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Summary

A comparison between the anxiolytic effects of diazepam
(0.25, 0.5, 1.0 and 2.0 mg/kg), indorenate (2.5 and 5.0 mg/kg)
and ipsapirone (5.0 and 10.0) in male and female rats during
the proestrous and metestrous phase, and between rats and
mice, was made. The burying behaviour test was used to
measure the anxiety levels. In this test, increases in the be-
haviour latency are interpreted as prolonged reactivity, while
reductions in the burying behaviour are considered to reflect
anxiolytic states. In males and females, diazepam increases
in the burying behaviour latencies were consistently higher
than those observed after the serotonergic anxiolytics. it was
also found that males were more sensitive than females to the
actions of diazepam on the burying behaviour. Metestrous
females were much less responsive to the actions of all
anxiolytics in the burying behaviour latencies than proestrous
females and males.

Finaly, proestrous females were less susceptible to the ef-
fects of diazepam in the burying behaviour latencies than
metestrous females and males. When comparing the two ro-
dent species (mice and rats). All anxiolytic drugs induced a
reduction on the burying behaviour.

However, a difference in the diazepam sensitivity was
found between the species: rats show a clear effect after 1.0
mg/kg while after 0.25 mg/kg action may be already observed
in mice. As for the serotonergic anxiolytics, these compounds
produce similar responses at similar doses in both species.

Resumen

Se compararon los efectos de los ansioliticos diazepam
(0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg), indorrenato (2.5 y 5.0 mg/kg) e ipsapi-
rona (5.0 y 10.0 mg/kg) entre las ratas macho y hembra en
proestro y metaestro y entre ratas macho y los ratones ma-
cho. Como modelo de ansiedad se utilizé la conducta de en-
terramiento defensivo que se observa en los roedores. Las di-
ferencias mas sobresalientes en relacion con el género y la
tase del ciclo endocrino en la respuesta a los ansioliticos es-
tudiados fueron las siguientes: Tanto en los machos como en
las hembras en proestro, los efectos del diazepam sobre la
reactividad (reflejada como un aumento en la latencia de en-
terramiento) son mas marcados que los producidos por los
ansioliticos serotoninérgicos. También se encontré que los in-
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dividuos de sexo masculino resultaban mas sensibles a las
acciones ansioliticas del diazepam que las hembras, inde-
pendientemente de la fase del ciclo en que éstas se en-
cuentren.

Ademas se observo que las ratas que se encuentran en
metaestro, en comparacion con los machos y aquellas que se
encontraran en proestro, son menos sensibles a los efectos
que producen el diazepam y el indorrenato sobre la reactivi-
dad. Finalmente, las ratas en proestro son mas sensibles a
los efectos del diazepam sobre la reactividad que el resto de
los animales estudiados. En relacion con el efecto de los an-
sioliticos en las diferentes especies de roedores, se encontrdé
que los ratones fueron mds sensibles al efecto del diazepam
en comparacion con las ratas. Sin embargo, cuando se les
administraron ansioliticos serotoninérgicos no se observé nin-
guna diferencia entre las dos especies.

Introduccioén

Desde hace varios anos los ansioliticos benzodia-
cepinicos han mostrado ser muy eficaces en el trata-
miento de la ansiedad (21, 22). Sin embargo, se ha en-
contrado que estos farmacos poseen una gran canti-
dad de efectos colaterales entre los que se encuentran
alteraciones musculares, fatiga, somnolencia, desarro-
llo de la dependencia y de la tolerancia, etc. (23 y 25).
Estos problemas han llevado a considerar también a
los agonistas parciales del receptor GABA-benzodia-
cepinico como agentes potenciales para el alivio de la
ansiedad (23 y 24).

En arios recientes se ha propuesto que la serotoni-
na podria desempenar un papel muy importante en la
regulacion de la ansiedad (16, 17 y 26). Sin embargo,
hay controversia respecto al posible papel que desem-
pefia la serotonina enddgena (27). En contraste, pare-
ce claro que los agonistas serotoninérgicos del tipo 5
HT1a, tales como la ipsapirona (10,19,41 y 42), el indo-
rrenato (10y 11) y la buspirona (9 y 48) poseen propie-
dades ansioliticas eficaces en algunos modelos anima-
les e incluso, en algunos casos, en la practica clinica
(20,36 y 40).

Varios autores han demostrado que el efecto de al-
gunas drogas varia entre los individuos de diferentes
especies (18) o de diferente sexo dentro de la misma
especie (3 y 35). El objetivo del presente trabajo fue el
de analizar el posible efecto diferencial de los agonis-
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tas 5-HT1a: ipsapirona e indorrenato, a) en individuos
del sexo masculino y femenino (en diversas fases del
ciclo endocrino) de la especie Rattus norvegicus de la
cepa Wistar y b) en individuos de sexo masculino de la
especie Rattusnorvegicus de la cepa Wistar y en los
Mus musculus de la cepa Swiss Webster. En ambos
casos se utilizé la benzodiacepina diazepam, como
droga ansiolitica de referencia.

En todos los experimentos incluidos en esta serie
de trabajos, se utilizo la conducta defensiva de ente-
rramiento como paradigma para establecer los niveles
de ansiedad. Varias lineas de investigacion han mos-
trado que este es un paradigma apropiado para el ana-
lisis de la'ansiedad ya que cubre los criterios de corre-
lacion, isomorfismo y homologia (43). En este paradig-
ma se registra la latencia al desplegarse la conducta
de enterramiento defensivo y el tiempo acumulativo
que el animal invierte en enterrar el estimulo aversivo.
De esta manera, el incremento en la latencia al des-
pliegue de la conducta de enterramiento refleja una re-
duccién en la reactividad, mientras que lareduccion en
el tiempo acumulativo de enterramiento se interpreta
como una reduccion en los niveles de ansiedad (45).
Ademas, este paradigma presenta la enorme ventaja
de que los animales de las dos especies selecciona-
das para el presente estudio pueden ser utilizadas en
el mismo modelo. De esta forma, las conclusiones de
las posibles variaciones observadas se pueden atribuir
a las diferencias de las especies.

Todos los animales tuvieron acceso libre a la comi-
day al agua mientras estuvieron sujetos a un ciclo in-
vertido de luz-oscuridad (12.00: 12.00 hrs.), iniciando-
se el periodo luminoso a las 10.00 p.m. Los experi-
mentos se realizaron entre las 11.00y las 13.00 horas,
durante un periodo comprendido entre los meses de
julio y septiembre.

En la primera serie experimental, |a ciclicidad estral
en las hembras fue establecida por citologia vaginal.

Variaciones en los efectos de los ansioliticos de
acuerdo con el género y a la fase endocrina en las
hembras de la especie Rattus norvegicus.

En algunos trabajos se ha sefnalado la existencia de
diferencias genéricas importantes en la transmision se-
rotoninérgica. Asi, por ejemplo, se ha encontrado que
en las hembras se observa una tasa de recambio de
serotonina mucho mas alto que en los machos (38).
Ademas, se ha demostrado que ocurren cambios en la
concentracion de receptores serotoninérgicos a lo lar-
go de las diferentes fases del ciclo endocrino (4), que
posiblemente estén determinadas por los cambios en
las concentraciones de hormonas esteroides que se
suceden a lo largo de este ciclo (15).

Recientemente hemos reportado cambios en los ni-
veles de ansiedad a lo largo de las diferentes fases del
ciclo estral en la rata (13).

En estos experimentos encontramos que en la fase
de proestro se observan niveles bajos de ansiedad
mientras que en la fase de metaestro se encuentran
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FIGURA 1. Efecto del diazepam y de los ansioliticos serotoni-
nérgicos indorrenato e ipsapirona sobre la latencia de ente-
rramiento defensivo en ratas macho y ratas hembra en dife-
rente fase del ciclo enddcrino. Los valores se expresan como
promedio t E.E. Las comparaciones estadisticas se hicieron
con la prueba U de Mann Whitney.
*p<0.05*p<0.02**p<001.

niveles altos. No se encontraron diferencias en lareac-
tividad entre los diferentes grupos probados. Con base
en estos antecedentes el resto de los experimentos
conductuales se llevd a cabo en hembras en estas dos
fases del ciclo, y en individuos masculinos.

La figura 1 muestra el efecto de los diferentes far-
macos sobre la reactividad de los individuos (latencia
al desplegarse la conducta de enterramiento). En el
pansel A se muestra el efecto del diazepam (Hoffman-
La Roche, México) (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg, IP) sobre
este parametro. En esta figura se observa que en los
machos aumenta la latencia de enterramiento, depen-
diendo de la dosis que se administre. Sin embargo, en
las hembras en proestro se observa un drastico incre-
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FIGURA 2. Efecto del diazepam y de los ansioliticos
serotoninérgicos indorrenato e ipsapirona sobre la conducta
de enterramiento defensivo en ratas macho y ratas hembra
en diferente fase del ciclo endocrino. Los valores se expresan
como promedio + E.E. Las comparaciones estadisticas se
hicieron con la prueba U de Mann Whitney.
*p<0.05*p<0.02**p<001.

mento en la latencia de enterramiento después de la
administracion de la dosis baja de diazepam (0.5
mg/kg). Fue muy interesante que el incremento en la
dosis no haya producido un efecto mayor. Por el con-
trario, en las hembras en metaestro, la inyeccion de
las dosis baja y media de diazepam (0.5 y 1.0 mg/kg)
no tuvo ningun efecto y sélo la dosis alta (2.0 mg/kg)
indujo un incremento en la latencia de enterramiento. Al
comparar las diferentes fases del ciclo se observo una
diferencia estadisticamente significativa en el efecto de
la dosis baja de diazepan entre las hembras probadas
en proestro y aquéllas probadas en metaestro. El pa-
nel B de esta figura muestra el efecto del indorrenato
(Departamento de Farmacologia, CINVESTAV, Méxi-
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co) (0.0, 2.5y 5.0 mg/kg, IP) sobre la latencia de ente-
rramiento. Como se puede observar, este agonista se-
rotoninérgico produjo un incremento en este parame-
tro, en los machos y en las hembras en proestro de-
pendiendo de la dosis administrada. Incluso la inyec-
cién de la dosis alta no provoco alteracién alguna en
este parametro en las hembras en metaestro. La ac-
cién deiaipsapirona (Division Farmacéutica de los La-
boratorios Miles, E.U.) (0.0, 5.0 y 10 mg/kg, IP) sobre
la latencia, al despliegue de la conducta de enterra-
miento, se muestra en el panel C de la figura 1. La in-
yeccion de la dosis baja (5 mg/kg) de este ansiolitico
serotoninérgico produjo un discreto efecto sélo en los
machos. La administracion de la dosis mayor (10
mg/kg) provocé un aumento similar en este parametro
en los tres grupos de animales analizados.

La figura 2 (panel A) muestra el efecto de las dife-
rentes dosis de diazepam (Hoffman-La Roche, México)
(0.0, 0.5, 1.0y 2.0 mg/kg, i{P) sobre la conducta defen-
siva de enterramiento. Como se reporté anteriormente
(13), se encontraron niveles de ansiedad altos en las
hembras en la fase de metaestro. Sin embargo, en los
tres grupos (machos, y hembras en proestro y metaes-
tro) se encontré una reduccion similar en la conducta
defensiva de enterramiento después de la administra-
cién de esta benzodiacepina. En el panel B de la mis-
ma figura se muestra el efecto de varias dosis del ago-
nista serotoninérgico indorrenato (Departamento de
Farmacologia, CINVESTAV, México) (0.0, 2.5 y 5.0
mg/kg, IP) sobre los niveles de ansiedad en machos y
hembras en diversas fases del ciclo. En todos los ca-
s0s se encontro una clara reduccion, dependiendo de
la dosis administrada, en la conducta defensiva de en-
terramiento. Por ultimo, el panel C muestra el efecto
del ansiolitico serotonérgico ipsapirona (Division Far-
macéutica de los Laboratorios Miles, E.U.) (0.0, 5.0y
10 mg/kg, IP) sobre la conducta acumulativa de ente-
rramiento en machos y en hembras éstas en proes-
tro y metaestro. En esta figura se observa clara-
mente que en los tres grupos de animales ésta se
reduce dependiendo de la dosis, en el parametro es-
tudiado. Sin embargo, las hembras en metaestro pa-
recen ser mas sensibles alos efectos de este farma-
co, ya que la dosis baja (5.0 mg/kg) indujo un claro
efecto ansiolitico.

Variaciones en los efectos de los ansioliticos de
acuerdo con la especie: comparacién entre Rattus
norvegicusy Mus musculus.

Una serie de informes recientes muestran que hay
variaciones importantes en el efecto ansiolitico de los
agonistas serotoninérgicos, que parecen depender de
los modelos animales utilizados para estudiar estos
efectos ansioliticos. De esta manera se ha encontrado
que la ipsapirona, la buspirona y el indorrenato produ-
cen claras acciones ansioliticas en los modelos de
conducta defensiva de enterramiento (10,29 y 44), de
exploracién (11) y de conflicto (1,8 y 9), mientras que
practicamente no producen ningun efecto en los mode-
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FIGURA 3. Efecto del diazepam y de los ansioliticos serotoninérgicos indorrenato e ipsapirona sobre la conducta de enterramiento
defensivo en ratas y ratones de sexo masculino. Los valores se expresan como promedio + E.E. Las comparaciones estadisticas se

realizaron con la prueba U de Mann Whitney.
*p<0.06** p<0.02**p<0.01.

los de laberinto elevado en forma de cruz (7,34 y 8),
de cuatro planchas y de respuesta emocional condi-
cionada (8). Ademas, se ha reportado que algunos
farmacos serotonérgicos como la buspirona, tienen
notables efectos ansioliticos en las aves (2 y 48),
mientras que en los roedores produce acciones con-
fusas (6 y 14).

Por lo anterior, el propésito de esta serie experi-
mental consistié en analizar el efecto de dos ansioliti-
cos serotoninérgicos, laipsapironay el indorrenato, en
dos especies de roedores: la rata y el raton. Al igual
que en la serie experimental anterior, se utilizé al dia-
zepam como farmaco ansiolitico de referencia. Sin em-
bargo, en contraste con el experimento anterior, se uti-
lizaron sélo animales del sexo masculino.

En la figura 3 se muestra el efecto de diversas
dosis de los ansioliticos utilizados en este estudio
sobre el tiempo acumulativo de conducta defensi-
va de enterramiento. A diferencia del primer expe-
rimento, no se encontraron diferencias en la laten-
cia al desplegarse la conducta de enterramiento,
por lo que estos datos no han sido incluidos. El
panel A de esta figura muestra claramente que la
inyeccion de diazepam (Hoffman-La Roche, Méxi-
co) (0, 0.25, 0.5y 1.0 mg/kg, IP) produce una re-
duccion en ambas especies dependiente de la do-
sis que se administre. Sin embargo, después de la
administracion de este farmaco se encontraron di-
ferencias importantes de acuerdo con la especie
de que se tratara. Asi, mientras que en los ratones
el efecto de la inyeccion de 0.25 mg/kg es muy no-
table, en las ratas fue necesaria una dosis de 1.0 mg/kg
para inducir un efecto similar. Los paneles By C de
esta figura muestran el efecto de la ipsapirona (Divi-
sion Farmacéutica de los Laboratorios Miles, E.U.)
(0, 2.5y 5.0 mg/kg) y de indorrenato (Departamento
de Farmacologia, CINVESTAV, México) (0, 25y 5.0
mg/kg) sobre la conducta de enterramiento. En esta fi-
gura se aprecia claramente que, en contraste con el
efecto diferencial del diazepam, estos farmacos pro-
ducen el mismo efecto ansiolitico en ambas espe-
cies a las mismas dosis.

Discusion

Las diferencias mas notables en relacion con el gé-
neroy la fase del ciclo endécrino en la respuesta a los
ansioliticos estudiados, se pueden resumir de la si-
guiente manera: tanto en los machos como en las
hembras en proestro, los efectos del diazepam sobre
la reactividad (reflejada como un aumento en la laten-
cia de enterramiento) son mas marcados que los pro-
ducidos por los ansioliticos serotoninérgicos. También
se encontré que los machos resultaron mas sensibles
a las acciones ansioliticas del diazepam que las hem-
bras, independientemente de ia fase del ciclo en que
éstas se encontraran.

Ademds, las ratas que se encontraban en metaes-
tro, en comparacion con los machos y con aqueilas
que se encontraban en proestro, son menos sensibles
a los efectos que producen el diazepam y el indorrena-
to sobre la reactividad. Finalmente, las ratas en proes-
tro fueron mas sensibles a los efectos del diazepam
sobre la reactividad que el resto de los animales estu-
diados.

Aunque es bien conocida la funcién de los estroge-
nos y la progesterona sobre la conducta reproductiva,
su papel como mediadores de la neurotransmision
apenas se esta descubriendo.

Muchos estudios recientes indican que estos este-
roides son moduladores importantes del acido gamma-
aminobutirico (GABA) (30 y 32) a traves de cuyo re-
ceptor actuan las benzodiacepinas (22).

Actualmente se sabe que durante la fase de proes-
tro se presentan en la rata los niveles mas elevados de
17-p-estradiol y progesterona (15), y que ambas hor-
monas incrementan la actividad inhibitoria del sistema
GABA-benzodiacepinico (30,5 y 39), lo que podria ex-
plicar por quée la dosis mas baja de diazepam (0.5
mg/kg) afecta la reactividad de las hembras en proes-
tro que en teoria se encuentran con un tono GABAérgi-
co mas elevado (12). Se puede esgrimir un argumento
similar para explicar la aparente insensibilidad de las
hembras en metaestro, ya que esta fase endocrina se
caracteriza por una relativa ausencia de hormonas es-
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teroides (15), lo que hablaria en favor de la disminu-
cion del tono GABAérgico de estos animales.

De manera similar a como ocurre con el diaze-
pam, los agentes serotoninérgicos ipsapirona e indo-
rrenato en general, tampoco modificaron la reactivi-
dad de las hembras en metaestro, mientras que en
los machos y en las hembras en proestro si se ob-
servaron cambios. Con la informacién disponible ac-
tualmente no es posible explicar esta aparente in-
sensibilidad de las hembras en metaestro a los efec-
tos que tienen los ansioliticos serotoninérgicos so-
bre la reactividad. Sin embargo, la causa de este fe-

némeno podria estar relacionado con las variaciones:

del sistema serotoninérgico a lo largo del ciclo (4), lo
que necesariamente requiere de un mayor apoyo ex-
perimental.

La capacidad de respuesta de un sujeto es equiva-
lente a su reactividad. Esta caracteristica se abate con
la administracién de benzodiacepinas (lo que se obser-
va en el modelo de conducta defensiva de enterra-
miento como un aumento en la latencia de enterra-
miento). El hecho de que a inyeccién de ipsapirona e
indorrenato modifique en menor proporcion la reactivi-
dad de las ratas, en comparacion con el diazepam (né-
tese el cambio de escala en la figura 1), representa
una enorme ventaja de los ansioliticos serotoninérgi-
cos sobre las benzodiacepinas.

Con respecto a la mayor sensibilidad de los machos
a los efectos ansioliticos del diazepam, puede sospe-
charse que estos animales tienen un nivel basal de
neurotransmisiéon GABAeérgica mayor, pues se ha re-
portado que las hembras responden en forma mas
efectiva que los machos a los efectos convulsivantes
del antagonista GABAérgico picrotoxina (35). Esta in-
formacion sugiere que el tono GABAérgico es menor
en las hembras que en los machos.

Por estarazon, seria necesario aplicarles dosis mas
elevadas de farmacos ansioliticos a las hembras para
obtener efectos similares a los encontrados en los ma-
chos. No obstante, es necesario hacer mas experi-
mentos para confirmar esta aseveracion.

Por lo que se refiere a las variaciones en los
efectos de los ansicliticos de acuerdo con la espe-
cie, se encontraron también diferencias interesantes
en la respuesta de los roedores al diazepam. En los
ratones se observo que a partir de la dosis de 0.25
mg/kg se presentaban efectos ansioliticos, mientras
que en las ratas no fue sino hasta la dosis de 1.0
mg/kg cuando se vio claramente el efecto. Hay otros
reportes en los que se senala que el diazepam redu-
ce la conducta de enterramiento defensivo en las ra-
tas en un margen de dosis de 0.5 mg/kg a 1.0 mg/kg
(45 y 10). Estas evidencias concuerdan con los re-
sultados del presente trabajo. Contrariamente, en
1990, Rohmer y colaboradores (37) encontraron que
a dosis menores (0.2 y 0.5 mg/kg) se producia una
clara reduccion de la conducta de enterramiento de-
fensivo en las ratas. Las diferencias entre los hallaz-
gos de Rohmer y los de este trabajo, se pueden de-
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beralaintensidad delchoque eléctrico utilizadocomo
estimulo aversivo.

Mientras que en nuestro experimento se utilizd
una intensidad de 0.3 mA, Rohmer y cols. utilizaron
una intensidad de 1.0 mA. Como apoyo a nuestras
observaciones al respecto queremos mencionar que
otros autores han encontrado diferencias en cuanto
ala accion del diazepam sobre la conducta de ente-
rramiento defensivo de los roedores, las cuales de-
penden de la intensidad de choque (45).

Como se mencioné anteriormente, se observé
que el diazepam producia en los ratones una nota-
ble reduccién de la conducta de enterramiento a la
dosis de 0.25 mg/kg. Sin embargo, Njung'e y Hand-
ley (33) reportan que los ratones hembra de la cepa
MFI responden de una forma bifasica al diazepam;
de manera que las dosis pequenas (0.1 mg/kg) de
diazepam producen un incremento en la conducta
de enterramiento, mientras que las dosis altas (1.0 a
5.0 mg/kg) producen una reduccion. Estas diferen-
cias de dosis-respuesta al diazepam podrian deber-
se fundamentalmente a dos variables bioldgicas: la
fase del ciclo en que fueron evaluadas las hembras
y la cepa ala que corresponden los animales de ex-
perimentacion.

Con respecto a la primera variante, ya se ha se-
falado que las hembras responden de forma distinta
a los ansioliticos, dependiendo de la fase enddcrina
en la que se encuentren (12). En el segundo caso,
se ha reportado que la neurotransmision en ciertas
areas cerebrales varia segun la cepa de los roedo-
res, de modo que se presenta un ciclo circadiano ca-
racteristico para cada neurotransmisor (47). Este fe-
némeno también se ha observado en el receptor
GABA-benzodiacepinico, cuyo ritmo varia ademas a
lo largo del ano (28). Estas evidencias podrian justi-
ficar no solo las variaciones interespecificas mostra-
das en este trabajo, sino otras similares reportadas
en la literatura (31 y 37).

Con respecto al efecto de los ansioliticos seroto-
ninérgicos, la ipsapirona y el indorrenato a las mis-
mas dosis, provocaron unareduccion en ta conducta
de enterramiento en las dos especies utilizadas.

Esto concuerda con reportes anteriores de nues-
tro grupo de investigacion (10) y de otros laborato-
rios (29). A diferencia de lo que se encontro con el
ansiolitico diazepam, parece ser que no varia el
efecto de los ansioliticos serotoninérgicos de acuer-
do con la especie. Aunque pudiera esperarse que
variarala conducta debido al recientemente estable-
cido ritmo circadiano de los receptores S1A (46), és-
to no ocurrio debido a que los experimentos se lle-
varon a cabo durante un corto periodo del dia (11.00
a 13.00 hrs).

Con base en estos hallazgos, resulta evidente
que los tratamientos con agentes ansioliticos, como
los probados en este estudio, deberian tomar en
cuenta tanto el sexo como la fase del ciclo en el que
se encuentren los individuos.
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