como mas
reactivas emocionalmente (Moyaho y cols. 1995), se esperaba que la sublinea LY
tuviera mayores niveles basales de ansiedad en comparacién con las ratas HY, sin
embargo, los resultados obtenidos en este estudio mostraron que las ratas LY
fueron el grupo menos ansioso, al tener un mayor numero de entradas y mas tiempo
de permanencia en los brazos abiertos, ademas de un mayor indice de preferencia
por los brazos abiertos, todo esto en el grupo control en comparacion con la sublinea
SD. Aunque no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la
comparacion con el grupo HY, se puede observar de igual manera, que las ratas LY
entraron y permanecieron mas tiempo en los brazos abiertos que la sublinea de alto

bostezo (Ver figuras 8, 9y 12).

La evidencia encontrada en la literatura sustenta la propuesta de las ratas LY como
modelo de ansiedad, sin embargo los resultados aqui reportados parecen
contradecir esta teoria. Es posible que esto de deba a que el tamafio de la muestra
no fue suficientemente significativa para obtener una media confiable, lo que se
refleja en un error estandar considerablemente grande en los resultados del tiempo
invertido tanto en los brazos abiertos como cerrados. Siendo esta primera, la medida
mas importante a calificar en el laberinto en cruz elevado, para determina el nivel

de ansiedad.

A pesar de gque estos resultados no coinciden con las predicciones, ya otros estudios
han reportado datos similares. Uribe en 2010 reporté que las ratas de la sublinea
LY mostraron un comportamiento menos ansioso que las ratas HY en la prueba de
laberinto en cruz elevado, al permanecer 2.9 veces mas tiempo en los brazos

abiertos que las ratas de la sublinea HY (Uribe, 2010).

Adicionalmente, en este estudio no solo se comparé a las sublineas LY y HY, sino
que también a la sepa original Sprague-Dawley, quienes fueron las que tuvieron un
menor indice de preferencia por los brazos abiertos y menor tiempo de permanencia

en ellos, siendo caracterizadas como el modelo animal més ansioso en este estudio.
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8.2 El efecto ansiolitico de la buspirona
La buspirona como farmaco para el tratamiento de la ansiedad, tiene el potencial de

mejorar la calidad de vida de los pacientes al tratar este tipo de desérdenes sin los
efectos secundarios graves de los ansioliticos que actualmente se encuentran en el
mercado, sin embargo seguimos en el proceso de encontrar la dosis efectiva e

identificar el estrato de la poblacidén que pueda ser apto para recibir este tratamiento.

Para este fin, se seleccionaron 3 dosis de buspirona con base en la literatura, que
pudieran ser efectivas para disminuir el comportamiento ansioso en tres sublineas
de ratas. Sin embargo se encontré que en todos los casos, la buspirona aumenté la

conducta de tipo ansiosa.

Los resultados mostraron que el numero de entradas a los brazos abiertos
disminuy6 significativamente y de manera dosis dependiente en todos los grupos,
siendo que a la dosis mas grande (2.5 mg/Kg), el nimero de entradas a los brazos
abierto habia disminuido a una tercera parte en comparacion con el grupo control.
Las ratas LY tratada con dosis de 0.62 mg/Kg de buspirona fueron las menos
afectada por el farmaco en el numero de entradas a los brazos abiertos, en
comparacion con las ratas SD y HY tratadas con la misma dosis, pero de igual

manera hubo una disminucién de esta conducta.

El tiempo de permanencia en los brazos abiertos también se vio levemente
disminuido, aunque no se puede observar una tendencia clara. Estadisticamente,
esta disminucion solo fue significativa entre las ratas HY control en comparacion

con las ratas HY tratadas con 0.62 y 2.5 mg/Kg de buspirona.

El nimero de entradas a los brazos cerrados también se vio significativamente
disminuido por la administracion de buspirona a las dosis de 1.25y 2.5 mg/Kg en
las ratas SD y HY. Nuevamente, el andlisis estadistico no mostré valores
significativos para los otros grupos, pero se puede ver una clara disminucion en el
namero de entradas a los brazos cerrados por la administracion de buspirona. Es
posible que este parametro por si solo sea dificil de interpretar. Pero tomando en

cuenta que el tiempo de permanencia en los brazos cerrados no se vio modificado
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significativamente y que en la prueba de coordinacién motora, las ratas SD tuvieron
mayor numero de caidas a estas dosis, podria ser que la buspirona no afectara la
preferencia por los brazos cerrados, pero si la actividad locomotora de las ratas.

Dado que el principal factor a considerar en la prueba de laberinto en cruz elevado
es el tiempo de permanencia en los brazos abiertos, es posible que los datos
obtenidos no parezcan tener la suficiente robustez para inferir que la buspirona
aumento el estado ansioso de las ratas. Sin embargo, esta claro que al menos en
estas sublineas HY y LY y en la sepa Sprague-Dawley, a dosis de 0.62, 1.25y 2.5

mg/Km, la buspirona no tuvo ningun efecto ansiolitico.

Los farmacos ISRS, tienen su principal mecanismo de accion al aumentar la
actividad serotoninérgica (Rodriguez y contreras, 1998). Por el contrario, el receptor
5-HT1a ha sido caracterizado como un receptor de serotonina inhibitorio que, al ser

activado reduce la descarga de las neuronas de serotonina (Peroutka, 1988).

Aungue el mecanismo de accion de la buspirona aln no se conoce en su totalidad,
se ha propuesto que su efecto terapéutico sea debido a que, al disminuir la
disponibilidad de serotonina en la sinapsis, como mecanismo de compensacion, se
comiencen a sobre expresar otros receptores de 5-HT post-sinapticos en distintas
regiones cerebrales. El efecto ansiolitico se observaria entonces, gracias al
aumento de la comunicacién serotoninérgica por estos receptores sobre-

expresados.

Aunque la administracién de agonistas para el receptor 5-HT1a a dosis agudas en
muchos casos ayuda a comprender la funcién basal de estos receptores, para el fin
de este estudio, la dosis aguda de buspirona no parecié tener el efecto deseado.
Por lo que se propone estudiar el efecto de la buspirona en estas sublineas de ratas

pero bajo tratamiento cronico.

Respecto al desempefio de los organismos en la prueba Rota-Rod, se observo que
la coordinacion motriz de las ratas SD y LY se vio afectadas por la buspirona, a
pesar de este efecto, las ratas LY mostraron un aumento en la actividad locomotora

en EPM, lo que apoya un poco mas que estas sublineas fueran consideradas menos
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ansiosas. Las ratas HY parecen no ser susceptibles a este efecto secundario de la

buspirona, debido posiblemente a que la seleccion artificial de las dos sublineas

9. Conclusiones

La sublinea de ratas LY, mostré los niveles basales de ansiedad mas altos
en esta prueba, en comparacion con la sublinea HY y las ratas Sprague-
Dawley.

La buspirona a dosis de 0.62, 1.25 y 2.5 mg/Kg no tiene un efecto ansiolitico
en ratas SD, LY y HY.

La buspirona afect6 la coordinacién motriz de las ratas SD, LY y HY.
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