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RESUMEN

La evaluacion de la actividad locomotriz se aplica frecuentemente para discernir acciones sedantes
o estimulantes de los psicofarmacos. La combinaciéon de agonistas y antagonistas de receptores
especificos con los psicofarmacos permite comprender el sustrato neural subyacente. El presente
estudio se llevé a cabo para evaluar el efecto de la administracion de diazepam (2 mg/kg) y cafeina
(15 mg/kg), tanto de forma separada como en combinacién, sobre la locomocién en ratas en edad
adulta y la posible repercusion de estos farmacos en animales que habian pasado por una sesién
de estrés. Se formaron 8 grupos de ratas Wistar evaluadas en una prueba de locomocion de 3
horas de duracion. La primera hora corresponde a un proceso de habituacion y las siguientes dos,
posteriores a la inyeccién de la sustancia en estudio, son de evaluacién. Cuatro de estos grupos
fueron sometidos a estrés mediante nado forzado y cuatro de ellos no. La cafeina aumento
significativamente (p < 0.05) tres veces la actividad locomotriz, con respecto al grupo control e
independientemente de que los animales hubiesen sido sometidos a una sesion de estrés; en
cambio, el diazepam no tuvo efecto. La combinacion de ambos farmacos, indicé que el diazepam
atenué el aumento de la locomocidén producida por la cafeina. EIl estrés por nado forzado
disminuy6 la actividad locomotriz (p < 0.05), pero los tratamientos farmacoldgicos carecieron de
acciones detectables sobre los animales estresados, ya que la disminucién de la actividad llegd a
practicamente niveles de cero, tanto en los grupos tratados como en el control. Se concluye que la
evaluaciéon de la actividad locomotriz espontanea a lo largo de tres horas, permite discernir la
influencia de un farmaco sobre la locomocion y la duracion de su efecto; sin embargo, esta prueba
es poco sensible a los efectos de farmacos con accion depresora del sistema nervioso, por ocurrir
un efecto de piso.

1. INTRODUCCION

El descubrimiento de farmacos altamente efectivos para el tratamiento de enfermedades
psiquiatricas ha estimulado la investigacion farmacolégica, especialmente en las areas de la
psicofarmacologia (Lopez-Rubalcava & Fernandez-Guasti, 2004). Los psicofarmacos pueden
ejercer una gran variedad de acciones en el comportamiento que dependen, entre otros factores,
de la interacciéon farmaco-conducta-ambiente (Torres Bares & Escarabajal Arrieta, 2004).

Uno de los temas que han interesado en la psicofarmacologia es el efecto de los farmacos sobre la
actividad locomotriz. El término locomotor significa movimiento de un lugar a otro, y en los roedores
es un componente importante de la exploracion espacial. Su estudio ha sido de gran importancia,
ya que contribuye a la comprension de los efectos que los farmacos tienen sobre la conducta, asi
como del sustrato neural subyacente (Kelley, 1993) y también es utilizada para evaluar las bases
neuronales de los ritmos bioldgicos y etoldgicos. Algunos de los factores que pueden influir en la
locomocion son el ritmo circadiano, el sexo, la cepa, la edad, las condiciones ambientales, la
experiencia previa y la administracién de ciertos farmacos (Novak, Burghardt, & Levine, 2012;
Reinagel, 2014). En su mayor parte esta prueba se emplea para eliminar una accién de aumento
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generalizado de la actividad locomotriz en ciertos casos en los que otras acciones de los farmacos
pudiesen quedar enmascaradas por estas acciones. Por ejemplo, los antidepresivos habran de
aumentar ciertas pautas conductuales en otras pruebas como la de nado forzado o la de
suspension del rabo, sin afectar las motilidad, en tal caso se asume que las acciones del farmaco
se establecen por acciones sobre la motivacién y no sobre la locomocion.

A su vez, el estrés también puede afectar la locomocién, un caso tipico es la prueba de
nado forzado (Borsoi et al., 2015; Sequeira-Cordero, Mora-Gallegos, Cuenca-Berger, &
Fornaguera-Trias, 2014). En esta prueba regularmente roedores son introducidos en un estanque
con las paredes suficientemente altas como para impedir la salida de los animales. El roedor se ve
forzado a mantenerse a flote y desplazarse continuamente, para en apariencia, encontrar una
salida. Actualmente nuestro grupo de trabajo evalla la actividad locomotriz del animal en un
protocolo con una duracion de tres horas de acuerdo con Pierce & Kalivas (2007). Brindando de
esta manera un screening inicial para los efectos farmacolégicos predictivos de la eficacia
terapéutica de un farmaco (Pierce & Kalivas, 2007).

Dentro de los farmacos mas utilizados para evaluar su efecto en la locomocion se
encuentran la cafeina y el diazepam. La cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es miembro de la clase de
los alcaloides de metilxantinas, es la droga psicoactiva mas consumida por el hombre (Hughes,
Hancock, Henwood, & Rapley, 2014; Moratalla, 2008) y es un estimulante del sistema nervioso
central . La capacidad de la cafeina para aumentar la actividad locomotriz en animales de
experimentacion es bien conocida (Fredholm, Battig, Holmén, Nehlig, & Zvartau, 1999; Simola,
Cauli, & Morelli, 2006). Por otro lado, el diazepam es un depresor del sistema nervioso central con
acciones ansioliticas clinicamente bien identificadas. Algunos farmacos con propiedades
ansioliticas reducen la actividad locomotriz espontanea, lo que puede influir en los resultados
obtenidos en otras pruebas de ansiedad como el laberinto de brazos elevados (Walf & Frye, 2007).
En sintesis, la prueba de actividad locomotriz también, permite detectar sustancias con efectos
estimulantes o depresores del sistema nervioso central. Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio consistio en evaluar el efecto de la administracién de diazepam (2 mg/kg) y cafeina (15
mg/kg), tanto de forma separada como en combinacion, sobre la locomocién en ratas en edad
adulta y la posible repercusion de estos farmacos en animales que habian pasado por una sesién
de estrés por nado forzado.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Sujetos experimentales

Se utilizaron 48 ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 300-400 g, proporcionadas por el
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autonoma de México. Fueron
alojadas en cajas de acrilico traslicidas (44 x 33 cm de base, 20 cm de altura, en grupos de 4) en
el bioterio de estancia del Instituto de Neuroetologia de la Universidad Veracruzana a temperatura
ambiente, con un ciclo de luz-oscuridad de 12 h/12 h (7:00 AM a 7:00 PM), con acceso libre a agua
y alimento (Harlan 2018S Teklad Global Rodent Diet). Todos los experimentos se llevaron a cabo
durante el periodo de luz, en un horario comprendido entre las 8:00 a 15:00 h. Se siguié de forma
estricta el Manual de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM.

Pruebas conductuales

Actividad locomotriz

Cada rata fue colocada en el dispositivo de actividad motriz (Leticamodel LE 8811®, Panlab,
Espafia) formado por una base de Perspex negro de 44 X 45 cm, rodeada de cuatro paredes de
Perspex transparente de 36 cm de altura, rodeada por dos marcos con 32 rayos infrarrojos
conectados a una interfase (LE 8811®, IR motor activity monitor, LSI Letica Scientific Instrument,
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Barcelona, Espafa) y a una computadora en la cual se recolectan y analizan los datos por medio
del software (Actitrack v2.7.10 Panlab, S.L., Barcelona, Espafa).

Protocolo

De acuerdo con Pierce y Kalivas (2007), este protocolo permite evaluar la influencia de un farmaco
sobre la actividad motriz del animal, asi como la duracién del efecto, permitiendo que el sujeto se
habitie al entorno, descartando cambios ocasionados por la exposicién a un ambiente novedoso y
brindando unicamente cambios producidos por la sustancia administrada. Cada prueba tuvo una
duracion total de 3 horas. En la primera hora se colocé a la rata en el dispositivo de actividad
permitiendo que se habitle al aparato, esto minimiza el congelamiento inducido por la novedad del
entorno y la exploracién (Pierce & Kalivas, 2007). Al finalizar la hora de habituacion se administro
el tratamiento farmacoldgico correspondiente y la rata fue devuelta a la arena del dispositivo
durante 2 horas mas. El tiempo de analisis se dividié en intervalos de 20 minutos [-60, -40, -20, 20,
40, 60, 80, 100 y 120 min), durante los cuales se registré automaticamente la distancia (distancia
total recorrida por el animal (cm), durante la prueba).

Grupos experimentales

Grupos control: Los sujetos de estos grupos experimentales (VEH, n= 6) recibieron una sola
administracion del vehiculo: solucion salina (SSB PISA®) en un volumen de 0.3 mL via
intraperitoneal (i.p).

Grupos de diazepam: Los sujetos asignados a estos grupos, inmediatamente recibieron por via
intraperitoneal (i.p) la dosis de 2.0 mg/Kg de diazepam (Valium 10, Hoffman-Roche, Basel, Suiza;
DZP 2 mg/Kg, n= 6) en un volumen de 0.3 mL.

Grupos de cafeina: las ratas de estos grupos, posterior a la sesién de habituacion, recibieron una
administracion via intraperitoneal (i.p) de 15 mg/Kg de cafeina (Cafeina, Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA; Caf 15 mg/Kg, n= 6) en un volumen de 0.3 mL. Esta dosis fue escogida como
control positivo, puesto que incrementa la actividad locomotriz (Pham & Romeo, 2012).

Inductor de estrés

La prueba de nado forzado es un modelo usado generalmente para evaluar la potencia de los
antidepresivos (Porsolt, Anton, Blavet, & Jalfre, 1978; Porsolt, Pichon, & Jalfre, 1977), y en varias
investigaciones esta prueba se utiliza para inducir estrés en el animal (Habr, Macrini, Florio, &
Bernardi, 2014; Pitychoutis et al., 2014; Shamsizadeh, Soliemani, Mohammad-zadeh, & Azhdari,
2013). La prueba de nado forzado consistié en colocar cada rata en un recipiente rectangular (30 X
50 cm de base, 60 cm de alto) con agua de 25 + 1 °C y con 25 cm de profundidad. En la primera
sesién (preprueba), el animal fue sometido al nado forzado por 15 minutos. Veinticuatro horas
después, el animal fue sometido a las mismas condiciones de nado por 5 minutos (sesion de
prueba, de acuerdo a Porsolt et al., 1977). No se cuantific6 ninguna de las variables que
generalmente son evaluadas en la prueba debido a que el objetivo de ésta era sélo inducir estrés
en la rata.

Anadlisis estadistico

Se empled el programa SigmaStat 12. Se utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de 3 vias para
muestras repetidas, teniendo como Factor A: los tratamientos (vehiculo, diazepam y cafeina);
como factor B: el tiempo (-60, -40, -20, 20, 40, 60, 80, 100 y 120 min) y como factor C: el estrés (sin
nado forzado, con nado forzado). Sélo se aceptaron como diferencias significativas cuando se
obtuvo una p < 0.05, en cuyo caso se utiliz6 como prueba post hoc el método de Holm-Sidak (HM).
Los datos se representan como la media * el error estandar.
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3. RESULTADOS

El analisis de la distancia total recorrida por el animal (cm) durante la prueba indico lo siguiente. En
el factor tratamiento (factor A), el ANOVA de tres vias indico diferencias significativas entre los
tratamientos [F33s0) = 54.061, p< 0.001]. La cafeina (CAF, 3234.5 + 302.57) aumento
significativamente (p < 0.05, post hoc HM) la distancia recorrida con respecto a los tratamientos
control (CTRL, 959.49 + 161.82) y diazepam (DZ, 666.57 + 106.56) Sin embargo, aunque la
combinacion de cafeina mas diazepam (CAF+DZ, 1750.5 + 143.65) atenud el incremento inducido
por la sola administracidon de cafeina, siguié siendo mayor la actividad locomotriz (p < 0.05) de los
animales de este grupo con respecto a los tratamientos CTRL y DZ. Con respecto al Factor tiempo
(factor B), también se encontraron diferencias significativas [F3s0) = 17.906, p< 0.001]. El analisis
post hoc indicd que después de la administraciéon, independientemente del tratamiento
farmacolégico, la actividad locomotriz disminuy6 gradualmente durante los 120 minutos de registro.
Con respecto al factor estrés (factor C), también se encontraron diferencias significativas [F(1, 360) =
10.669, p< 0.001]. La actividad locomotriz de los animales forzados a nadar, fue significativamente
menor (p < 0.05) en comparacién con las ratas que no nadaron. La interaccion entre los tres
factores A X B X C no fue significativa [F 24, 360) = 0.464, p = 0.987].

4. CONCLUSIONES

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracion de diazepam y cafeina, tanto
de forma separada como en combinacion, sobre la locomocion en ratas en edad adulta y la posible
repercusion de estos farmacos en animales que habian pasado por una sesion de estrés por nado
forzado. Los resultados indicaron: a) la cafeina aument6 tres veces la actividad locomotriz,
independientemente del estrés; el diazepam no tuvo efecto; b) la combinaciéon de ambos farmacos,
indic6 que el diazepam atenu6é el aumento de la locomocion producida por la cafeina; c)
independientemente del tratamiento, la actividad locomotriz en un protocolo de duracién larga,
disminuye gradualmente; d) el estrés por nado forzado disminuye la actividad motriz de las ratas.
No se encontraron interacciones entre los factores analizados, por lo que es posible también
concluir que los tratamientos farmacoldgicos carecieron de acciones detectables sobre los
animales estresados; y €) en los grupos no tratados y en el tratado con diazepam la actividad
locomotriz rapidamente se redujo a practicamente niveles de cero. Por tanto, el evaluar la actividad
locomotriz espontanea a lo largo de tres horas, puede ser un modelo Util para discernir la influencia
de un farmaco estimulante del sistema nervioso sobre la locomocion (Pierce & Kalivas, 2007),
como es el caso de la cafeina; sin embargo, esta prueba es poco sensible a los efectos de
farmacos con accién depresora del sistema nervioso, ya que se constituye un efecto de piso.
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