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1.Resumen

La ansiedad es una respuesta natural propia de los animales y forma parte de
procesos de adaptacion a un estimulo, ya sea definido o no, que conlleva una serie
de cambios fisiolégicos y conductuales con el fin de buscar la supervivencia; sin
embargo, un mal proceso de adaptacion o la falta de un proceso de extincién del
estado de ansiedad, puede llevar al desarrollo de un trastorno de ansiedad,
mermando la calidad de vida de los individuos. La ansiedad como patologia, tiene
alta prevalencia tanto en el contexto mundial como en el caso particular de México,
si bien se han descrito muchas variables fisiolégicas asociadas a la ansiedad, existe
todavia un inmenso abanico de lineas de investigacion que abordan esta
problematica y buscan vislumbrar con mayor profundidad los mecanismos
bioldgicos, epigenéticos y farmacoldgicos operantes en el desarrollo y progresiéon
de los trastornos de ansiedad.

Si bien en la actualidad existen diversas alternativas de tratamiento farmacoldgico
a emplearse en los trastornos de ansiedad, no todos los medicamentos existentes
son eficaces para los diferentes trastornos existentes, ademas de presentar
diversos efectos no deseados, y en casos particulares resultan poco efectivos en
algunos pacientes; siendo asi imperativa la busqueda de nuevos farmacos que
permitan tanto el estudio de la ansiedad , como el desarrollo de nuevos tratamientos
a futuro.

Se sabe que la administracién de agonistas parciales al receptor 5-HT1A, tiene
efectos ansioliticos, sin embargo en su mayoria poseen una pequefia ventana entre
las dosis que cumplen con los efectos deseados y aquellas que presentan efectos
secundarios significativos; por lo tanto los agonistas parciales al mismo receptor se
perfilan como alternativas mas atractivas, teniendo la capacidad de obtener los
efectos deseados sin presentar los mismos efectos secundarios, dentro de una
ventana mas amplia.

El triptofol es un compuesto que se produce de forma enddgena en el cerebro

humano, como parte del metabolismo de la serotonina, ademas de presentarse de



manera natural en la fermentacion alcohdlica, y al actuar como un agonista parcial
del receptor 5-HT1A, se perfila como candidato a ser un compuesto ansiolitico.

Al tratarse de un compuesto poco estudiado dentro del campo de la neurofisiologia,
resulta atractivo el estudio experimental de sus efectos sobre la ansiedad en
modelos animales, a través de la observacién de su conducta. Las ratas de alto
bostezo (high yawning por sus siglas en inglés) y LY (low yawning por sus siglas en
inglés), han demostrado presentar diferencias fenotipicas significativas, tanto a nivel
fisioldgico como conductual; ademas de que en trabajos anteriores se ha
demostrado que presentan caracteristicas adecuadas para el estudio del efecto de
farmacos sobre la reactividad emocional; al caracterizar a las HY como individuos
mas resilientes y las LY como individuos mas ansiosos en las pruebas de campo
abierto y caja luz obscuridad; permiten el estudio a la par de los efectos
farmacolégicos en ambos casos, permitiendo un desarrollo experimental que lleva
a explorar también las diferencias fisioldgicas entre los dos fenotipos. Al tratarse de
animales con mutaciones plurigénicas otorgan la ventaja de ofrecer una
aproximacion mas cercana a lo ocurrido en los seres humanos, que los modelos
con mutaciones monogénicas.

El laberinto en cruz elevado (LCE) es la prueba mas empleada en modelos murinos
para el estudio del efecto famacolégico de diferentes compuestos sobre la ansiedad,
ofreciendo la ventaja de ser una prueba rapida, que no requiere de elementos
externos y que ademas cumple con los principios de validez requeridos para
cualquier modelo de estudio animal; al emplearla junto con la prueba de rotarod es
posible obtener una primer aproximacion de los efectos del triptofol sobre la
ansiedad y el desempefio motor de las ratas HY y LY.

En la prueba de LCE, las ratas de la cepa SD resultaron presentar una conducta
mas ansiosa que las ratas de las sublineas LY y HY, al recibir el tratamiento las
ratas SD unicamente tuvieron diferencias significativas en su conducta con el
tratamiento de TrpOH a una dosis de 200 mg/Kg, por su parte las ratas HY y LY se
mostraron mas sensibles a ambos tratamientos, TrpOH y 8-OHDPAT, de modo que
el tratamiento con 100 mg/Kg causo un decremento en la ejecucién de conductas

ansiosas, como la estancia y entradas a los brazos cerrados, sin embargo en el



caso de las ratas HY tuvieron un decremento en el efecto ansiolitico en la dosis de
200 mg/Kg, vy las ratas LY no presentaron diferencias significativas en su conducta,
entre las dosis mas altas.

Al comparar ambos tratamientos se aprecio que el tratamiento con TrpOH, tiene un
efecto ansiolitico similar o mejor que el 8-OH-DPAT, administrandose la dosis de
100 mg/Kg, sin generar sindrome serotoninérgico. Tras realizarse las pruebas se
concluye que el triptofol tiene un efecto ansiolitico, y a pesar de requerirse grandes
dosis, no parece generar efectos secundarios sobre la conducta motora ni sindrome
serotoninérgico, a las dosis empleadas, teniendo un efecto prolongado gracias a su
mayor tiempo de vida comparado con otros farmacos serotoninérgicos, ya que
dichos efectos se aprecian inclusive 16h después de su administracién aguda.

Las ratas de las sublineas LY y HY, presentan una respuesta diferente a las ratas
SD al tratamiento con farmacos serotoninérgicos agonistas del receptor 5-HT1A, los
resultados muestran que la sublinea LY responde de manera favorable al
tratamiento de ansioliticos agonistas del receptor 5-HT1A, mientras que la ventana
de efectividad de dichos farmacos se muestra de forma distinta en las ratas HY, ya
qgue unicamente a la dosis de 100 mg/Kg se obtuvo un efecto ansiolitico significativo,
y por su parte el tratamiento con 8-OH-DPAT generd un efecto ansiogénico en estas
ratas; por lo que se presume que por lo menos la expresion de este receptor se da

de forma distinta en cada sublinea.

2. Introduccion

La ansiedad se define como una respuesta de caracter emocional a un estimulo
interno, externo, o indefinido, caracterizado por sentimientos de tensién vy
pensamientos de preocupacion en el caso de los seres humanos (American
Psychological Association., 2017); tratandose de un proceso fisiolégico natural,
como parte de los mecanismos normales para el mantenimiento de la homeostasis,
que ayuda a los organismos a adaptarse a los posibles cambios ambientales o
afrontar situaciones de riesgo, que junto al miedo forma parte de los mecanismos

de respuesta al estrés, por medio de la activacion de cascadas hormonales y otras



respuestas fisioldgicas; y que incluso juega un papel importante en la consolidacién
de la memoria y procesos de aprendizaje (Lisieski y cols; 2018 ). Un ejemplo se da
en el avistamiento de un depredador, la informacién captada por el sistema sensorial
es procesada a través del tadlamo, hacia la amigdala de donde se estimula al
hipotalamo para iniciar la cascada hormonal de respuesta al estrés, generando
cambios fisiolégicos que preparan al organismo para afrontar la situacién, dando
como resultado la respuesta de lucha o huida (Bondarenko y cols., 2016). Sin
embargo, la ansiedad puede convertirse en la respuesta afectiva dominante y
desarrollarse como una patologia, generando intolerancia a situaciones estresantes
y reacciones exacerbadas, e incluso presentandose de manera ambigua (silverman
y cols., 2019), si bien el estrés, la ansiedad y el miedo son términos altamente
relacionados, el estrés se refiere a un estado fisioldgico producto de la exposicién
con un estimulo, el miedo por su parte es la motivaciéon asociada a una serie de
conductas en respuesta un estimulo definido, y por su parte la ansiedad no siempre
se encuentra asociada a un estimulo, en ocasiones su origen es difuso o resultado
de la anticipacién a dichos estimulos externos, y no siempre tiene una respuesta
fisiolégica definida; de modo que, el miedo y la ansiedad pueden formar parte de los
mecanismos de respuesta al estrés, el miedo y la ansiedad a su vez constituyen un

componente de un potencial estresor (Blanchard y cols ., 2008 p.3;455) .

En el siglo XX se acuno el termino estrés, en el sindrome de adaptacion general
(SAG); Hans Seyle lo describe como un proceso estereotipado en diversas
patologias, con sus experimentos Seyle expuso a ratas a diferentes condiciones y
agentes nocivos, que en la actualidad describimos como estresores, y observo
signos similares independientemente del estresor al que el animal era expuesto,
describiendo tres etapas. La etapa de alarma, donde ante la exposicion el animal
reacciona al estimulo presentado generando cambios definidos de hipertrofia e
hiperactividad de la corteza suprarrenal, involucion del timo e hipersecrecion de
corticotrofina y tirotrofina; la segunda etapa corresponde a la etapa de resistencia
en donde si el estimulo nocivo persiste el organismo regresa a sus funciones
normales; y al persistir con el agente dafino por mas tiempo, de uno a tres meses,

llega la etapa de agotamiento culminando con la muerte (Seyle., 1936). A partir de
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esta descripcion surge el concepto de estrés en donde al exponerse un organismo
a un estresor se realizan una serie de cambios fisiolégicos con el fin de sobrevivir
ante dicho estimulo.

Walter Langdon Brown (1933)., ya habia mencionado que estos desordenes se
originaban ante un fallo en el intento de los sistemas neuronales en adaptarse al
entorno; de igual forma en E.U.A, William S Sadler, atribuia como agente causal de
los males mentales a la tensidn ocasionada por la ajetreada “vida
Americana”’(American nervious), un mal al que se le recetaba “la cura de reposo”
(Jackson., 2013). Tras los resultados de Seyle se popularizé la idea de que la
relacion entre los estresores y las respuestas fisioldgicas que estos generaban,

eran la clave para comprender la evolucién de muchos desordenes mentales.

La ansiedad patologica puede expresarse de muchas formas, y se diferencia
principalmente de una respuesta normal ante un estimulo aversivo considerando
principalmente tres factores, el grado de reactividad del individuo ante la exposicién
a un estresor, tener un origen puntual, o si se percibe como peligroso un estimulo
neutro o inexistente, y fisiolégicamente, mediante una mala regulacién del sistema
limbico, niveles hormonales y de neurotransmisores (Blanchard y cols ., 2008
p.456). Se ha descrito que, en la ansiedad patolégica, se presenta una actividad
anormal en estructuras tales como la VTA, el area paraventricular hipotalamica, y la
amigdala (Blanchard y cols ., 2008 p.457).

Dentro de los trastornos mentales los trastornos de ansiedad ocupan el segundo
lugar como los mas recurrentes; de acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud a nivel mundial se tiene un estimado de 24.6 millones de pacientes
diagnosticados con algun trastorno de ansiedad (Organizacion Mundial de la Salud.,
2017), en México de acuerdo con datos de la ultima encuesta nacional de
epidemiologia psiquiatrica, el 28.6% de la poblacién adulta padecera algun trastorno
mental en su vida, y el 18% de la poblacion mexicana de entre 18 y 64 afos sufre
de algun desorden mental como la ansiedad o depresién o alguna fobia (Oficina de
Informacién Cientifica y Tecnoldgica para el congreso de la union., 2018). Existe

una correlacion entre ambos padecimientos, ansiedad y depresion, tratandose de
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patologias capaces de generar eventos de retroalimentacion, el 60% de los
pacientes con depresion padecen ademas algun trastorno de ansiedad (Kandel,
Schwartz y Jessel.,2000 p.1209).

2.1Trastornos de ansiedad.

En la actualidad se reconocen varios trastornos de ansiedad, el DMS-V clasifica el
desorden de panico (PD), la agorafobia, el trastorno de ansiedad generalizada
(TAG), ansiedad social y las fobias especificas como parte de los trastornos de
ansiedad, sin embargos existen otros trastornos relacionados con la ansiedad que
el DMS-V incluye en otros capitulos; los desordenes causados por traumas, como
el trastorno de estrés post traumatico; y los desordenes a causa de obsesion vy el
trastorno obsesivo compulsivo (American Psychiatric Association, 2013) . En su
mayoria estos trastornos comparten varios signos; hiperactividad e irritabilidad,
disrupciéon del siclo normal del sueno, alteraciones del estado de humor, de las
capacidades cognitivas, desbalance hormonal y estados de hiper-alerta,( Huang y
cols., 2017), aunado a ello pueden distinguirse otras manifestaciones objetivas
como un aumento en el ritmo cardiaco, sudoracién, malestar estomacal y boca
seca, ademas de que algunas personas presentan respuestas subjetivas intensas,
como la sensacion de estar muriendo, o falta de oxigeno por hiperventilacion
(Kandel, Schwartz y Jessel.,2000 p.1215). Los trastornos de ansiedad se
diferencian entre si principalmente por la causa especifica de la ansiedad, ademas
de que cada trastorno viene acompafado de signos y sintomas particulares,
ademas existen diferencias en la fisiopatologia de cada uno, y por tanto no todos
los TDAs tienen el mismo tratamiento clinico y psicolégico; incluso en ocasiones un
individuos puede desarrollar mas de un trastorno de ansiedad al mismo tiempo, por
ejemplo, es recurrente que personas con PD desarrollen agorofobia por el temor de
experimentar un ataque de panico en lugares publicos (Cui y cols., 2019) .

Los TDA son patologias que deterioran la calidad de vida, afectando los procesos
cognitivos y en consiguiente el desempeno y la vida personal de quienes la
padecen, de entre todas las enfermedades cronicas, los trastornos de ansiedad y

depresion son los que generan mayor perdida en productividad, los trabajadores
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con alguno de estos trastornos tienden a ausentarse mas en el trabajo y generan
menor productividad que los trabajadores sanos (Plaisier y cols., 2010); de manera
que los trastornos de ansiedad y depresidn generan grandes perdidas econémicas,
solo en Europa este tipo de trastornos generan un gasto de 118 mil millones de
euros al ano, de los cuales el 64% corresponden a perdidas en la productividad

( Ivandic y cols., 2017).

El TAG es uno de los trastornos de ansiedad mas frecuentes; en particular el TAG
se caracteriza por una persistente, irreal e incontrolable preocupacion por una gran
variedad de tépicos, ademas de que los individuos tienen una tendencia por poseer
poco control sobre el miedo y problemas de concentracién, como sintomas

particulares (Wise y cols., 2020).

La ansiedad social se caracteriza por presentar una preocupacion exagerada al
afrontar interacciones sociales, generando signos como sudoracion o
hiperventilacion, dificultad para expresarse e interactuar con otras personas,
inclusive llegando a reducir las interacciones sociales al minimo necesario; este
trastorno particularmente afecta las relaciones interpersonales y la capacidad de
comunicacion y expresion en publico de quien la padece (Karasewich y Kuhimeier.,
2020). Las fobias especificas por su parte se caracterizan por un miedo irracional y
ansiedad, a causa de un estimulo en especifico, inclusive sin presentarse
fisicamente, en algunos casos pacientes aracnofobia han presentado ansiedad ante
la exposicidon a imagenes y estimulos alusivos a las aranas, sin presentarse el
estimulo directamente (Keyes y cols., 2020).

En el caso del TEPT su caracteristica principal es que surge tras vivir un evento o
serie de eventos altamente aversivos, trauma, ya sea de forma directa o indirecta,
dando como resultado ademas de los signos tipicos de los trastornos de ansiedad,
recuerdos intrusivos del evento traumatico, culpa y la evasién de situaciones que
recuerden el evento traumatico; si los sintomas persisten. Los grupos vulnerables

ante el TEPT suelen ser victimas de asaltos, violaciones, veteranos de guerra,
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refugiados e incluso en algunos casos personas estrechamente relacionadas con la
victima del evento traumatico (Lisieski y cols. , 2018).

El trastorno obsesivo compulsivo (TOC), se caracteriza por pensamientos
intrusivos, obsesivos y rituales relacionados con el fin de atenuar el estrés
(American Psychiatric Association, 2013), afectando alrededor del 2% de la
poblacion, y se cuenta como un factor de riesgo para cometer suicidio en pacientes

con depresiéon (Brown y cols., 2018).

2.2 Factores de riesgo para el desarrollo de TDAs.

2.2.1Factores genéticos

La conducta es el conjunto de acciones y gestos que realiza un organismo para
adaptarse a cambios en el entorno, y como respuesta a cambios fisiolégicos,
producto del crecimiento y desarrollo del individuo (Carlson ., 2006). Como tal la
conducta es resultado de mensajes quimicos, producto de la interaccion con el
entorno, y el procesamiento de la informacién recibida, dando como resultado a la
toma de decisiones, la memoria, el aprendizaje adquirido y de la expresion genética
en un momento dado (Real .,1994 p.1-3), por tanto, se ve influenciada en gran
medida por la informacion genética que porta cada organismo; partiendo de dicha
premisa, cambios en la secuencia de ADN y su expresion pueden influir
directamente en la conducta. El caso de la ansiedad y la respuesta al estrés no es
una excepcion, por medio de metanalisis se ha demostrado la existencia de
polimorfismos relacionados con un fenotipo ansioso, con el desarrollo de TDAs y
otros desordenes mentales (Gottschalk., 2017), ademas de que estos factores
genéticos se ven correlacionados también con la intensidad con la que se
manifiestan los sintomas y signos de la ansiedad, ademas de que influyen en la
respuesta que puede presentarse ante el tratamiento farmacolégico (Mcgowan.,
2019) .

Uno de los candidatos que ha cobrado mayor relevancia es el sistema
serotoninérgico, a través del estudio de la variabilidad genética, se ha demostrado

que cambios discretos en la secuencia de ADN pueden afectar la neurotransmision
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serotoninérgica (Mcgowan., 2019); uno de los genes mas estudiados es el
correspondiente al transportador de serotonina (SERT), el gen SLC6A4 o0 5HTT, en
el que se ha identificado un polimorfismo de alta frecuencia alélica que corresponde
a una delesién en la secuencia de su promotor (5-HTTRLP), este cambio afecta la
expresion y por lo tanto la actividad del trasportador SERT, generando una
deficiencia en el transporte de serotonina (Mcgowan., 2019). Dicho polimorfismo se
ha identificdo con gran prevalencia en pacientes con TAG (You y cols., 2005),
ademas de que se ha sefialado como un factor en la baja respuesta al tratamiento
con inhibidores de la recaptura de serotonina, a pesar de que los resultados han
sido mixtos. ( Lenze y cols., 2010); .

Del mismo modo se han investigado diversos polimorfismos del gen del
autoreceptor 5-HT1A , y su posible relacion con la predispocicion a padecer
ansiedad (Mcgowan., 2019), especificamente en la region promotora se han
identificado muchos polimorfismos que afectan la actividad de este autoreceptor, el
plolimorfismo cercano a la region -1019C/G (rs6295) caracterizado por tener
correlcion con el desarrollo de depresiéon, se ha demostrado que afecta la funcion
del receptor 5-HT 1A especificamente en su sitio de unién (Lemonde y cols ., 2003).
Otra de las regiones mas estudiadas corresponde al alelo G, que se ha demostrado
disminuye la expresién del 5-HT1A en la regidon post-sinaptica, ademas de
reportarse su coorelacudn con el padecimiento de neurotismo y ataques de panico
(Strobel y cols., 2003).

El sistema serotoninérgico no es el unico en el cual se han identificado
polimorfismos asociados con el desarrollo de ansiedad patolégica, se ha
demostrado que en el caso de los neuropéptidos, existe una amplia gama de
variantes gendmicas asociadas con la suceptibilidad de desarrollar un TDA, por
ejemplo se sabe que la disminucion de ARNm del factor neurotréfico del cerebro
(BNDF) con el desarrollo de TAG (Gottschalk., 2017), estudios en roedores han
demostrado que la exposicién a estresores como la restriccion de movimiento,
choques eléctricos, confrontamienrto social, nado forzado y la privacion maternal
reduce la exprecion del BNDF en el hipocampo (Tanis y cols., 2007), ademas de

reportar una disminucién en su concentraciéon en pacientes TEPT (Mcgowan.,
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2019), evidencias que llevaron a la busqueda de polimorfismos asociados a este
péptido, demostrandose la existencia de cambios en la secuencia del promotor, se
a identificado al polimorfismo rs6265, con una alta incidencia de preocupacion y
conductas anticipatorias caracteristicas de los TDA (Gottschalk., 2017). Del mismo
modo Kennedy y colaboradores (1999), identificaron un polimorfismo presente en el
gen que codifica para el receptor CCK-B de la cistoquinina, asociado al desarrollo
de DP, del mismo modo pacientes con este desorden han reportado un decremento
en los niveles de este péptido.

En lo que al eje HPA respecta , se ha demostrado que el tratamiento con
antidepresivos reduce la tasa de expresion del receptor CRH1, un receptor de gran
imoportancia en la regulacién de todo el eje; estudios en poblacion Mexicana ha
encontrado una asociacion entre los SNPs rs1876828, rs242939 y rs242941 con
una deficiente respuesta al tratamiento con fluxetina, sin embargo estos
polimorfismos se encuentran en pacientes que presentan ambas patologias

ansiedad y depresion (Licinio y cols., 2004).

2.2.2 Factores ambientales

La ansiedad suele estar estrechamente relacionada a la exposicion a estresores, en
especial de forma crénica, pueden conducir al desarrollo de un trastorno de
ansiedad. De modo que la vivencia de eventos traumaticos y estrés continuo forman
parte de los factores que contribuyen al desarrollo de un TDA, como ocurre en el
caso del TEPT.

Factores como el nivel socioecondmico, las relaciones interpersonales, la ubicacion
geografica, el entorno familiar, la edad y el género de las personas entre otros
factores, pueden influir de forma positiva o negativa en la apariciéon de los TDAs,
ademas de repercutir en el proceso de recuperacion (Calrson.,2006, p. 607), ya que

determinan los estimulos a los que un sujeto se vera expuesto.

A partir del siglo XIX , se profundisé de la relacion entre las experiencias de vida y

el desarrollo de enfermedades como la depresion y los TDA, de acuerdo con Finlay-
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Jones and Brown (1981)., las experiencias relacionadas con la violencia y el dafo

se relacionan con la aparicion tanto con depresion como ansiedad.

La infancia es un periodo critico en el desarrollo de muchos animales, en el caso de
los seres humanos y otros mamiferos, afecta directamente en su desempefio
cognitivo como adultos. Se sabe que roedores expuestos a estresores a temprana
edad, como cambios de temperatura bruscos o la exposicion a sonidos intensos,
contribuyen al desarrollo de la conducta de desesperanza y una memoria deficiente,
ademas de presentar una conducta mas ansiosa en pruebas de ansiedad que los
sujetos control (Campos y cols., 2013). El caso de los seres humanos no es
diferente; Raskin y cols (1982)., sefalan que aquellos pacientes con desorden de
panico y ansiedad generalizada, suelen haber experimentado infancias con

negligencia paternal y abuso.

En el desarrollo de los TDAs; se han sehalado las repercusiones que tiene una
infancia reprimida a través de un control exacerbado por parte de los padres en las
conductas, actividades y rutinas de sus hijos, o bien por el contrario la falta de
atencion y de un ambiente enriquecido; teniendo una mayor tendencia al desarrollo
de trastornos, como la ansiedad social o el TOC al llegar a una edad adulta. De
igual forma se ha reportado que en otros mamiferos como la rata la conducta
materna tiene un impacto directo en la respuesta al estrés, de los individuos adultos
donde una conducta materna sobrecogedora o deficiente lleva al desarrollo de
organismos menos resilientes (Cui y cols., 2019). Por su parte durante la vida adulta
se ha visto que pacientes con trastorno de panico, experimentaron un aumento en
la cantidad de estresores a los que se vieron expuestos previo al desarrollo del
trastorno (Faravelli y cols.,1985); del mismo modo en un metanalisis se comprobdo
un aumento en la actividad del eje HPA en personas expuestas a un ambiente fuera

de su control (Dickerson y Kemeny, 2004 ).

Con respecto a la dieta, través del estudio de la importancia de la serotonina en el
desarrollo de la ansiedad, se sefalado que en algunos casos un incremento en la

ingesta del aminoacido triptéfano, se obtiene mejora en pacientes que padecen de
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ansiedad patoldgica, siempre y cuando esta se vea condicionada por un déficit en
las concentraciones de dicho aminoacido, dando como un resultado una
disminucién en la concentracion de serotonina de forma general (Green y cols.,
2006).

Si bien la ansiedad producto de las adicciones no entran en la clasificacion del DSM-
V, entre los TDAs, el sindrome de abstinencia y el consumo de algunas sustancias
adictivas producen ansiedad, y son factores que pueden contribuir al desarrollo de
los desordenes mentales; uno de los ejemplos mas clasicos es el alcoholismo, que
si bien el etanol tiene propiedades ansioliticas a través de su accién a receptores
GABAa, en ciertas concentraciones y de forma crénica ha demostrado tener efectos
ansiogeénicos; por su parte el estudio del sindrome de abstinencia con el consumo
de drogas como la cocaina, han demostrado un aumento en la aparicién de
conductas ansiosas, ratas sometidas a un proceso de abstinencia a la cocaina,
presentan mayor tiempo de permanencia en los brazos cerrados del LCE, menor
tiempo de estancia en el centro de la arena en la prueba de campo abierto y mayor
tiempo de enterramiento del electrodo en la prueba de enterramiento defensivo
(Buffalari y cols., 2012)

Los factores que desembocan en la aparicion de los trastornos de ansiedad no
siempre son del todo claros, si bien la exposicion continua a estresores y la vivencia
de eventos traumaticos forman parte de los agentes causales que desembocan en
un estado de ansiedad cronica, existen casos en los cuales es dificil identificar los

detonantes de la fisiopatologia (Silverman y cols., 2019).

2.3 Regiones y circuitos neuronales involucrados en la ansiedad.

Resultado de afios de investigacion cientifica, en la actualidad se describen
regiones cerebrales discretas como las mas destacadas a jugar un papel en el
desarrollo de la ansiedad; al tratarse de una respuesta de caracter emocional se

ven involucradas estructuras del sistema limbico; el responsable de la respuesta
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emocional por excelencia; el sistema enddcrino, teniendo una respuesta hormonal
caracteristica de la ansiedad, y el sistema nervioso periférico.

El hipocampo (HC), la amigdala (AM) y la corteza prefrontal (CP), son las principales
regiones responsables de la respuesta y el aprendizaje ante el miedo; como tal
juegan un rol importante en el estado de ansiedad. Del mismo modo el eje
hipotalamico-pituitaria-adrenal (HPA) y el sistema noradrenérgico central vy

periférico se ven alterados en los TDAs, al ser un eje clave de la respuesta al estrés.

El hipocampo es una estructura subcortical, altamente involucrada en procesos de
aprendizaje y memoria, ademas de permitir la integracion de informacién contextual
para regular la conducta, especificamente el HC participa en la respuesta ante
objetos y ambientes novedosos, asi como a cambios en el entorno (Fanselow y
Dong., 2010). Se a demostrado que personas que han sufrido de estados
prolongados de ansiedad presentan un decremento en el tamafio del HC, y por el
contrario se ha observado un aumento en su tamafo en personas que han
respondido adecuadamente al tratamiento, lo que sugiere que existe una
correlaciéon entre el manejo de la ansiedad y el tamafo del HC (Lisieski Y cols.,
2018), ademas de que se ha demostrado que el tratamiento con medicamentos que
actuan sobre los receptores 5-HT1A promueve la neurogénesis en el HC (Huang.,
2017). De igual forma una concentracion elevada de hormonas de estrés como la
norepinefrina, esta asociada con una disfuncién del HC en roedores y seres
humanos (Fanselow y Dong., 2010).

El HC interactua con otras regiones relacionadas con la respuesta al estrés,
regulando la actividad del HPA, ademas de tener interacciones con la CP y la AM,
llevando a la consolidacion de memorias relacionadas con el miedo y en la
regulacion de la excitacion emocional. Debido a su relacién directa con la
adenohipdfisis, ademas de sus conexiones neuroendocrinas con la neurohipdfisis,
el hipotalamo se ve estrechamente involucrado en muchas funciones dependientes
de cascadas hormonales, tal como la termorregulacion, el apetito, la conducta
sexual, el crecimiento, la liberacion de cortisol (COT) , la regulacion de la lactancia,

el sistema de recompensa vy la respuesta al estrés (Lisieski Y cols., 2018).
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La actividad del HPA regula la cascada hormonal durante la respuesta al estrés, la
informacion sensorial llega al talamo, y sigue su curso hacia la amigdala basolaterial
donde se procesa y pasa a la amigdala central, esta tiene proyecciones al
hipotalamo, el cual se encarga de la liberacién de la hormona corticotrofina (CTR),
en la region paraventricular hipotalamica (PVN) desencadenando la liberacién de
adrenocorticotrofina (ACTH), por parte de las células pituitarias de la hipdfisis, que
a su vez estimula a la corteza adrenal para la liberacion de COT, a torrente
sanguineo desde donde se distribuye a diferentes tejidos (Lisieski y cols., 2018).

La secrecion de glucocorticoides es un proceso altamente regulado, en el cual ante
una concentracion exacerbada de COT se genera una respuesta de
retroalimentacion negativa, tanto en la glandula adrenal como en regiones
neuronales, que reprime al eje, permitiendo llevar la concentracion de
glucocorticoides a niveles basales de manera muy rapida, 5-10 min (Blanchard y
cols ., 2008 p.457).Si bien la actividad deje eje HPA suele verse relacionada con la
respuesta al estrés, también participa en los procesos de regulaciéon circadiana, y
se expresa ante actividad fisica demandante, ante una infeccidon o un estado de

hipoglicemia (Blanchard y cols ., 2008 p.457).

En modelos experimentales como lo son la rata y el ratbn se encuentra bien
caracterizada la participacion del eje HPA por medio de la excrecién de CRH en
pruebas de ansiedad (Campos y cols., 2013), sin embargo, en el caso de los seres
humanos, se han reportado resultados variables especialmente tratandose de
estresores psicoldgicos (Hellhammery Wade, 1993), los ambientes novedosos o la
expresion de ansiedad a interacciones sociales por su parte, se muestran mas
persistentes en la activacion del eje HPA, reportandose que ambientes en los que
los sujetos carecen del control de las situaciones, y se ven expuestos a la evaluacién
de otras personas, detonan la secreciéon de CRH (Mason, 1968., Dickerson y
Kemeny, 2004).
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Fig 1. Eje HPA. El PVN, estimula a la hipdfisis a través de la liberacion de CRH,

provocando la liberacién de ACTH que estimula a las células adrenales para la
liberacion del COT a torrente sanguineo permitiendo su distribucién por diferentes
tejidos, como parte de los mecanismos de regulacion negativa del eje un aumento
en la concentracion de COT permite la inhibicidon de la actividad de eje, tanto de la
hipdficiario como hipotalamico, ya sea a través de la AM o de forma directa.
Modificado de Blanchard y cols., (2008).

La amigdala es una de las regiones mas importantes dentro de los procesos
relacionados con el estado emocional, se considera como un area clave en el
procesamiento emocional, en el desarrollo del aprendizaje y regulacion del miedo.
Si bien la AM se compone por 12 nucleos la informacion sensorial es recibida por la
amigdala basolateral (BLA), region clave para el aprendizaje asociativo al miedo, a
través de vias glutamatérgicas provenientes de la corteza sensorial, a través tanto
de la region talamica como de la capsula externa, posteriormente la informacion es

enviada a amigdala central (CeAM) la cual regula la reaccion conductual al miedo
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(Walker y cols., 2003). La AM representa un punto angular en la respuesta al estrés
y al miedo, ya que tiene interaccién tanto con el eje HPA, como con el eje
noradrenérgico, presentando una actividad anormal en pacientes con ansiedad. Se
sabe que la estimulacion de la AM desencadena la activacion del eje HPA tanto en
roedores como en humanos (Rubin y cols., 1966; Van de Kar and Blair., 1999),
aumentando de ese modo la secrecién de cortisol en los seres humanos, y
corticosterona en roedores (Maniji et al., 2001); a su ves la administracion de CRH
aumenta la activacion de la AM (Sved et al.,, 2002) evidenciando la estrecha
regulacion bidireccional que tiene con el eje HPA. La amigdala también se comunica
con otras regiones como el area gris periaqueductal, desencadenando la respuesta
de huida, el LC promoviendo la actividad del eje noredrenérgico y el estado de hiper

alerta, y el raphe dorsal (Walker y cols., 2003).

La corteza prefrontal (CP) comprende un area grande en el I6bulo frontal, entre sus
funciones destaca su participacion en la toma de decisiones, la atencién, la memoria
de trabajo y la regulacion emocional. La comunicacion AM CP es una de las mas
importantes en la regulacion emociona, proponiendoce la regulacion de la actividad
de la AM por parte de la CPIl, y se ha demostrado una disrupcion en esta

comunicacion en pacientes con TAG, TEPT (Blanchard y cols ., 2008 p.459).

En la respuesta ante la exposicion a estresores el eje HPA se cordina junto con el
eje noradrenérgico, a través de la actividad de la CRH a nivel neuronal, modulando
diversas respuestas conductuales como un decremento en la actividad sexual, el
suefo, apetito, la actividad exploratoria, la actividad locomotora y un aumento en el
estado de alerta (Dunn y Berridge, 1990). Se ha demostrado el papel que
desempena el locus cerulius en la respuesta al estrés, por medio de la actividad de
la CRH el LC media la activacion de el estado de hiper alerta en la ansiedad,
(Valentino et al ., 2005). Estudios en roedores han demostrado que la activacion del
sistema noradrenérgico genera la secrecion de CRH mediante la interaccién entre
el LC y el PVN, y por tanto la activaciéon del eje HPA.

Mc Ewen., (1995) por medio del estudio de los niveles de ARNm de la tirosina

hidroxilasa en el LC, después de la adrenalectomia; comprobd un decremento en
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su expresiéon, demostrando une efecto de retroalimentacion negativa por parte del
eje HPA sobre el eje noeradrenérgico; y de igual forma demostré que seguido de la
liberacion de cortisol a torrente sanguineo se presenta un decremento en la
actividad general del SNC reforzando sus hallazgos previos.

La respuesta tanto del LC como del eje HPA, se presenta tanto en la ansiedad
patolégica como en la no patoldgica, teniendo mayor activacion del LC en individuos
con TDAs (Young et al., 2005). Estudios enfocados en el andlisis del estado
conmorbil de los TDAs y la depresioén, describen una disrupcién en la interaccion
entre ambos ejes, HPA y noradrenérgico con una actividad anormal de la amigdala.
En el caso de la depresion se presenta una mayor actividad del eje HPA sin una
hiperexitabilidad del eje noradrenérgico, sin embargo, en comorbilidad con la
ansiedad se presenta una mayor actividad de ambos circuitos; indicando una
correlacién estrecha entre los estados de animo y ansiedad en cuanto a su

componente fisiolégico ( Brown et al., 1994; Frank et al., 1994;).

2.4 Neuroquimica y farmacologia de la ansiedad

Durante la respuesta al estrés participan muchas regiones y circuitos neuronales,
en los cuales actuan diversos tipos de neuronas, y por tanto, se han descrito
multiples factores neuroquimicos que de alguna manera tienen un papel en el
desarrollo de ansiedad, aun cuando resulta difuso si la diferencia en la expresion y
concentracion de estos elementos es causa o consecuencia del desarrollo de
ansiedad, dando como resultado el desarrollo de una variedad de farmacos con una
amplia diversidad de mecanismos de accion.

Los primeros farmacos ansioliticos en surgir al mercado fueron los barbituricos,
introducidos en 1903 con el barbital, sin embargo, a pesar de ser efectivos en el
tratamiento de la ansiedad, también se identifico su toxicidad y otros efectos lesivos
ocasionados por el tratamiento con barbituricos, entre los que se incluyen el
desarrollo de dependencia y la recurrencia del abuso en el consumo de estos
(Blanchard y cols ., 2008 p.224).
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Anos mas tarde las benzodiacepinas vieron la luz al mercado de los ansioliticos con
la salida del diazepam, del mismo modo que los barbituricos las benzodiacepinas
actuan sobre los receptores inotrépicos GABAa, teniendo un efecto rapido
comparado con otros ansioliticos, y a pesar de que en la actualidad siguen siendo
muy recurridos en el tratamiento farmacolégico de la ansiedad, en especial al
presentarse ataques de panico, su uso se encuentra restringido y condicionado a
algunos casos, en especial al presentarse ataques de panico, ya que también
generan dependencia, ademas de alta incidencia en su abuso y se relacionan con
sintomas de aletargamiento, disrupcion del sueio que en general pueden afectar el
rendimiento laboral y personal (Blanchard y cols ., 2008 p.227).

Los receptores GABAa se conforman como pentameros compuestos por
subunidades de diferentes familias de proteinas, dos subunidades alpha, dos
subunidades beta y una subunidad gama, la activacion de este receptor aumenta la
permeabilidad del canal idnico permitiendo la entrada de Cl, de modo que ante la
entrada de estos iones, disminuye el potencial de accidén de la célula generando la
hiperpolarizacion inhibiendo la actividad celular (Chua y cols., 2017), las
benzodiacepinas actuan de forma alostérica en estos receptores teniendo su sitio
de unién entre las subunidades alpha (1,2,3 y 5) y gama, la actividad de estos
farmacos facilita la actividad de GABA aumentando su afinidad al receptor y
aumentando la frecuencia en la apertura de los canales (Fedotova y cols., 2017).
Dada la distribucién de estos receptores, se expresan en regiones importantes que
permiten la modulacion de las respuestas ansiosas, por ejemplo, se tiene una alta
prevalencia de estos receptores expresando la subunidad alpha2 en regiones del
sistema limbico, la subunidad alpha5 se expresa principalmente en células del HC,
y la subunidad alpha3 en neuronas monoaminérgicas (Blanchard y cols ., 2008
p.229).

La serotonina es una de las monoaminas de mayor prevalencia y participacién tanto
al nivel del SNC como periférico, regulando diferentes procesos fisioldgicos, como
el ciclo circadiano, el suefo, el apetito, el procesamiento de la respuesta motora y

los estados de animo, por ejemplo, por lo tanto, el sistema serotoninérgico es uno
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de los mas estudiados al tratarse de desordenes mentales, como la depresién y la
ansiedad (Zmudzka y cols., 2018). A nivel del SNC las neuronas serotoninérgicas
se encuentran mayormente distribuidas en los nucleos de raphe dorsal y medial, el
hipocampo, el cuerpo estriado.

Desde la teoria postulada por Coppen (1967), a través de su analisis del efecto de
farmacos que actuan sobre sistemas monoaminérgicos, se establecio la relacion
entre la concentracion de serotonina y la depresién, farmacos que incrementan la
concentracion de serotonina tienen un efecto antidepresivo, del mismo modo a
través del estudio de pruebas de confrontamiento se establecié la relacidon entre el
sistema serotoninérgico y la ansiedad, Graeff y Schoenfeld (1970)., demostraron
que el acido bromolisérgico, un agonista no selectivo a los receptores de 5-HT,
genera una disminucién en las respuestas ansiosas en ratas ante la exposicion a
choques eléctricos. Dentro de los sistemas de respuesta al estrés, se observa la
participacion de neuronas serotoninérgicas en la interaccion entre el raphe dorsal,
la CP y la AM, de modo que dichas neuronas participan en la interaccion entre
ambos sistemas noradrenérgico y el eje HPA, principalmente a través de sus
proyecciones en la AM (Blanchard y cols ., 2008 p. 458).

El uso de los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina en el tratamiento
de la depresion y ansiedad sent6é una de la bases mas solidas para el estudio del
papel de la serotonina en el desarrollo de ambas patologias; el incremento de la
concentracion de serotonina en el espacio sinaptico, ha demostrado generar la
represion de las conductas ansiosas, ello en individuos adultos, ya que la
administracion de algunos SSRIs se encuentra contraindicada en infantes actuando
como ansiogénicos, (Lochman y Richardson., 2018).

Los SSRIs incrementan la concentracién extracelular de la serotonina a través del
bloqueo del transportador SERT localizado en las terminaciones nerviosas
sinapticas (Kroeze y cols., 2012), dicho incremento se presenta en diversas
regiones neuronales, y de ha demostrado mediante estudios utilizando micro dialisis
seguida de estudios con HPLC (Bel y Artigas., 1993).

Los SSRIs fueron los primeros farmacos psicotropicos disenados de forma racional,

con la aplicacién de técnicas invitro para el estudio de su afinidad selectiva por su
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receptor (Perskorn.y Stanga., 2004), dando como resultado la salida a la venta del
primer SSRI, la fluxetina en 1987, y desde entonces los SSRIs se han convertido en
los antidepresivos y algunos de los medicamentos mas utilizados en el tratamiento
de TDAs (Lochman y Richardson., 2018). Al tratarse de farmacos cuyo principal
objetivo es normalizar la concentracion de serotonina y debido a su mecanismo de
accion, los efectos sobre la ansiedad se presentan a través del tratamiento cronico,
alcanzandose valores normales de serotonina a partir de las 2 semanas de
tratamiento (Lochman y Richardson., 2018).

Entre los efectos secundarios reportados ante el consumo de SSRIs, se encuentran
dolores de cabeza y mareos recurrentes, perdida del control de esfinteres en la
evacuacion, ansiedad en grupos sensibles al tratamiento, insomnio u somnolencia,
nauseas y con menor frecuencia como anorgasmia y dificultad para alcanzar la
eyaculaciéon, presentandose los problemas de disfuncién sexual ya avanzado el
tratamiento. Estos efectos dependen de la sensibilidad de cada paciente, asi como
de la dosis, en algunos casos bastando la reduccion de esta suficiente para evitar
dichos efectos, sin embargo, en algunos casos se requiere de suspender el

consumo de estos psicotropicos (Perskorn.y Stanga., 2004).

De los 14 subtipos de receptores serotoninérgicos los receptores 5-HT1A son de los
mas estudiados en lo que a ansiedad respecta, cuyo gen en el caso de los seres
humanos se localiza en el cromosoma 5q11.1-q13, que codifica para una proteina
de 421 aminoacidos; en cuanto a los modelos murinos la estructura proteica
corresponde también a 421 aminoacidos en el caso de los ratones y a 422 para el
caso de las ratas (Boess y cols., 1994). Se trata de receptores metabotropicos
acoplados a proteinas Gi/0, controlando diversas sefales intracelulares, como la
activaciéon de canales de potasio, la inactivacion de canales de calcio, y la inhibicion
de formacion de cAMP; (Garcia y cols., 2014); subdivididos en dos poblaciénes
principales, los autoreceptores y los héteroreceptores. Los autoreceptores 5-HT1A
se expresan principalmente en las células serotoninérgicas de los nucleos de raphe,
en regiones limbicas y corticales, y se encuentra tanto en el soma como en las

dendritas, relacionandose con la regulacion de funciones cognitivas (Hjorth y cols.,
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2000). Su actividad hiperpolarisa a las células, reduce su actividad de disparo, y
reduce la liberacién de serotonina (Chen y cols., 1996); a través de este mecanismo
la serotonina actua suprimiendo la transmision neuronal (Zmudzka y cols., 2018).
Por su parte los heteroreceptores 5-HT1A se encuentran expresados en su mayoria
en el sistema limbico en los axones de células colinérgicas y gabaérgicas, se
asocian con la regulacién emocional y funciones cognitivas (Popova y cols., 2013).
Se ha visto que estos receptores regulan la liberacion de otros neurotransmisores,
como acetilcolina en el septum medial, glutamato en la corteza prefrontal y
dopamina en la VTA (Zmudzka y cols., 2018).

Garcia y colaboradores (2017)., demostraron que, para la apariciéon de efectos
ansioliticos seguido de la estimulacién optogenética, es necesaria la activacion de
los receptores 5-HT1A de la region dorsal del nucleo estriado.

Los agonistas de los receptores 5-HT1A como su nombre lo indica potencian su
funcién, pueden clasificarse en dos subtipos, como agonistas totales como es el
caso de 8-Hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina (8-OH-DPAT), uno de los agonistas
totales mas estudiados, y agonistas parciales como lo es su enantiomero L, o la
familia de las azaspironas, que comprende a la tandospirona, la buspirona,
ipsapirona y la gepirona (Huang y cols., 2017); en ambos casos se ha demostrado
que este tipo de compuestos tienen efectos ansioliticos y antidepresivos, la
buspirona ya se ha empleado como un farmaco ansiolitico en seres humanos y, al
igual que el 8-OH-DPAT vy las demas azapironas, ha demostrado reducir las
conductas ansiosas en roedores, de forma dosis dependiente (Berl., 1995.,
Nishitsuji y cols., 2004), por ejemplo se ha demostrado que en dosis bajas, el uso
de agonistas parciales de los receptores 5-HT1A incrementan el consumo de
alcohol en monos y ratas, mientras que a dosis altas lo reducen (McKenzie y
Miczek., 2003). A pesar de que se ha demostrado su efectividad los agonistas
totales tienen una pequefia ventana dosis efecto en la cual pueden pasar a tener un
efecto ansiogénico y desencadenar efectos secundarios como temblor, mareos,
ataxia e incluso perdida de la conciencia, por su parte los agonistas parciales
mencionados, si bien resultan mas seguros, requieren de concentraciones mas

altas y también comparten los efectos secundarios ocasionados por los agonistas
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totales al pasar cierto humbral de dosis respuesta (Collinson y cols., 1997).
Depoortere y cols., 2019).

Se ha encontrado que algunos alcoholes aromaticos como los alcohdles inddlicos
presentan actividad agonista para los receptores 5-HT1A, compuestos como el
pindolol y el linalool han demostrado tener efectos ansioliticos, en especial al
combinarse con dosis bajas agonistas parciales de mayor afinidad, prolongando su
efecto asiolitico, y permitiendo reducir el riesgo de efectos secundarios (Silveira y
cols., 1995. Harada y cols., 2018).

2.5 Modelos en el estudio de la ansiedad

2.5.1 Modelos Animales

Los modelos animales son recursos experimentales que permiten el estudio del
funcionamiento fisioldgico en un estado de salud o emular diversas enfermedades
humanas, permitiendo el crecimiento en el avance tecnoldgico y cientifico, y creando
nuevas perspectivas, especialmente cuando las condiciones experimentales son
dificiles o imposibles de realizar en sistemas celulares aislados o en seres humanos
(Blanchard y cols ., 2008 p.11).

Desde las primeras observaciones realizadas por Charles Darwin, se ha
desarrollado el concepto de la preservacion filogenética de la expresion emocional
entre especies(Lezak y cols., 2017), si bien existen aspectos de la ansiedad que no
pueden evaluarse en modelos animales, tales como los pensamientos intrusivos o
sentimientos como la culpa y otros parametros psicolégicos, los modelos animales
permiten emular condiciones especificas para la evaluacion de la reactividad
emocional a través de la conducta en sujetos no humanos, asi como la evaluacion
de las respuestas fisioldgicas a estresores e inclusive cambios anatémicos(Lorenz
y Vargas., 2011).

Lo principal a tomar en cuenta al proponer un modelo animal es su validez, un
modelo ideal deberia de cumplir tanto con validez predictiva, validez de constructo
y validez aparente (Blanchard y cols ., 2008 p.15; Lezak y cols., 2017. Harro y cols.,

2018). La validez predictiva se refiere a la capacidad que otorga el modelo de poder
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predecir descubrimientos futuros, generar nuevas hipotesis a partir de la
implementacion del modelo, siendo el factor de mayor importancia, si el modelo
carece de validez predictiva, el modelo es invalido. Por su parte la validez aparente
se enfoca en los aspectos a evaluarse y ser medidos en el modelo, de que forma
emula, o se asemeja a los percibido en los seres humanos, si existe un valor
equivalente entre el modelo animal y lo percibido en la patologia vista en personas;
siendo la validez aparente la que en muchos modelos es dificil de establecer, en
especial tratandose de enfermedades mentales en donde no es posible evaluar el
componente psicolégico en modelos animales. La validez de constructo se enfoca
en las bases tedricas sobre las que el modelo se sustenta, y si el modelo permite
generar nuevas perspectivas tedricas a partir de los resultados obtenidos con su
aplicacién (Blanchard y cols ., 2008 p. 16-17). Si bien los modelos animales no
necesariamente cumplen con la validez aparente y de costructo para ser utiles,
ambos tipos de validez son deseables, y los modelos animales que las cumplen
poseen mayor versatilidad para su aplicacion y la generacion de conocimiento
(Lorenz y Vargas., 2011).

Tomando en cuenta que aspectos hacen a un modelo valido, la seleccién del
modelo debe de tomar en cuenta de facto la validez de prediccion y tener una validez
de constructo solida, ademas de que es importante definir la patologia que se busca
estudiar en el modelo; la validez aparente depende entonces de que el modelo
seleccionado sea acorde a las condiciones que se desean evaluar; en el caso de la
ansiedad es importante tomar en cuenta que aspectos se buscan emular, si se trata
de un TDA en especifico, es deseable que existan condiciones y factores
equivalentes a la patologia en seres humanos.

Un ejemplo es el caso del protocolo de estrés prolongado de evento unico (EPEU),
el cual se trata de un modelo de estudio de el TEPT; este modelo se basa en la
exposicion de los roedores a diferentes estresores de manera continua, primero se
somete al sujeto a 2h de restriccion de movimiento, seguido de 20 min de nado
forzado, 5 min de recuperacién y finalmente sometiendo a los individuos a la
perdida de conciencia mediante el uso de vapor de éter; este modelo permite

entonces evaluar distintos signos clasicos del TEPT, hiper-reactividad a los
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estimulos relacionados con el trauma, disrupcion del siclo circadiano, y una
respuesta exagerada ante otros estresores; de igual forma se desarrollan las
condiciones fisiologicas clasicas de la ansiedad, un aumento en COT, NR,
disminucién en la concentraciéon de 5-HT en la zona pre sinaptica, tratandose de un
modelo con validez predictiva, de constructo y apariencia, fallando unicamente en
la evaluacion de los componentes psicoldgico clasicos del TEPT, pesadillas
recurrentes y pensamientos intrusivos (Lisieski y cols., 2018), los cuales no pueden
validarse en modelos animales, de igual forma existen otros protocolos enfocados
a evaluar el efecto de la exposicidn a estresores en condiciones muy especificas,
como lo es la exposicion a eventos aversivos en el periodo post natal, como es la
separacién de la madre, o la exposicion a cambios bruscos de temperatura, (Lezak
y cols., 2017) estos modelos pretenden evaluar los efectos fisioldégicos de la
experimentacion del trauma en la infancia ya que se han relacionado con el
desarrollo de TDAs y depresion (Raskin y cols., 1982).

Una de las formas en que se pueden clasificar los modelos animales para el estudio
de la ansiedad, es si las conductas evaluadas son condicionadas o no
condicionadas.

Los modelos animales no condicionados empleados para el estudio de |la ansiedad,
se basan en las caracteristicas intrinsecas de la prueba, sin incorporar efectores
negativos o positivos externos que generen el condicionamiento del animal, en su
mayoria se basan en la exposicion de los sujetos de pruebas a ambientes
novedosos (Campos y cols., 2013).

Uno de los modelos animales mas ampliamente utilizados es el laberinto en cruz
elevado (LCE); propuesto en 1984 por Handley y Mithani, basandose en el
laberinto en Y de Montgomery (1955), consiste en un laberinto con dos brazos
abiertos y dos brazos cerrados suspendidos del suelo, la prueba se basa en la toma
de decision de los roedores ante un ambiente novedoso, teniendo dos posibles
elecciones, la exploracién de los brazos cerrados o descubiertos, teniendo dos
componentes, la exploracién y la predisposicion de los roedores a la tigmotaxis por
los lugares cerrados y obscuros, ya que este tipo de conductas se enfocan en la

evasion de lugares descubiertos, en los cuales resultan un blanco evidente para los
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depredadores. En el LCE se asocia el tiempo de estancia en los brazos abiertos con
un como una conducta que denota menor ansiedad, mientras que se determina a
los brazos cerrados como un area ansiolitica, preferida por individuos ansiosos
(Walfy Fyre., 2013). La prueba de LCE ha demostrado ser util para evaluar el efecto
ansiolitico y ansiogénico de diferentes farmacos, la administracién de BDZ genera
un incremento en la permanencia en los brazos abiertos, y por su parte anciogénicos
como la picrotoxina generan el efecto opuesto. El laberinto en cero tiene las mismas
bases, se trata de un laberinto en forma de elipse, elevado, que posee dos areas
descubiertas y dos cerradas, a diferencia del LCE este no posee un area central,
por lo que evita el tiempo “muerto” obligando al sujeto a la eleccién obligada, la

permanencia en un area cerrada o un area descubierta (Campos y cols., 2013).

Otra de las pruebas mas recurridas es la prueba de campo abierto, que consiste en
una arena amplia mas grande que la caja donde el animal suele vivir, siendo un
lugar novedoso, en la cudl los roedores se encuentran expuestos, resulta una
herramienta util para evaluar la exploracion, la ansiedad, a través de la prueba de
reconocimiento de objetos la memoria, entre otros estudios. En el caso del estudio
de la ansiedad, el campo abierto evalua el tiempo de permanencia en el centro y la
tigmotaxis como principales factores para determinar la conducta ansiosa de un
roedor; al igual que el caso del LCE, se evalua la aversién por sitios expuestos, la
prueba suele tener una duracion de 5 a 20 minutos, ademas de su estancia en el
centro o la periferia de la arena, en la prueba se suelen evaluar conductas
estereotipadas relacionadas con la ansiedad como la inmovilidad, el aseo e incluso

el numero de micciones y bolos fecales (Harro., 2018).

Otra de las pruebas mas utilizadas basada en la preferencia por lugares cerrados y
obscuros es la caja luz obscuridad, esta prueba consiste en dos compartimentos
diferentes unidos por una unica entrada, uno se encuentra obscuro, mientras que el
otro es un compartimiento iluminado donde el animal se ve expuesto; de esta forma

se evalla la permanencia y numero de entradas a cada compartimiento,
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considerando la permanencia y entradas al iluminado como un indicador de la

reduccion de la ansiedad, o una conducta poco ansiosa (Lezak y cols., 2017).

Diferente a las pruebas que utilizan la aversion natural por los roedores a lugares
abiertos, la prueba de enterramiento defensivo, presenta un estimulo aversivo no
condicionado, esta prueba dura 15 minutos y se introduce un elemento nuevo en
una arena de dimensiones similares a la caja donde habita el roedor, el roedor se
encuentra habituado al ambiente y se le presenta un objeto novedoso, un electrodo
de 6 cm que genera una descarga eléctrica moderada al tocarlo, al recibir el choque
eléctrico el roedor reacciona enterrando el electrodo, en esta prueba se observa el
tiempo utilizado en el enterramiento del objeto aversivo, el nUumero de contactos con
el electrodo, intentos de escape e inmovilidad; se ha demostrado que compuestos
ansioliticos generan un decremento en el tiempo que emplea el sujeto en enterrar
el electrodo, ademas de incrementar el numero de contactos con este (Blanchard y
cols ., 2008 p. 21-22).

Los modelos animales condicionados por su parte se basan en la evaluacion de
respuestas especificas a un estimulo determinado, ya sea positivo o aversivo que
en muchos casos es un choque eléctrico. En este tipo de pruebas se requiere del
entrenamiento de los sujetos, ademas de que el disefio experimental muchas veces
involucra muchos grupos de sujetos control, esto para poder centrarse en el estudio
de la ansiedad y poder descartar factores como la memoria o el aprendizaje. Estos
modelos se dividen a su vez en dos tipos, el condicionamiento clasico o pabloviano
y el condicionamiento no pabloviano u operante; el primero requiere de la asociacion
del estimulo neutro con un evento aversivo, de modo que al retirar el estimulo
aversivo el neutro es capaz de generar la respuesta. El condicionamiento operante
se encuentra principalmente en las pruebas de evitacion,

Del mismo modo destaca el uso de modelos murinos con caracteristicas
particulares, que permiten el estudio con mayor profundidad de los mecanismos que
intervienen en el desarrollo y la disipacion de la ansiedad, desarrollando modelos

principalmente de ratones Knock out y Knock down, a proteinas especificas, como
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lo es el caso de los receptores serotoninérgicos 5-HT1A y 5-HT2A, o modelos
knpock down parael estudio del papel de la encima MAOI.

De igual forma existen modelos animales cuya obtencién se ha dado a través de la
seleccion artificial, buscando la obtencion de subpoblaciénes que varian en uno o
mas aspectors fenotipicos relacionados con la ansiedad, como lo son las ratas
Roman LAB (low avoidance ) y HAB (high avoidance), seleccionadas por su
conducta en el LCE (Kulikov y cols., 1995).

2.5.3 Estudio de la ansiedad en modelos humanos.

Los modelos humanos empleados para el estudio de la ansiedad, tienen como
principal objetivo evaluar factores que no pueden medirse en los modelos animales,
ademas de que en muchos casos las conductas observadas en los modelos
animales no siempre son relacionables con lo observado en patologias humanas.
En contraste los modelos humanos se ven limitados por factores éticos, y muchas
veces se en focan en estudios clinicos y de ciencia basica sobre la ansiedad. Los
modelos humanos pueden clasidficarse en dos tipos, aquellos que generan
ansiedad a través de estimulos psicoldgicos; en ambos casos se genera un estado
de ansiedad controlado en los sujetos (Siepman y Joraschky., 2007).

En el caso de estos modelos requieren de cumplir con los parametros de seguridad,
las pruebas no deben afectar el estado de salud del sujeto, ademas de que los
efectos probocados por la prueba deben ser temporarios; el modelo debe ser
reproducible; los efectos observados en las pruebas deben poder descriminarse de
aquellos que no tienen relacién con la prueba por si misma,y que mas bien, pueden
atribuirse a factores externos como experiencias del sujeto, su estado de salud o
contacto con factores que pueden interferir con el ensayo; para este caso la
seleccién de los sujetos de prueba deben pasar por varios filtros. Este tipo de
modelos también deben contar con validez clinica, es decir, relacionada con la
validez de constructo, el modelo debe contar con bases de estudio previas muchas
veces provenientes de en ensayos con modelos animales, como lo es en el estudio
de farmacos (Blanchard y cols ., 2008. P. 414).
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Un ejemplo de modelo en el cuél el estimulo es a través de factores psicoldgicos,
es la prueba de estrés social de Trier; la cual ha sido ampliamente usada para
evaluar diversos aspectos fisiolégicos, principalmente las respuestas endocrinas
ante una situacion de estrés; la prueba tiene lugar entre las 9 am y la 1pm, o de 4pm
a 7pm, debido a la variacion natural de los valores hormonales durante el dia; la
prueba requiere de sujetos sanos, voluntarios de la misma edad + 3 anos; los
sujetos deben cumplir una serie de tareas mientras son evaluados, con el tiempo y
recursos limitados; la presion social ejercida por la evaluacidon genera un estado de
ansiedad, y pasada la prueba a distintos tiempos se toman muestras de orina y
sangre para evaluar principalmente, la concentracion de glucocorticoides y

noradrenérgicos (Kirschbaunm y cols ., 1993).

Existen muchos modelos basados en la administracion de componenetes quimicos
para el estudio de la ansiedad, el confrontamiento con dexametasona, por ejemplo,
se a empledado para comparar la respuésta de recuperacion del eje HPA de
pacientes con diferentes TDAs contra controles sanos. Otro ejemplo es la
administracion de lactato de sodio o dioxido de carbono, para inducir sintomas
similares a los presentes en el PD, en el caso del dioxido de carbono, se ha
demostrado que en personas con PD o con alta sencivilidad se desencadenan
sintomas de ansiedad, mientras que en los controles sanos esto no ocurre; por su
parte la administracion de lactato genera ansiedad en pocas personas
pertenecientes al grupo control, mientras que pacientes con TDAs se muestran mas

sencibles (Siepman y Joraschky., 2007).

3.Antecedentes

3.1 Sublineas de alto y bajo bostezo

Las sublineas de alto bostezo (High yawning; HY), y bajo bostezo (Low yawning;

LY) fueron obtenidas en las instalaciones del instituto de fisiologia de la Benemérita
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Universidad Autonoma de Puebla, a través de un proceso de seleccion artificial, por
medio del cruce endogamico de ratas de la cepa Sprague Dawley. El proceso de
seleccién para el cruce selectivo y la obtencion de la sublinea HY, se suscit6 al
identificar a un macho de dos meses de edad que presentd un total de 22 bostezos
por hora de forma espontanea; de esta forma se realizé el cruce con una de sus
hermanas obteniendo la F1, sin embargo la descendencia no presentd el fenotipo
deseado, probablemente al tratarse de un caracter recesivo, fue entonces que se
tomoé la decision de cruzar al macho de alto bostezo con una de sus descendientes
F1, y se siguidé con la seleccién a través del cruzamiento entre hermanos (Urba-
Holmgrem y cols., 1990). Por su parte la sublinea LY surgié de una forma similar,
en ese caso se realizé la seleccion de individuos de la cepa SD que presentaran
menos de 5 bostezos por hora. Urba-Holgrem y cols., (1990) describen que las
diferencias significativas en la frecuencia de bostezo entre ambas sublineas
surgieron en la F3; caracterizandose por una media de 20 bostezos por hora para

las HY, y 2 bostezos por hora las LY.

Tratdndose de un proceso de seleccion realizado por la cruza entre organismos
emparentados, fue de esperarse que los procesos de recombinacién gendmica
dieran origen a sublineas con mutaciones poligenéticas. Ambas sublineas de ratas
no difieren unicamente en cuanto al bostezo, a lo largo de los afios se ha
demostrado que existen diferencias en varias conductas estereotipadas, la
conducta materna, sexual y el aseo se presentan de forma diferente entre las ratas
HY y LY.

Se ha demostrado que las ratas de alto bostezo son mas activas y presentan menor
reactividad emocional ante un ambiente novedoso o estresante, por su parte las
ratas de bajo bostezo resultan ser menos resilientes y tener mayor frecuencia en
conductas ansiosas y relacionadas con la depresién (Moyaho y cols ., 1995).

De igual forma ambas sublineas de ratas presentan una respuesta diferente a los
tratamientos farmacolégicos, Urba-Holgrem y cols., en 1993 demuestran que el

tratamiento con farmacos dopaminérgicos y colinérgicos, generan un efecto
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diferente sobre las conductas de aseo y de bostezo en las ratas HY y LY,
atribuyendo la diferencia a una variacién en la activacion de los receptores D1, D2
y D3, suposicion que fue evaluada por Eguibar y colaboradores (2003)., en donde
las diferencias en la conducta de aseo son consecuencia de la activacion del
receptor D2; demostrando que hay una diferencia en el funcionamiento del sistema
dopaminérgico entre ambas sublineas.

En trabajos previos se ha demostrado que los machos LY, tienden a tener menor
incidencia en entrar a los brazos abiertos en el LCE, con respecto a los machos de
la sublinea HY, los cuales permanecen mas tiempo en los brazos abiertos del
laberinto, entran en menos ocasiones y permanecen un menor tiempo en los brazos
cerrados que los machos LY. En cuanto a la exploracion por los bordes de los
brazos abiertos, son los machos LY los que presentan mayor tendencia a realizar
este comportamiento (Eguibar y cols ., datos no publicados). Del mismo modo al
someter a las ratas LY y HY a restriccion de movimiento, midiendo sus niveles de
corticosterona, se determiné que las ratas LY presentan un pico de mayor amplitud
que las ratas HY, sin embargo, la reduccioén en la concentracion de la hormona se

da de forma mas rapida en las ratas de bajo bostezo que en las HY (Uribe., 2010)

3.2 Triptofol

El triptofol (TrpOH) es un alcohol aromatico conformado por un grupo indol enlazado
a un grupo etilo, de forma natural se encuentra en bajas concentraciones en
productos no destilados de la fermentacién alcohdlica, como subproducto del
catabolismo de las levaduras a través de la via descrita por Ehrlich (Eden y cols.,
2001), en procesos fermentativos el TrpOH actua como un regulador de crecimiento,
permitiendo modular el “quorum sensing” de las levaduras (Nedervelde y Benvenisty.,
2001., Albuquerque and Casadevall., 2012) .

Del mismo modo se dispone como un metabolito secundario en la via metabdlica

de la serotonina en mamiferos, a partir de la conversion de la serotonina por la MAO-
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A en acetaldehido de hidroxi-indol, el cual a su ves por una reductasa es convertido
en triptofol.

Diversos trabajos se han focalizado en sus efectos bioldgicos siendo un compuesto
con propiedades somniferas; el TrpOH se identificado como un responsable de los
sintomas presentados en tripanosomiasis, ademas de actuar en la termorregulacion
(Seed y cols., 1977), del mismo modo ambas propiedades se han estudiado en
modelos murinos por ejemplo, Richard y cols., (1977) realizaron un estudio sobre
sus efectos sedantes en ratones, ademas de evaluar su efecto sobre la temperatura,
por medio de la administracion IP del compuesto.

Sin embargo, el punto de interés en el presente caso se cifie sobre su intervencién
en el sistema serotoninérgico, Conford y colaboradores (1979)., demostraron la
prevalencia del compuesto en vias serotoninérgicas. Se ha sefialado al TrpOH
como un agonista parcial del receptor 5-HT1A (Chidlow y cols., 1995), y aun cuando
no se han reportado muchas investigaciones al respecto, por su caracter como
agonista parcial de dicho receptor se propone que pudiera presentar un efecto

ansiolitico.

4. Justificacion

Los TDA son unos de los principales trastornos mentales en cuanto a prevalencia
tanto en México como a nivel mundial, aunado a ello representan un factor de riesgo
para la aparicién de otras enfermedades como la depresion, y dado que no todos
los pacientes responden de forma adecuada al tratamiento, surge la necesidad de
realizar estudios sobre el efecto de compuestos ansioliticos, en individuos con
propiedades fenotipicas diferentes. Por sus caracteristicas de respuesta al estrés,
y sus diferencias fenotipicas marcadas, las sublineas de alto bostezo (HY) y bajo

bostezo (LY), resultan ser un modelo util para este tipo de estudios.
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5.Hipétesis

Al existir un peso importante de las caracteristicas genéticas y epigenéticas sobre
el desarrollo de un trastorno de ansiedad, se obtendra una respuesta diferente por
parte de las ratas HY, LY y SD ante el tratamiento con ambos agonistas del receptor
5-HT1A; y dado que se ha comprobado la eficacia de este tipo de compuestos en el
tratamiento de la ansiedad, se obtendran resultados en los cuales exista una

repercusion en las conductas ansiosas de las sublineas HY, LY y de la cepa SD.

6.0bjetivos

6.1 objetivo general
Determinar si existen diferencias en la respuesta al tratamiento agudo con un

agonista del receptor del 5-HT1A, en la ansiedad de ratas LY, HY y SD macho, al

tratarse de individuos fenotipicamente diferentes.

6.2 Objetivos particulares

1. Determinar la dosis de triptofol en la cual las ratas HY, LY y SD presenten

menos ansiedad.
2. Determinar si hay una afectacion en las capacidades motoras de las ratas
HY, LY y SD al recibir tratamiento con ambos compuestos a las distintas

dosis.

3. Comparar los efectos de ambos compuestos sobre la ansiedad de las ratas
HY, LY y SD.
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7.Metodologia.

7.1Animales.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley (SD) y de las sublineas de
alto (HY) y bajo bostezo (LY), de una edad de 10 semanas (al realizarse los
experimentos); las cuales fueron criadas y se mantuvieron en el bioterio del
laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor, en el Instituto de
Fisiologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla; a una temperatura
de 22°C+ 2°C y una humedad relativa de entre el 35%-45%, provistas de agua
purificada y alimento at libitum. Los sujetos fueron trasladados al cuarto de pruebas
dos semanas antes de realizar el experimento, se realizé la observacion basal de
bostezo verificando que la frecuencia de cada sublinea correspondiera al fenotipo
(Un promedio de 20 bostezos por hora en las ratas de alto bostezo, de 2 bostezos
por h para las de bajo bostezo). Los individuos se dividieron de forma aleatoria de
acuerdo con el tratamiento y dosis , teniendo un grupo control para cada farmaco;
con una n=6 individuos de cada sublinea por grupo. Todas las pruebas y

tratamientos se realizaron de acuerdo con la NOM-062, respecto al uso de animales.

7.2Farmacos.

Los farmacos se obtuvieron de Sigma-Aldrich: 3-2(hidroxietil)indol (triptofol) T90301;
R-8-Hidroxi-2-(Dipropilamino)Tetralin-Hidrobromuro  (8-OH-DPAT) H8520. EI
triptofdl fue administrado IP 16h antes del experimento en un inicio a las dosis de
(50,100)mg/Kg en 1ml utilizando DMSO como vehiculo; el 8-OH-DPAT por su parte
fue administrado de forma subcutanea 20min antes del experimento, en un
principio a una dosis de 0.1mg/Kg en 1ml utilizando agua inyectable como vehiculo.
Del mismo modo se administraran los vehiculos bajo las mismas condiciones de

cada tratamiento correspondiente para los grupos controles.
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7.3Procedimiento.

La administracion del tratamiento con triptofol o DMSO (control), se realizé a las
19:00 pesandose el mismo dia, teniendo lugar la prueba de LCE 16h después, a las
11:00 del dia siguiente, sucedida por la prueba de ROTAROD entre 11:50 -12:30 .
Para comparar los efectos del TrpOH como agonista parcial del receptor 5-HT1A,
con un farmaco previamente estudiado, se decidié utilizar el 8-OH-DPAT, uno de
los farmacos agonistas del receptor 5-HT1A mas utilizados. Dada la rapida
metabolizacién del 8-OH-DPAT, se peso a los animales la mafana del experimento
y se administré 20min antes de las pruebas, las cuales se realizaron a las 11:00.
Todas las pruebas de conducta fueron video grabadas; posteriormente los videos
“The Observer XT v.12.0”

Windows.Todos los experimentos se realizaron en un cuarto de pruebas con una

para

fueron calificados utilizando el programa

temperatura de 22°C+ 2°C y una humedad relativa de entre el 35%-45%.

Administracién

REcepcion de
los animales

observacién de
bostezo basal.

Habituacién a la
prueba de
rotarod

Dia 14

de 8-OH-DPAT
15 min previo al
LEE. Dia
17

Administracién
de Triptofol o
DSMO 16h
previo a la
prueba
(19:00h).
Dia 16

ROTAROD (15-
20 min después
del LEE)

Dia 17

LEE con
duracién de 5
minutos (11:00)
Dial7

Fig 3. Procedimiento a lo largo del tiempo. En el diagrama se toma como dia 1,

cuando las ratas llegaron al cuarto de experimentacion.
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7.40bservacion de bostezo.

Al momento de la recepcién de los animales se realizé la observacién de bostezo
basal; teniendo los animales 2 meses de edad y realizandose de 9am con duracién
de 1h, con la finalidad de disminuir la variacion el bostezo por factores circadianos,
de acuerdo con el protocolo descrito por Holgrem y colaboradores (1985)., las ratas
se ubicaron de manera individual en un cristalizador de 190 mm de diametro y 100
mm de alto, con papel filtro en la base y con una cubierta de plexiglass dejando
1cm de apertura para ventilacidn, ubicando espejos a los laterales y detras con la
finalidad de eliminar, las observaciones se realizaron in vivo anotando los eventos
de aseo, las erecciones y los bostezos, sefialando el minuto en el que se realizaba
la conducta, realizando el conteo del numero de eventos de cada conducta. Los
individuos que no cumplieran con el fenotipo de bostezo acorde a la sublinea a la
que pertenecieran fueron descartados para los experimentos, siendo un minimo de
20 bostezos/h para la sublinea HY, un maximo de 5 bostezos para la sublinea LY,
y un maximo de 2 bostezos/h para los individuos de la cepa SD (de acuerdo con los
datos reportados en la literatura); con el fin de emplear unicamente a los individuos

con el fenotipo esperado.

7.5Laberinto en cruz elevado.

La prueba de laberinto en cruz elevado es uno de los estudios mas utilizados para
la evaluacion de la ansiedad, ( Arantes y cols ., 2013). Los cuales se disponen en
cruz (figura. 1), a una altura de 50cm. Durante la prueba se evaluan principalmente
el numero de entradas tanto a los brazos abiertos como a los cerrados, ademas del
tiempo total que el individuo permanece en cada uno de ellos, por 5 min que dura la
prueba, en dicha prueba también fueron contempladas conductas relacionadas a la
ansiedad como lo son, la conducta de aseo, eventos de inmovilidad, exploracion los

bordes de los brazos abiertos, y apoyos.
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Brazos abiertos

Brazis cerrados

Centro del
laberinto

Figura 4. Laberinto en cruz elevado. Los brazos cerrados del laberinto son el

espacio ansiolitico, los brazos abiertos representan el area ansiogénica.

Se realiz6 la prueba de LCE 16h después de la administracion del triptofol y 20min
después de la administracién del 8-OH-DPAT. La rata se coloco en el centro del
laberinto de frente a uno de los brazos cerrados, punto a partir del cual se utilizo un
temporizador para medir el tiempo de la prueba, la cual tuvo una duracién de 5 min
en cada caso. Se evaluo tanto el numero de entradas como la duracién de la
estancia tanto en los brazos abiertos como cerrados, la duracién de estancia en el
centro, la exploracion vertical comprendida por erguidos y apoyos, asi como
asomos por los bordes de los brazos abiertos; en caso de que el sujeto cayera del

laberinto se volvid a colocar desde el punto de la caida.
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7.6ROTAROD

La prueba de ROTA-ROD tiene como principal finalidad poder evaluar el efecto de
los farmacos sobre la capacidad motora, otorgando una aproximacion.El equipo
consta de un rodillo giratorio dividido en cuatro carriles, el animal se coloca sobre el
rodillo y se evalua su capacidad de permanecer en él, a través de la contabilizacién
del numero de caidas y la latencia de la primer caida. Este ensayo requiere del
aprendizaje del animal a permanecer sobre el rodillo giratorio, por eso es necesaria

la aclimatacion de los animales al aparato (Bohlen y cols ., 2004).

Figura 5. Rotarod. Se observa el aparato que consta de un rodillo giratorio dividido

en carriles, que permite evaluar la coordinacién motora.

Con respecto al rotarod se realizara la secién de habituacién dos dias antes del
experimento la cual ha de constar de tres rondas de 5 min, por dos rondas de 3 min
de descanso entre cada una; teniendo las primeras dos a una velocidad de 5rpm,
de modo que la tercera se realiz6 de igual forma que en la parte experimental,
configurando el equipo con un aumento progrecivo de la velocidad del rodillo
giratorio, tomando como inicio una velocidad de 5rpm, una velocidad de rampa de

10rpm hasta llegar a una velocidad maxima de 15 rpm, los animales subieron al
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aparato (Rota-Rod modelo 47750, Ugo basile ®) , por parejas asignadas de forma
aleatoria. El dia del experimento la prueba se realizé siempre entre las 11:50 y
12:30 tras concluir el experimento con el LCE, las ratas pasaron a la prueba por
parejas colocandolas en tam-dem, para evitar un contacto directo entre los

individuos, tratando siempre de no repetir pareja con respecto a la habituacion.

7.7Tratamiento estadistico.

Para determinar el efecto del triptofol en la prueba de LCE y ROTAROD, se hizo
uso de la prueba de analisis de varianza de dos vias (Two way ANOVA), tomando
como factores tanto la dosis del farmaco, como las sublineas de las ratas; se utilizd
una analisis de varianza de tres vias (three way ANOVA); para la comparativa entre
los dos farmacos, tomando en cuanta el tratamento, triptofol, DMSO o 8-OH-DPAT,
la dosis y la sublinea a la que pertenece cada grupo como facotores, segudo por
una prueba post hoc de Tuckey, se tomara como significativa una diferencia en cuya
P < 0.05; los resultados se reportan mostrando el E.E.M (error estandar de la
media).Todos los datos seran procesados en el programa “Sigma Plot”, vesion 11.0
para Windows. Para el caso del laberinto se tomara tanto el numero de entradas a
los brazos abiertos y cerrados, como el tiempo de permanencia en los mismos,
ademas de comparar la exploracion vertical, tanto de asomos por los bordes como
erguidos y apoyos. En el caso del rotarod se evaluara la latencia de las caidas del

rodillo.

8.Resultados

8.1 Determinacion del efecto del triptofol en la ansiedad de las ratas HY, LY y
SD en el LCE.

Respecto al numero de entradas en los brazos abiertos, se utilizd la prueba de
ANOVA de dos vias, siguido de la aplicacién del metodo de Holm-sidak al comparar
multiples grupos, y una prueba de Tukey en cada sublinea, obteniendo diferencias

significativas unicamente a la dosis de 200 mg/Kg en la cepa SD (p<0.05, q= 3.897),
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mostrando un aumento progresivo con forme se aumenté la dosis; con respecto a
las ratas HY y LY; unicamente las ratas LY mostraron un aumento significativo en
el numero de entradas a los brazos abiertos, en la dosis de 100 mg/Kg (p<0.05,
t=3.069), en la dosis de 200 mg/Kg también mostro un aumento en el numero de
entradas con respecto al grupo control sin alcanzar significancia estadistica,
(p=0.06, t=2.615); por su parte las ratas HY mostraron el mayor aumento en el
numero de entrada a los brazos abiertos a la dosis de 100 mg/Kg sin mostrar

resultados significativos.
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Fig 6. NUmero de entradas a los brazos abiertos de las ratas HY, LY y SD, a las
diferentes dosis de triptofol. En el grafico se compara el efecto del triptofol en el
numero de entradas a los brazos abiertos, resaltando las dosis a las cuales se
obtuvieron diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0.05).
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Fig 7. Numero de entradas a los brazos abiertos de las ratas HY, LY y SD, a las
diferentes dosis de triptofol. En el grafico se compara el efecto del triptofol a cada
dosis, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las cuales
se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).

Tanto las ratas HY como LY mostraron un mayor niumero de entradas a los brazos
abiertos que la cepa SD en el grupo control, sin ser significativa la diferencia, al
comparar los grupos con las diferentes dosis las ratas LY resultaron presentar
mayor numero de entradas a los brazos abiertos, mostrando una diferencia
significativa con respecto a las ratas HY y SD en la dosis de 100 mg/Kg (p<0.05 en
ambos casos, t=3.958 contra HY y t=4.677 contra SD).

En cuanto al numero de entradas a los brazos cerrados, de igual forma se aplico la

prueba de ANOVA de dos vias, seguida del método de Holm-Sidak. Se mostr6 un
decremento en las dosis de 100 mg/Kg y 200 mg/Kg tanto en las ratas HY, LY y SD,
numero de entradas a los brazos cerrados, sin embargo solo los grupos de ambas
dosis correspondientes a las ratas LY mostraron diferencias significativas con
respecto al grupo control (p<0.05 en ambos casos, t=4.056 para control contra la
dosis de 100 mg/Kg y t=3.333 contra la dosis de 200 mg/Kg).

46



sp [ ]

mzo .
n o
§315_ v
s
Eg ll
0 o 10 ;
=N
o
mﬁs **
§o
< ®©
0

0 50 100 200 0 50 100 200 0 50 100 200
Triptofol (mg/Kg)

Fig 8. NUmero de entradas a los brazos cerrados de las ratas HY, LY y SD, a las
diferentes dosis de triptofol. En el grafico se compara el efecto del triptofol en el
numero de entradas a los brazos cerrados, resaltando las dosis a las cuales se
obtuvieron diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0.05).

w 8§ 20 —— SD
S B —o— HY
B E 16; —w— LY
E 3

3310 %
-

55

E8 o

2 @®

0 50 100 150 200
Triptofol (mg/Kg)

Fig 9. Namero de entradas a los brazos cerrados de las ratas HY, LY y SD, a las
diferentes dosis de triptofol. En el grafico se compara el efecto del triptofol a cada
dosis, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las cuales
se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).
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En la comparacién entre sublineas, y con respecto a la cepa SD, solo se obtuvieron
diferencias significativas entre la cepa SD y las ratas LY (p<0.05, t=3.454) al
comparar los grupos correspondientes a la dosis de 200 mg/Kg,las ratas HY
comparadas con los grupos de la cepa SD, no mostraron diferencias significativas
en ninguno de los grupos (p>0.05, t= 1.636) al comparar las sublineas HY y LY no

se ontuvieron diferencias significativas en ninguno de los grupos (p>0.05, t= 1.818).

De igual modo se realiz6 la prueba de ANOVA de dos vias, seguida por el método
de Holm-Sidak, al comparar el tiempo de estancia de las ratas HY, LY y de la cepa
SD, tanto en los brazos abiertos como en los brazos cerrados. En el caso de las
ratas HY, unicamente el grupo correspondiente a la dosis de 100 mg/Kg tuvo una
diferencia significativa con respecto al grupo control ; (p<0.05, t=2.8), en las demas
dosis de triptofol practicamente no se observam diferencias en el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos; para la sublinealLY tanto los grupos
correspondientes a la dosis de 100 mg/Kg como la dosis de 200 mg/Kg, mostraron
una diferencia significativa (p<0.05, t=3.313 en el caso de la dosis 100 mg/Kg contra

el grupo control, y t=3.429 en el caso de la dosis de 200 mg/Kg)
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Fig 10. Tiempo de estancia en segundos en los brazos abiertos de las ratas HY,
LY y SD, a las diferentes dosis de triptofol. En el grafico se compara el efecto
del triptofol en el tiempo de de estancia en los brazos abiertos, resaltando las dosis
a las cuales se obtuvieron diferencias significativas con respecto al grupo control
(*p<0.05).
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Fig. Tiempo de permanencia en los brazos abiertos de las ratas HY, LY y SD, a
las diferentes dosis de triptofol. En el grafico se compara el efecto del triptofol a
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cada dosis, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las
cuales se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).

Al comparar las sublineas LY, HY y la cepa SD, se encontro una diferencia
significativa entre ambas sublineas y la cepa SD en la dosis de 100 mg/Kg, teniendo
la cepa SD la menor media de estancia en los brazos abiertos (p<0.05, t=4.734 al
comparar la cepa SD con la sublinea LY, y t=3.678 al compararla con la sublinea
HY), pero no entre las sublineas HY y LY (p>0.05, t=1.055). Con respecto a la dosis
de 200 mg/Kg la sublinea LY mostré la mayor media de permanencia en los brazos
abiertos, siendo significativa tanto respecto a la cepa SD como la sublinea HY
(p<0.05, t=5.431 con respecto a la sublinea HY, y t=3.482 con respecto a la cepa
SD), siendo la sublinea HY la que present6 la media mas baja, al comparar los

grupos de dicha dosis.

Respecto al tiempo de estancia en los brazos cerrados, al utilizar la pruba de
ANOVA de dos vias no se consiguio un valor aceptable en la prueba de varianza,
por lo que se prosiguio a utilizar una prueba de ANOVA por rangos seguida de una
prueba de Tukey. Se muestra menor tiempo de estancia en los grupos tratados con
100 mg/Kg y 200 mg/Kg de TrpOH, en las sublineas HY Y LY, y solo en la dosis de
200 mg/Kg en el caso de la cepa SD, al compararlos con sus respectivos grupos
control, sin embargo unicamente el grupo de ratas LY que recibi6é una dosis de 200

mg/Kg mostro tener diferencias significativas (p<0.05, q=4.215).
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Fig 11. Tiempo de estancia en segundos en los brazos cerrados de las ratas
HY, LY y SD, a las diferentes dosis de triptofol. En el grafico se compara el
efecto del triptofol en el tiempo de de estancia en los brazos abiertos, resaltando las
dosis a las cuales se obtuvieron diferencias significativas con respecto al grupo
control (*p<0.05).
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Fig 12. Tiempo de permanencia en los brazos abiertos de las ratas HY, LY y SD,
a las diferentes dosis de triptofol. En el grafico se compara el efecto del triptofol
a cada dosis, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las
cuales se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).
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Comparando el efecto de las diferentes dosis de TrpOH, en el tiempo de estancia
en los brazos cerrados, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD, en la dosis de 100
mg/Kg se obtuvieron diferencias significativas al comparar la sublinea LY con las
ratas SD (p<0.05, q=4.588)

En cuanto al tiempo de estancia en el centro del laberinto, a ninguna de las dosis
se mostraron diferencias significativas, tanto para la cepa SD como para las
sublineas HY y LY (p>0.05).
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Fig 13. Tiempo de estancia en el centro LCE de las ratas HY, LY y SD, a las
diferentes dosis de triptofol. En el grafico se compara el efecto del triptofol en el
en el tiempo de estancia en el centro del LCE, resaltando las dosis a las cuales se
obtuvieron diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0.05).
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Fig 14. Tiempo de estancia en el centro del LCE de las ratas HY, LY y SD, a las
diferentes dosis de triptofol. En el grafico se compara el efecto del triptofol a cada
dosis, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las cuales
se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).

Comparando a las sublineas HY, LY y la cepa SD, no se encontraron diferencias
significativas entre la sublinea LY y la cepa SD a ninguna de las dosis (p<0.05,
t=0.842); sin embargo la sublinea HY mostro el mayor tiempo de permanencia en el
centro del LCE, alcanzando una diferencia significativa al comparar los grupos de la
dosis 100 mg/Kg, con respecto tanto a la sublinea LY como la cepa SD (p<0.05,
t=2.701 al comparar la sublinea HY con la sublinea LY, y t=3.544 al comparar a las

ratas HY con la cepa SD).

Al comparar el efecto de las diferentes dosis de triptofol en el tiempo de exploracion
por los bordes, se empleo una proeba de ANOVA de dos vias seguida del método
de Holm-Sidak; unicamente el grupo de la dosis de 100 mg/Kg de las ratas de la
sublinea LY, mostraron presentar diferencia significativa con respecto a su grupo
control (p<0.05, t=5.579), por su parte las ratas SD y de la sublinea HY, no
mostraron diferencias significarivas en nunguno de sus grupos con respecto al

grupo control, siendo la sublinea LY la que mostro mayor tiempo de exploracion
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por los bordes, mostrando diferencias significativas al comparar la dosis de 100
mg/Kg, comparada con los demas grupos LY (p<0.05, t=5.579 al compararlo con el
grupo control, t=5.060 con el grupo de la dosis de 50 mg/Kg, 4.314 con respecto a
la dosis de 200 mg/Kg), de modo que, las ratas LY mostraron un decremento en el

tiempo invertido en la exploracién por los bordes al aumentar la dosis a 200 mg/Kg.
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Fig 15. Tiempo invertido en la exploracion por los bordes de los brazos abiertos
del LCE de las ratas HY, LY y SD, a las diferentes dosis de triptofol. En el
grafico se compara el efecto del triptofol en el en el tiempo invertido en la exploracion
por los bordes de los brazos abiertos del LCE, resaltando las dosis a las cuales se
obtuvieron diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0.05).
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Fig 16. Tiempo invertido en la exploracion por los bordes de los brazos abiertos
del LCE, de las ratas HY, LY y SD, a las diferentes dosis de triptofol. En el
grafico se compara el efecto del triptofol a cada dosis, entre las sublineas HY, LY y
la cepa SD, se resaltan las dosis en las cuales se obtuvieron diferencias
significativas (*p<0.05).

Comparando los efectos del triptofol entre cada sublinea y la cepa SD a las
diferentes dosis, se obtuvieron diferencias significativas al comparar los grupos de
la dosis 50 de las ratas SD y LY (p<0.05 ,t= 2.518), pero con con las ratas HY en el
grupo de esa misma dosis; referente a la dosis de 100 mg/Kg, las ratas de sublinea
LY mostraron la media mas alta de tiempo invertido en la exploracion por los bordes,
obteniendo diferencias significativas con respecto a las ratas HY y de la cepa SD
(p<0.05, t=7.243 al comparar a las ratas LY con la cepa SD, t=4.992 al compararlas
con las ratas HY), en cuanto a las ratas HY mostraron una media mas alta que las
ratas de la cepa SD (p<0.05, t=2.252); en cuanto a la dosis de 200 mg/Kg, ninguno

de los grupos presento diferencias significativas (p>0.05)

8.2 Efecto del triptofol en la actividad motora de las ratas HY, LY y la cepa SD
en el ROTAROD
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Para evaluar el efecto del triptofol en la actividad motora, se uso la prueba de
ROTAROD, los datos se analizaron utilizando una prueba de ANOVA de dos vias,
con respecto al tiempo total recorrido en el rodillo giratorio, los grupos mostraron
tener una distribucion no normal, por lo que se procedié a hacer uso de una prueba
de ANOVA por rangos, comparando los diferentes grupos de las sublineas HY, LY
y de la cepa SD, seguida de una prueba post-Hoc de Tukey, sin embargo no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos control, y los
correspondientes a las diferentes dosis administradas a las sublineas HY, LY y la

cepa SD.
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Fig 17. Tiempo total recorrido por las ratas HY, LY y SD en el ROTAROD. En
el grafico se compara el efecto del triptofol en los grupos control y de las diferentes
dosis administradas a las ratas HY, LY y SD (*p<0.05)
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Fig 18. Tiempo total recorrido por las ratas HY, LY y SD en el ROTAROD. En
el grafico se compara el efecto del triptofol en el tiempo total recorrido en el
ROTAROD, entre las ratas HY, LY y SD a las diferentes dosis administradas
(*p<0.05).

Comparando las sublineas HY, LY y la cepa SD, las ratas LY tuvieren el menor
recorrido en el ROTAROD, unicamente en el caso de la dosis de 200 mg/Kg se
obtuvieron diferencias significativas con respecto al desempefio de las ratas HY y
SD en la misma dosis ( p<0.05, q= 4.282 al comparar las ratas LY con la sublinea

HY, y q=3.747 al compararlas con la cepa SD).

Al evaluar el numero de caidas del ROTAROD se utilizé una prueba de ANOVA de
dos vias, obteniéndose una distribucion no normal, por lo que se empled una prueba
de ANOVA por rangos seguida de una prueba de Tukey, si bien se observa una
diferencia en la dosis de 200 mg/Kg de las ratas LY con respecto a los grupos de
las demas dosis y el grupo control, la diferencia es significativa unicamente en su
comparativa con el grupo que recibi6 la dosis de 100 mg/Kg (p<0.05, g=4.503); las

ratas HY y SD no mostraron diferencias significativas en ninguno de sus grupos.
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Fig 19. Namero de caidas en el ROTAROD de las ratas HY, LY y SD. Se muestra
la comparativa del efecto del triptoddl en ell numero de caidas en el ROTARQOD,

entre los grupos de las diferentes dosis administradas a las ratas HY, LY y SD.
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Fig 20. Numero de caidas en el ROTAROD de las ratas HY, LY y SD. Se muestra

la comparativa del efecto del triptofol en el numero de caidas, entre las ratas HY,

LY y SD en los grupos de las diferentes dosis.
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En sus grupos control las ratas LY y HY mostraron tener diferencias significativas,
siendo las ratas LY las que presentaron el mayor numero de caidas en el ROTAROD
(p<0.05 q=3.938), pero no al compararlas con la cepa SD, del mismo modo los
grupos control de la cepa SD y las ratas HY no mostraron diferencias significativas,
en las dosis de 50 mg/Kg y 100 mg/Kg no se alcanzo la significancia al comparar a
las ratas HY, LY y SD; finalmente a la dosis de 200 mg/Kg las ratas LY presentaron
tener diferencias significativas con respecto a las ratas HY y SD (p<0.05, g=9.730

al comparar LY con las ratas HY, y q=8.803 al comprarlas con las ratas SD).
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8.3 Comparativa de los efectos del triptofol y el 8-OH-DPAT en la ansiedad
de ratas HY, LY y SD en el LC.E.

Con base en los resultados previamente obtenidos, se decidid omitir la dosis de 50
mg/Kg de TrpOH en la comparativa con el 8-OH-DPAT, comparando los efectos de
ambos farmacos en aquellas variables en las cuales se obtuvieron resultados
significativos con el tratamiento con TrpOH.

En cuanto al numero de entradas a los brazos abiertos, se utilizo una prueba de
ANOVA de dos vias, considerando como parametros al tratamiento y las sublineas
HY, LY y la cepa SD, en la comparativa se priorizé el efecto obtenido con las dosis
de 100 mg/Kg y 200 mg/Kg de TrpOH, y la administracion de 0.1 mg/Kg de 8-OH-
DPAT. Al comparar ambos tratamientos no se obtuvieron diferencias significativas
en el numero de entradas a los brazos abiertos de los grupos de 100 mg/Kg y 200
mg/Kg de TrpOH, y el grupo tratado con 8-OH-DPAT.
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Fig 21. Numero de entradas a los brazos abiertos de las ratas HY, LY y SD, tras
la administraciéon de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico se compara el efecto del
triptofol, a las dosis con con mejores resultados contra el tratamiento con 8-OH-
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DPAT, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las cuales
se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).
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Fig 22. Numero de entradas a los brazos abiertos de las ratas HY, LY y SD, tras la
administracion de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico se compara el efecto del 8-OH-DPAT,
entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las cuales se obtuvieron
diferencias significativas (*p<0.05).

Comparando el efecto del 8-OH-DPAT entre las sublineas HY y LY, y la cepa SD,
se observa que las ratas LY mostraron mayor numero de entradas a los brazos
abiertos que las ratas SD y HY, sin embargo la diferencia no fue significativa

(p=0.083).

En cuanto a la comparativa del efecto de ambos farmacos en el numero de entradas
a los brazos cerrados, se hizo uso de una prueba de ANOVA de dos vias seguido
del método de Holm-Sidak. No se obtuvieron diferencias significaativas entre los
grupos que recibieron el tratamiento con TrpOH, y los grupos tratados con 8-OH-
DPAT, sin embargo en el caso de la cepa SD se mostr6 un mayor numero de

entradas a los brazos cerrados en el grupo tratado con 8-OH-DPAT.
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Fig 23. Numero de entradas a los brazos cerrados de las ratas HY, LY y SD, tras
la administraciéon de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico se compara el efecto del
triptofol, a las dosis con con mejores resultados contra el tratamiento con 8-OH-
DPAT, se resaltan las dosis en las cuales se obtuvieron diferencias significativas
(*p<0.05).
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Fig 24. Numero de entradas a los brazos cerrados de las ratas HY, LY y SD, tras
la administraciéon de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico se compara el efecto del

63



8-OH-DPAT, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las
cuales se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).

En la comparativa del efecto del 8-OH-DPAT, las ratas SD mostraron tener un mayor
numero de entrada a los brazos cerrados, comparadas con las ratas HY y LY, sin

embargo las diferencias entre los tres grupos no resultaron significativas (p>0.05).

En cuanto al tiempo de estancia en los brazos abiertos, la sublinea HY mostraro
tener menor tiempo de estancia en el grupo que recibio el tratamiento con 8-OH-
DPAT, comparado con el grupo de la dosis de 100 mg/Kg teniendo diferencias
significaticas (p<0.05, t=3.234), pero no conrespecto al grupo de la dosis de 200
mg/Kg; en el caso de la cepa SD se obtuvieron diferencias significarivas entre los
grupos tratados con 8-OH-DPAT y el grupo que recibi6 la dosis de 200 mg/Kg,
(p<0.05, t=4.22); en el caso de la sublinea LY no se encontraron diferencias entre
los grupos tratados con TrpOH y 8-OH-DPAT.
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Fig 25. Tiempo de estancia en los brazos abiertos de las ratas HY, LY y SD, tras
la administraciéon de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico se compara el efecto del
triptofol, a las dosis con con mejores resultados contra el tratamiento con 8-OH-
DPAT, se resaltan las dosis en las cuales se obtuvieron diferencias significativas
(*p<0.05).
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Fig 26. Tiempo de estancia en los brazos abiertos de las ratas HY, LY y SD, tras
la administraciéon de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico se compara el efecto del
8-OH-DPAT, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las
cuales se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).

Las ratas LY que recibieron el tratamiento con 8.OH-DPAT, pasaron mas tiempo

en los brazos abiertos que las ratas HY y SD, alcanzando diferencias significativas
con ambos grupos (p<0.05, t=4.689 en el caso de las ratas SD, t=3.443 en el caso
de las ratas HY).

Con respecto al tiempo de estancia en los brazos cerrados al realizar la prueba
de ANOVA seguida del método de Holm-Sidak, las ratas LY mostraron un menor
tiempo de estancia en los brazos cerrados en el grupo tratados con 8-OH-DPAT
que los grupos tratados con TrpOH, sin embargo no fue significativa; las ratas SD
por su parte, el grupo tratado con 200 mg/Kg resulté ser el que tuvo menor tiempo
de esrtancia en los brazoz cerrados, sin embargo al compararse con el grupo
tratado con 8-OH-DPAT, no obstante las diferencias no fueron significativas. Las
ratas de la sublinea HY tratadas con 8-OH-DPAT, resultaron ser las que tuvieron
mayor tiempo de permenencia en los brazos cerrados, resultando tener diferencias
significativas comparado con los grupos tratados con TrpOH (p<0.05, t=4.091 con

el grupo de 100 mg/Kg, y t=3.694 en el grupo de 200mg/Kg.
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Fig 27. Tiempo de estancia en los brazos cerrados de las ratas HY, LY y SD, tras

la administraciéon de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico se compara el efecto del

triptofol, a las dosis con con mejores resultados contra el tratamiento con 8-OH-

DPAT, se resaltan las dosis en las cuales se obtuvieron diferencias significativas
(*p<0.05).

w
(=)
o

N
(<)
o

200 1

150 1

100 1

Tiempo de estancia
en los brazos cerrados (s)
-

(<))
o

SD HY L%

8-OH-DPAT (0.1mg/Kg)
Fig 28. Tiempo de estancia en los brazos abiertos de las ratas HY, LY y SD, tras
la administraciéon de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico se compara el efecto del

8-OH-DPAT, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las
cuales se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).
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Comparando los grupo de las sublineas HY, LY y de la cepa SD, tratados con 0.1
mg/Kg de 8-OH-DPAT, no se obtuvieron diferencias entre las ratas SD y HY, sin
embargo las ratas LY fueron las que pasaron menor tiemoo en promedio en los
brazos cerrados (p<0.05 t=9.335 en la comparacion con las HY, y t=8.643

comparadas con las ratas SD).

En la comparacion del tiempo de exploracion por los bordes de los brazos abiertos,
fallo la prueba de normalidad, por lo que se optd por utilizar la prueva de ANOVA
por rangos seguida de la prueba de Tukey; las ratas SD no mostraron diferencias
entre los grupos tratados con TrpOH y 8-OH-DPAT; en el caso de las ratas LY
tampoco se obtuvieron diferencias siginificativas, teniendo un comportamiento
similar entre el grupo tratado con 8-OH-DPAT vy el grupo que recibié 100 mg/Kg de
TrpOH; por su parte las ratas de la sublinea HY mostraron de manera significativa
un menor tiempo de exploracién por los bordes en su grupo que recibié elf
tratamiento con 8-OH-DPAT comparado con los grupos de tratamiento con TrpaOH
(p<0.05, g=4.869 en la comparacién con el grupo de 100 mg/Kg, y q=4.081 en la

comparaciéon con el grupo de 200 mg/Kg).
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Fig 29. Tiempo de exploracién por los bordes de los brazos abiertos, de las
ratas HY, LY y SD, tras la administracion de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico
se compara el efecto del triptofol, a las dosis con con mejores resultados contra el
tratamiento con 8-OH-DPAT, se resaltan las dosis en las cuales se obtuvieron
diferencias significativas (*p<0.05).
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Fig 30. Tiempo de exploracién por los bordes de los brazos abiertos, de las
ratas HY, LY y SD, tras la administracion de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico
se compara el efecto del 8-OH-DPAT, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se
resaltan las dosis en las cuales se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).

o

Al comparar los grupos tratados con 0.1 mg/Kg de 8-OHDPAT, no se encontraron
diferenfias entre la sublinea HY y la cepa SD; por su parte la sublinea LY mostro el
mayor tiempo de exploracién por los bordes, alcanzando la significancia con
respecto a los grupos de las ratas SD y HY (p<0.05, g=4.015 en la comparacioén con

las ratas HY, y q=3.556 con las ratas SD)

En la prueba de ROTAROD, se realizé la comparativa del numerod e caidas durante
la prueba, se utilizé una prueba de ANOVA de dos vias, al fallar la prueba de
normalidad se prosiguio a utilizar la prueba de ANOVA por rangos seguida de una
prueba de Tukey. Las ratas SD mostraron un mayor numero de caidas del rotarod
en el grupo que recibié el tratamiento con 8-OH-DPAT, comparado con el resto de

los grupos, sin embargo las diferencias no fueron significativas; en el caso de las
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ratas HY presentaron un numero similar de caidas entre los grupos control del
TrpOH y la dosis de 0.1 mg/Kg de 8-OH-DPAT, sin embargo las diferencias no
fueron significativas con el resto de los grupos. Las ratas LY mostraron el menor
numero de caidas en la dosis de 100 mg/Kg comparado con el resto de los grupos,
alcanzando diferencias significativas, como se explico previamente (p<0.05,

especificamente con el tratamiento de 8-OH-DPAT q=4.081)
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Fig 31. Namero de caidas del ROTAROD de las ratas HY, LY y SD, tras la
administracion de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico se compara el efecto del
triptofol, a las dosis con con mejores resultados contra el tratamiento con 8-OH-
DPAT, se resaltan las dosis en las cuales se obtuvieron diferencias significativas
(*p<0.05).
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Fig 32.Numero de caidas del ROTAROD, de las ratas HY, LY y SD, tras la
administracion de TrpOH y 8-OH-DPAT. En el grafico se compara el efecto del 8-
OH-DPAT, entre las sublineas HY, LY y la cepa SD se resaltan las dosis en las
cuales se obtuvieron diferencias significativas (*p<0.05).

Los grupos de ambas sublineas y de la cepa SD, que recibio el tratamiento de 8-
OH-DPAT, las ratas LY mostraron diferencias significativas con respecto a las
ratas HY y SD (P<0.05 gq=4.008 y q=3.006 respectivamente).

Sublinea, y| Numero Numero Tiempo de | Tiempo de | Tiempo de | Nimero
tratamiento | de de estancia en | estancia en | asomo por | de caidas
8-OH-DPAT | entradas | entradas | los brazos | los brazos | los bordes | del
(0.1mg/Kg) | a los | a los | abiertos cerrados en el LCE ROTAROD
brazos brazos
abiertos cerrados
SD 3.66+1.47 | 3.66+1.47 | 37.94+12.62 | 229.65+15.99 | 5.03+2.56 0
CTR
SD 2.66+0.88 | 12+1.91 | 43.28+18.72 | 164.97+11.11 | 9.78+7.19 | 2.33+1.17
(0.01
mg/Kg)
HY 6.5+1.05 | 10.5+1.08 | 82.48+18.42 84.49+5.09 8.97+1.91 0
CTR
HY 5.1+2.4 | 5.16+2.46 | 49.12+19.35 | 177.33+18.64 | 3.13+1.07 | 1.16+0.5
(0.01
mg/Kg)
LY 4.5+1.05 | 4.5+1.05 89.691+8.86 98.071+30.91 | 33.294+8.73 | 4.33+1.08
CTR
LY 8.33+1.08 | 3.83+1.86 | 190.85+28.21 10.63+2.70 53.24+13.69 | 5.83+0.47
(0.01
mg/Kg)

Tabla2. Resultados obtenidos de las variables evaluadas en el LCE y el
rotarod. Se expone la media de los grupos tatados con 0.1 mg/Kg de 8-OH-DPAT,
y su correspondiente grupo control + EEM.
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9.Discusion

Actualmente la prueba de LCE, es uno de los protocolos mas utilizados en el estudio
de la ansiedad en roedores, y el efecto farmacoldégico de compuestos ansioliticos,
se ha demostrado que la exposicidon a ambientes novedosos en periodos cortos
como es el caso en la prueba de LCE, es suficiente para generar un aumento en la
liberacion de 5-HT y un decremento en su recaptura (Campos y cols., 2013) , a
través de la evaluacion de la entrada a los brazos abiertos o cerrados y el tiempo
de permanencia en los mismos, ademas de evaluar también conductas como la
exploracion vertical, el aseo o el freezing, las cuales son indicativas de ansiedad
(Estanislau., 2012). En este estudio se tomaron en cuenta, el tiempo y numero de
entradas a cualquiera de los brazos, la permanencia en el centro del laberinto y los
asomos por los bordes de los brazos abiertos; no se considero el aseo ni el freezing,
ya que pocos sujetos mostraron dichas conductas imposibilitando su andlisis
estadistico; de igual forma la estancia en el centro del laberinto no arrojé ninguna
diferencia entre los grupos por lo que se descarté en la comparativa entre los grupos
de ambos tratamientos, TrpOH y 8-OH-DPAT.

Si bien en su mayoria no son significativas, se perciben diferencias entre ambas
sublineas HY y LY, en su desempefio en el LCE con respecto a la cepa SD en sus
grupos control, mostrandose las ratas SD mas ansiosas, datos que coinciden con lo

observado por Uribe (2010) y Dias (datos no publicados).

Moyaho y cols ., (1995), sefalaron que las ratas LY resultan ser menos resilientes
y tienden a presentar mas conductas ansiosas, comparadas con las ratas HY,
teniendo como ejemplo su conducta en la prueba de campo abierto, en la cual Uribe
en 2010 demostré que las ratas HY presentan mayor latencia de cruce por el centro
del campo, del mismo modo Uribe (2010) observé un mayor numero de entradas
de las ratas HY en los brazos abiertos en la prueba de LCE, sugiriendo que son
menos sensibles a este estimulo. En el presente estudio en el LCE no se observaron

diferencias significativas entre los grupos control de ambas sublineas.
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Los resultados obtenidos muestran una clara diferencia del efecto del TrpOH, entre
las sublineas LY y HY y las ratas SD, si bien en la dosis de 50 mg/Kg no se muestra
un efecto sobre las conductas ansiosa, en la dosis de 100 mg/Kg se aprecia un
decremento en la realizacion de dichas conductas. Se obtuvo un incremento en la
preferencia por los brazos abiertos frente a los cerrados, siendo las ratas SD las
unicas que no tuvieron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento y
su grupo control; a esepcion del grupo que recibié 200 mg/Kg de TrpOH. si bien las
ratas HY no mostraron un incremento significativo en el numero de entradas, si lo
mostraron en el tiempo de estancia, variable que en afos recientes se ha tomado
mas en cuenta que el numero de entradas (Walf y Frye., 2007), indicando que
permanecieron intervalos mas largos de tiempo en cada una de sus entradas a los
brazos abiertos, sin embargo al comparar el tiempo de estancia en el centro se
observa que a las ratas HY les tomé mas tiempo la toma de decision entre cada
una de las dos zonas (los brazos abiertos y los brazos cerrados), teniendo una
menor actividad en el laberinto.

En la dosis de 200 mg/Kg se observa una diferencia significativa para las ratas SD
y LY con respecto a sus grupos control, teniendo un decremento en la estancia y el
numero de entradas con respecto a sus grupos control, teniendo una diferencia
significativa en el caso de las LY en ambos parametros, y una diferencia significativa
en el tiempo de estancia en los brazos cerrados para el caso de las ratas SD,
ademas de un incremento en el tiempo de estancia en los brazos abiertos asi como
el numero de entradas a los brazos cerrados, sin embargo en las ratas HY no se
percibié una respuesta igual de favorable como la obtenida con la dosis de 100
mg/Kg.

Al comparar los asomos por los bordes, se observa un incremento significativo en
el caso de las ratas LY en la dosis de 100 mg/Kg, siendo un indicativo de actividad
exploratoria y por lo tanto de la disminucién de ansiedad (Braun y cols., 2011), si
bien las ratas HY no presentan diferencias significativas, si se observa un
incremento con respecto al grupo control en el tiempo de exploracion por los bordes

del laberinto.
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Al comparar los grupos con tratamiento de TrpOH se obtuvo la respuesta mas
favorable en la dosis de 100 mg/Kg, al duplicar dicha dosis no se obtuvo diferencia
en los efectos del compuesto sobre la ansiedad, por lo menos para las ratas LY y
SD, de modo que, si bien su respuesta parece escasa a bajas dosis, al llegar a una
concentracion determinada del compuesto, aumentar la dosis de este no parece
tener efectos relevantes en su comportamiento en el LCE. Sin embargo, en el caso
de las ratas HY su respuesta ha demostrado ser completamente dosis dependiente,
ya que a los valores minimos aplicados no parece tener una respuesta al
tratamiento, al otorgar una dosis de 100 mg/Kg se obtiene un mejor desempeiio en
el LCE teniendo menos conductas relacionadas con la ansiedad, sin embargo al
duplicar la dosis se percibe como disminuyen los efectos ansioliticos teniendo un
comportamiento mas similar al presentado por los grupos control; probablemente
exista una saturacion del sistema en dicha dosis ya que en el grupo de las ratas HY
tras aplicar el tratamiento dentro de los primeros 20 minutos algunos individuos
presentaron ataxia antes de caer bajo los efectos somniferos del compuesto.

Con respecto a los resultados obtenidos en los grupos que recibieron el tratamiento
con 8-OH-DPAT, se obtuvo un aumento en las conductas que indican una
disminuciéon el comportamiento ansioso en el caso de las ratas LY, la latencia en la
entrada a los brazos abiertos, y un incremento en el tiempo de exploracién por los
bordes del laberinto, y un decremento en las conductas relacionadas con la
ansiedad, la entrada y estancia en los brazos cerrados, teniendo una diferencia
significativa con respecto a su grupo control, sin embargo los resultados no arrojan
una diferencia con respecto al efecto obtenido con las dosis que resultaron efectivas
de TrpOH, sin embargo en las ratas SD no parece haber tenido efecto sobre la
ansiedad, al no encontrarse diferencias significativas teniendo resultados similares
a los obtenidos con la dosis de 100 mg/Kg de TrpOH. El caso de las ratas HY resulta
curioso, ya que al compararse los efectos sobre la conducta en el LCE, con respecto
a los grupos tratados con dosis de 100 mg/Kg y 200 mg/Kg de TrpOH, se observa
un decremento en la realizacién de conductas asociadas con un efecto ansiolitico,
la permanencia y el numero de entradas a los brazos abiertos y el tiempo de

exploracion por los bordes, y un incremento en la entrada y el tiempo de estancia
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en los brazos cerrados; resultando tener diferencias significativas; inclusive al
compararlo con su grupo control se observa la misma tendencia aun cuando las
diferencias no alcanzan la significancia, indicando un efecto ansiogénico por parte
del 8-OH-DPAT administrado en una dosis de 0.1 mg/Kg (Braun y cols., 2011).

De forma general los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento con
farmacos con actividad agonista, el TrpOH y el 8-OHDPAT, tienen un efecto
diferente en la ansiedad entre las ratas SD, LY y HY, de modo que las ratas SD
resultan ser mas ansiosas que las sublineas HY y LY, ademas de que las ratas LY
presentan una respuesta mas favorable al tratamiento con respecto a las ratas SD
y HY, siendo la sublinea HY la que presenta una respuesta mas divergente al

tratamiento dependiendo de la dosis.

En otros estudios similares realizados con modelos murinos obtenidos a través de
técnicas de cruce enddgamo, para la obtencion de subpoblaciones con
caracteristicas fenotipicas divergentes, se han obtenido resultados diferentes entre
ambos grupos utilizando un tratamiento con compuestos serotoninérgicos;
Chaouloff y cols., (1995) realizaron un estudio con ratas Fisher 344 y ratas Lewis,
conocidas por sus diferencias en su reactividad emocional, demostraron
deferencias en la expresion tanto del receptor 5-HT1A, como de CRH y ACTH entre
ambas subpoblaciones, demostrando que las ratas Lewis presentan una
hipoactividad del eje HPA y menor expresion del receptor 5-HT1A en el HC; de igual
forma dichas diferencias fueron reportadas en las ratas Roman LAB (low avoidance
) y HAB (high avoidance) (Kulikov y cols., 1995), dados los resultados se presume
una probable diferencia en la expresién de los receptores 5-HT1A en el caso de las
ratas HY, LY y SD, ya se demostré en trabajos previos por Uribe (2010), que las
ratas LY tienden a presentar un mayor pico en la concentracion de COT, ademas
de una dispersion mas rapida que las HY al someterlas a restriccién de movimiento,
indicando una diferencia en la actividad del eje HPA entre ambas ratas, la experisién
de receptores especificos de manera diferente entre ambas sublineas ya se ha
demostrado previamente, a través del estudio de la participacion de los receptores

dopaminérgicos D1y D2, en las conductas de bostezo y aseo en las ratas HY y LY,
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Eguibar y cols ., ( 2002) demostraron que el tratamiento farmacoldgico dirigido a
dichos receptores genera un efectos diferentes entre ambas sublineas de ratas,
indicando que su expresion se da de manera distinta entre las ratas HY y LY. La
interaccion entre el eje HPA y las células serotoninergicas de regiones como el HP
y la AM es clave en el desarrollo de la respuesta al estrés, ademas de que el Hp es
participe en la mediacién de los efectos ansioliticos de los agonistas al receptor 5-
HT1A y los benzodiacepinas (Kagamiishi y cols., 2003).

Basandonos en los resultados obtenidos y los antecedentes existentes sobre la
expresion de otros sistemas en ambas sublineas, se infiere que diferentes sistemas
neuronales podrian estar expresandose de forma diferente entre los tres tipos de
fenotipos, las ratas HY, LY y SD, lo cual permite explicar la diferencia en su conducta
en la prueba de LCE. Por lo menos en el caso de la expresion de los receptores 5-
HT1A parecen expresarse menos en las ratas HY que en las ratas LY, ya que el
sistema tiende saturarse mas rapido a las mismas concentraciones de TrpOH y 8-
OH-DPAT, mostrando mayor sensibilidad a la variacion en la dosis otorgada de
triptofol, por lo menos en regiones neuronales participes en la respuesta al estrés
causado por el LCE, tales como el HC y la AM. Mientras que por su parte las ratas
LY muestran una mejor respuesta, y esta parece mantenerse inclusive en la maxima
dosis aplicada en este estudio, asi como el tratamiento con 8-OH-DPAT por lo que
probablemente no se alcance la saturacion de los receptores a estas dosis. Al
comparar ambas sublineas con la cepa SD se denota mayor tolerancia por parte de
las ratas SD al tratamiento con TrpOH, de modo que la mejor respuesta al
tratamiento se obtuvo con la dosis de 200 mg/Kg de TrpOH, al comparar los
resultados obtenidos con el grupo que recibi6 0.1mg/Kg de 8-OH-DPAT, el
tratamiento con el agonista total no genero una respuesta ansiolitica como si ocurrio
en el caso de las ratas LY.

Al comparar ambos compuestos se observa la diferencia en la respuesta de cada
tipo de rata, de modo que los efectos son similares entre los grupos de 200 mg/Kg
de Trp y 0.1mg/Kg de 8-OHDPAT tanto para las ratas HY, como las ratas LY, sin
embargo, las ratas SD no respondieron favorablemente al agonista total, con base

en los resultados obtenidos el triptofol demostrd presentar un comportamiento como
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agonista parcial, y tener efecto ansiolitico, teniendo ventajas sobre un agonista total
como el 8-OH-DPAT, teniendo una ventana amplia con respecto a la dosis
respuesta y teniendo un efecto a mayor plazo por lo menos en dosis aguda, dando

resultados positivos después de 16h de su administracion.

Basandose en los resultados obtenidos en la prueba de ROTAROD, no parece
generar complicaciones en el desempefo motor de las ratas después de 16h de la
administracién del farmaco, en general el desempefio de las ratas no vario de forma
significativa entre los grupos de tratamiento, no obstante en el caso de las ratas LY,
se presentd un mayor numero de caidas del ROTAROD, de forma normal por la
media mostrada en los grupos se podria esperar un efecto en la resistencia fisica
de los animales en la prueba, sin embargo en el grupo control el comportamiento
también se mostro deficiente con respecto a las ratas HY y LY unicamente
obteniendo mejoras en el caso de las ratas LY tratadas con 100 mg/Kg de TrpOH.
Las ratas LY presentan un desempefio deficiente comparado con las ratas SD y HY
en el rotarod inclusive comparando los grupos control, si bien el numero de caidas
no indica una deficiencia notoria en su conducta motora, si es indicativo de menor
resistencia en dicha prueba, sin embargo, se denota mejoria en dicho apartado el

grupo de TrpOh de 100 mg/Kg.

10.Conclusiones

1. El triptofol genera un efecto asiolitico administrado de forma agua en las
ratas HY, LY y SD de forma dosis dependiente, en el LCE aumentando el
tiempo de estancia en los brazos abiertos y disminuyendo su tiempo de
permanencia en los brazos cerrados.

2. De acuerdo con la respuésta a ambos tratamientos se presume que los

receptores 5-HT1A se expresan de forma diferente entre las ratas HY, LY y
SD, contribuyendo a las diferencias existentes en su comportamiento.

3. Las ratas LY presentan una mejor respuésta ante el tratamiento con
agonistas totales y parciales en el LCE.
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4. El triptofol no parece generar un efecto negativo sobre la conducta motora
de los individuos en las dosis utilizadas después de 16h de su
administraciéon en la prueba de ROTAROD.
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12. Anexos

12.1 Lista de Abreviaturas

ACTH Hormona adrenocorticotrofina
AM Amigdala
AML Amigdala lateral
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AMC
BDZ
CP

COT

CORT.

EEM
HC
HPA
HY
LY
LCE
PVN
TAD
TEPT
TrpOH
TOC
TDAs
SD
5-HT

8-OH-DPAT 8-Hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina

Amigdala central.
Benzodiacepinas
Corteza prefrontal

Cortisol

Hormona liberadora de corticotrofina
Error estandar de la media
Hipocampo

Eje hipotaldamico-pituitaria-adrenal.
High yawning

Low yawning

Laberinto en cruz elevado

Nucleo paraventricular

Trastorno de ansiedad generalizada.
Transtorno de estrés post traumatico

Triptofol

Trastorno obsesivo compulsivo

Trastornos de ansiedad

Sprague Dawley

5-hidroxitriptamina (Serotonina).
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