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1. RESUMEN

Este TFG es un estudio de carécter exploratorio dirigido a analizar los patrones
de consumo voluntario de clordiazepoxido (CDP) en ratas Wistar, con el objetivo de
comprobar si los mismos estan determinados por la dosis presentada. Para ello los
animales tuvieron acceso diario a este ansiolitico mediante un procedimiento de libre
eleccion CDP-agua con una duracion de dos horas cada dia. La mitad de animales en
este estudio solo tuvieron acceso a agua durante las sesiones experimentales, para asi
comprobar comparando ambos grupos, si los animales expuestos al farmaco preferian
este farmaco frente a agua, y si dicha preferencia dependia de la dosis. Los resultados
mostraron que los sujetos del grupo experimental mostraron un mayor consumo del
farmaco que de agua y un consumo superior al grupo control, un hallazgo que no estuvo
influido por la dosis.

Aunque como este estudio fue exploratorio y ademas no se establecié una
prediccion precisa sobre la influencia de la dosis en el consumo del farmaco, se
esperaba encontrar que dosis muy bajas o muy altas redujeran el consumo en los
animales, debido a la ausencia de efectos farmacolégicos (en el caso de las dosis bajas)
o la aparicion de efectos aversivos o sedantes (en relacion con las dosis elevadas). Sin
embargo, sélo las dosis muy bajas o muy altas promovieron un mayor consumo del
farmaco, si bien el apoyo estadistico a esta afirmacion fue parcial (al no obtenerse la
interaccidn significativa entre los grupos y la dosis). Por tanto, aunque los resultados
indican que el CDP es un farmaco por el que los animales muestran preferencia, no nos
dan claves acerca de cual es la dosis idonea a utilizar en futuros estudios, lo cual era el
objetivo de este TFG.

Palabras clave: Modelos animales, auto-consumo, benzodiazepinas, clordiazepoxido.

2. ABSTRACT

This study is aimed at analyzing the patterns of voluntary consumption of CDP in
Wistar rats to verify if they are determined by the quantity of the dose. The animals had
daily access to this anxiolytic using a free-choice procedure where animals could choose
betweent CDP or water during two hours. Half of the animals that were included only
had access to water during the experimental sessions, to verify the comparison of both
groups, if the animals exposed to CDP preferred this drug against water and that the

preference depended on the dose. The results indicated that the animals who received



CDP had more consumption of the bottle containing it than the one of the water bottle
and a consumption higher than the W-group, finding that was not influenced by the

dose.

Although this study was exploratory and there was no prediction of the influence
of dose on CDP consumption, it was expected that very low or very high doses would
reduce consumption in animals, due to the absence of pharmacological effects (in the
case of low doses) or the appearance of aversive or sedative effects (in relation to high
doses). However, only very low or very high doses promoted a higher consumption of
the drug, although the statistical support for this assertion was partial (because of no
significant interaction between the groups and the dose was obtained). Therefore,
although the results indicate that CDP is a drug for which animals show preference, they
do not give us clues about which dose is suitable for use in future studies, which was the

objective of this study.

Keywords: Animal models, voluntary consumption, benzodiazepines,
chlordiacepoxide.



3. INTRODUCCION

La ansiedad es una emocion natural, un estado fisioldgico resultante de la
activacion del sistema nervioso ante situaciones de amenaza, que permite al organismo
prepararse y reaccionar ante situaciones que pongan en peligro su integridad fisica. Se
trata de una respuesta que esta presente en una gran variedad de seres vivos, y que, en
condiciones normales, les permite reaccionar al peligro de una forma adaptativa. La
ansiedad se torna patologica, sin embargo, cuando alcanza una elevada intensidad o es
desproporcionada con respecto a la situacion en la que se manifiesta, provocando una
gran variedad de sintomas fisioldgicos, conductuales y cognitivos y un deterioro
generalizado en el funcionamiento normal de los individuos (Martinez, Saiz, Garcia-
Portilla 2008; Navas y Vargas, 2012). Un ejemplo muy recurrente de ansiedad
patoldgica seria, por ejemplo, hablar en publico o hacer un examen; aungue en ninguna
de estas situaciones hay un peligro real para la vida de la persona, quien padece
ansiedad intensa serd incapaz de controlar su estado mental, emocional y fisiolégico, lo
que resultara muy incapacitante. En el dmbito clinico, los trastornos de ansiedad han
sido clasificados mediante diferentes criterios, siendo el mas aceptado el propuesto en el
Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-V, 2013). Si bien
son numerosos los trastornos de ansiedad incluidos en esta clasificacion, todos tienen un
elemento en comun: la respuesta desproporcionada al suceso que la origina, siendo esto

ultimo un indicador importante de su caracter patolégico.

En la siguiente tabla se encuentra la clasificacion de los trastornos de ansiedad

definidos de forma breve:

Trastorno de ansiedad por separacion Ansiedad propiciada ante la separacion de una persona
con la que se mantiene un vinculo afectivo

Trastorno de ansiedad generalizada Ansiedad de caracter persistente y excesivo otorgando a
la persona bastantes problemas para controlarla

Mutismo selectivo Incapacidad persistente para hablar en un contexto
especifico

Fobia especifica Aparicién de un grado alto de ansiedad y miedo

persistente ante la presencia de un estimulo que
desencadena la reaccion

trastorno de ansiedad social Miedo o ansiedad intenso que aparece en situaciones de
carécter social donde el desencadenante del miedo es el
pensamiento de estar siendo observado por los presentes

Trastorno de angustia Presencia de crisis de angustia de caracter inesperado y
recurrente.
Agorafobia Miedo y ansiedad en ciertas situaciones como lugares

abiertos, donde la persona teme sufrir una crisis de
ansiedad y no poder controlarla




Trastorno de ansiedad inducido por sustancias/medicacion Presencia de crisis de angustia desencadenadas por la
intoxicacion producida por el consumo de una sustancia

Trastorno de ansiedad debido a otra enfermedad médica El desencadenante de la ansiedad aparece como
consecuencia de otro tipo de patologia o enfermedad

Otros trastornos de ansiedad especificados pero que no cumplen|Trastornos que tienen sintomatologia clinicamente
con criterios de caracter temporal significativa pero que por alguna razén, no llegan a
cumplir los criterios necesarios para diagnosticar un
trastorno de ansiedad en concreto

Trastorno de ansiedad no especificado.

(Tortella-Feliu, 2014)

Revisada la clasificacion de los trastornos de ansiedad, podemos mencionar la
situacion en Espafia, donde los trastornos de ansiedad tienen una alta prevalencia entre
la poblacidn. Por ejemplo, el trastorno de ansiedad generalizada (TAG) afecta a entre un
5% y un 13% de la poblacion. Asimismo, el porcentaje de personas que sufre cualquier
otro trastorno de ansiedad en nuestro pais se estima en torno a un 28,7% (Martinez, Saiz
y Garcia-Portilla, 2008). Debido al gran porcentaje de casos, los estados de ansiedad
patoldgica suponen una gran parte de la demanda de atencion psiquéatrica y psicoldgica.
En este contexto, son numerosos los tratamientos farmacoldgicos desarrollados para
aliviar los sintomas de ansiedad, destacando los ansioliticos pertenecientes a la familia
de las benzodiacepinas. Estos farmacos de prescripcion médica se caracterizan por tener
gran potencial de abuso, inducir el desarrollo de tolerancia a las pocas semanas de uso,
y provocar humerosos efectos secundarios, tales como hipersedacion, aumento de peso,
sequedad de boca, trastornos de memoria o relajacién muscular excesiva. Los datos
proporcionados en la Gltima encuesta publicada por el Observatorio Espafiol de las
Drogas y las Toxicomanias, realizada en 2013, sitlan a este tipo de compuestos entre
las sustancias mas consumidas: un 22% de personas con edades comprendidas entre 15
a 64 afios manifiesta haberlos consumido alguna vez, situandose la media de edad de
inicio de consumo en torno a los 35 afios. Por lo general el consumo que las mujeres
hacen de estos farmacos duplica al de los hombres, a diferencia del resto de drogas
estudiadas, donde los hombres tienen un consumo mayor de drogas que las mujeres
(OEDT, 2015).

Las primeras benzodiazepinas fueron descubiertas en 1930 por Leo Sternback,
aunque hasta 1960 no empezaron a ser prescritas de forma habitual, siendo los sucesores
de los barbitdricos. Estos tenian como indicaciones iniciales el tratamiento de pacientes

esquizofrénicos y maniacos, asi como casos de autismo, trastornos afectivos y estados



de ansiedad graves, pero casi se ha prescindido de ellos debido a la peligrosidad que los
caracteriza. En la actualidad, las benzodiacepinas se utilizan para el tratamiento del
insomnio, los cuadros de ansiedad, la epilepsia y algunas alteraciones musculares
(L6pez-Mufioz, Alamo, Ucha-Udabe y Cuenca, 2004; Rosas-Gutierrez, Simén-Arceo y
Mercado, 2013). No obstante, debido al caracter crénico de muchos trastornos de
ansiedad, a menudo se recurre a otro arsenal terapéutico con menos potencial de abuso,
como los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina o los antidepresivos

triciclicos, entre otros (Navas y Vargas, 2012).

Una vez realizada esta breve presentacion de las benzodiacepinas, es
conveniente indagar en la naturaleza de estos farmacos, dado que tienen una especial
relevancia para el presente Trabajo de Fin de Grado (TFG). En referencia a la
farmacocinética de las benzodiacepinas, existen cuatro vias de administracion
principales: oral, sublingual, intramuscular e intravenosa (Parra y Mufioz, 2009). Sin
embargo, por una serie de razones, no todas las vias de administracion son adecuadas
para todos los tipos de benzodiacepinas; el tiempo de absorcion no es siempre el mismo
para todas ellas y en ocasiones de urgencia (un ataque de panico, por ejemplo), es
necesario que hagan su efecto en el individuo lo antes posible. Algunas
benzodiacepinas, como el diazepam o el lorazepam, tienden a tener buena absorcion
cuando se administran por via oral o sublingual, aunque también es posible encontrar
casos donde se administran por via intravenosa; algo similar ocurre con el midazolam,
cuya primera via de administracion es de ese tipo, aunque su inicio es mas lento y
bastante mas peligroso, ya que puede causar depresion respiratoria si no se controla
como es debido. La via de administracion menos recomendada en el caso de las
benzodiacepinas se trata, sin duda alguna, de la intramuscular, ya que la absorcion es
bastante irregular y lenta, y cuenta con el riesgo de irritacion local a causa de
acumulaciones y de la precipitacion del farmaco. Los factores que varian la
concentracion o dificultan la absorcion son dos: las diferencias en relacién con la
estructura quimica de los compuestos, y su grado de liposolubilidad. Este Gltimo factor
es de gran importancia, ya que la liposolubilidad estd muy relacionada con la velocidad

de absorcion, distribucion y la de eliminacion (Gamez vy Irala, 1997).

Las benzodiazepinas normalmente se clasifican en funcion de su tiempo de vida
medio (Fernandez, Gonzalez y Pefia, 2003). Asi, las de accion prolongada son aquellas

cuyo tiempo de vida media supera las 12 horas; las de accién corta son las que tiene un



tiempo de vida media inferior a las 12 horas. Una clasificacion mas detallada la
encontramos en Parra y Mufioz (2009), quienes recomiendan dividirlas en cuatro tipos,

tal y como se muestra en la siguiente tabla:

Tiempo de vida media de las benzodiacepinas:

Benzodiacepinas de accion|0— 6 horas
ultra corta

Benzodiacepinas de accion|6 — 12 horas
corta

Benzodiacepinas de accion|12 — 24 horas
intermedia

Benzodiacepinas de accion|Mas de 24 horas
prolongada

(Parra 'y Mufioz, 2009)

Durante la accion de las benzodiacepinas en el organismo se lleva a cabo su
distribucion y metabolizacion, que tienen lugar en dos fases. Durante la fase o aumenta
gradualmente la cantidad de farmaco en el organismo, pero con el transcurso del tiempo
la concentracion disminuye considerablemente, pasando a la fase P, durante la que
acontece el proceso de metabolizacion. Las benzodiacepinas se metabolizan en gran
medida en el higado. Durante este proceso se forman metabolitos activos, que se
transforman a un ritmo mas lento que la benzodiacepina por la que estaban formados.
Los metabolitos, finalmente y tras una serie de reacciones quimicas, se eliminan por

medio de la excrecidon a través de los rifiones, o sea, de la orina (Gamez e Irala, 1997).

El conocimiento del mecanismo de accion de las benzodiacepinas en el sistema
nervioso central contribuye a comprender sus efectos farmacoldgicos. En efecto, se trata
de farmacos que potencian la accién del GABA, un neurotransmisor de caracter
inhibitorio relacionado con la disminucion de la excitacién producida en situaciones que
propician la aparicion de ansiedad (Parra y Mufioz, 2009). Esta modulacion alostérica
positiva la llevan a cabo a través de los receptores ionotropicos GABA-A, localizados
basicamente en la membrana postsinaptica. Los sitios de unién benzodiacepinica en este
complejo receptor contienen un aminoacido llamado histidina, que determina la

capacidad de las benzodiacepinas para interaccionar con el. Es importante también



destacar la existencia de otros ligandos que también interactan con este lugar de union,
como el zolpidem y la zopliclona (ambos analogos a las benzodiazepinas), que son
capaces de activar el receptor GABA-A sin llegar a ser propiamente benzodiacepinas.

Cuando una benzodiacepina se acopla al receptor GABA-A, se potencia el
efecto del GABA sobre su propio lugar de reconocimiento, lo que conduce a un
aumento en la frecuencia de apertura del canal de cloro y a una hiperpolarizacion de la
neurona postsindptica (Rosas-Gutiérrez, Simon-Arceo y Mercado, 2013). Dada su
naturaleza ionotropica, los receptores GABA-A estan formados por 5 tipos de
subunidades, que se pueden combinar de forma diversa. Esta combinacion también es
crucial, dado que va a determinar la afinidad de los diferentes agonistas por los distintos
lugares de reconocimiento que posee este receptor, incluyendo el sitio de unién para
benzodiacepinas. Asi, por ejemplo, la subunidad 1 tiene como funcion regular los
sintomas de caracter hipnético, anticonvulsivo y sedante producidos por el consumo de
un ansiolitico. La subunidad 2 posee la funcion de regular la ansiedad del individuo: su
accion esta causada por la distribucién estratégica de la misma en el sistema nervioso
central. En concreto, estos receptores se encuentran especialmente localizados en zonas
del cerebro cuya funcién esta relacionada con la ansiedad: la amigdala, el hipocampo y
el cuerpo estriado. El resto de subunidades, hasta cinco, guardan relacién con otros
efectos que causan las benzodiacepinas en el organismo (Medel-Matus, Cortijo-

Palacios, Gasca-Pérez, Susan-Tepetlan, Pérez-Palacios y Ramos-Morales, 2011).

Receptor GABA-A

Benzodiacepinas

(Adaptado de: Purves et al., 2007)



Como se ha comentado con anterioridad, el consumo de benzodiacepinas puede
conducir al desarrollo de comportamientos y sintomatologias que definen los trastornos
por abuso de sustancias. Un indicador caracteristico seria la aparicion de un estado
afectivo negativo cuando el farmaco no esta disponible, lo que induciria conductas de
busqueda de la droga, craving (ansia o dependencia psicoldgica) y recaidas (con el
consiguiente riesgo de sobredosis). Cuando una persona se encuentre en este estado
consumird el ansiolitico sin un adecuado control médico, recurriendo con frecuencia a la
automedicacion. El sindrome de abstinencia producido por benzodiazepinas incluye
ansiedad, disforia, irritabilidad, temblores, palpitaciones, vértigos, insomnio Yy
sudoracion, entre otros sintomas; en casos mas graves, se pueden manifestar crisis de
panico, alteraciones sensoperceptivas, paranoias, delirios y confusion (Koob, Arends y
LeMoal, 2014). Al mismo tiempo que el individuo progresa en su ciclo de adiccion, se
observa una importante reduccién en la realizacion de actividades de tipo social o
recreativo, lo que parece estar relacionado con un marcado déficit motivacional
(Mustaca y Kamenetzky, 2005). Tal déficit, junto con la emergencia de un estado
afectivo negativo, aumenta la probabilidad de que el sujeto vuelva a consumir el
farmaco para reducir ambos estados negativos; es decir, como mecanismo de
automedicacion emocional. Como puede comprobarse, el consumo continuado de estos
farmacos puede desembocar en un trastorno por abuso de sustancias similar al descrito
para otras drogas de abuso. Asi, en el DSM-V (2013) se indica que el trastorno seria
diagnosticado cuando aparezcan dos o mas de los siguientes sintomas durante un

periodo continuado de 12 meses:

e Se consumen sedantes, hipnoticos o ansiolitico con frecuencia en cantidades

superiores o durante un tiempo mas prolongado del previsto.

e Deseo persistente o esfuerzos fracasados de abandonar o controlar el consumo

de sedantes, hipnétios o ansioliticos

e Se invierte mucho tiempo en actividades necesarias para conseguir estos

farmacos.
e Necesidad imperante de consumir ansioliticos.

e Consumo recurrente de ansioliticos llevando al incumplimiento de deberes

fundamentales en el trabajo, en el hogar o en el entorno escolar.
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e Consumo continuado de estos farmacos a pesar de sufrir problemas de tipo

social o interpersonal provocados o agravados por los efectos provocados.

e Su consumo provoca el abandono o la reduccion de una serie de actividades

importantes para la persona.

e Consumo recurrente en situaciones donde se pone en peligro la vida de la

persona por el hecho de tomarlos.

e Consumo continuado de los mismos pese a la consciencia de que existe un

problema fisico o psicolégico causado por el consumo de estos farmacos.

e Tolerancia definida por el aumento gradual del consumo o el consumo

continuado del mismo.

e Abstinencia manifestada por la presencia del sindrome de abstinencia
caracteristico por el consumo de sedantes o el consumo de los mismos para

evitar o aliviar los sintomas del s. de abstinencia.

Actualmente se ha avanzado bastante en el conocimiento de los mecanismos
neurobioldgicos implicados en los trastornos adictivos, incluidos los referentes a la
adiccion a las benzodiacepinas. Una region clave en la explicacion de estos trastornos es
el nicleo accumbens, localizado en la zona ventral del cuerpo estriado, formando parte
de los ganglios basales. Se trata de un nucleo que tiene una gran importancia en la
percepcion del placer y del refuerzo, ya que forma parte del circuito de la recompensa,
encargado de integrar aspectos de tipo cognitivo, motivacional, emocional y motor
relacionados con el procesamiento y busqueda de estimulos placenteros. Cuando se
introduce una droga en el organismo, ésta provoca la liberacion masiva de dopamina en
este circuito (y mas en concreto en el nicleo accumbens), a un nivel nunca alcanzado
por reforzadores naturales. Al igual que con el resto de drogas de abuso, el consumo
continuado de benzodiacepinas provoca cambios adaptativos en este circuito cerebral, el
cual acabard por funcionar de manera deficitaria, impidiendo al individuo experimentar
placer con reforzadores naturales que antes del consumo tenian un mayor valor
incentivo (Fernandez-Espejo, 2000). El circuito de la recompensa se compone de
conexiones neuroquimicas que involucran al sistema opioide endogeno, el sistema
serotonérgico, el GABAérgico y el glutamatérgico, entre otros. Estas conexiones
pueden regular tanto los efectos reforzantes agudos derivados del consumo de drogas,

como la adaptacion por plasticidad cerebral que acontece cuando el consumo es cronico
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(Guardia, Surkov y Cardus, 2010). En el caso de las benzodiacepinas cobran un especial
interés las interneuronas GABAGérgicas localizadas en el &rea tegmental ventral, cuya
actividad resulta regulada por estos farmacos, dando lugar al aumento dopaminérgico
mencionado anteriormente, y que subyace en ocasiones a la perpetuacion del consumo,
la pérdida de control, tolerancia y dependencia (Nomura, Nakao, Sato y Yano, 2006;
Rosas-Gutiérrez, Simon-Arceo y Mercado, 2013). No obstante, cabe indicar que dentro
de las benzodiazepinas comercializadas no todas tienen el mismo potencial de adiccion,
lo cual depende en gran medida de su via y patron de administracion, y de sus

propiedades farmacocinéticas (Gamez e Irala, 1997).

El estudio de la conducta adictiva desde una perspectiva psicobioldgica ha sido
posible, en gran medida, gracias al empleo de modelos animales. Algunos de estos
modelos reproducen con gran precision las condiciones y patrones de consumo de
sustancias de abuso de los seres humanos. Tal es el caso de los modelos de consumo
oral, voluntario, de sustancias que se consumen de esta manera en nuestra especie. Estos
modelos han sido muy utilizados para estudiar la adiccion a sustancias como el alcohol
(Mustaca y Kamenetzky, 2005; Spanagel, 2003). El caracter experimental de estos
modelos posibilita estudiar ciertos comportamientos cuya investigacion en seres
humanos no es posible por cuestiones éticas o limitaciones metodoldgicas. En las
paginas siguientes se revisan los modelos animales que tienen una especial relevancia

para el presente TFG.

El primer tipo engloba aquellos experimentos de administracion forzada, en los
que es el experimentador quien selecciona la dosis y la administra directamente al
animal. Este tipo de procedimientos suelen inducir mas efectos aversivos que apetitivos,
siendo infrecuente que los animales desarrollen adiccion a la sustancia asi administrada.
Por otro lado, en los modelos de auto-administracion, el animal tiene el control sobre la
dosis que consume, dado que él mismo se la administra de forma intencional y

voluntaria (Mustaca y Kamenetzky, 2005; Spanagel, 2003).

Un primer tipo de modelos son aquellos de condicionamiento operante, donde se
trabaja con respuestas de tipo instrumental para que el animal obtenga la recompensa
deseada (por ejemplo, la respuesta de presion de palanca en una caja de Skinner). En
otros casos, se realizan las tareas en la jaula-hogar donde reside el animal de forma
permanente: se presenta en una botella una solucion que contiene la sustancia en estudio

y se da un tiempo de acceso limitado, o ilimitado, para que el sujeto la pueda consumir.
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Es habitual presentar simultaneamente otra botella con agua, de modo se trataria de
pruebas de libre eleccion droga-agua. No obstante, también se utilizan procedimientos
de consumo forzado en los que el animal no tiene otra fuente de ingestion de liquidos,
mas que la solucion que contiene la droga (Mustaca y Kamenetzky, 2005). Los
procedimientos de jaula-hogar son los méas adecuados para estudiar el comportamiento
relacionado con el consumo de drogas ansioliticas, ya que de las formas de
experimentacion es la que més se asemeja al consumo en humanos. Con este
procedimiento se pueden obtener interesantes datos, tales como la preferencia por una
sustancia u otra en base a la cantidad consumo, si desarrollan tolerancia o no en funcion

de si aumenta la cantidad de consumo o se mantiene estable, etc. (Spanagel, 2003).

Otro método interesante para estudiar la conducta de consumo de drogas
consiste en el desarrollo de cepas especiales de roedores, creadas especialmente para
estudiar conductas relacionadas con el consumo de drogas y sus posibles bases
genéticas. Un ejemplo son las cepas de ratas Romanas de Alta (RHA) y Baja Evitacion
(RLA); aunque estos animales fueron inicialmente seleccionados por sus diferencias
extremas en el aprendizaje de evitacion, también muestran divergencias en su tendencia
a consumir sustancias con potencial de abuso. Las ratas RLA por lo general manifiestan
mayor ansiedad que su grupo homdlogo, mostrando mayor cantidad de
comportamientos de evitacion ante situaciones de caracter novedoso o amenazante. Por
el contrario, la cepa RHA tiende a un mayor consumo de alcohol y otras drogas, tanto
en situaciones de libre eleccion como en procedimientos operantes, estando estas
diferencias determinadas por la dosis empleada en el estudio (Manzo et al., 2012). Otro
tipo de aproximacion genética son los ratones knock-out (Green y Grahame, 2008),
basada en la supresion de ciertos genes y la obtencion de datos relativos a si ello
propicia una clara preferencia por el consumo de alcohol frente a sujetos analogos sin

esta modificacion (wild-type o controles).

Un aspecto clave en el estudio del consumo oral de drogas se relaciona con la
palatabilidad de la sustancia; cuando se estudia esta variable se analiza si en condiciones
de alimentacion ad libitum, o en casos de privacién de comida, el comportamiento de
consumicién varia o no dependiendo del sabor de la sustancia. Gracias a este
procedimiento se han podido encontrar interesantes datos; por ejemplo, en situaciones
de privacion la palatabilidad de la sustancia no afecta a la cantidad de alcohol

consumido (Spanagel, 2003).
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En otros casos, el foco de atencion es analizar si el consumo de la droga se ve
influido por su forma de presentacion. Por ejemplo, a veces se presenta de forma
gradual, en dosis crecientes; en otras se opta por presentarla sola durante los primeros
ensayos, para pasar después a presentarla de forma conjunta con agua; y en ocasiones se
hace de manera intermitente. El objetivo de todos estos procedimientos es aumentar la
preferencia por la droga presentada, llegando a inducir en ciertos casos un consumo de
forma de atracon cuando la sustancia esta disponible por periodos limitados (Mahia,
2009; Spanagel, 2003).

A pesar de los muchos estudios que se han realizado en relacion con el consumo
voluntario de etanol en animales, no hay trabajos que empleen este procedimiento
experimental con las benzodiacepinas, lo cual sorprende por dos razones. En primer
lugar, se trata de farmacos con mecanismos de accion similares al alcohol, de ahi su
potencial de abuso; en segundo lugar, el modo en que los seres humanos consumen y
abusan de estos compuestos suele ser a través de su ingestion oral, lo que pone de
manifiesto la validez ecoldgica que podrian tener los modelos de consumo voluntario
oral de ansioliticos, y su utilidad para comprender el abuso de estos farmacos de

prescripcion médica.

Recientemente, se ha desarrollado una linea de investigacion en la Universidad
de Jaén interesada por esta cuestion. Su objetivo es analizar de qué manera
determinadas experiencias emocionales negativas inducen el consumo de ansioliticos, a
través de un mecanismo de automedicacion. En concreto, Manzo et al. (2015)
analizaron la relacion entre la frustracion (inducida mediante la devaluacion de una
recompensa) y el consumo oral de dos ansioliticos: el alcohol, y la benzodiacepina
clordiacepoxido (CDP). El experimento constd de dos fases y el procedimiento que se
realizd fue de contraste sucesivo negativo consumatorio. Durante la primera fase del
estudio (que durd 10 sesiones, cada una de 5 minutos) ambos grupos recibieron una
solucion azucarada, con diferencias de concentracion de la solucion intergrupal. Es
decir, al primer grupo se le ofrecié una concentracion de azucar del 32%, y al segundo
una solucién al 4%. Sin embargo, en la segunda fase (5 sesiones) a todos los grupos se
les ofrecid una solucion al 4%. Después de cada sesion de ambas fases, los animales
fueron expuestos durante dos horas a una prueba de preferencia con dos botellas: en
algunos grupos ambas botellas contenian agua; en otros casos una botella tenia agua y la

otra contenia alcohol (al 2%); y por ultimo algunos animales tuvieron acceso a una
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botella rellena de agua y otra que contenia CDP (que se present6d en dosis que iban
aumentando cada dos dias, desde 0.1 mg/kg hasta 1 mg/kg). Los resultados mostraron
que los grupos que sufrieron una reduccion en la concentracion de azucar del 32% al
4% consumieron mas alcohol y CDP que aquellos que recibieron la solucion al 4% en
ambas fases, sin que en modo alguno se viera afectado el consumo de agua. Este efecto
tuvo una duracion de tres sesiones, y fue interpretado por los autores argumentando que
la devaluacion de la recompensa indujo en los sujetos una reaccion emocional negativa
de frustracion, consecuencia de la cual los animales aumentaron su consumo de las
soluciones capaces de reducirla; es decir, como un fenomeno de automedicacién

emaocional.

A pesar de estos resultados, los intentos por replicar el fendmeno se han topado
con muchas dificultades para conseguir patrones estables de preferencia por CDP en los
animales, tanto en procedimientos simples de preferencia como en estudios de
automedicacion inducida por frustracion. Estas inconsistencias contrastan con los
hallazgos relativos al alcohol, que siempre es consumido de forma preferencial por los
animales, sobre todo tras experiencias de devaluacion o de omision del reforzador (p.ej.,
Manzo et al., 2014). Una explicacion de estas inconsistencias relativas al CDP podria
ser la eleccion de la dosis a presentar. En la mayoria de los trabajos no ha sido superior
al 2.5 mg/kg, siguiendo un procedimiento de transformacion de la dosis entre especies
que toma en cuenta la superficie de area corporal (Reagan-Shaw et al., 2007). Dado que
las dosis estudiadas no han permitido obtener resultados concluyentes, en este TFG se
presenta un estudio de dosis dependencia con CDP dirigido a analizar el rango de dosis
en el cual los animales muestran un consumo significativo y preferencia por el farmaco.
Si bien se trata de un trabajo preliminar y exploratorio, los resultados pueden ser muy
relevantes para establecer las condiciones idoneas de consumo voluntario de CDP en
animales, las cuales posibiliten en el futuro estudios de automedicacion inducida por

frustracion.
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4. METODOLOGIA
4.1. Sujetos

Se utilizaron 20 ratas Wistar macho, provenientes de Charles Rives (Barcelona,
Espafia), que fueron alojadas en el Centro de Produccion y Experimentacion Animal
(CPEA) de la Universidad de Jaén. Las ratas tenian un peso medio de 345 gramos a su
llegada a las instalaciones, y fueron distribuidas aleatoriamente en funcién del mismo en
dos grupos de 10 sujetos cada uno: el experimental (CDP) y el control (W). Los
animales fueron privados de alimento a partir de la primera semana, con el objetivo de
mantenerlos en torno al 81-84% de su peso ad libitum, teniendo siempre libre acceso a
agua. El experimento propiamente dicho se realiz6 en el laboratorio convencional 2 del
Centro de Produccion y Experimentacion Animal (CPEA) de la Universidad de Jaén,
con condiciones estandar de luz (ciclo de 12 h comenzando a las 7:00), temperatura (20°
C) y humedad (50%). EI procedimiento experimental fue aprobado por el comité de
Bioética de la Universidad de Jéen, y siguio las directrices de la Union Europea para el
uso de animales en Investigacion (2010/63/EU) y la Ley espafiola (6/2013; RD.
53/2013)

4.2. Aparatos

El estudio se llevd a cabo en las jaulas-hogar de los animales, 20 unidades de
policarbonato con dimensiones de 30 cm x 15 cm x 30 cm (largo x ancho x alto). Las
jaulas tenian una rejilla metalica cubriéndolas, donde se colocaban las botellas y la

comida. El suelo se cubri6 con serrin. (Anexo 1)

Las botellas utilizadas para el consumo de agua tuvieron una capacidad de 500
ml, mientras que las empleadas para la prueba de preferencia fueron botellas de
policarbonato de 150 ml, cubiertas con una boquilla metélica. Todos los animales
fueron expuestos a dos botellas, una de las cuales estaba forrada con cinta aislante negra
para proteger la solucion del ansiolitico de la luz. Aunque los animales del grupo
control recibieron dos botellas con agua, una de ellas también estuvo forrada de negro,
para igualar las condiciones del grupo experimental respecto del modo de presentacion

de las soluciones que iban a beber. (Anexo I1)

Para el calculo de lo que habian bebido los animales, asi como el pesaje de la
comida diaria, se utilizé una bascula digital (Cobos, JT-300C, Barcelona, Espafia). Para

la medicion de los miligramos utilizados en las soluciones que contenian el ansiolitico
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(CDP) se utilizé una balanza de precision (Cobos, Precisa 125A, Barcelona, Espafia).
Las ratas fueron pesadas diariamente con una bascula digital (Baxtram, Model BS3,
Girona, Espafia). (Anexo I11)

4.3. Procedimiento

Como se ha comentado previamente, los animales fueron alojados en el CPEA,
donde, tras pasar el correspondiente periodo de cuarentena, fueron sometidos al
procedimiento experimental. Este comenzd pesando a los animales cada dia e
introduciendo el procedimiento de privacion de comida, seguido cuatro dias después por
una fase de habituacion a la prueba de preferencia que duré cuatro dias. En esta fase los
animales tuvieron acceso a dos botellas rellenas con agua durante un periodo de dos
horas. Finalizada esta fase dio comienzo la fase en la que se llevé a cabo la prueba de
preferencia propiamente dicha. En la misma los animales del grupo CDP tuvieron
acceso a una botella (la negra) que contenia una solucién con CDP, mientras que la otra
botella (la transparente) contenia agua. Los animales del grupo W siguieron recibiendo
las dos botellas con agua. Cada dia se cambi6 el lugar de colocacion de las botellas
(derecha-izquierda), para evitar asi efectos relacionados con preferencias por el lugar.
La solucién de CDP era preparada diariamente, asi como las 40 botellas utilizadas en
este estudio, que eran pesadas antes y después de realizar el test de preferencia, de
manera tal que se pudiera obtener un registro (en ml) del consumo del animal relativo a
cada botella. El peso diario de cada botella fue anotado en una tabla similar a la del

anexo VI

Debido a que este estudio fue exploratorio y dirigido a identificar patrones de
preferencia dependientes de la dosis, la exposicion al CDP se realizé de forma creciente,
comenzando con una dosis de 0.1 mg/kg hasta llegar a una dosis de 60 mg/kg (0.1, 0.2,
04,08,1,12, 14,18, 2, 22, 2.4, 3, 4, 8, 16, 24, 36 y 60 mg/kg). Este aumento
gradual se hizo cada dos dias, promediando el consumo correspondiente a las sesiones

en la cuales los sujetos recibieron una dosis similar. (Anexo V)

Finalizada la prueba, las botellas fueron retiradas y pesadas, se obtuvieron los
valores correspondientes a las variables dependientes de interés, se coloco la botella de
500 ml con agua, y se aliment6 a todos los animales. Cada dos dias se procedi6 a la
limpieza de cada jaula hogar y al cambio de serrin. Este procedimiento se realizo cada
dia, entre las 9:00 y las 13:00, durante 40 dias consecutivos (incluyendo la fase de

habituacion).
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4.4 Farmacos

El farmaco ansiolitico utilizado en este estudio fue el clordiacepoxido (CDP,
chlordiazepoxide hydrochloride, Sigma Aldrich, Madrid, Spain).(Anexo V) El volumen
de presentacion del farmaco fue de 12 ml (el vehiculo fue agua del grifo). Este volumen
se establecio en funcion de registros previos realizados en nuestro laboratorio en
relacion con la cantidad de liquido que suele beber un animal en un periodo de 2 h
(Manzo et al., 2012), asi como de los patrones de consumo oral de este farmaco
obtenidos en estudios de automedicacion (Manzo et al., 2015). La dosis administrada al
animal se calculd en funcion del peso corporal medio de los animales participantes en el

estudio (mg/kg).
4.5. Variables dependientes

Las variables dependientes registradas en este experimento fueron las siguientes:
(1) consumo de agua; (2) consumo del farmaco (CDP en el grupo experimental;
consumo de la botella negra en el grupo W); (3) consumo total (consumo del farmaco +
consumo de agua); y (d) razon de preferencia (consumo de CDP (botella

negra)/consumo total de liquidos).
4.6. Analisis estadisticos

Los datos registrados para cada una de las variables dependientes fueron
sometidos a un andlisis de variancia con dos factores: grupo (CDP, W) y dosis (0.1, 0.2,
04,08,1,1.2,14,18,2,22,2.4,3,4,8,16, 24, 36 y 60). Los datos correspondientes
al consumo de las diferentes dosis se obtuvieron a partir del calculo del promedio del
consumo de las dos sesiones en las que los animales recibieron dicha dosis. Para todos
los anélisis estadisticos, el nivel de significacion estadistica se establecio en p < 0.05.
Estos analisis se realizaron utilizando el paquete estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics
v.20).

4.7. Resultados

Consumo del farmaco. La Figura 1 muestra el volumen de farmaco consumido
por los grupos CDP y W (botella negra), dependiendo de las dosis utilizadas. Puede
observarse que, a excepcion de la dosis de 3 mg/kg, el grupo que recibié CDP consumi6

mas de dicha solucion que el expuesto a agua.
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Figura 1

~&-CDP (n=10)
==W (n=10)
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T

Consumo farmaco (ml)

01 02 04 08 1 12 14 18 2 22 24 3 4 8 16 24 36 60
Dosis (mg/kg)

Los andlisis estadisticos confirmaron esta suposicién, dado que apareci6 un
efecto significativo de la variable grupo, F(1, 18)= 7,924, p < 0.011, indicando que los
grupos expuestos a CDP consumieron mas del mismo que los que recibieron agua en la
botella negra. Aunque la interaccion entre esta variable y la dosis no fue significativa, el
analisis de la misma parece indicar que las diferencias entre los grupos CDP y W
aparecieron sobre todo con dosis muy bajas (0.1, 1 y 1.4 mg/kg) o muy altas (24, 36 y

60 mg/kg), lo que sugiere un patron de dosis dependencia en forma de U.

Consumo de agua. Los datos correspondientes al consumo de agua aparecen
representados en la Figura 2, que no parece indicar que hubiera diferencias entre los

grupos.
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Figura 2
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Consumo agua (ml)
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Dosis (mg/kg)

El anélisis estadistico confirmd la ausencia de diferencias entre los grupos CDP
y W con respecto a esta variable dependiente, F (1, 18) = 2,342, n.s., si bien se obtuvo
un efecto de la variable dosis que sugiere que, con independencia de recibir o no CDP,
el consumo de agua fue modificAndose a lo largo de las sesiones, F(17, 306) = 3,496, p
< 0.0001.

Consumo total. La Figura 3 muestra el volumen total de liquido consumido por
los grupos expuestos al ansiolitico y a agua. Como puede observarse, el consumo total
del grupo de CDP parece mayor que el consumo del grupo W, una suposicion que fue
confirmada por los analisis estadisticos, que mostraron un efecto de dosis, F(17, 306) =
1.835, p < 0.023 y de grupo, F(1,18) = 4,679, p < 0.044, pero no de interaccion entre

ambos.
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Consumo total {ml)

el CDP o por el agua contenida en la botella negra en el grupo W. Como puede
observarse, los valores de preferencia parecen ser mayores en el grupo CDP que en el

W, sin que estas diferencias parezcan estar afectadas por la dosis de CDP utilizada.

Razén de preferencia

Figura 3
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Los andlisis estadisticos realizados con esta variable arrojaron un efecto
significativo de la variable grupo, F(1, 18) = 10,293, p < 0.005, indicando que los
animales expuestos al farmaco mostraron indices de preferencia superiores a los
expuestos a agua. Ningun otro efecto principal ni interaccién fue significativo. Si bien la
interaccion entre grupo y dosis no fue significativa, el analisis de la misma sugiere, al
igual que con respecto a la variable consumo del farmaco, que fueron las dosis muy
bajas y muy altas de CDP las que arrojaron diferencias con respecto al grupo W (0.1,
0.4,0.8,1y2; 16, 24 y 60 mg/kg).

5. DISCUSION

Este TFG es un estudio exploratorio dirigido a analizar los patrones de consumo
voluntario de CDP en ratas Wistar, con el objetivo de comprobar si los mismos estan
determinados por la dosis presentada. Para ello los animales tuvieron acceso cada dia a
este ansiolitico mediante un procedimiento de libre eleccion CDP-agua que durd dos
horas. Se incluyeron animales que solo tuvieron acceso a agua durante las sesiones
experimentales, para comprobar, mediante la comparacién de ambos grupos, si los
animales expuestos a CDP preferian este farmaco frente a agua, y si dicha preferencia
dependia de la dosis. Los resultados indicaron que los sujetos que recibieron CDP
mostraron un mayor consumo de la botella que lo contenia que de la botella de agua y
un consumo superior al grupo control, un hallazgo que no estuvo influido por la dosis.
Si bien este estudio fue exploratorio y no se establecié una prediccion precisa sobre la
influencia de la dosis en el consumo de CDP (dado que no hay estudios previos
realizados con este rango de dosis), se esperaba encontrar que dosis muy bajas o muy
altas redujeran el consumo en los animales, debido a la ausencia de efectos
farmacolégicos (en el caso de las dosis bajas) o la aparicion de efectos aversivos o
sedantes (en relacién con las dosis elevadas). Por el contrario, se obtuvo una evidencia
de que s6lo las dosis muy bajas o muy altas promovieron un mayor consumo del
farmaco, si bien el apoyo estadistico a esta afirmacion fue parcial (al no obtenerse la
interaccidn significativa entre los grupos y la dosis). Por tanto, aunque los resultados
indican que el CDP es un farmaco por el que los animales muestran preferencia, no nos
dan claves acerca de cual es la dosis idonea a utilizar en futuros estudios, lo cual era el
objetivo de este TFG.

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, no existen estudios previos

gue hayan utilizado esta benzodiacepina para su consumo de forma oral y voluntaria en
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animales. Solo se puede citar el trabajo de Manzo et al. (2015), quienes trabajaron con
dosis de 1 mg/kg (mediante presentacion gradual) en condiciones de automedicacion
inducida por frustracion. Otros estudios no publicados también ponen de manifiesto
inconsistencias relativas a los patrones de preferencia por esta sustancia que se obtienen
en ratas Wistar. Por ejemplo, en estudios anteriores se han obtenido patrones de
preferencia significativos con dosis que oscilaban entre 0,1 mg/kg y 1,4 mg/kg, sin que
la conducta de los animales dependiera de la dosis suministrada (Ortega, 2016). Por el
contrario, cuando el farmaco se presenta de forma intermitente (2 mg/kg) no se obtienen
diferencias en el consumo entre los dias en que el farmaco esta disponible y los dias en
que se presenta agua. Por otro lado, en situaciones de automedicacion inducida por
frustracién no siempre aumenta el consumo de CDP (2 mg/kg), un dato que contrasta
con el aumento en el consumo de alcohol, que se obtiene de forma muy consistente. En
su conjunto, estos resultados no permiten llegar a una conclusion precisa acerca de la
preferencia por el consumo de CDP en ratas Wistar, y obligan a realizar estudios futuros

que permitan ahondar en las causas responsables de estos resultados tan inconsistentes.

Varias podrian ser las variables extrafias responsable de los resultados obtenidos
en este trabajo. La primera de ellas podria ser la palatabilidad, definida por la Real
Academia de la Lengua Espafiola como la cualidad de ser grato al paladar un alimento.
La palatabilidad se estima a través de las respuestas aversivas y apetitivas que se
obtienen en pruebas de reaccion al sabor, lo que refleja de forma fiable la palatabilidad
de la sustancia en estudio. En el caso del alcohol, por ejemplo, se ha comprobado que su
palatabilidad esta relacionada con el grado de familiaridad que tienen los sujetos con el
mismo, observandose una reduccion en las respuestas apetitivas sin afectacion de las
tasas de consumo en crias (Diaz-Cenzano y Chotro, 2010). Si bien el CDP no tiene
contenido calorico, cabria la posibilidad de que tuviera un sabor o un olor distinguible
por el animal que lo hiciera preferible frente a agua, y que dichos componentes
ensombrecieran sus efectos farmacolégicos, impidiendo ver un efecto dependiente de la
dosis. En futuros estudios debera analizarse esta cuestion realizando pruebas de reaccién

al sabor con CDP.

Ora variable que también podria ser relevante es el hecho de forrar con cinta
aislante negra la botella que contenia el CDP. Observaciones no sistematicas realizadas
en el laboratorio han permitido apreciar que los animales tienen a morder la cinta,

incluso en ocasiones llegan a destruirla y obligan a forrar las botellas otra vez. Esta
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conducta puede ser reforzante en un roedor como la rata, lo que haria que los animales
prefirieran esa botella con independencia de su contenido; de esta manera, esta
preferencia podria “diluir conductualmente” la preferencia por CDP, haciéndola dificil
de observar en relacion con la dosis. Para averiguar si este factor es relevante hay que
hacer tres comparaciones: (a) el consumo de las botellas transparente y negra en el
grupo W; (b) su comparacion con el consumo de las botellas transparente y negra en el
grupo CDP; y (c) el consumo de la botella negra en ambos grupos (CDP y W). En el
primer caso, se puede observar en la siguiente grafica que los animales parecen beber
mas agua de la botella negra que de la transparente:

Grupo W
500
450 -
==hotella negra
4,00 +
==hotella blanca
350

3,00 F

2,50 -

CONSUMO

2,00 F

150

1,00 -

0,00

0,1 0,2 0,4 0,8 1 1,2 1,4 1,8 2 2,2 2,4 3 4 8 16 24 36

DOSIS
Por el contrario, en el grupo CDP las diferencias entre el consumo de ambas
botellas fue mucho mayor, por lo que de nuevo se puede concluir que los animales
detectaron la presencia de la droga en la botella negra. De hecho, la comparacion entre
las mismas arrojé diferencias significativas para todas las dosis utilizadas excepto la de

3 mg/kg:
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Para averiguar si efectivamente los animales mostraron una preferencia por la
botella negra se realizé un analisis estadistico incluyendo la variable “botella”, ademas
de la dosis y el grupo, obteniéndose un efecto de botella, F(1, 306) = 16,657, p < 0.001,
asi como la interaccion botella x grupo, F(1, 306) = 9,422, p < 007. Esta interaccion
sugiere que las diferencias entre el consumo de la botella negra y de la transparente
dependieron de que la primera contuviera el farmaco o no, por lo que no se puede
establecer una conclusion precisa acerca de la influencia del tipo de botella en este
experimento. En este sentido, el hecho de que el grupo CDP consuma maés de la botella
negra que el grupo W (Figura 1) sugiere que los animales detectaron la presencia de la
droga, cuyos efectos farmacoldgicos reforzantes podrian haberse sumado a los
relacionados con la posibilidad de morder la cinta que cubria las botellas. En cualquier
caso, en futuros trabajos se utilizaran botellas pintadas de negro para evitar la influencia

de esta variable extrana en los resultados obtenidos.

Debido a la ausencia de estudios previos de consumo oral de CDP en animales,
es dificil poner en relacion los resultados obtenidos en este trabajo con la literatura
especializada. Es sabido que, cuando se administra de forma sistémica (forzada), el
CDP tiene un efecto ansiolitico dosis-dependiente en numerosas pruebas conductuales
de ansiedad (véase por ejemplo Flaherty, 1996). Del mismo modo, estudios de
consumo voluntario de etanol ponen de manifiesto que la preferencia por esta droga de
abuso depende de la dosis, entre otras variables. Cabe citar en este sentido el trabajo
realizado por Manzo et al. (2012), quienes observaron que mientras las ratas RHA-I
prefieren dosis de alcohol al 2%, 4% y 6% frente a agua, la preferencia en las ratas

RLA-I s6lo aparece con la dosis del 2%. En ambas cepas las dosis de 8% y 10% fueron
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rechazadas, con independencia de su presentacion abrupta o gradual. Una influencia
comparable de la dosis seria esperable encontrar en estudios que se realicen en un futuro
con CDP, una ver que se identifiquen y controlen variables extrafias que puedan haber

influido en los resultados obtenidos en este TFG.

En cualquier caso, no es tarde para mencionar nuevamente, y para finalizar, la
importancia de los modelos animales de consumo voluntario para estudiar los
comportamientos de adiccién a las drogas, ya que con ellos se pueden estudiar
fendmenos que aparecen en la conducta de los seres humanos. No obstante, aunque
notables sus ventajas, no se puede ignorar el hecho de que el estudio de procesos
psicologicos en un laboratorio se no ajusta perfectamente a la conducta humana, pero

nos puede dar claves relevantes para comprenderla y, quizas, explicarla.
6. CONCLUSIONES

Gracias a la realizacion de TFG, he tenido la oportunidad de conocer en parte el
modo de trabajo y algunas de las actividades que se realizan en laboratorios de
psicologia animal, asi como observar la gran coordinacion entre profesionales que
requiere este trabajo para que resulte exitoso; lo cual, previo a la realizacion del mismo,
me hacia bastante ilusion experimentar. Las actividades que he realizado me han
parecido bastante entretenidas e interesantes, ya que me dejaron participar en muchas
tareas como pesar botellas y anotarlo, pesar los pellets para cada animal en funcion al
peso que tenian cada dia y ademas, introducir algunos dias los datos obtenidos de las
mediciones en el ordenador del laboratorio para una vez llenada la tabla, realizar los
analisis estadisticos, observando cada dia la evolucion de los animales y de la cantidad
de agua y CDP consumida comentando los datos diariamente.

En resumen: la realizacion del experimento me ha ayudado a acercarme a la
sacrificada labor profesional de los investigadores en un laboratorio que, aunque
considero que es bastante laborioso, me ha abierto las puertas hacia el futuro en el
sentido de que lo considero como una posible salida laboral de cara al futuro, ya que me

ha resultado bastante gratificante.

Finalmente, hay que hacer nuevamente alusion a que el estudio realizado para
este TFG pone de manifiesto la importancia de utilizar modelos animales a la hora de
realizar avances cientificos, como es éste, relacionado con la adiccion a las drogas.

Gracias a ellos, podemos avanzar a pasos agigantados en el estudio de los procesos
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neuroldgicos en la adiccion en humanos y, a raiz de ello, poder algln dia superar ciertos
obstaculos que a dia de hoy constituyen grandes problemas. Considero que, en relacion
a nuestro trabajo, sera un gran paso cuando gracias al avance de la ciencia, se consigan
benzodiacepinas que sean tan especificas con los receptores a los que se acoplan que no
tengan tanto potencial de adiccion como ahora en el presente. Solventar este obstaculo

se consideraria un gran avance tanto para la ciencia como para la sociedad.

Respecto a nuestro experimento, las hipétesis iniciales no se han cumplido como
se esperaban en un principio, ya que se esperaba que los sujetos aumentasen su
consumo gradualmente; comportamiento que ha resultado ser inconsistente durante el
tiempo en el cual se realizo el experimento, manteniéndose independientemente de la
dosis utilizada. Creemos firmemente que los resultados obtenidos se deben en gran parte
a la presencia de variables extrafas. De esta forma, en el futuro seria conveniente que se
replicase este experimento, o uno de caracteristicas similares, pero solventando este
sencillo problema que ha supuesto el fracaso del original para ver si asi, finalmente se

cumple la hipotesis inicial.
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8. ANEXOS

Anexo I: Jaulas-hogar.

Anexo |1: Botellas.
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Anexo I11: Bascula para pesar el farmaco.

Anexo IV: Prueba de preferencia y el procedimiento que se utilizé cada dia en el

laboratorio.
LUNES | MARTES | MIERCOLES | JUEVES VIERNES SABADO DOMINGO
27 28 29 30 1 2
HABITUACION | HABITUACION | HABITUACION | HABITUACION
1 2 3 4
3 4 5 6 7 8 9
CDP CDP 0.2mg/kg CDP 0.4mg/kg CDP 0.8mg/kg
0.1mg/kg
10 11 12 13 14 15 16
CDP CDP 1.2mg/kg CDP 1.4mg/kg
1mg/kg
17 18 19 20 21 22 23
CDP CDP 1.8mg/kg CDP 2mg/kg CDP 2.2mg/kg
1.4mg/kg
24 25 26 27 28 29 30
CDP CDP 2.6mg/kg CDP 2.8mg/kg
2.4mg/kg
31 1 2 3 4 5 6
CDP CDP 4 mg/kg CDP 8 mg/kg CDP 16 mg/kg
3mg/kg
7 8 9 10 11 12 13
CDP CDP 36mg/kg CDP 60mg/kg
24mg/kg
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Procedimiento utilizado en cada sesion.

Sesion

Notas/procedimiento

Notas generales

e Las ratas seran alojadas en jaulas individuales con libre acceso a agua y
privadas de alimento al 82-85% de su peso ad libitum.

e Los animales seran asignados a los grupos (n=10) en funcion de su peso
corporal, para que el promedio y la variabilidad intragrupos sea similar.

e PRUEBA DE PREFERENCIA. Las soluciones de CDP se prepararan
diariamente mezclando la cantidad de agua del grifo y de CDP
correspondientes.
o Los animales del grupo de CDP/W recibirdn las siguientes

concentraciones (media del peso de los animales 345gr):

e 0.1 mg/kg en 12 ml (03.10.16) [ 0.000345 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 0.2 mg/kg en 12 ml (05.10.16) ' 0,00069 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 0.4 mg/kg en 12 ml (07.10.16) [ 0,00138 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 0.8 mg/kg en 12 ml (09.10.16) [0 0,00276 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 1 mgkgenl12ml(11.10.16) 7 0,00345mg de CDP en 120 ml de agua

e 1.2 mg/kg en 12 ml (13.10.16) = 0,00414 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 1.4 mg/kgen 12 ml (15.10.16) [0 0,00483 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 1.8 mg/kg en 12 ml (17.10.16) [0 0,00621 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 2mg/kgen 12 ml (19.10.16) 1 0,0069 mg de CDP en 120 ml de agua

e 22 mg/kg en 12 ml (21.10.16) (1 0,00759 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 24mg/kgen12ml(23.10.16) [1 0,00828 mg de CDP en

e 120 ml de agua

e 2.6 mg/kg en 12 ml (25.10.16) [0 0,00897 mg de CDP en 120 ml de
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agua

e 28 mg/kgen 12 ml (27.10.16) [0 0,00966 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 3 mg/kgen 12 ml (29.10.16) 1 0,01035 mg de CDP en 120 ml de agua

e 32 mg/kgen 12 ml (31.10.16) [ 0,01104 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 34mgkgenl12ml(2.11.16) 71 0,01173 mg de CDP en 120 ml de agua

e 3.6 mg/kg en 12 ml (04.11.16) 1 0,01242 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 3.8 mg/kgen 12 ml (06.11.16) [ 0,01311 mg de CDP en 120 ml de
agua

e 4 mg/kgen 12 ml(08.11.16) (1 0,0138 mg de CDP en 120 ml de agua

1. La habituacion a la prueba de preferencia durara 4 dias y en la misma se
colocaran 2 botellas de agua en la jaula hogar del animal durante dos
horas.

2. Las ratas del grupo de CDP/W seran marcadas en rojo. Las ratas del
grupo W/W seran marcadas en azul.

3. Las botellas son numeradas con el nimero de cada animal, marcando en
rojo la botella que contiene el CDP y en blanco la botella que contiene
agua. Las botellas que contienen la droga deberan ser forradas de negro
para proteger la solucion de la luz. Para los dos grupos, habrd una
botella forrada (CDP, W) y otra no (W).

4. La colocacion de las botellas en la jaula hogar se cambiara diariamente
para evitar preferencia por el lugar (también durante la habituacién).

Se tomaran diariamente medidas del peso del animal e ingesta de las dos

botellas.

Habituacion 1
29-09-2016

1. Se les retirara la botella grande a los animales y se pesaran.

2. Se prepararan las dos botellas con agua, se pesan, se retira la botella
grande y se colocan en la jaula hogar de todos los animales durante dos
horas.

3. Tras dos horas, se retiran de cada animal las dos botellas de agua, se
pesan ambas en la balanza de precision. Se anota el peso de la botella y
se resta del peso inicial de las botellas para calcular el consumo (Excel).

4. Se colocan en la jaula los pellets correspondientes para mantener al
animal en torno al 85-82% de su peso ad libitum.

BOTELLA NEGRA A LA DERECHA
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Habituacion 2

Igual que el dia anterior. Se cambia el orden de las botellas con respecto al dia

30-09-2016 anterior. BOTELLA NEGRA A LA IZQUIERDA
Habituacién 3 Igual que el dia anterior. Se cambia el orden de las botellas con respecto al dia
01-10-2016 anterior. BOTELLA NEGRA A LA DERECHA
Habituacion 4 Igual que el dia anterior. Se cambia el orden de las botellas con respecto al dia
02-10-2016 anterior. BOTELLA NEGRA A LA IZQUIERDA
1. Se les retirara la botella grande a los animales y se pesaran.
2. Se preparan las soluciones de CDP. La botella roja contendra la
solucion de CDP (0.1 mg/kg). La blanca continuara con agua.
Dia 1. 3. Tras dos horas, se retiran de cada animal las dos botellas de agua, se
03.10-2016 pesan ambas en la balanza de precision. Se anota el peso de la botella 'y
se resta del peso inicial de las botellas para calcular el consumo (Excel).
4. Se colocan en la jaula los pellets correspondientes para mantener al
animal en torno al 85-82% de su peso ad libitum.
BOTELLA NEGRA A LA DERECHA
Dia 2 Igual que el dia anterior. BOTELLA NEGRA A LA IZQUIERDA
04-10-2016
1. Se les retirara la botella grande a los animales y se pesaran.
2. Se prepardn las soluciones de CDP. La botella roja contendra la
solucion de CDP (0.1 mg/kg). La blanca continuara con agua.
3. Tras dos horas, se retiran de cada animal las dos botellas de agua, se
Dia 3 pesan ambas en la balanza de precision. Se anota el peso de la botella y
05-10-2016 se resta del peso inicial de las botellas para calcular el consumo (Excel).
4. Se colocan en la jaula los pellets correspondientes para mantener al
animal en torno al 85-82% de su peso ad libitum.
BOTELLA NEGRA A LA DERECHA
Dia4 Igual que dia anterior. BOTELLA NEGRA A LA IZQUIERDA
06-10-2016
1. Se les retirara la botella grande a los animales y se pesaran.
2. Se prepardn las soluciones de CDP. La botella roja contendra la
solucion de CDP (0.2 mg/kg). La blanca continuara con agua.
Dia5 3. Tras dos horas, se retiran de cada animal las dos botellas de agua, se
07-10-2016 pesan ambas en la balanza de precision. Se anota el peso de la botella 'y
se resta del peso inicial de las botellas para calcular el consumo (Excel).
4. Se colocan en la jaula los pellets correspondientes para mantener al

animal en torno al 85-82% de su peso ad libitum.
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BOTELLA NEGRA A LA DERECHA

Dia 6 Igual que el dia anterior. BOTELLA NEGRA A LA IZQUIERDA
08-10-2016

1. Se les retirara la botella grande a los animales y se pesaréan.

2. Se prepardn las soluciones de CDP. La botella roja contendra la
solucion de CDP (0.4 mg/kg). La blanca continuara con agua.

3. Tras dos horas, se retiran de cada animal las dos botellas de agua, se

Dia7 pesan ambas en la balanza de precision. Se anota el peso de la botella 'y

09-10-2016 se resta del peso inicial de las botellas para calcular el consumo (Excel).
4. Se colocan en la jaula los pellets correspondientes para mantener al

animal en torno al 85-82% de su peso ad libitum.
BOTELLA NEGRA A LA DERECHA

Dia 8 Igual que el dia anterior. BOTELLA NEGRA A LA IZQUIERDA
10-10-2016

1. Se les retirara la botella grande a los animales y se pesaréan.

2. Se prepardn las soluciones de CDP. La botella roja contendra la
solucion de CDP (0.8 mg/kg). La blanca continuara con agua.

3. Tras dos horas, se retiran de cada animal las dos botellas de agua, se

1D1|:011£())_2016 pesan ambas en la balanza de precision. Se anota el peso de la botella y
se resta del peso inicial de las botellas para calcular el consumo (Excel).
4. Se colocan en la jaula los pellets correspondientes para mantener al
animal en torno al 85-82% de su peso ad libitum.
BOTELLA NEGRA A LA DERECHA
Dia 10 Igual que el dia anterior. BOTELLA NEGRA A LA IZQUIERDA
12-10-2016
1. Se les retirara la botella grande a los animales y se pesaran.
2. Se preparan las soluciones de CDP. La botella roja contendra la
solucion de CDP (1 mg/kg). La blanca continuara con agua.
Dia 11 3. Tras dos horas, se retiran de cada animal las dos botellas de agua, se
13102016 pesan ambas en la balanza de precision. Se anota el peso de la botella 'y
se resta del peso inicial de las botellas para calcular el consumo (Excel).
4. Se colocan en la jaula los pellets correspondientes para mantener al
animal en torno al 85-82% de su peso ad libitum.
BOTELLA NEGRA A LA DERECHA
Dia 12 Igual que el dia anterior. BOTELLA NEGRA A LA IZQUIERDA
14-10 2016
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1. Se les retirara la botella grande a los animales y se pesaran.
2. Se prepardn las soluciones de CDP. La botella roja contendra la
solucion de CDP (1.2 mg/kg). La blanca continuara con agua.
Dia 13 3. Tras dos horas, se retiran de cada animal las dos botellas de agua, se
15102016 pesan ambas en la balanza de precision. Se anota el peso de la botella 'y
se resta del peso inicial de las botellas para calcular el consumo (Excel).
4. Se colocan en la jaula los pellets correspondientes para mantener al
animal en torno al 85-82% de su peso ad libitum.
BOTELLA NEGRA A LA DERECHA
Dia 14 Igual que el dia anterior. BOTELLA NEGRA A LA IZQUIERDA
16-10-2016
... El resto de dias se ira incrementando la dosis cada dos dias y se alternara la
botella negra de sitio
Anexo V: CDP.
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Anexo VI: Tabla del registro diario del peso de las botellas/consumo.

FECHA: DIA DE EXPERIMENTO:
s Rat Peso Peso H 2 Horas
rupo ata ’ ora
up Agua | Farmaco Agua Farmaco

CDP
Rojo

Water
(W)
Azul
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