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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la actividad ansiolitica y antidepresiva in vivo
de un aceite enriquecido en Cannabidiol (CBD) frente a medicamentos de uso farmacoterapéutico
comun: Nervinetas® y Amitriptilina; en ratones (Mus musculus). En primera instancia se realiz6
la ambientacion de los especimenes, luego la generacion de procesos ansiogénicos y depresivos
mediante la modificacion de una serie de factores ambientales: alimentacion, hidratacion,
manipulacion, ciclo circadiano. A continuacion, se acondicion¢ el aceite de CBD, y los controles
a las respectivas dosis de estudio mediante diluciones, conformando asi cada uno de los
tratamientos. Para la evaluacion de las actividades ansioliticas y antidepresivas, se utilizaron 24
ratones machos con un peso aproximado de 25-30 gramos, administrados por via oral con aceite
de CBD en dosis de 0,429 mg/Kg y 0,857 mg/ Kg, vehiculo oleoso (cero), Nervinetas® (control
ansiolitico), Amitriptilina (control antidepresivo). Los modelos de respuesta no condicionada
utilizados para medir la actividad ansiolitica fueron: Campo Claro-Campo Oscuro y Laberinto
Elevado en Cruz. Los modelos de respuesta no condicionada utilizados para medir la actividad
antidepresiva fueron: Sujecion por cola y Natacion forzada. Los datos fueron obtenidos mediante
la observacién y el registro de 2 parametros: nimero de transiciones y tiempos (segundos). Los
resultados fueron analizados en el programa IBM SPSS Statistics 25; concluyendo asi, que la
dosis de aceite de CBD, con mayor actividad tanto ansiolitica como antidepresiva fue la de 0,429
mg/Kg la cual logra una disminucién significativa de los sintomas de las patologias. Se
recomienda desarrollar equipos y softwares estadisticos que resultarian Gtiles en la ejecucion de

los test de: sujecion por cola y natacion forzada, para obtener datos mas precisos, exactos y fiables.

Palabras clave: <FARMACIA>, <ACTIVIDAD ANSIOLITICA>, <ACTIVIDAD
ANTIDEPRESIVA>, < CANNABIDIOL (CBD) >, <CAMPO CLARO-CAMPO OSCURO>,
<LABERINTO ELEVADO EN CRUZ>, <SUJECION POR COLA>, <NATACION
FORZADA>.
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4 FERNANDA
(¥ AREVALO
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1234-DBRAI-UPT-2021
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SUMMARY

The objective of the research was to evaluate the anxiolytic and antidepressant activity in vivo of
an oil enriched with Cannabidiol (CBD) versus drugs for pharmacotherapeutic use: Nervinetas®
and Amitriptyline; apply in mice (Mus musculus). In first instance the setting of the specimens
was carried out, then, on the generation of anxiety and depressive processes by modifying a
number of environmental factors like: nutrition, hydration, manipulation, and the circadian cycle.
The CBD oil was then conditioned and control the doses through dilutions for the respective
study, to conform each one of the treatments. For the evaluation of anxiolytic and antidepressant
activities, 24 male mice weighing approximately 25-30 grams, were administered orally with
CBD oil in doses of 0.429 mg/Kg and 0.857 mg/Kg, oleous carrier (zero), Nervinetas®
(anxiolytic control), Amitriptyline (antidepressant control). The not conditioned model to
measure anxiolytic activity were: Light Field, Dark Field, and a raised cross maze. The not
conditioned models to measure antidepressants activities were: Tail hold and forced swimming.
The data was collected through observation and recording on 2 parameters: The number of
transitions and the time (seconds). Results were analyzed in the IBM SPSS Statistics 25 program;
concluding that the dose of CBD oil with the highest activity, both anxiolytic and antidepressant
was the 0.429 mg/Kg which help to achieve a significant decrease on the symptoms of
pathologies. It is highly recommended to develop a statistical equipment and a software that could
be useful on the execution of these tests: Tail hold and forced swimming, to obtain a more precise,

exact and reliable data.

Keywords: <PHARMACY>, <ANSIOLYTIC ACTIVITY> < ANTIDEPRESSIVE
ACTIVITY>, <CANNABIDIOL (CBD)>, <LIGHT FIELD - DARK FIELD>, <RAISED
CROSS MAZE>, <TAIL HOLD>, <FORCED SWIMMING>.
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INTRODUCCION

La salud mental es primordial para el bienestar personal, familiar y social. Sin embargo, existen
factores biolégicos, psicoldgicos y contextuales que la afectan, los cuales impactan a la sociedad
en su totalidad, se integran de una manera dindmica y estan en evolucion constante. Los trastornos
mentales mas comunes corresponden a 2 categorias de diagndstico principalmente: depresivos y
ansioliticos. Los cuales, constituyen una importante carga econdémica y social, debido a su

frecuencia, coexistencia y comorbilidad, asi como por la discapacidad que producen (Centros de
Integracion Juvenil, 2018, p. 115).

En el 2015, la proporcion de la poblacion mundial con trastornos de ansiedad fue de 264 millones,
diferentes estudios revelaron que entre el 13.6% y el 28.8% padecera algun problema a lo largo
de su vida. De igual forma en el mismo afio, el nimero total de personas a escala mundial con

depresion supero los 300 millones y mas del 80% ocurri6 en paises de ingresos bajos y medianos
(Centros de Integracion Juvenil, 2018, p. 115).

La ansiedad es una respuesta fisiologica acompafiada por cambios fisicos y mentales que se
presentan como una reaccién para adaptarse ante un evento que causa estrés. Una sobre activacion
de esta respuesta natural puede generar algun trastorno de ansiedad caracterizado por la presencia
de preocupacion, tensién o temor excesivo que ocasionan malestar y deterioro clinicamente

significativo en la funcionalidad y adaptacion de la persona.

La depresion se caracteriza por la presencia de sentimientos profundos de tristeza y desesperacion,
deseos de no seguir viviendo, abandono del aseo personal, culpa, autodevaluacién, lentitud de las

funciones mentales, pérdida de la concentracién, pesimismo y autodesprecio (Centros de Integracion
Juvenil, 2018, p. 115).

Los tratamientos farmacoldgicos cumplen la meta terapéutica establecida, pero conllevan severos
efectos secundarios. Los benzodiacepinas, los ansioliticos cominmente empleados, actlian sobre
los receptores de los inhibidores activados directamente por el GABA, pero a la vez deprimen en
exceso el sistema nervioso central generando aturdimiento, laxitud, incremento del tiempo de

reaccion, trastorno de las funciones mentales y motoras, confusion, agitacion.

Los antidepresivos triciclicos impiden la recaptacion de Serotonina y Noradrenalina, pero a la vez
bloquean los receptores muscarinicos M1, los receptores de histamina H1 y los receptores

adrenérgicos alfa-1; lo cual produce: sequedad de boca, sabor amargo o metélico, estrefiimiento,



vision borrosa, trastornos miccionales, cefalea, nauseas, tinitus, insomnio, mareos, taquicardia,

palpitaciones y nerviosismo ( Luna et al., 2001, pp. 2-15).

Como una alternativa a los tratamientos convencionales existe la fitoterapia. Cannabis sativa es
una especie que posee 2 principales componentes fitocannabinoides con actividad sobre el sistema
nervioso central; como son el tetrahidrocannabinol (THC), responsable de los efectos euféricos,
que alteran la mente, y el cannabidiol (CBD), que no posee propiedades psicoactivas, puede
utilizarse de manera libre, a diferencia del THC el cual a nivel nacional se halla bajo estrictos
controles legales, pudiendo emplearse para la fabricacion de fitofarmacos, en una concentracion

maxima del 1% (Zieba et al., 2019.pp.93-100).

El CBD se halla en una concentracién elevada en las hojas y flores de la especie vegetal, por lo
cual se emplean distintos métodos de extraccion para aislar, preservar y mantener la pureza de la

resina medicinal (aceite).

Diversos estudios realizados con CBD han revelado que tiene un amplio perfil farmacolégico, e
interacciones con varios receptores incluido el endocannabinoide tipo 1 (CB1), un receptor propio
del organismo humano, que en varios modelos de miedo no condicionado al activarlo produce

efectos ansioliticos relevantes para los dominios de sintomas de dicho trastorno.

También actda como un agonista del receptor 5-HT1A que mediante su activacion incrementa el
tiempo de interaccién entre la célula pre y postsinaptica, evitando la disminucion de los niveles
de Serotonina, como mecanismo para el potencial efecto antidepresivo. En dichos procesos el
CBD a diferencia de los farmacos sintéticos no interacciona con los receptores responsables de

los efectos secundarios de estos (Blessing et al., 2015, pp. 15-30).

Para el analisis de diferentes patologias que afectan el sistema nervioso central, desde la década
de 1950 se han empleado diversos modelos animales, pues con ellos se pueden estudiar
mecanismos cerebrales subyacentes, principalmente neuroquimicos (Cassano y Argibay 2009). Asi
los que se implementan con ratones (Mus musculus), son de suma importancia para el estudio de
trastornos de ansiedad y depresion; debido a que este es un modelo fisioldgico-biol6gico similar
al ser humano, que ademas reline ciertas caracteristicas claves en una investigacion como: alta
performance reproductiva, corto tiempo generacional, y facil mantenimiento; lo cual permite
recolectar informacidn pertinente para extrapolarla al humano como respuestas a los farmacos,
efectos secundarios, interacciones, dosis farmacoterapéuticas adecuadas, aspectos toxicoldgicos

entre los mas relevantes (Hernandez, 2006,pp.252-256).



En esta investigacion se plantea si mediante la administracion de aceite enriquecido en CBD, en
ratones (Mus musculus) se podrian conseguir similares actividades tanto ansioliticas como
antidepresivas, frente a medicamentos de uso farmacoterapéutico comin como son: Nervinetas®

y Amitriptilina.

Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Evaluar la actividad ansiolitica y antidepresiva in vivo de un aceite enriquecido en CBD frente a
medicamentos de uso farmacoterapéutico comdn; como son: Nervinetas® y Amitriptilina; en
ratones Mus musculus

Obijetivos especificos

e Determinar la dosis mas eficaz de CBD para el tratamiento tanto de ansiedad y depresion

mediante su administracion a los especimenes.

e Comparar el efecto ansiolitico de las diferentes dosis de CBD frente a los medicamentos de

uso farmacoterapéutico comun; mediante el analisis estadistico de los datos obtenidos.

e  Comparar el efecto antidepresivo de las diferentes dosis de CBD frente a los medicamentos

de uso farmacoterapéutico comudn; mediante el analisis estadistico de los datos obtenidos.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes de la investigacion

CDB es un cannabinoide presente en Cannabis sativa, que no causa los efectos tipicos del
componente psicoactivo A ? -tetrahidrocannabinol (THC). EI CBD fue aislado de la marihuana en
1940 por Adams et al en los Estados Unidos y del hachis egipcio por Jacob y Todd en el Reino

Unido. Su estructura se dilucid6 en 1963 y su configuracion absoluta se establecié en 1967 (Breuer
etal., 2016, pp. 15-19).

El CBD a nivel clinico fue empleado por primera vez en 1980 como antiepiléptico en un pequefio
ensayo de pacientes adultos y, hoy en dia los extractos de plantas con altos niveles de CBD se

administran ampliamente a nifios epilépticos.

Diversos estudios han reportado resultados positivos de estudios pediatricos clinicos mas amplios;
por lo cual, el farmaco ha recibido recientemente la designacién de huérfano por parte de las
agencias reguladoras. Asi pues, numerosos estudios preclinicos indican que el CBD ejerce efectos
terapéuticos en modelos animales de una amplia gama de trastornos de la salud, incluidas las

afecciones neuropsiquiatricas relacionadas a la depresion (Breuer et al., 2016, pp. 15-19).

En un estudio realizado en la Escuela de Ciencias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP),
Universidad de Sdo Paulo (USP) Brasil, se demostré que el CBD inducia efectos similares a los
farmacos antidepresivos, en diferentes modelos preclinicos, utilizando especies distintas de
roedores enfocandose principalmente en ratas y ratones, asi se observé en ratones albinos suizos
evaluados con el test de sujecion de cola (TST) donde inyecciones diarias de CBD en dosis de 3

y 30 mg/kg durante 15 dias tuvieron un efecto antidepresivo (Pandini et al., 2019,pp.104-116).

También se observaron resultados similares en ratas Wistar machos sometidas al test de natacion
forzada (FST) donde el tratamiento agudo y crénico durante 14 dias con CBD a una dosis de 30
mg/kg fue eficaz, pues aumentd el tiempo de natacion en el FST, este comportamiento esta
relacionado con el aumento del tono serotoninérgico en el cerebro lo que respalda la participacion

de la transmision serotoninérgica en los efectos conductuales (Pandini et al., 2019,pp.104-116).



El Instituto de Investigacion de Neurociencia, perteneciente a la Universidad de Tasmania, en
Australia investig6 que la administracion conjunta de CBD aument6 los efectos antidepresivos de
la fluoxetina, pero no de la desipramina, en el FST. Por lo tanto, sugiere que el CBD puede ser
atil para potenciar los efectos terapéuticos de los farmacos antidepresivos serotoninérgicos

clinicamente disponibles.

También demostré que el tratamiento subcrénico, pero no agudo, con CBD en el rango de dosis
de 3-30 mg/kg atenta las disfunciones conductuales asociadas con la depresién en ratones
diabéticos. Aunque todos los estudios mencionados anteriormente se han llevado a cabo en
roedores machos, la nueva evidencia sugiere que los efectos del CBD pueden estar influenciados

por el género, demostrando una disminucién en la eficacia en ratones hembras (Zieba etal.,
2019.pp.93-100).

Los hallazgos iniciales de que el CBD atenta los efectos psicotomiméticos y ansiogénicos
inducidos por altas dosis de THC en humanos llevaron a suponer que este farmaco podria poseer
propiedades antipsicéticas y ansioliticas. EI CBD de hecho disminuye los cambios de
comportamiento inducidos en los roedores por los agonistas de la dopamina o los antagonistas del

receptor de glutamato NMDA (Breuer et al., 2016, pp. 15-19).

Guimaraes F. en su estudio titulado “Los efectos ansioliticos del cannabidiol en ratones con estrés
crénico mediados por el sistema endocannabinoide: papel de la neurogénesis y la remodelacion
dendritica” determind que las inyecciones repetidas de CBD, atentian los efectos ansiogénicos

inducidos por el estrés cronico impredecible (CUS).

Los mecanismos especificos involucran la neurogénesis del hipocampo adulto y el reclutamiento
de endocannabinoides. Después de 14 dias, las inyecciones de CBD a una dosis de 30 mg/kg
indujeron respuestas ansioliticas en animales estresados, quienes fueron evaluados mediante las
pruebas de: alimentacion elevada y laberinto elevado en cruz, para posteriormente ser blogueadas

por el pretratamiento con un antagonista del receptor CB WAY100635, 0.05 mg/kg (Guimaraes,
2018,pp.22-33).

1.2.Bases tedricas

1.2.1. Ansiedad

El trastorno de ansiedad se define como una anticipacién de un dafio o desgracia que sucedera en

un futuro acompafados de sentimientos de disforia y tension; aquellos, se vuelven intensos



superando la capacidad adaptativa de las personas, causando malestar a nivel psicoldgico, fisico
y a nivel conductual. Se caracteriza por la presencia de preocupacién excesiva por al menos 6
meses, el mayor tiempo de los dias de cada mes, no permite Ilevar una vida normal, al que lo
padece, pues le resulta dificil controlar aquella preocupacién; ademas de la preocupacion excesiva
y el descontrol de la misma, otros sintomas son inquietud o sensacion de estar atrapado, tension

muscular, trastornos de suefio, dificultades para concentrarse, irritabilidad y fatiga (Cjuno y Al,
2020,pp-15-30).

Figura 1-1: Trastorno de ansiedad
Fuente: AS, 2018

1.2.1.1. Tipos de ansiedad

e Trastorno de ansiedad generalizada

Se caracteriza por la presencia de ansiedad y preocupaciones de caracter excesivo y persistente
durante al menos seis meses. La ansiedad se asocia a tres 0 mas de los siguientes sintomas:
inquietud, fatigabilidad facil, dificultad para concentrarse, irritabilidad, tensién muscular y

alteraciones del suefio (Mayra et al., 2011,pp.101-107).

e Trastorno obsesivo compulsivo

Se caracteriza por la presencia de obsesiones (pensamientos, impulsos o imagenes recurrentes y
persistentes que causan malestar o ansiedad significativos) y de compulsiones que son
comportamientos o actos mentales de caracter repetitivo que se realizan para disminuir la ansiedad
provocada por la obsesion o para prevenir de algin acontecimiento negativo (Mayra etal.,

2011,pp.101-107).

e Trastorno de ansiedad debido a enfermedad médica
Se caracteriza por sintomas prominentes de ansiedad que se consideran secundarios a los efectos

fisioldgicos directos de una enfermedad subyacente (Mayra et al., 2011,pp.101-107).



1.2.1.2. Tratamiento farmacoldgico

e Benzodiacepinas

Los benzodiacepinas (BZD) son un grupo de psicofarmacos ampliamente prescritos desde su
introduccion en la practica clinica a principios de los afios 1960. Estos farmacos cuentan con una
alta eficacia terapéutica en el tratamiento de la ansiedad. Sumecanismo de accion sobre el Sistema
Nervioso Central a nivel molecular (Gutiérrez, 2013,pp 325-329).

Mecanismo de accion

El &cido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del Sistema
Nervioso Central de los mamiferos. EI GABA puede activar dos tipos de receptores, uno
metabotrépico (GABAB), acoplado a una proteina G con funcion presinaptica y postsinaptica, y
uno ionotrépico (GABAA) con funcion sinaptica localizado en la membrana postsinaptica. El
receptor GABAA es el receptor inhibitorio acoplado a un canal i6nico mas abundante en el
Sistema Nervioso Central, su poro conductor es selectivo para iones CI-19,20 y es modulado

alostéricamente por diferentes farmacos como las BZD, los barbitdricos y también por el etanol.

El sitio de union especifico a las BZD en el receptor GABAA es llamado sitio de union
benzodiacepinico genera un incremento en la frecuencia de apertura del canal i6nico con respecto
a cuando el receptor GABAA se encuentra sélo en presencia del neurotransmisor GABA. En otras
palabras, las BZD potencian el efecto del neurotransmisor GABA sobre sus receptores
ionotropicos, lo que permite una mayor entrada del ion cloro a las neuronas favoreciendo la
hiperpolarizacion de su potencial de membrana; la neurona se vuelve menos susceptible a los
estimulos activadores (menos excitable) y se produce un estado de inhibicidén neuronal (Gutiérrez,

2013,pp 325-329).

o Antagonistas f-adrenérgicos

Los antagonistas del receptor 3-adrenérgico como propranolol, atenolol y pindolol, con frecuencia
reducen rapidamente la ansiedad en el trastorno de péanico, fobia social y fobias especificas.
Pueden ser beneficiosos en el tratamiento de la ansiedad en pacientes con sintomas cardiacos
pronunciados o temblor, ya que la atenuacion de los sintomas fisicos tiene un efecto calmante en
algunos pacientes. La aparicion del efecto clinico es rapida y pueden tomarse como monodosis 0
regularmente. No tienen, por tanto, un efecto directo sobre la ansiedad, pero disminuyen la
preocupacion de los pacientes sobre su estado fisico al reducir el temblor y la respuesta cardiaca
a la ansiedad. Esto aumenta la confianza en si mismos de los pacientes para enfrentarse a

situaciones estresantes (Benedi, 2007, pp.12-16).



° Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina

A este grupo pertenecen farmacos antidepresivos como fluoxetina, paroxetina, citalopram,
sertralina y venlafaxina, que han demostrado eficacia en el tratamiento de diversos cuadros de
ansiedad: trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de angustia, fobia social, trastorno
obsesivo-convulsivo, trastorno por estrés postraumatico, bulimia nerviosa, anorexia nerviosa y

trastornos del control de los impulsos (Benedi, 2007, pp.12-16).

° Buspirona

La buspirona y sus analogos --ipsapirona y gepirona-- son potentes agonistas de los receptores
serotoninérgicos 5-HT1A y se utilizan en el tratamiento de diversos trastornos de ansiedad.
Aunque la buspirona también se une a los receptores de dopamina, su efecto ansiolitico se debe
fundamentalmente a su accién serotoninérgica. Parece ser que actla sobre receptores
presinapticos inhibidores, reduciendo la liberacion de serotonina y noradrenalina en el locus
coeruleus. Su efecto ansiolitico tarda varios dias o0 semanas en manifestarse, lo que apunta hacia

un mecanismo de accion indirecto y mas complejo (Benedi, 2007, pp.12-16).

1.2.1.3. Reacciones adversas

En la mayor parte de los casos, las reacciones adversas son una prolongacion de la accion
farmacoldgica y afecta al SNC. Aproximadamente la mitad de los pacientes presentan en mayor
0 menor grado somnolencia durante los primeros dias de tratamiento central generando
aturdimiento, laxitud, incremento del tiempo de reaccidn, trastorno de las funciones mentales y
motoras, confusion, agitacion. Excepcionalmente pueden producirse caidas que conducen a

fracturas, demencia, pancreatitis, empeoramiento respiratorio (Brandt y Leong, 2017, pp. 1-7).

Figura 2-1: Efectos adversos de los benzodiacepinas
Fuente: Ng etal., 2018, pp.83-89



1.2.2. Depresion

Es una condicién debilitante caracterizada por sintomas afectivos, cognitivos y somaticos que
incluyen la presencia de animo bajo, anhedonia, alteraciones en el apetito y peso, alteraciones en
el suefio, agitacion o retardo psicomotor, fatiga, ideas de minusvalia o culpa, disminucion en la
capacidad de concentracion, e ideas de muerte o suicidas. La presencia de esta sintomatologia
genera una importante disfuncion a nivel social, ocupacional y de otras areas de la vida diaria

(Pérez , 2017, pp. 7-16).

Figura 3-1: Trastornos de depresién
Fuente: Sanchez, 2021

1.2.2.1. Tratamiento farmacol6gico

e Antidepresivos triciclicos

Tras el descubrimiento de la clorpromazina como tratamiento antipsicético para pacientes con
esquizofrenia, el desarrollo de nuevas moléculas similares en cuanto a su estructura quimica (tres
anillos de benceno) permitio6 la aparicion de la imipramina como el primer antidepresivo de este
grupo. Posteriormente aparecieron la desipramina, maprotilina, nortriptilina, amitriptilina y

clomipramina.

Los ATC, bloquean la recaptura de serotonina y noradrenalina. Sin embargo, los ATC ademas
tienen acciones farmacologicas de relevancia sobre receptores HI1 histaminérgicos, al
adrenérgicos y canales de sodio sensibles a voltaje, lo que ocasiona efectos secundarios frecuentes

y en ocasiones poco tolerados (Pérez, 2017, pp. 7-16).



Mecanismo de accion

Los Antidepresivos triciclicos ejercen su accion terapéutica a través del bloqueo de las bombas
de recaptacion de serotonina y de noradrenalina, con mayor o menor potencia de cada una de ellas
segun el farmaco empleado (Sanchez, 2013).

Reacciones adversas
Producen efectos sedantes, cognitivos, visién borrosa, boca seca, taquicardia, hipotension
ortostatica, pueden bajar umbral para convulsiones, en ciertas ocasiones pueden llegar a ser cardio

toxicos generando arritmias (Grosso, 2013, p.23).

o Inhibidores de recaptura de serotonina y noradrenalina (IRSN)

Adicional al blogueo de la serotonina, los IRSN bloquean el transportador de noradrenalina
(NAT), razén por la cual son conocidos como antidepresivos “duales”. Esto no sélo incrementa
las concentraciones sinapticas de 5-HT y NA, sino que también aumenta las concentraciones de
DA a nivel de corteza prefrontal, ya que en esta region la DA es recapturada por el NAT, y no
por el transportador de dopamina (DAT). Los IRSN disponibles en la actualidad son venlafaxina,

desvenlafaxina, duloxetina y milnacipran (Pérez , 2017, pp. 7-16).

Reacciones adversas

Las nduseas son el problema mas importante durante las primeras 2 semanas de tratamiento;
ocurren aumentos leves dosis dependientes en la tension arterial con dosis altas. Cuando el
farmaco se interrumpe bruscamente, a menudo aparecen sintomas de abstinencia (p. €j.,

irritabilidad, ansiedad, nauseas) (Coryell, 2018,p.15).

¢ Inhibidores de la recaptura de noradrenalina y dopamina (IRND)

Este tipo de antidepresivos ejerce su accién a través de la inhibicion del NAT y DAT, lo que
incrementa las concentraciones sinapticas de NA y DA. Su accion sobre DA le otorga propiedades
antidepresivas activantes o estimulantes, mientras que al no actuar directamente sobre 5-HT
carece de efectos adversos relacionados como la disfuncion sexual. El Unico farmaco disponible

de este grupo es el bupropién o anfebutamona (Pérez , 2017, pp. 7-16).

¢ Inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAO)

Este grupo de farmacos fue el primero en aparecer como antidepresivo, a pesar de que su
descubrimiento fue producto de serendipia. EIl primer IMAO, la iproniazida, fue originalmente
desarrollado como un tratamiento para la tuberculosis, observandose ademas que tenia
propiedades antidepresivas en los pacientes que lo recibian. Subsecuentemente se desarrollaron

otros IMAO con distintas propiedades farmacoldgicas en relacion a su reversibilidad y al subtipo
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de enzima que inhiben (selegilina, fenelzina, tranilcipromina). A pesar de su comprobada eficacia
como antidepresivos, han caido en desuso por sus potenciales interacciones farmacolégicas con
agentes simpatomimeéticos, anestésicos, agentes serotoninérgicos, triciclicos y algunos opiaceos

(Pérez, 2017, pp. 7-16).

Mecanismo de accion
Estos farmacos inhiben la desaminacién oxidativa de las 3 clases de aminas bidgenas

(noradrenalina, dopamina, 5-HT) y de otras feniletilaminas (Coryell, 2018,p.15).

Reacciones adversas
Los efectos adversos més frecuentes de los IMAO son disfuncion eréctil (menos frecuente con
tranilcipromina), ansiedad, nauseas, mareos, insomnio, edema de los pies y aumento de peso

(Coryell, 2018,p.15).

e Agonistas de la Melatonina

Existe evidencia de que la presencia del TDM provoca numerosas alteraciones en las fases del
suefio y en la secrecion de factores asociados a ciclos circadianos, incluidos el BDNF. El
mecanismo de accidn de los antidepresivos desarrollados con este principio es, entonces, el
agonismao de receptores de melatonina 1y 2 (MT1y MT2). Adicionalmente, la agomelatina es un

antagonista del receptor 5-HT2C, agregando propiedades antidepresivas (Pérez , 2017, pp. 7-16).

Reacciones adversas

Puede causar dolor de cabeza, nduseas, y diarrea. También puede aumentar los niveles de
enzimas hepéticas, y estos niveles deben medirse antes de iniciar el tratamiento y cada 6
semanas a partir de entonces. Esta contraindicada en los pacientes con disfuncién hepatica

(Coryell, 2018,p.15).

1.2.3. Fitoterapia

Hace referencia al manejo de plantas medicinales Utiles para casi todas las necesidades
farmacoldgicas y fitocosméticas, esta nueva terapia permite resolver los males que aguejan al
paciente, trastornos como: Migrafia, estrés, ansiedad, depresidn, angustia, nerviosismo, dolores
musculares, articulaciones, infecciones internas, dafio capilar, desordenes metabdlicos, trastornos
en el tracto digestivo. También es Util para la prevencién de enfermedades, permitiendo al cuerpo
encontrar un equilibrio corporal saludable a la vida cotidiana y un funcionamiento fisiol6gico

normal (Bueno, 2013, pp. 1-9).
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En la actualidad, se identifican tres grupos de medicamentos a base de plantas medicinales, en

funcion de sus caracteristicas de registro o dispensacion:

1. Medicamentos a base de plantas sometidos a prescripcion médica

2. Medicamentos a base de plantas susceptibles de publicidad dirigida al publico en general. Estan
sujetos a normativa especifica y son destinados y concebidos para su utilizacion sin la necesidad
de intervencién de un médico, aunque requieran la intervencién de un farmacéutico

3. Los medicamentos tradicionales a base de plantas (MTP), sometidos a registro mediante
proceso simplificado. Al igual que los del grupo anterior, estan destinados y concebidos para su
utilizacion sin la necesidad de intervencion de un médico. Su accion farmacoldgica y su eficacia

terapéutica se pueden deducir de la experiencia en su uso tradicional. (Validada, 2018, p.2).

1.2.3.1. Aplicacidn en el tratamiento de trastornos psicolégicos

Existen muchos compuestos quimicos que se dan por si solos en la naturaleza y tienen actividad
bioldgica, asi en los Gltimos 150 afios los quimicos y farmacdlogos se han dedicado a aislar y
purificar los componentes "activos" de estos compuestos, en un intento por producir nuevos
farmacos (Salvador et al. 2013) destinados al campo de la psiquiatria se han utilizado en psicosis,
depresion, ansiedad, alcoholismo, abuso de sustancias, Alzheimer, sindrome de dolor cronico,

disfuncion eréctil, trastornos del suefio (Sanabria, 2017, pp.30-38).

1.2.4. Cannabis sativa (Cafiamo)

Figura 4-1: Cannabis sativa (Cafiamo)
Fuente: NIH, 2016, p. 8.
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1.2.4.1. Clasificacion taxonomica

Tabla 1-1: Clasificacion taxonémica de Cannabis sativa (Cafiamo)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Urticales
Familia Cannabaceae
Género Cannabis
Especie Cannabis sativa

Fuente: (Angeles et al., 2014, pp. 1-7)
Realizado por: Copo, Jairo, 2021

1.2.4.2. Descripcion botanica

Es una planta herbacea anual de hasta 4 m de alto, dioica, de tallo erecto y hojas palmadas
estipuladas, las inferiores opuestas y las superiores alternas. Las hojas se encuentran sobre
peciolos de hasta 7 cm de largo. Cada hoja se compone de entre 3 a 9 foliolos angostos, de apice
agudo, con margenes serrados y tricomas glandulares recostados sobre el haz y el envés de un
color mas claro. Los tricomas glandulares producen una resina como una forma de proteger a la

planta contra las agresiones externas (Lopez et al., 2014,p.56).

Tiene inflorescencias en las axilas de las hojas superiores o al terminar las ramas, con brécteas
herbaceas y glandulosas. Las inflorescencias masculinas son ramificadas, laxas y con muchas
flores; mientras que, las femeninas son densas, pero con pocas flores (de 5 a 8). Las flores
masculinas son pediceladas, con perianto de 5 tépalos; y las femeninas son sesiles, con perianto
entero, membranaceo y pegado al ovario, persistente en el fruto, ovario con un sélo évulo y 2
estigmas. El fruto es un aquenio, con una sola semilla, ovoide, algo comprimida, blanco o verdoso

teflido de parpura, encerrado en el perianto ( Angeles et al., 2014, pp. 1-7).

1.2.4.3. Distribucion geogréfica y habitad

Nativa de Asia Central y del Sur. Actualmente se encuentra ampliamente distribuida en regiones
templadas y subtropicales por todo el mundo, pues esta especie vegetal prefiere un clima caliente
y hlimedo, incluso si la planta es muy resistente puede vivir en muchos habitats, siempre que el

pH del suelo oscile entre 5y 7 (Bissanti, 2017,p. 5).
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Esta especie requiere una buena exposicion al sol para crecer, de hecho, el cafiamo necesita por
lo menos 12 horas de luz para iniciar la floracion. El 6ptimo para la fase vegetativa y para la
produccién de CBD se produce con periodos de luz de 18 horas (Bissanti, 2017,p. 5).

1.2.4.4. Composicion quimica

La composicion quimica de esta especie se ha estudiado ampliamente. Se han identificado
aproximadamente 500 compuestos, entre los que se encuentran canabinoides, terpenos,
flavonoides, alcaloides, estilbenos, amidas fendlicas y lignanamidas son de naturaleza
terpenofendlica y se concentran generalmente en la resina producida en los tricomas de la planta,
sobre todo en las inflorescencias femeninas. Los canabinoides son sintetizados y acumulados
como acidos canabinoideos, y no es sino hasta el proceso de secado y almacenaje, que los acidos
se descarboxilan gradualmente hasta alcanzar su forma final, como por ejemplo el THC o el

canabidiol (CBD) (Angeles et al., 2014, pp. 1-7).

También se han identificado alrededor de 120 terpenos en esta especie vegetal. Estos metabolitos
son responsables del sabor de las diferentes variedades y determinan la preferencia de los usuarios
de las mismas. El éxido de cariofileno, es el principal compuesto aromatico y volatil que

identifican los perros utilizados para la deteccion de narcéticos (Angeles et al., 2014, pp. 1-7).

Los flavonoides son compuestos aromaticos y se pueden encontrar en forma libre o conjugada
con un glucdsido. Se producen mas de 20 de estos metabolitos. La canflavina A y canflavina B,
son dos flavonoides que han mostrado actividad farmacoldgica, inhibiendo la produccién de
prostaglandina E, mientras que otros estudios sugieren que modulan la accion de los

cannabinoides (Angeles et al., 2014, pp. 1-7).

~-- Hydroxyl group

|
I
|
I
I
i
0

Tetrahydrocannabinol (THC) Cannabidiol (CBD)

Figura 5-1: Estructura quimica: CBD y THC
Fuente: Rudd, 2018, pp. 1-5.
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1.2.4.5. Aplicaciones farmacoldgicas

e Tratamiento del dolor
Diversas preparaciones que contienen cannabis han sido usadas desde hace miles de afios para el
alivio del dolor. Hoy en dia se sabe que este efecto se debe a que estos compuestos son capaces

de bloguear o inhibir la transmision del impulso nervioso a varios niveles.

Esta actividad farmacol6gica parece ejercerse a través de la activacion de receptores CB1 a nivel
del cerebro, la médula espinal y las neuronas 5 sensoriales periféricas. Este dato seria consistente
con las altas densidades de receptores CB1 presentes sobre las aferencias nociceptoras primarias,
particularmente a nivel de la médula espinal dorsal. Por su parte, los receptores CB2 periféricos

estan implicados en el control del dolor inflamatorio (Callado, 2010, pp. 1-15).

e Antiemético
Una revision sistematica de los diferentes ensayos clinicos realizados hasta el momento ha
evidenciado que los cannabinoides presentan una eficacia ligeramente superior que los

antieméticos clasicos en el tratamiento de los vémitos inducidos por quimioterapia.

Ademas, el CBD ha mostrado también eficacia antinauseosa en modelos experimentales de
ndusea en animales. Finalmente, la administracion simultdnea de THC y CBD, junto al

antiemético habitual ha mejorado la respuesta en pacientes oncoldgicos (Callado, 2010, pp. 1-15).

e Antiespastico
En diferentes modelos de esclerosis multiple se ha demostrado que la espasticidad esta controlada
por el sistema cannabinoide enddgeno, asi, se ha demostrado que la inhibicién de la degradacion

de los cannabinoides enddgenos produce un potente efecto antiespastico.

Por tanto, los compuestos que inhiben esta degradacion son candidatos ideales para su utilizacion
como antiespasticos, pues ademas de su eficacia clinica en la reduccion de la espasticidad, no
activan directamente los receptores CB1 por lo que carecen de efectos psicoactivos (Callado, 2010,
pp. 1-15).

¢ Neuroproteccion

Diversos estudios apuntan que los cannabinoides tienen propiedades neuro protectoras
enlenteciendo la progresion de varias enfermedades neurodegenerativas. En este sentido se ha
descrito una pérdida de receptores CB1 en el nlcleo estriado, asociada con el inicio de los

sintomas de la enfermedad de Huntington.
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Sin embargo, se ha visto que la activacion de los receptores restantes por parte de cannabinoides
enddgenos podria limitar el desarrollo de la enfermedad. Del mismo modo, se ha demostrado que
la activacion del sistema cannabinoide enddgeno puede tener efectos neuro protectores frente a
enfermedades inflamatorias del sistema nervioso central como la encefalomielitis o la uveitis

alérgica (Callado, 2010, pp. 1-15).

e Antitumoral
Se ha demostrado que diversos cannabinoides tanto vegetales como sintéticos presentan efectos
anti proliferativos sobre diversos tipos de células tumorales en cultivo. Ademas, la administracion

de cannabinoides frena también el crecimiento de varios tipos de tumores en modelos animales
(Callado, 2010, pp. 1-15).

1.2.4.6. Aceite de CBD

Es el producto resinoso y pegajoso que se obtiene al eliminar el solvente de los extractos que
contienen los cannabinoides de las flores (cogollos) de la planta y que se preparan con diferentes
solventes (butano, alcohol isopropilico, etanol o hexano). Su contenido puede variar segun la
variedad del vegetal y las condiciones de elaboracion. La extraccion con etanol es probablemente

la técnica mas antigua o tradicional (Qu, 2017, pp. 261-263).

En la elaboracion del producto deben emplearse buenas précticas de manufactura (BPM) para
evitar:
e Contaminacion

e Pérdida de los principios activos por un calentamiento excesivo (Qu 2017).

1.2.5. Sistema Endocannabinoide

Sistema que estd comprometido con una amplia gama de funciones fisioldgicas en el sistema
nervioso central (SNC), el sistema cardiovascular, sistema reproductivo y el metabolismo; de
manera similar, esta implicado en un nimero creciente de condiciones fisiopatoldgicas, tales
como la regulacion de la ingesta de alimentos, inmunomodulacién, inflamacion, analgesia,

epilepsia, cancer, comportamiento adictivo entre otros.
Estas acciones son el resultado de la interaccidn entre los receptores cannabinoides (CB1y CB2),

endocannabinoides (los ligandos naturales) y el conjunto de enzimas que liberan y degradan

aquellos compuestos (Mayorga y Torres, 2014, p.3).
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Figura 6-1: Sistema Endocannabinoide
Fuente: El sistema endocannabinoide, 2015, p.3

1.2.5.1. Receptores cannabinoides

e CB1

Se encuentran en su mayoria localizados en el SNC. Una distribucién detallada de este tipo de
receptor se ha propuesto en el cerebro humano y también en el cerebro de los animales. Esto
explica, por ejemplo, por qué los cannabinoides producen efectos sobre la cognicidn y la memoria,
en la corteza cerebral y el hipocampo abundan especialmente los sitios de unién de cannabinoides
CB1,; estas regiones también pueden mediar los efectos de los cannabinoides en la percepcion del
tiempo, sonido, color y sabor. Los efectos del cannabis sobre la actividad motora y el control
postural, posiblemente puedan ser explicados por la presencia de receptores CB1 en los ganglios

basales y el cerebelo (Mayorga y Torres, 2014, p.3).

e CB2

Estan localizados principalmente en la periferia. Por lo tanto, el bazo, amigdala y otros érganos
del sistema inmunolégico son ricos en esos sitios de unién de cannabinoides. Los efectos
inmunosupresores de la marihuana pueden ser explicados debido a la presencia de estos receptores

en el sistema inmune (Mayorga y Torres, 2014, p.3).
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Figura 7-1: Receptores Cannabinoides
Fuente: El sistema endocannabinoide, 2015, p.3

1.2.6. Modelos animales

El uso de animales en experimentacién ha ido en paralelo al desarrollo de la biomedicina. Se
define como animal de laboratorio a todo aquel ser vivo no humano, vertebrado o invertebrado,
usado para la experimentacion y otros fines cientificos; su uso se basa, fundamentalmente, en la

analogia fisiol6gica con la especie humana.

Entre los animales usados en investigacion estan los primates no humanos, prosimios, gatos,
perros, reptiles, anfibios, ovejas, cerdos, cabras, peces, insectos y roedores, estos Gltimos son los

de mayor uso y, dentro de ellos, las ratas, ratones, conejos y cobayos.

1.2.6.1. Raton (Mus musculus)

Modelo utilizado para estudiar algln aspecto de la fisiologia humana o alguna enfermedad, resulta
atil porque comparte muchas de las caracteristicas biolégicas de los seres humanos, ademas de
tener mas del 80 por ciento de sus componentes genéticos idénticos a los que tiene el Ser Humano.
Asimismo, permite identificar qué genes estan implicados en diversas patologias, asi como para

buscar terapias para las mismas (Modelo de rat6n,2015,p.8).
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Figura 8-1: Ratén (Mus musculus)
Fuente: (Mourelle et al. , 2013, pp. 39-47).

1.2.6.2. Los modelos de respuesta condicionada

Se basan en la capacidad de responder ante un estimulo con la respuesta especifica a otro estimulo.
Generalmente se presenta un estimulo aversivo, cominmente un choque eléctrico, aplicado al

animal quien debe emitir una respuesta determinada.

Estos modelos permiten un control bastante preciso de los niveles de conducta basal por parte del
experimentador, pero casi permanentemente requieren que los sujetos de experimentacion sean
entrenados y se incluyan en el disefio experimental varios grupos de sujetos control para descartar
los efectos no especificos del tratamiento sobre aspectos como el aprendizaje, la memoria, apetito

y las funciones motoras y perceptuales (Polanco et al., 2012, pp. 141-148).

1.2.6.3. Modelos de respuesta no condicionada

Miden la respuesta conductual espontanea o psicoldgica ante estimulos estresantes o nuevos, no
se requiere de periodos largos de entrenamiento ciertas ventajas para su utilizacién: tiene cierta
validez ecoldgica al ser una prueba rapida y sencilla, es econdmica al no implicar equipos
costosos, tiene cierta sensibilidad bidireccional, en cuanto a las manipulaciones de ansiedad-
depresion 'y no se requiere de largos procedimientos de formacion que impliquen la privacion de

alimento/agua, y/o descargas eléctricas (Polanco et al., 2012, pp. 141-148).

e Laberinto Elevado en Cruz

Utiliza estimulos naturales, miedo a los espacios abiertos y miedo caminar sobre una plataforma
elevada y relativamente estrecha, que inducen ansiedad en los humanos. También se considera
que el miedo que genera en los roedores se debe a la falta de estimulos tigmotacticos.
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La disminucién de la actividad exploratoria es causada por miedo a los espacios abiertos y el uso

de compuestos ansioliticos incrementa esta actividad (Polanco et al., 2012, pp. 141-148).

e Campo Claro-Campo Oscuro
La prueba fue concebida inicialmente para ratones el principal factor ansiogénico se fundamenta
en el conflicto entre el comportamiento exploratorio del raton y la aversion natural hacia el area

abierta e iluminada (brillante) de esta prueba.

Al comienzo de la prueba, el animal se coloca en el lado brillante de la caja y se observa su
conducta, registrandola en un periodo de 5 minutos; un incremento entre el nimero de transiciones
entre el lado oscuro y brillante, o un aumento en el tiempo de permanencia en el lado iluminado,

se considera como un indicativo de la reduccion en la ansiedad (Polanco et al., 2012, pp. 141-148).

e Sujecion por cola

La prueba de suspension de la cola es un medio facil de evaluar posibles antidepresivos. La
inmovilidad mostrada por los roedores, cuando se somete a un estrés inevitable e inevitable, ha
sido hipotetizado para reflejar la desesperacion conductual, que a su vez puede reflejar trastornos

depresivos en humanos.

Los antidepresivos clinicamente efectivos reducen la inmovilidad que muestran los ratones

después de los intentos activos y sin éxito de escapar cuando estan suspendidos por la cola (Shoeb
etal. ,2013, pp. 141-144).

e Natacion forzada

También conocida como la prueba de "desesperacion conductual”, fue desarrollada en 1978 por
Porsolt se utiliza para evaluar el comportamiento depresivo en modelos animales de trastornos
psiquiatrico, asi como para predecir la eficacia clinica de los farmacos antidepresivos. La postura
tipica de inmovilidad se caracteriza por flotar en el agua con solo movimientos necesarios para

mantener la nariz sobre la superficie.

El tiempo de inmovilidad y también la latencia al periodo de inmovilidad inicial son las
principales medidas dependientes. Una amplia gama de farmacos antidepresivos inyectados entre
los periodos de prueba y prueba disminuye la duracién de la inmovilidad en la prueba, es decir,

hace que los ratones sean mas activos (Bogdanova et al. , 2013, pp. 3-4).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

Se realizd la evaluacion de las actividades: ansioliticas y antidepresivas de un aceite enriquecido
en Cannabidiol (CBD) en ratones (Mus musculus), mediante el acondicionamiento del mismo
para dosis de: 0,429 mg y 0,857 mg por kilogramo de peso corporal. Para lo cual, se ejecutaron
los siguientes test: campo claro-campo oscuro; laberinto elevado en cruz, sujecion de cola y

natacion forzada.

2.1.Lugar de investigacion

El acondicionamiento del aceite de CBD a diferentes concentraciones se realiz6 en el Laboratorio
de Tecnologia Farmacéutica. La evaluacion de las actividades ansioliticas y antidepresivas se
realizaron en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

2.2.Fitofarmaco en estudio

El aceite de CBD, en su presentacion (500 mg/25 mL); es producto de afios de investigacion
desarrollados por el Bioquimico Farmacéutico Marco Janeta Saltos, Master en
Neuropsicofarmacologia, el cual, por derechos de autor, no pudo revelar los métodos de

extraccion, purificacion o formulacion.

2.3.Material bioldgico

Para la evaluacion de las actividades ansioliticas y antidepresivas se utilizaron 24 ratones (Mus
musculus), los cuales fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela

Superior Politécnica de Chimborazo.

2.3.1. Descripcion

e Edad: 3 meses
e Sexo: Machos
e Peso: 25-30 g.
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2.4.Materiales, equipos y reactivos

Tabla 1-2: Listado de materiales, equipos y reactivos utilizados

ACONDICIONAMIENTO DEL ACEITE DE CBD Y MEDICAMENTOS CONTROL

MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS
Pipetas automaticas Balanza analitica /Aceite de CBD
Espétula Blister de comprimidos
Mortero amitripltilina

Pesa muestras Blister de comprimidos
Pistilo Nervinetas®

Puntas de pipeta \Vehiculo oleoso

Frascos ambar de 50 mL
Matraces de aforo de 50 mL

IADMINISTRACION A LOS ROEDORES

MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS
Jeringas 1 ml IAlcohol desinfectante al 70
Cénulas %

EJECUCION DE LOS TEST

MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS

Soporte y pinza universal Equipo de laberinto elevado en cruz /Agua a 37 °C

Contenedor de vidrio rectangular de 10 L [Equipo de campo claro-campo oscuro  |Alcohol al 96 %

Algoddn Cronometro
Termémetro Equipo de audio y video
Recipiente metélico de 10 L Reverbero

Realizado por: Copo Jairo, 2021

2.5. Técnicas y métodos

Generacion de procesos ansiogénicos y depresivos en los roedores

!

Acondicionamiento del aceite de CBD y controles

!

Administracién a los animales de experimentacion

!

Evaluacion de actividad ansiolitica

!

Evaluacion de actividad antidepresiva

l e Medias
Andlisis Estadistico ]—» e ANOVA

e post-hoc HSD Tukey?

Figura 1-2: Metodologia empleada para evaluacion de actividades: ansiolitica y antidepresiva
Realizado por: Copo Jairo, 2021
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2.5.1. Generacion de procesos ansiogénicos y depresivos en los roedores

2.5.1.1. Conformacion de grupos de estudio

Seleccionar 24 ratones y formar los siguientes grupos de estudio:

Blanco: 4 ratones, que no fueron administrados con ningun tipo de tratamiento ni sometidos a

procesos de ansiedad y depresion.

Cero: 4 ratones sometidos a procesos de ansiedad y depresion, con administracion por via oral

del vehiculo oleoso.

Tratamiento 1: 4 ratones sometidos a procesos que generan ansiedad y depresién, administrados

via oral con aceite de CBD a una dosis de 0,429 mg/kg de peso corporal.

Tratamiento 2: 4 ratones sometidos a procesos que generan ansiedad y depresion, administrados

via oral con aceite de CBD a una dosis de 0,857 mg/kg de peso corporal.

Control Antidepresivo: 4 ratones sometidos a procesos que generan ansiedad y depresion,

administrados via oral con Amitriptilina a una dosis de 0,357 mg/kg de peso corporal.

Control Ansiolitico: 4 ratones sometidos a procesos que generan ansiedad y depresion,

administrados via oral con Nervinetas a una dosis de 2,679 mg/kg de peso corporal.

2.5.1.2. Ambientacion

Una vez obtenidos los roedores, se procedi6 a ubicarlos en sus respectivas cajas plasticas, para su

ambientacion, manteniendo durante 15 dias las siguientes condiciones constantes:

e Alimentacion: 5 gramos de balanceado al dia
e Hidratacion: agua potable clorada
e Cama: tamo de arroz esterilizado

e lluminacion: 12 horas de luz- 12 horas de oscuridad

23



2.5.1.3. Alteracion de las condiciones ambientales

Luego de finalizada la ambientacién de los especimenes, para desencadenar trastornos a nivel del
sistema nervioso central (ansiedad y depresion), se procedio durante 21 dias, a la alteracion de las
condiciones ambientales a las cuales los roedores estaban acostumbrados, implementado

condiciones se supervivencias mas estrictas, asi:

e Alimentacion: 5 gramos de balanceado cada 36 horas

e Hidratacion: era privatizada durante 8 horas al dia

e Modificacion ciclo circadiano: 20 horas de oscuridad y 4 horas de luz
e Manipulacion: 1 vez al dia durante 5 minutos

e Higiene: cambio del tamo de arroz para eliminar orina y heces cada 3 dias

Nota: El grupo “Blanco”, mantuvo sus condiciones ambientales normales

2.5.2.  Acondicionamiento del aceite de CBD y controles

2.5.2.1.Acondicionamiento del aceite de CBD a diferentes dosis

TRATAMIENTO 1 (0,429 mg CBD /kg de peso corporal)

{

Calcular la dosis correspondiente para un ratén de 30 g en base a la siguiente
posologia: 30 mg de CBD para un adulto promedio de 70 kg.

v
( )
Calcular los mL tanto de CBD como de vehiculo oleoso, necesarios para obtener un

volumen conjunto de 0,200 mL a ser administrado a cada roedor
\

J

e N
Tomar mediante una pipeta automatica el volumen correspondiente de CBD, para

obtener una dosis de 0,429 mg/kg de peso corporal
- J

\ 4

[ Aforar hasta 50 mL, utilizando como diluyente el vehiculo oleoso ]

!

Transferir la solucion a un frasco ambar de 50 mL, sellarlo, etiquetarlo y almacenarlo

en la oscuridad, hasta el dia en que inicie la fase de administracion

Figura 2-2: Metodologia para acondicionamiento del CBD a una dosis de: 0,429 mg/kg de peso

corporal
Realizado por: Copo Jairo, 2021
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TRATAMIENTO 2 (0,857 mg CBD /Kg de peso corporal)

Calcular la dosis correspondiente para un ratén de 30 g en base a la siguiente
posologia: 60 mg de CBD para un adulto promedio de 70 kg.

\ 4

Calcular los mL tanto de CBD como de vehiculo oleoso, necesarios para obtener
un volumen conjunto de 0,200 mL a ser administrado a cada roedor

Tomar mediante una pipeta automatica el volumen correspondiente de CBD, para

obtener una dosis de 0,857 mg/kg de peso corporal

\ 4

[ Aforar hasta 50 mL, utilizando como diluyente el vehiculo oleoso }

Transferir la solucién a un frasco &mbar de 50 mL, sellarlo, etiquetarlo y

almacenarlo en la oscuridad, hasta el dia en que inicie de la fase de administracion

Figura 3-2: Metodologia para acondicionamiento del CBD a una dosis de: 0,857 mg/kg de

peso corporal
Realizado por: Copo Jairo, 2021

2.5.2.2. Acondicionamiento del control antidepresivo
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CONTROL ANTIDEPRESIVO
(0,357 mg Amitriptilina / kg de peso corporal)

l

Calcular la dosis correspondiente para un ratén de 30 g en base a la siguiente
posologia: 25 mg de Amitriptilina para un adulto promedio de 70 kg.

|

Pesar 1 comprimido para conocer la cantidad de excipientes y principio activo,

~

J

~

realizando asi las correcciones necesarias en los céalculos anteriores

}

Calcular la cantidad de principio activo, asi como el volumen de vehiculo a ser
administrados conjuntamente en un unico volumen de 0,200 mL por cada roedor

}

[ Triturar los comprimidos necesarios hasta obtener un polvo homogéneo. }

'

Pesar la cantidad necesaria de polvo para obtener una concentracion de 0,357

}

Aforar hasta un volumen 50 mL, utilizando como diluyente el vehiculo oleoso ]

J

mg/kg de peso corporal

r

&

Transferir la solucion a un frasco &mbar de 50 mL, sellarlo, etiquetarlo y

almacenarlo en la oscuridad, hasta el dia en que inicie de la fase de administracion
_

Figura 4-2: Metodologia para acondicionamiento del control antidepresivo a una dosis de:

0,357 mg/kg de peso corporal
Realizado por: Copo Jairo, 2021

2.5.2.3. Acondicionamiento del control ansiolitico
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CONTROL ANSIOLITICO (2,679 mg Nervinetas / kg de peso corporal)

}

Calcular la dosis correspondiente para un raton de 30 g en base a la siguiente
posologia: 187,5 mg de Nervinetas para un adulto promedio de 70 kg.

|

Pesar 1 comprimido para conocer la cantidad de excipientes y principio activo,

J

~N

realizando asi las correcciones necesarias en los célculos anteriores

!

Calcular la cantidad de principio activo, asi como los mililitros de vehiculo a
ser administrados conjuntamente en un Gnico volumen de 0,200 mL por cada
roedor

[ Triturar los comprimidos necesarios hasta obtener un polvo homogéneo }

¢

Pesar la cantidad necesaria de polvo para obtener una concentracion de 2,679

mg/kg de peso corporal
J

\ 4

N
[ Aforar hasta un volumen 50 mL, utilizando como diluyente el vehiculo oleoso

|

Transferir la solucion a un frasco &mbar de 50 mL, sellarlo, etiquetarlo y

almacenarlo en la oscuridad, hasta el dia en que inicie de la fase de

administracién

Figura 5-2: Metodologia para acondicionamiento del control ansiolitico a una dosis de: 2,679

mg/kg de peso corporal
Realizado por: Copo Jairo, 2021

2.5.3.  Administracion a los animales de experimentacién

Administrar via oral de acuerdo a los grupos de estudio, el correspondiente fAirmaco, en un

volumen de 0,200 mL diarios (8 de la mafiana), durante 21 dias, en base al siguiente protocolo:
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1.- Sujetar el raton de modo que su cabeza y el cuerpo estén en una linea recta, vertical. Esto
endereza el es6fago, 1o que permite un paso mas facil de la canula

2.-Insertar la punta de la canula en la boca del animal, sobre la lengua. Una vez que la canula esta
en su lugar, llevar esta y la jeringa hacia arriba, presionando suavemente contra el paladar, por lo
que la nariz del animal permanece en direccion al techo

3.- Continuar pasando la canula hasta que la distancia predeterminada es alcanzada. Esta debe
pasar con facilidad, y el animal no debe jadear o ahogarse

4.-Administrar el medicamento, e inmediatamente, con cuidado sin lastimar las paredes del

eséfago o el paladar, sacar la canula en su totalidad

5.- Desinfectar con alcohol antiséptico al 70%, secar muy bien y proceder con el siguiente

espécimen. (Machholz et al. , 2012, pp.23-25).

2.5.4. Evaluacion de la actividad ansiolitica

2.5.4.1. Test de campo claro-campo oscuro

e Equipo
El equipo, estd compuesto de polipropileno con dimensiones de (24cm x 21cm x 21cm); consta
de 2 compartimentos, uno claro y otro oscuro; estos se encuentran separados por una pared, la

cual posee una pequefia abertura por la cual el roedor puede entrar o salir (Lopez et al., 2009, pp. 4).

e Desarrollo

Para realizar el ensayo se utilizé el siguiente protocolo:

1.- Administrar al roedor el correspondiente tratamiento, esperar 30 minutos a que el principio

activo ejerza su efecto farmacolégico.

2.- Colocar el animal en el compartimento blanco e iluminado con direccién a la parte oscura

3.- Iniciar el conteo del cronémetro

4.- Observar durante 5 minutos, registrar los siguientes parametros:

e Numero de transiciones a través del tdnel, (se considera 1 transicién cuando el animal pasa
con sus 4 patas de una zona a otra)

e Tiempo en segundos que permanece el raton tanto en el compartimento claro, como oscuro
(Cardoso, 2009, pp. 325-327).
5.- Retirar el raton y regresarlo a su habitad
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2.5.4.2. Test de laberinto elevado en cruz

e Equipo

El equipo estd fabricado a partir de polipropileno, compuesto de 2 brazos abiertos, con
dimensiones (30cm x 10cm) y 2 brazos cerrados con dimensiones (30 cm x 10 cm x 20 cm), de
color negro; ubicados de manera opuesta, que a la vez se hallan conectados entre si: ubicados a

una altura de 40 cm del suelo.

e Desarrollo

Para realizar el ensayo se utilizé el siguiente protocolo:

1.- Administrar al roedor el correspondiente tratamiento, esperar 30 minutos a que el principio

activo ejerza su efecto farmacoldgico.

2.- Colocar en el centro al ratén con su nariz en la direccion hacia uno de los brazos cerrados.

3.- Iniciar el conteo del crondmetro

4.- Observar durante 5 minutos, registrar los siguientes parametros:

e Numero de transiciones entre los brazos abiertos y cerrados (se considera 1 transicion cuando
el animal pasa con sus 4 patas de una zona a otra)

e Tiempo ( en segundos) que permanece el animal tanto en los brazos abiertos como cerrados
(Lopez et al., 2009, pp. 4).

5.- Retirar el raton y regresarlo a su habitad
2.5.3. Evaluacion de la actividad antidepresiva

2.5.3.1. Test de sujecion por cola

Al ser la primera vez que se ejecutd este test en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,
se adaptaron materiales y equipos de laboratorio, especificamente una pinza y soporte universal
para recrear las condiciones Gptimas y obtener datos precisos y exactos. Asi se ejecutd el siguiente
protocolo:

1.- Administrar al roedor el correspondiente tratamiento, esperar 30 minutos a que el principio
activo ejerza su efecto farmacolégico.

2.- Envolver la cola del animal con algoddn

3.- Abrir la pinza universal, insertar la cola del roedor, y cerrarla

4.- Una vez que el animal esta suspendido a una altura de 50 centimetros, iniciar el conteo del
cronémetro

5.- Observar durante 5 minutos, registrando el tiempo (segundos) que permanece inmovil, (se
considera inmovil cuando los intentos activos de escape cesan)

6.- Retirar el espécimen, y regresarlo a su habitad (Shoeb et al. , 2013, pp. 141-144).
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2.5.3.2. Test de natacion forzada

Para realizar este test es necesario utilizar un contenedor de vidrio rectangular con una capacidad
de 10 L, en el cual se halle agua a una temperatura de 37 °C, lleno hasta las % partes de su
capacidad (Shoeb et al. , 2013, pp. 141-144). Asi se ejecuto el siguiente protocolo:

1.- Administrar al roedor el correspondiente tratamiento, esperar 30 minutos a que el principio
activo ejerza su efecto farmacolégico.

2.- Sujetar al roedor, sumergirlo en el centro del contenedor, asegurando que su nariz quede fuera
del agua.

3.- Una vez que el animal se halle en el agua, iniciar el conteo del crondmetro

4.- Observar durante 5 minutos, registrando el tiempo (segundos) que permanece inmdvil (flota)
0 a su vez realiza minimos movimientos indispensables para mantener su cabeza sobre la
superficie del agua.

5.- Extraer el ratén del agua, secarlo completamente y regresarlo a su habitad (Kedzierska et al. 2016)

2.5.4. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos, se lo ejecutd en el programa IBM SPSS Statistics 25, para
proceder al analisis de las actividades ansioliticas y antidepresivas, se analizaron los resultados,
para los cuales se aplica en primera instancia, el calculo de las medias de parametros en cada

grupo de estudio.

A continuacion, la prueba de Levene, para establecer la igualdad de varianzas, los datos deben
ser mayores al nivel de significancia 0,05 para posteriormente ser aplicados en la prueba de

ANOVA de un solo factor. Se ejecutd6 ANOVA (prueba paramétrica de hipdtesis) estableciendo

que:
o Hipdtesis Nula (Ho): Las medias de los pardmetros en los diferentes tratamientos son
iguales

o Hipdtesis Alternativa (Ha): Existe al menos una pareja de medias de parametros que

son diferentes

Los resultados del test ANOVA, en los 6 tratamientos establece que el nivel de significancia es
inferior al establecido, es decir existen diferencias significativas en cada uno de los pardmetros
estudiados. Para establecer cuales son los pardmetros con medias diferentes se aplico el test post-
hoc HSD Tukey?, mediante el cual se determina la formacién de subgrupos homogéneos, en base

a esta informacion se establecio las probabilidades de eficacia de los tratamientos
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CAPITULO 111

3. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

3.1. Actividad ansiolitica

3.1.1. Campo claro — campo oscuro

3.1.1.1 Tiempo en campo claro y campo oscuro

e Andlisis de medias

Tabla 1-3: Resultados obtenidos del tiempo en campo claro y oscuro

GRUPOS TIEMPO EN EL CAMPO CLARO TIEMPO EN EL
(segundos) CAMPO OSCURO
(segundos)
Blanco 263,67 36,33
Cero 95,5 204,5
Tratamiento 1 247 53
Tratamiento 2 192 108
Control Antidepresivo | 143,25 156,75
Control Ansiolitico 2535 46,5

Realizado por: Copo Jairo,2021

CAMPO CLARO-CAMPO OSCURO

= Tiempo en campo claro
300

263.67 247 253.5
230 204.5
200 I - 6.75
143,255
150 108
95.5
100 -
. []
0 [ []
Blanco Cero Tratamiento 1 Tratamiento 2 Control Control

Antidepresivo  Ansiolitico

Gréfico 1-3:Tiempos de permanencia en campo claro y campo oscuro en los diferentes grupos

de estudio
Realizado por: Copo Jairo,2021
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Se observa en el Gréfico 1-3, el tiempo (segundos) que permanece el roedor en cada uno de los
campos del equipo: claro-oscuro, asi pues, en base a que, al exponer a un animal a un lugar nuevo
se produce un conflicto entre la tendencia hacia la exploracion del lugar y la tendencia natural
para evitar lo desconocido (neofobia), en este caso acentuado por la aversion a la luz de los

roedores.

La actividad exploratoria resultante refleja la combinacion de ambas tendencias en nuevas
situaciones, en este contexto si la administraciéon de un compuesto aumenta la actividad
exploratoria y por ende el tiempo de permanencia en el campo claro, se puede mencionar que
presenta propiedades farmacoldgicas para tratar la ansiedad. Se puede apreciar que el Blanco tiene
el mayor tiempo de permanencia dentro del campo claro con 263,67 segundos, lo cual es légico

al tratarse del grupo conformado por ratones, fisiolégicamente normales.

En cuanto a los tratamientos administrados, el control ansiolitico tiene el mayor tiempo de
permanencia en el campo claro, con 253,5 segundos, seguido por el tratamiento 1 con 247
segundos, asi los resultados indican que estos contribuyen en la disminucion de los niveles de
ansiedad. En el campo oscuro los valores mas elevados y por ende los tratamientos menos

efectivos corresponden al control antidepresivo con 156,75 segundos y al cero con 204,5 segundos

e ANOVA de un solo factor

Tabla 2-3: Test ANOVA para la relacion: tiempo campo claro / tiempo campo oscuro

ANOVA
RELACION: TIEMPO CAMPO CLARO / TIEMPO CAMPO OSCURO
Suma de gl Media cuadrética | F Sig.
cuadrados
Entre grupos 155,244 5 31,049 174,068 0,000
Dentro de grupos 3,211 18 0,178
Total 158,455 23

Realizado por: Copo Jairo, 2021

Para el analisis estadistico, se correlacionaron las variables dependientes: tiempo en el campo

claro / tiempo en el campo oscuro, convirtiéndose en una sola, la cual es adimensional (s/s).

Los p-valores obtenidos en el test ANOVA para las relaciones entre el tiempo en el campo claro
/ tiempo en el campo oscuro, son inferiores al nivel de significancia (p> 0,05) lo que significa que

existen diferencias significativas entre los tratamientos administrados a los roedores
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e HSD Tukey®

Tabla 3-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogeéneos para la relaciéon: tiempo campo
claro / tiempo campo oscuro

HSD Tukey®
RELACION: TIEMPO CAMPO CLARO / TIEMPO CAMPO OSCURO
TRATAMIENTO N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
Cero 4 0,4674
Control Antidepresivo 4 0,9150 0,9150
Tratamiento 2 4 1,7775
Tratamiento 1 4 4,6806
Control Ansiolitico 4 5,4850
Blanco 4 17,3277
Sig. 0,669 0,088 0,125 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.

Realizado por: Copo Jairo, 2021

En la Tabla 3-3 se puede observar el test post-hoc HSD Tukey?®. Se forman 4 grupos homogéneos,
el subconjunto 1 abarca al Ceroy Control Antidepresivo, que representan a los tratamientos con
menos eficacia para combatir la ansiedad, lo cual es légico debido a que el vehiculo oleoso
(ausente de principio activo), asi como el control antidepresivo (con escaso espectro de accién

para esta patologia), tienen las mas bajas tasas de eficacia.

El subconjunto 2 formado por el Control Antidepresivo y el Tratamiento 2 sugiere que poseen
una leve actividad ansiolitica, el Tratamiento 2 el cual fue administrado a una dosis de 0,857 mg
de CBD/kg de peso corporal, evidencia la interaccién del compuesto quimico con los receptores
endocannabinoides propios del roedor lo que produce efectos ansioliticos sobre el espécimen, que
a la par disminuyen por los efectos adversos al tratarse de una dosis elevada. Es interesante resaltar
que el control antidepresivo también se ubica en este subconjunto sugiriendo que pudiese tener

leves actividades ansioliticas.
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En el subconjunto 3 se encuentra formado por el Tratamiento 1 y el Control Ansiolitico, los
cuales no presentan diferencias significativas entre si lo cual permite afirmar, que los 2 presentan
las mayores actividades ansioliticas, que a la vez son equiparables entre si, cada uno por un
diferente mecanismo de accioén logra la meta farmaco terapéutica esperada. El subconjunto 4 se
halla compuesto Gnicamente por el Blanco, lo cual indica que ningin tratamiento, incluso
aquellos con las mejores actividades ansioliticas, logran el total restablecimiento de las funciones

fisioldgicas normales de los especimenes.

3.1.1.2. NUmero de transiciones

e Andlisis de medias

Tabla 4-3: Resultados obtenidos del nimero de transiciones entre el campo claro y oscuro

GRUPOS NUMERO DE TRANSICIONES
Blanco 16,5

Cero 5

Tratamiento 1 17

Tratamiento 2 13,25

Control Antidepresivo 10,75

Control Ansiolitico 14,5

Realizado por: Copo Jairo, 2021

NUMERO DE TRANSICIONES

18 165 17

16 14,5
14 13.25

12 10.75
10

o N A O ©

Blanco Cero Tratamiento 1 Tratamiento 2 Control Control
Antidepresivo  Ansiolitico

Gréfico 2-3: NUmero de transiciones entre el campo claro y campo oscuro en los diferentes

grupos de estudio
Realizado por: Copo Jairo,2021
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Se observa en el gréafico el nimero de transiciones de los roedores de una zona a otra, asi pues,
esto estd directamente relacionado con la actividad exploratoria y la locomocion del animal, el
cual, en su afan de investigar nuevos sitios, realiza maltiples cruces. Asi durante la ejecucion del

test se considerd (3 patas en el lado contrario= 1 transicion).

El tratamiento 1 presenta el mayor nimero de transiciones con 17, superando ligeramente al
blanco con 16,5 luego el control ansiolitico con 14,5 y el tratamiento 2 con 13,25 luego aparecen
los grupos en los cuales su actividad exploratoria y movilidad se ve drasticamente reducida como

son control antidepresivo con 10,75 y finalmente el blanco con apenas 5 transiciones.

e ANOVA de un solo factor

Tabla 5-3: Test ANOVA para el nimero de transiciones entre el campo claro y campo oscuro

ANOVA
NUMERO DE TRANSICIONES
Suma de al Media cuadratica | F Sig.
cuadrados
Entre grupos 397,833 5 79,567 73,446 0,000
Dentro de grupos 19,500 18 1,083
Total 417,333 23

Realizado por: Copo Jairo,2021

Los p-valores obtenidos en el test ANOVA para el Nimero de transiciones entre los campos:
claro-oscuro son inferiores al nivel de significancia (p> 0,05) lo que significa que existen

diferencias significativas entre los tratamientos administrados a los roedores

e HSD Tukey?

Tabla 6-3:Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos para el nimero de transiciones entre
el campo claro y campo oscuro

NUMERO DE TRANSICIONES
HSD Tukey?
TRATAMIENTO N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Cero 4 5,0000
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Control Antidepresivo 4 10,7500

Tratamiento 2 4 13,2500

Control Ansiolitico 4 14,5000 14,5000

Blanco 4 16,5000 16,5000
Tratamiento 1 4 17,0000
Sig. 1,000 1,000 0,550 0,120 0,982

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.

Realizado por: Copo Jairo,2021

En la tabla se puede observar el test post-hoc HSD Tukey®. Se forman 5 grupos homogéneos. El
subconjunto 1 formado por el Cero y el subconjunto 2 formado por el Control Antidepresivo,
representan los tratamientos menos efectivos para restaurar la locomocion y disminuir el miedo
de explorar, debido a que en primera instancia no se administra ningin principio activo y en el

segundo caso, al ser un farmaco que apenas posee ligeras acciones para combatir la patologia.

El subconjunto 3 formado por el Tratamiento 2 y el Control ansiolitico, el subconjunto 4
formado por el Control ansiolitico y el Blanco y el subconjunto 5 compuesto por el Blanco y el
Tratamiento 1, representan aquellos que poseen las mayores actividades ansioliticas. Asi el
tratamiento 2 es equiparable al control ansiolitico, lo cual indica que al administrar aceite de CBD
0,857 mg/kg, genera un incremento en la locomocion equiparable a Nervinetas en una dosis de
2,679 mg/kg.

También al administrar Nervinetas a la dosis estipulada, los niveles de ansiedad disminuyen y
restauran la actividad locomotora equiparable a la de roedores fisiolégicamente sanos. El
tratamiento 1 compuesto por 0,429 mg/kg de CBD logra la total recuperacién de la locomocién

aunado a la desaparicidn total del temor a la exploracion en el espécimen.

3.1.2. Laberinto elevado en cruz

3.1.2.1. Tiempo en brazos abiertos y cerrados

e Analisis de medias
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Tabla 7-3: Resultados obtenidos del tiempo en brazos abiertos y cerrados

GRUPOS TIEMPO EN BRAZOS TIEMPO EN BRAZOS
ABIERTOS CERRADOS
(segundos) (segundos)
Blanco 248,67 51,33
Cero 79 221
Tratamiento 1 2295 70,5
Tratamiento 2 177,75 122,25
Control 133,5 166,50
Antidepresivo
Control Ansiolitico 235,25 64,75

Realizado por: Copo Jairo, 2021

LABERINTO ELEVADO EN CRUZ

= Tiempo en brazos abiertos = Tiempo en brazos cerrados
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Grafico 3-3: Tiempos de permanencia en brazos abiertos y brazos cerrados en los diferentes

grupos de estudio
Realizado por: Copo Jairo,2021

Se observa en el grafico, el tiempo (segundos) que permanece el roedor tanto en los brazos
abiertos, como en los cerrados, en base a la aversion que muestran los ratones sometidos a estres
hacia la altura y los espacios abiertos, en este contexto si la administracion de un compuesto
aumenta la actividad exploratoria y por ende el tiempo de permanencia en los brazos abiertos, se
puede mencionar que presenta propiedades farmacoldgicas Utiles contra la ansiedad.
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Se puede apreciar que el Blanco tiene el mayor tiempo de permanencia dentro de los brazos
abiertos con 248,67 segundos, lo cual es légico al tratarse del grupo conformado por ratones,
fisioldgicamente normales, en los cuales es innato su sentido de exploracion, después se halla el
control ansiolitico con 235,25 segundos, seguido por el tratamiento 1 con 229,5 segundos, asi los
resultados indican que estos contribuyen de manera significativa, en la disminucion de los niveles
de ansiedad. En los brazos cerrados los valores mas elevados y por ende los tratamientos menos
efectivos corresponden al control antidepresivo con 166,5 segundos y el cero con 221 segundos

e ANOVA de un solo factor

Tabla 8-3:Test ANOVA para la relacion: tiempo en brazos abiertos / tiempo en brazos cerrados

ANOVA
RELACION: TIEMPO BRAZOS ABIERTOS / TIEMPO BRAZOS CERRADOS
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 64,969 5 12,994 437,929 0,000
Dentro de grupos 0,534 18 0,030
Total 65,503 23

Realizado por: Copo Jairo,2021

Para el analisis estadistico, se correlacionaron las variables dependientes: tiempo en los brazos

abiertos / tiempo en los brazos cerrados, convirtiéndose en una sola, la cual es adimensional (s/s).

Los p-valores obtenidos en el test ANOVA para las relaciones entre el tiempo en los brazos
abiertos / tiempo en brazos cerrados, son inferiores al nivel de significancia (p> 0,05) lo que
establece que existen diferencias significativas entre los tratamientos administrados a los

roedores.

e HSD Tukey?

Tabla 9-3:Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos para la relacién: tiempo en brazos
abiertos / tiempo en brazos cerrados.

HSD Tukey®
RELACION: TIEMPO BRAZOS ABIERTOS / TIEMPO BRAZOS CERRADOS
TRATAMIENTO N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5
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Cero 4 0,3576

Control Antidepresivo 4 0,8021

Tratamiento 2 4 1,4552

Tratamiento 1 4 3,2607

Control Ansiolitico 4 3,6401

Blanco 4 4,9192
Sig. 1,000 1,000 1,000 0,057 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.

Realizado por: Copo Jairo, 2021

En la tabla se puede observar el test post-hoc HSD Tukey? Se forman 5 grupos homogéneos, el
subconjunto 1 abarca al Cero, el cual representa el menos eficaz, lo cual es logico pues
corresponde a los roedores en los cuales no se administraron ningun principio activo, solo el
vehiculo oleoso. Continuando en orden ascendente, se halla el subconjunto 2 conformado por el
Control Antidepresivo (amitriptilina); el cual es un farmaco no especifico para esta patologia,

que posee leves actividades ansioliticas.

A continuacidn, el subconjunto 3, correspondiente al Tratamiento 2, presenta moderadas
actividades ansioliticas, pues el CBD administrado a una dosis de 0,857 mg/kg, interacciona con
los receptores endocannabinoides del organismo, incrementando el tiempo de transmisién de
sefiales neuroguimicas, traducida a una disminucion del estrés y ansiedad. En el subconjunto 4 se
encuentran el Tratamiento 1y el Control Ansiolitico, lo cual indica que no existen diferencias
significativas entre los 2, es decir que el CBD administrado a una dosis de 0,429 mg/kg consigue
el mismo efecto ansiolitico que Nervinetas®, disminuyendo significativamente los niveles de

ansiedad y preocupacién en los roedores.

El subconjunto 4 se halla compuesto Unicamente por el Blanco, lo cual indica que ninguno de los
grupos anteriores, incluso aquellos en los cuales se evidenciaron las mayores actividades
ansioliticas, logran el total restablecimiento de las funciones fisiol6gicas normales de los

especimenes.

3.1.2.2. NuUmero de transiciones

e Analisis de medias

39



Tabla 10-3: Resultados obtenidos del nimero de transiciones entre brazos abiertos y brazos

cerrados

GRUPOS NUMERO DE TRANSICIONES
Blanco 26,25

Cero 9,25

Tratamiento 1 26,5

Tratamiento 2 21,5

Control Antidepresivo 16,5

Control Ansiolitico 24,75

Realizado por: Copo Jairo,2021
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Grafico 4-3: NUmero de transiciones entre los brazos abiertos y cerrados en los diferentes grupos

de estudio
Realizado por: Copo Jairo,2021

Se observa en el grafico el nimero de transiciones de los roedores de una zona a otra, asi pues,
este valor se halla directamente relacionado con la actividad exploratoria y la locomocién del

animal, el cual, en su afan de investigar nuevos sitios, realiza multiples cruces. Asi durante la

NUMERO DE TRANSICIONES

26.5
24.75
21.5

16.5

9.25

Cero Tratamiento 1 Tratamiento 2 Control Control
Antidepresivo Ansiolitico

gjecucidn del test se consideré (3 patas en el lado contrario, es equivalente a 1 transicién).

El tratamiento 1 presenta el mayor nimero de transiciones con 26,5, superando ligeramente al
blanco con 26,25 luego el control ansiolitico con 24,75y el tratamiento 2 con 21,5 luego aparecen

los grupos en los cuales su actividad exploratoria y movilidad se ve drasticamente reducida como

son control antidepresivo con 16,75 y finalmente el blanco con apenas 9,25 transiciones.
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e ANOVA de un solo factor

Tabla 11-3: Test ANOVA para el nimero de transiciones entre brazos abiertos y brazos cerrados

ANOVA
NUMERO DE TRANSICIONES
Suma de gl Media cuadrética | F Sig.
cuadrados
Entre grupos 920,708 5 184,142 76,637 0,000
Dentro de grupos 43,250 18 2,403
Total 963,958 23

Realizado por: Copo Jairo,2021

Los p-valores obtenidos en el test ANOVA para el Numero de transiciones entre los brazos
abiertos y cerrados son inferiores al nivel de significancia (p> 0,05) lo que significa que existen

diferencias significativas entre los tratamientos administrados a los roedores.

e HSD Tukey?

Tabla 12-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos para el nimero de transiciones
entre los brazos abiertos y brazos cerrados

HSD Tukey®
NUMERO DE TRANSICIONES
TRATAMIENTO N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

Cero 4 9,2500
Control Antidepresivo 4 16,5000
Tratamiento 2 4 21,5000
Control Ansiolitico 4 24,7500 24,7500
Blanco 4 26,2500
Tratamiento 1 4 26,5000
Sig. 1,000 1,000 0,076 0,611
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.

Realizado por: Copo Jairo,2021

En la Tabla 12-3 se puede observar el test post-hoc HSD Tukey®. Se forman 4 grupos

homogéneos, el subconjunto 1 corresponde al Cero representa el tratamiento menos efectivo para
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restaurar la locomocion y disminuir el miedo de exploracion debido a que el vehiculo oleoso,
carece de principios activos, que actlen a nivel del SNC y puedan contribuir en la disminucién
de los sintomas de ansiedad.

El subconjunto 2 abarca el Control Antidepresivo, el cual al ser un farmaco con espectro de
accion para otra patologia. tampoco resulta factible y eficaz a manera de un tratamiento

ansiolitico.

En el subconjunto 3 se ubican tanto el Tratamiento 2 como el Control Ansiolitico, en los cuales,
al no existir diferencias significativas entre si, poseen la misma efectividad en la recuperacion de
la locomocion y actividad exploratoria, lo cual se traduce en la obtencion de resultados

equiparables entre la dosis de CBD 0,857 mg/kg, con Nervinetas 2,679 mg/kg.

Control Ansiolitico, Blanco, Tratamiento 1, se enmarcan en el subconjunto 4, que son los
tratamientos mas eficaces, resulta interesante que estos restauran la actividad locomotora, hasta

un nivel equiparable a la de roedores fisiol6gicamente sanos.

3.2.  Actividad antidepresiva

3.2.1. Sujecion por cola

3.2.1.1. Tiempo de movilidad e inmovilidad

e Analisis de medias

Tabla 13-3: Resultados obtenidos de los tiempos de movilidad e inmovilidad

GRUPOS TIEMPO DE MOVILIDAD TIEMPO INMOVIL
(segundos) (segundos)
Blanco 269,67 30,33
Cero 83,50 216,50
Tratamiento 1 243,25 56,75
Tratamiento 2 190,25 109,75
Control Antidepresivo 252,25 47,75
Control Ansiolitico 153,75 146,25

Realizado por: Copo Jairo, 2021
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SUJECION POR COLA
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Gréfico 5-3: Tiempos de movilidad e inmovilidad en los diferentes grupos de estudio

Realizado por: Copo Jairo, 2021

Se observa en el grafico, el tiempo (segundos) que el roedor permanece moviéndose, asi pues, al
colocar al animal suspendido por su cola, mientras mas tiempo realice toda clase de movimientos
necesarios para tratar de liberarse y por ende escapar, este un indicativo de que los niveles de

depresion, son bajos o nulos, pues existe el deseo y los animos de sobrevivir en el individuo.

Asi pues, si la administracion de un compuesto quimico evidencia un tiempo prolongado se puede

mencionar que presenta propiedades farmacoldgicas Utiles para tratar el trastorno de depresion.

Se aprecia que el Blanco, tiene el mayor tiempo de movilidad con 269,67 segundos lo cual es
I6gico al tratarse del grupo conformado por ratones, fisioldgicamente normales, que carecen de
la patologia, después se halla el control antidepresivo con 252,25 segundos; seguido del
tratamiento 1 con 243,25 segundos, asi los resultados indican que estos contribuyen de manera
significativa, en la disminucion de los niveles de depresidn, recobrando en cierta medida el impetu

y energia en los especimenes.

En el panorama contrario se observa el control ansiolitico con 146,25 segundos de completa
inmovilidad y al cero, el cual presenta el tiempo mas prolongado de inmovilidad con 216,5

segundos como los, tratamientos menos efectivos para combatir la depresion.

¢ ANOVA de un solo factor
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Tabla 14-3: Test ANOVA para la relacion: tiempo de movilidad / tiempo inmovil

ANOVA
RELACION: TIEMPO DE MOVILIDAD / TIEMPO INMOVIL
Suma de gl Media cuadrética | F Sig.
cuadrados
Entre grupos 210,291 5 42,058 379,000 0,000
Dentro de grupos 1,997 18 0,111
Total 212,288 23

Realizado por: Copo Jairo, 2021

Para el respectivo analisis estadistico, se correlacionaron las variables dependientes: tiempo de

movilidad / tiempo inmovil, convirtiéndose en una sola, la cual es adimensional (s/s).

Los p-valores obtenidos en el test ANOVA para las relaciones entre tiempo de movilidad / tiempo
inmavil, son inferiores al nivel de significancia (p> 0,05) lo que establece que existen diferencias

significativas entre los tratamientos administrados a los roedores.

e HSD Tukey?

Tabla 15-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos para la relacion: tiempo de
movilidad / tiempo inmovil

HSD Tukey®
RELACION: TIEMPO DE MOVILIDAD / TIEMPO INMOVIL
TRATAMIENTO N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Cero 4 0,3859
Control Ansiolitico 4 1,0520 1,0520
Tratamiento 2 4 1,7351
Tratamiento 1 4 4,2975
Control Antidepresivo 4 5,2983
Blanco 4 8,9763
Sig. 0,098 0,086 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.

Realizado por: Copo Jairo, 2021
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En la tabla se puede observar el test post-hoc HSD Tukey?. Se forman 5 grupos homogéneos, el
subconjunto 1 abarca al Cero, y el Control Ansiolitico, entre los cuales no parece existir
diferencias significativas, que a la vez representan los menos eficaces en el tratamiento de
procesos depresivos, lo cual es I6gico pues corresponde a los roedores en los cuales no se
administraron ningun principio activo, solo el vehiculo oleoso, a la par que Nervientas es un

farmaco desarrollado para tratar ansiedad, miedo, nerviosismo.

El subconjunto 2 engloba al Control Ansiolitico y el Tratamiento 2, en los cuales, al no existir
diferencias significativas, sefiala que administrar CBD a una dosis de 0,857 mg/kg, consigue el
mismo efecto antidepresivo, que Nervinetas® es decir leve, logrando una difusa recuperacion del

impetu y ganas de vivir en los animales pertenecientes a estos grupos de estudio.

El subconjunto 3 comprende el Tratamiento 1, el cual posee moderadas propiedades
antidepresivas, y al analizar su mecanismo de accién como un agonista del receptor 5-HT1A que
mediante su activacion incrementa el tiempo de interaccion entre la célula pre y postsinaptica,
evitando la disminucion de los niveles de serotonina, el cual no es equiparable al subconjunto 4
compuesto por el Control Antidepresivo (Amitriptilina), el cual actia como un inhibidor de
recaptacion de serotonina, asi pues al comparar la concentracion del neurotransmisor en el
subconjunto 3 esta presumiblemente es menor que el subconjunto 4; lo cual reafirma las menores

actividades antidepresivas en comparacion al control.

El subconjunto 5 se halla compuesto Unicamente por el Blanco, lo cual indica que ninguno de los
grupos anteriores, incluso aquellos en los cuales se evidenciaron las mayores actividades
antidepresivas, logran el total restablecimiento de las funciones fisiol6gicas normales de los
especimenes, lo cual sugiere que ninguno consigue eliminar total grado de desesperanza existente

en los individuos.

3.2.2. Natacion forzada

3.2.2.1. Tiempo de movilidad e inmovilidad

e Analisis de medias
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Tabla 16-3: Resultados obtenidos de los tiempos de movilidad e inmovilidad

GRUPOS TIEMPO DE MOVILIDAD | TIEMPO INMOVIL

(segundos) (segundos)
Blanco 286,67 13,33
Cero 104,75 195,25
Tratamiento 1 251 49
Tratamiento 2 199,25 100,75
Control 261 39

Antidepresivo

Control Ansiolitico | 140,25 159,75
Realizado por: Copo Jairo, 2021

NATACION FORZADA

m Tiempo de movilidad = Tiempo inmovil

350
286.67
300
251 261
250
195.25 199.25
200
150
104.7 00.75
100
49
50 39
13.33 .
0 ] .

Blanco Cero Tratamiento 1 Tratamiento 2 Control Control
Antidepresivo  Ansiolitico

Graéfico 6-3: Tiempos de movilidad e inmovilidad en los diferentes grupos de estudio
Realizado por: Copo Jairo, 2021

Se observa en el gréafico, el tiempo (segundos) que el roedor permanece moviéndose, asi pues, al
colocar al animal en un contenedor con agua, mientras mas tiempo realice toda clase de
movimientos necesarios para tratar de liberarse y por ende escapar, este un indicativo de que los
niveles de depresion, son bajos o nulos, pues existe el deseo y los animos de sobrevivir en el
individuo. Asi pues, si la administracion de un compuesto quimico evidencia un tiempo
prolongado se puede mencionar que presenta propiedades farmacologicas Utiles para tratar el

trastorno de depresion.
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Se aprecia que el Blanco, tiene el mayor tiempo de movilidad con 286,67 segundos lo cual es
I6gico al tratarse del grupo conformado por ratones, fisiolégicamente normales, que carecen de
la patologia, después se halla el control antidepresivo con 261 segundos; seguido del tratamiento
1 con 251 segundos, asi los resultados indican que estos contribuyen de manera significativa, en
la disminucion de los niveles de depresion, recobrando en cierta medida el impetu y energia en

los especimenes.

En el panorama contrario se observa el control ansiolitico con 159,75 segundos de completa
inmovilidad y al cero, el cual presenta el tiempo mas prolongado de inmovilidad con 195,25

segundos como los, tratamientos menos efectivos para combatir la depresion.

Nota: Es imprescindible mencionar que en este test el término “inmovilidad”, hace referencia ya
sea a la carencia total de locomocion o a su vez a los minimos movimientos posibles que realiza
roedor para mantenerse a flote con su cabeza fuera del agua.

e ANOVA de un solo factor

Tabla 17-3: Test ANOVA para la relacion: tiempo de movilidad / tiempo inmdvil

ANOVA
RELACION: TIEMPO DE MOVILIDAD / TIEMPO INMOVIL
Suma de Gl Media cuadratica | F Sig.
cuadrados
Entre grupos 1366,946 5 273,389 69,663 0,000
Dentro de grupos 70,640 18 3,924
Total 1437,586 23

Realizado por: Copo Jairo, 2021

Para el respectivo andlisis estadistico, se correlacionaron las variables dependientes: tiempo de

movilidad / tiempo inmovil, convirtiéndose en una sola, la cual es adimensional (s/s).

Los p-valores obtenidos en el test ANOVA para las relaciones entre tiempo de movilidad / tiempo
inmavil, son inferiores al nivel de significancia (p> 0,05) lo que establece que existen diferencias

significativas entre los tratamientos administrados a los roedores.
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e HSD Tukey®

Tabla 18-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos para la relacion: tiempo de
movilidad / tiempo inmovil

HSD Tukey®
RELACION: TIEMPO DE MOVILIDAD / TIEMPO INMOVIL
TRATAMIENTO N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
Cero 4 0,5375
Control Ansiolitico 4 0,8800 0,8800
Tratamiento 2 4 1,9800 1,9800
Tratamiento 1 4 5,1400 5,1400
Control Antidepresivo 4 6,7250
Blanco 4 22,3925
Sig. 0,902 0,065 0,862 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 4,000.

Realizado por: Copo Jairo, 2021

En la tabla se puede observar el test post-hoc HSD Tukey?®. Se forman 4 grupos homogéneos. En
el subconjunto 1 se ubican el Cero, Control Ansiolitico y Tratamiento 2 entre los cuales no
parece existir diferencias significativas, que a la vez representan los menos eficaces en el
tratamiento de procesos depresivos, lo cual es l6gico pues corresponde a los roedores en los cuales
no se administraron ningun principio activo, solo el vehiculo oleoso, a la par que Nervinetas® es
un farmaco desarrollado para tratar ansiedad, y el CBD a la dosis estipulada no parece ejercer

accion farmacologica eficiente.

El subconjunto 2 abarca el Control Ansiolitico, Tratamiento 2, grupos compartidos igualmente
con el subconjunto 1, pero también aparece ya el Tratamiento 1, el cual probablemente presenta

actividades ansioliticas mas eficaces.

En el subconjunto 3 se halla el Tratamiento 1 compartido igualmente con el subconjunto 2, pero

también aqui se ubica el Control Antidepresivo, en los cuales al no existir diferencias
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significativas. probablemente poseen actividades antidepresivas equiparables entre si. CBD a una
dosis de 0,429 mg de CBD/kg mediante su accion como un agonista del receptor 5-HT1A que
incrementa el tiempo de interaccion entre la célula pre y postsinaptica, evitando la disminucion
de los niveles de serotonina, asi como Amitriptilina en una dosis de 0,357 mg/kg el cual actua

como un inhibidor de recaptacion de serotonina, logran el mismo efecto.

El subconjunto 4 se halla compuesto Unicamente por el Blanco, lo cual indica que ninguno de los
grupos anteriores, incluso aquellos en los cuales se evidenciaron las mayores actividades
antidepresivas, logran el total restablecimiento de las funciones fisiolégicas normales de los
especimenes, lo cual sugiere que ninguno consigue eliminar total grado de desesperanza existente

en los individuos.
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CONCLUSIONES

e Se determind que la dosis mas eficaz de CBD, que resulta util en el tratamiento tanto de
ansiedad como depresion corresponde a 0,429 mg/kg, la cual logra una disminucion
significativa de los sintomas de las patologias, debido a que forma subconjuntos con los
controles, en casi todos los parametros analizados, con 2 excepciones a saber: Numero de
transiciones (campo claro-oscuro), en el cual forma subgrupo con el Blanco, y en la relacién
tiempo moviéndose/tiempo inmovil, (sujecion por cola) en el cual se ubica un subgrupo por
debajo del control, cabe resaltar que en el primer caso demuestra una mayor eficacia que el
control ansiolitico y en el segundo se ubica exactamente por debajo del control antidepresivo,
sin ser superado por otro grupo, por lo cual se reafirma su mayor potencial en el tratamiento

de los 2 trastornos.

e EI CBD administrado a una dosis de 0,857 mg/kg de peso corporal, al realizar su analisis
estadistico, en los parametros: relacién tiempo campo claro / tiempo campo oscuro, asi como
relaciéon tiempo brazos abiertos / tiempo brazos cerrados; no forma subconjuntos con el
control ansiolitico, pero al analizar el namero de transiciones referente a los 2 test, estos si
comparten subconjuntos con el grupo control, lo cual significa que este tratamiento posee
minimas actividades ansioliticas, para reducir el temor y estrés, pero contribuye en la
recuperacién de la locomocion y restauracion de los instintos de exploracion en los roedores.
El CBD administrado a una dosis de 0,429 mg / kg de peso corporal, al realizar su analisis
estadistico, en los parametros: relacion tiempo campo claro / tiempo campo oscuro, asi como
relacién tiempo brazos abiertos / tiempo brazos cerrados; forma subconjuntos con el control
ansiolitico, también al analizar el nimero de transiciones referente a los 2 test, en el campo
claro-campo oscuro forma subconjunto con el control y en el laberinto elevado en cruz forma
subconjunto con el blanco (ratones fisiol6gicamente normales), lo cual significa que con este
tratamiento se obtienen respuestas farmacoldgicas ansioliticas equiparables a Nervinetas®,
y ademas probablemente aumenta el nivel de locomocién asi como el instinto de exploracion

en los especimenes.

e EIl CBD administrado a una dosis de 0,857 mg/kg de peso corporal, al realizar su analisis
estadistico, en los parametros: relacién tiempo de movilidad / tiempo inmovil, aplicado a los
test de sujecion por cola y natacion forzada; no forma subconjuntos con el control
antidepresivo, lo cual significa que este tratamiento no posee actividades antidepresivas, por

ende, no resulta Gtil para combatir la patologia. A su vez el CBD administrado a una dosis de
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0,429 mg/kg de peso corporal, al ejecutar el mismo analisis estadistico en el test de sujecion
por cola, no forma subconjunto con el control antidepresivo, pero se ubica exactamente por
debajo de este grupo, en cambio en el test de natacion forzada si forma un subconjunto con
el control antidepresivo, lo cual significa que con este tratamiento se obtienen respuestas
farmacoldgicas antidepresivas casi equiparables, y probablemente con una eficacia

ligeramente menor que el medicamento sintético Amitriptilina.
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RECOMENDACIONES

Para la realizacion de futuras investigaciones en roedores sobre depresion, se recomienda
desarrollar equipos y softwares estadisticos que resultarian Gtiles en la ejecucion de los test

de: sujecion por cola y natacion forzada, para obtener datos mas precisos, exactos y fiables.

Realizar proximos estudios con otras actividades farmacoldgicas, ya que el CBD al
interactuar con el sistema endocannabinoide, activa una serie de diversos neurotransmisores
de comunicacion pre sinaptica y post sinaptica, lo que desencadena diversas respuestas

quimicas y fisiologicas en el organismo.
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GLOSARIO

Ansiogénico: Dicese de los elementos o situaciones que generan ansiedad en el individuo.

(Psicolink,2019).

Bienestar animal: Se refiere a todo lo relativo al confort animal y que estd mas alla de la mera
falta de enfermedad, abarcando el complejo estado de bienestar fisico. Es la realidad que
considera al animal en un estado de armonia en su ambiente y la forma por la cual reacciona frente
a los problemas del medio, tomando en cuenta su confort, su alojamiento, trato, cuidado,
nutricion, prevencion de enfermedades, cuidado responsable, manejo y eutanasia humanitaria

cuando corresponda (INTA, 2013, pp. 1-90).

Comorbilidad: Término que se aplica cuando una persona sufre dos o0 mas trastornos o
enfermedades, que pueden presentarse al mismo tiempo o uno después del otro. A la vez también

implica cierta interaccion entre las enfermedades, la cual puede hacer que ambas empeoren (NIDA,
2019, pp. 1-4).

Ciclo Circadiano: Proceso fisiologico y de comportamiento con una periodicidad recurrente de
aproximadamente 24 hrs el cual es generado por un marcapasos biolégico enddgeno, el cual,
controla una variedad de procesos bioldgicos tales como, ciclo suefio-vigilia, temperatura

corporal, alimentacion, secrecion hormonal y regulacion del ciclo celular (De Leén, 2018, p.5).

Dosis: Cantidad de medicamento que hay que administrar para producir el efecto deseado. Es la

cantidad de medicamento a administrar una sola vez (Garcia , 2009, pp. 1-11).

Fitocannabinoides: Corresponde a una clase de compuestos formados por 21 atomos de carbono
que aparecen Unicamente en la naturaleza en la planta de Cannabis sativa caracterizados como
eicosanoides conjuntamente con terpenos, flavonoides, asi como restos de sustancias que le
proporcionan las propiedades bioldgicas demostradas y peculiaridades de esta especie vegetal.
son reconocidas 10 familias entre las cuales sobresalen CBD, TCH, delta-8-tetrahidrocannabinol
(A8-THC), cannabigerol (CBG), cannabitriol (CBT) (Ramén et al., 2017, pp. 5-9).

Norepinefrina: Llamada también noradrenalina es un neurotransmisor derivado del aminoacido
tirosina, presente tanto en el sistema nervioso central como en el periférico. Esta sustancia
quimica es la responsable y esta involucrada en diversas funciones fisioldgicas tales como:
vasodilatacion de las arterias del corazon, glucogendlisis, control del dolor, transicién suefio-
vigilia, control de temperatura, excitacion sexual, memoria (plasticidad sinaptica), nivel de

excitabilidad/ansiedad (Cuevas et al. , 2019, p.2).



Receptor de la histamina H1: Receptor que desempefia un papel importante en la reaccion
alérgica y se distribuye extensamente en el sistema nervioso periférico, determinado el musculo
liso, donde su activacion causa la vasoconstriccion. La activacion del receptor H1 también causa
la dilatacion del vaso sanguineo, la permeabilidad creciente del buque, el estimulo de nervios
sensoriales en las aerovias y la broncoconstriccion. Activado una vez en la corteza cerebral, el
receptor H1 puede inhibir los canales del potasio en las membranas celulares neuronales,
despolarizando las neuronas y aumentando la excitacion neuronal (Sally, 2015, pp. 3-5).

Receptor muscarinico M1: Receptor que estd involucrado en funciones relacionadas con:
aprendizaje, memoria, comportamiento, control del movimiento, plasticidad neuronal del
prosencéfalo y regulacion de la dopamina a nivel central lo que explicaria su rol en trastornos

cognitivos, sintomas esquizofrénicos y trastornos asociados al movimiento (Sanabria, 2017, p. 5).

Serotonina: Neurotransmisor que se crea mediante un proceso de conversion bioguimica que
combina triptéfano, un componente de las proteinas, con triptéfano hidroxilasa, un reactor
quimico. Transmite sefiales entre las células nerviosas o neuronas para regular la intensidad,
desempefiando un papel clave en el sistema nervioso central (SNC) pues en el cerebro, afecta los
niveles de humor, ansiedad y estado de animo en general. Ademas, los estudios han encontrado
vinculos entre la serotonina y el metabolismo 6seo, la produccion de leche materna, la

regeneracion del higado y la division celular (Rose, 2018, pp. 1-2).
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ANEXOS

Gréfico 1A: Seleccion y pesaje de los
especimenes

Anexo A. Ambientacion de ratones (Mus musculus) en el Bioterio de la ESPOCH
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Gréfico 2A: Periodo de ambientacion de los
especimenes

Anexo B. Privacién de la hidratacion

Grafico 1B: Retiro de los bebederos durante 8 horas al dia




Anexo C. Manipulacion de los animales de experimentacion

Gréfico 1C: Manipulacion de los animales de experimentacion

Anexo D. Modificacién del ciclo circadiano
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Gréfico 1D: Recubrimiento con sabanas negras, evitando el paso de luz




Anexo E. Administracion de los tratamientos a los ratones (Mus musculus)

Gréfico 1E: Sujecién del roedor Gréfico 2E: Acercamiento de la jeringa con la
canula

Grafico 3E: Introduccion de la canula y Gréfico 4E: Retiro de la canula
administracion del tratamiento




Anexo F. Test de Campo Claro — Campo Oscuro

Gréfico 1F: Equipo

Grafico 2F: Ejecucion del Test




Anexo G. Test de Laberinto elevado en cruz

Gréfico 1G: Equipo

Grafico 1G: Ejecucion del Test




Anexo H. Test de Natacidn forzada

Gréfico 1H: Recipiente plastico

Grafico 2H: Ejecucion del Test




Anexo |. Test de sujecion de cola

Gréfico 11: Roedor colgado de su cola




Anexo J. Aceite de CBD (500 mg / 25 ml)

Graéfico 1J: Aceite de CBD (500 mg / 25 ml)




Anexo K. Medicamentos control

Gréfico 1K: Control antidepresivo

Gréfico 2K: Control ansiolitico
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