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RESUMEN

La tolerancia es mayor cuando una droga es administrada en el contexto
que sefala la presencia de la droga. Este estudio fue disefiado para eva-
luar el efecto del contexto sobre el desarrollo de tolerancia al diazepam y
de tolerancia cruzada diazepam-etanol, sobre la actividad exploratoria en el
laberinto elevado en cruz (LEC) y sobre la actividad motora. Ratas Wistar
machos fueron asignadas a grupos independientes (n=8). En el Experimento
1 se evalug el efecto de la administracion aguda del etanol (1.5 mg/kg) y del
diazepam (1mg/kg). En el Experimento 2, se evalué el efecto del contexto en
el desarrollo de la tolerancia al diazepam: dos grupos crénicos recibieron 20
administraciones de diazepam (1mg/kg) en diferentes contextos, uno en el
contexto Bioterio y otro en el contexto Laboratorio, el grupo Control recibié
21 administraciones de salina en un volumen equivalente (1ml/kg) en el con-
texto Laboratorio; el dia de la prueba todos los grupos fueron evaluados en
el contexto Laboratorio en el LEC. En el Experimento 3, siguiendo el mismo
procedimiento se evaluo el efecto del contexto sobre la tolerancia cruzada
diazepam-etanol. Inmediatamente después de la exposicién al LEC, la activi-
dad motora fue evaluada en todos los grupos. El diazepam y el etanol produ-
jeron ansiolisis (Experimento 1), los grupos crénicos desarrollaron tolerancia,
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independientemente del contexto, aunque fue mayor en el contexto asociado
con la droga (Experimento 2). En el Experimento 3, se observé tolerancia
cruzada diazepam-etanol y el efecto del contexto.

Palabras clave: diazepam, tolerancia cruzada, ansiedad, laberinto ele-
vado en cruz, contexto

ABSTRACT

Tolerance is stronger when the drug is administrated in the context that sig-
nals the presence of the drug. This study was designed to evaluate the effect
of context on development of tolerance to diazepam and cross tolerance dia-
zepam-ethanol, on exploratory activity in the elevated plus maze (EPM) and
in motor activity. Male Wistar rats were assigned to independent groups (n
=8). In Experiment 1, the effect of acute administration of ethanol (1.5 mg/kg)
and diazepam (1mg/kg) was evaluated. In Experiment 2, the effect of context
was evaluated on the development of tolerance: two chronic groups received
20 administrations of diazepam in different contexts, one in the Colony Room
context and other in the Laboratory context, the Control group received 21 ad-
ministration of saline in equivalent volume (1ml/kg) in the Laboratory context;
on test day all groups were evaluated in the Laboratory context. In Experi-
ment 3, following the same procedure, the effect of context was evaluated on
the development of cross tolerance diazepam-ethanol. Immediately after ex-
posure on the ETM, motor activity was evaluated in all groups. Diazepam and
ethanol produced anxiolysis (Experiment 1); the chronic groups developed
tolerance independently of the context, although it was stronger in the context
associated with the drug (Experiment 2). In Experiment 3, the development of
cross-tolerance diazepam-ethanol and the effect of context were observed.

Kew words: diazepam, cross tolerance, anxiety, elevated plus-maze,
context.

La tolerancia es la disminucion de los efectos a un farmaco por su aplicacion
repetida, por lo que se requiere de una dosis mayor a la administrada inicial-
mente para reinstalar los efectos iniciales del farmaco (O’ Brien, 1996). La to-
lerancia a los diferentes efectos de las drogas se desarrolla a diferente razén,
algunos efectos desarrollan tolerancia rapidamente, otros efectos desarrollan
una lenta tolerancia, y en otros casos no se desarrolla tolerancia a algunos
de los efectos (File, 1985).

La tolerancia tiende a desaparecer con el paso del tiempo después de
que el uso del farmaco es descontinuado (McKim, 1986). Es importante se-
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Aalar que la tolerancia no solo se puede explicar farmacolégicamente sino
también en forma conductual, donde el aprendizaje es una variable importan-
te para la presencia o ausencia de este fendmeno

Uno de los procesos de aprendizaje que explica el desarrollo de la tole-
rancia esta basado en el modelo de condicionamiento clasico. Pavlov (1927)
administré pequenas dosis de apomorfina, estimulo incondicionado (El), que
inducia la respuesta incondicionada (RI) de vémito, 1 6 2 minutos después
se presentaba un tono (estimulo neutro, EN) que se mantenia mientras ini-
ciaba la respuesta a la droga, después de varios ensayos, el EN adquiria
funciones de El que inducia por si solo la respuesta de vomito, considerada
como respuesta condicionada (RC). Se ha observado que cuando un usuario
de drogas estd ante los estimulos (condicionados) asociados previamente
a la administracién de la droga, se observa una reduccién de sus efectos,
desarrollandose la tolerancia (Siegel, 1985). Siegel (1985) sugiri6 que como
consecuencia de las administraciones repetidas del farmaco se producen
respuestas compensatorias condicionadas (RCC) que en general son opues-
tas al efecto original del farmaco, y que los estimulos asociados a la admi-
nistracién del farmaco podrian modular el desarrollo de la tolerancia; para
estudiar la participacién de los estimulos condicionados y el papel de las
respuestas compensatorias en el desarrollo de la tolerancia realizé diversos
estudios. En uno de estos estudios asocié la administracion de morfina en
dos situaciones diferentes y observé que cuando los sujetos eran evaluados
en la misma situacién habia una disminucién de la respuesta, es decir, se
desarrollaba tolerancia y no se detectaba el efecto analgésico; mientras que
cuando la administracion de morfina se hacia en una situacion diferente los
sujetos presentaban hiperalgesia (Siegel, 1975). De acuerdo a Siegel (1975),
la tolerancia es menor si la persona se administra la droga en ambientes no-
vedosos, porque las nuevas claves o estimulos condicionados no provocan
la respuesta compensatoria.

La presencia de las respuestas compensatorias se ha reportado en dife-
rentes situaciones (Greeley & Cappell, 1985; Poulos, Hunt & Cappell, 1988;
Siegel, 1983), sin embargo no siempre se detectan. Por ejemplo, Cepeda-
Benito, Tiffany y Cox (1999) evaluaron la tolerancia asociativa a los efectos
analgésicos de la morfina en dos pruebas, en la primera la respuesta era
retirar la pata como consecuencia de aplicar presion y en la otra se midio el
umbral de vocalizacién de la rata cuando se aplicaba un choque en la cola.
Se dieron tratamientos cronicos con morfina apareada a un contexto distin-
tivo o en la caja-hogar, posteriormente los sujetos se evaluaron con morfina
o placebo en el contexto distintivo. Los resultados demostraron que la tole-
rancia fue especifica al contexto con ambas pruebas, pero no se evidencio la
respuesta compensatoria en ninguin caso. Cabe sefialar que en humanos, los
estimulos asociados al consumo de una droga también provocan sensacion
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de abstinencia y ansiedad por consumir la droga; e incluso después de haber
pasado el sindrome de abstinencia a la droga, se presentan recaidas, y apa-
rentemente muchas de las recaidas son provocadas por el contacto del orga-
nismo con los estimulos asociados al consumo (Siegel & Ramos, 2002).

A este tipo de tolerancia se le llama tolerancia asociativa o dependien-
te del contexto y se detecta cuando la droga es administrada por la misma
via de administracién, en presencia de las mismas sefiales asociadas a la
administracion y en el mismo contexto en que se hace la prueba de toleran-
cia (Siegel, 1989). Se ha observado que cuando se presenta la tolerancia
asociativa, los estimulos asociados con la administracion de la drogas son
capaces de predecir la siguiente administracion de la misma (Bell, Olson &
Vaccarino, 1998).

El uso crénico de las benzodiazepinas produce tolerancia y dependencia,
fendmenos relacionados en forma importante con la farmacodinamia de las
benzodiazepinas (File, 1985). Actualmente se sabe que se desarrolla tole-
rancia a los efectos sedantes, anticonvulsivantes, y miorrelajantes, mientras
que el desarrollo de tolerancia a los efectos ansioliticos es mas lento (File,
1984; File, 1985; Treit, 1985a). En los estudios sobre el desarrollo de tole-
rancia al efecto ansiolitico de las benzodiazepinas, se ha detectado toleran-
cia empleando diferentes benzodiazepinas y diferentes modelos para medir
ansiedad. Por ejemplo, en la prueba de interaccion social se reportd que el
clordiazepéxido pierde parte de su accién ansiolitica después de 15y 25 ad-
ministraciones (Vellucci & File, 1979) y en el laberinto elevado en cruz (LEC)
después de 20 administraciones (File, Baldwin & Aranko (1987); el mismo
efecto de tolerancia se observa después de 9 dias de administraciones de
5 mg/kg, po de diazepam en una prueba de castigo (Stephens & Schneider,
1985), y con 8 dias de tratamiento con diazepam se observa tolerancia a los
efectos ansioliticos en ratones con experiencia previa en el LEC (Rodgers &
Shepherd, 1993). Asimismo, Fernandez y File (1999) reportan el desarrollo
de tolerancia a los efectos ansioliticos del diazepam (2 mg/kg, ip) en un a
prueba de interaccion social después de 21 dias. Begg, Hallam y Norman
(2005) obtuvieron tolerancia al diazepam (4 mg/kg, ip) con administraciones
de 14 dias en pruebas de interaccion social y en el LEC. En tanto que Sch-
mitt, Luudens y Hiemke (2001) reportaron tolerancia al diazepam (10 mg/kg,
ip) después de 23 dias de tratamiento en una prueba en el LEC.

Sin embargo no siempre se encuentra tolerancia, por ejemplo la admi-
nistracién de 20 mg/kg, ip de oxazepam por 22 dias no produjo tolerancia en
una prueba de castigo (Margules & Stein, 1968). Con diazepam no se detecté
tolerancia después de 1 mg/kg, ip de diazepam por 9 dias en la prueba de
interaccién social (de Angelis & File, 1979), con 5 mg/kg, ip por 14 dias en
el LEC (Harro, Lang & Vasar, 1990) o en la prueba de sobresalto (Hijzen,
Woudenberg & Slangen, 1990).
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Como puede observarse, los resultados sobre el desarrollo de la toleran-
cia por las benzodiazepinas no son consistentes ya que estos dependen del
tipo de benzodiazepina y por tanto de su vida media, del tipo de tratamiento
y de la prueba. Por ejemplo, las benzodiazepinas de acciéon corta como el
midazolam desarrollan mas rapidamente tolerancia (Irvine, Cheeta, Lovelock
& File, 2001) que las de accion larga como el diazepam (Fernandez & File,
1999).

Se ha reportado que la tolerancia a un efecto particular también produce
tolerancia cruzada a otras drogas que tienen el mismo efecto farmacoldgi-
co que la primera, esto es, el organismo responde menos a los efectos de
una droga como consecuencia de tratamientos previos con otras drogas, la
tolerancia cruzada se presenta con drogas de la misma clase o que tienen
efectos similares (Le, Khanna & Kalant, 1987; Thompson & Boren 1983).
Por ejemplo, los tratamientos crénicos con etanol inducen tolerancia cruzada
a varias benzodiazepinas y barbituricos (Khanna, Kalant, Weiner & Shah,
1992).

La importancia del contexto no solo se manifiesta en el desarrollo de la
tolerancia a las drogas, sino también en el desarrollo de la tolerancia cruzada
(Khanna, et al., 1992). De acuerdo con la propuesta de Siegel (1989), en el
caso de la tolerancia cruzada, si ambas drogas tienen efectos similares, la
respuesta a la primera droga compensa sus efectos y entonces la respuesta
compensatoria a la droga 2 sera atenuada en presencia de las sefales o con-
texto de la droga 1, produciéndose de esta forma la tolerancia cruzada.

De acuerdo a los planteamientos asociativos, parece que los estimulos
condicionados a las drogas tienen un papel relevante en los fenédmenos de
tolerancia, abstinencia y en las recaidas. Esto sugiere que el debilitamiento
de la asociacién entre la droga y los estimulos relacionados con su consumo
juegue un papel importante en el tratamiento de las adicciones. A pesar de la
evidencia en la literatura de los mecanismos asociativos en el desarrollo de
tolerancia a diferentes drogas, existe poca evidencia sobre los mecanismos
de condicionamiento en el desarrollo de la tolerancia a las benzodiazepinas
(File, 1982; Greeley & Cappell, 1985; King, Bouton & Musty, 1987).

Esta investigacion estudio el efecto del contexto en el desarrollo de la
tolerancia cruzada condicionada del diazepam al etanol, evaluada en la ac-
tividad exploratoria en el laberinto elevado en cruz. En todos los casos se
siguid el mismo procedimiento, los sujetos fueron sometidos a los diferentes
tratamientos farmacoldgicos antes de la exposicion en el LEC. En el Experi-
mento 1 se evalud el efecto de la administracion aguda de diazepam y etanol
para demostrar que ambos compuestos producen un efecto ansiolitico; en el
Experimento 2 se evaluo el efecto del contexto sobre el desarrollo de toleran-
cia al diazepam administrado cronicamente; y en el Experimento 3 se evalué
el efecto del contexto sobre la tolerancia cruzada diazepam-etanol. Con la
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finalidad de descartar que los efectos obtenidos pudieran deberse a cambios
inducidos por alteraciones en la actividad motora y no al efecto ansiolitico, se
realizaron pruebas adicionales donde se evalud la actividad motora, inmedia-
tamente después de la prueba en el LEC.

METODO GENERAL

Sujetos

Se utilizaron ratas macho Wistar, experimentalmente ingenuas, de aproxima-
damente 200 g de peso al inicio del experimento, provenientes del Bioterio
general de la FES Iztacala-UNAM. Los sujetos (Ss) fueron alojados en cajas
de acrilico transparente (5 sujetos por caja), bajo un ciclo de luz/obscuridad
12:12, con libre acceso a agua y comida.

Aparatos

Laberinto elevado en cruz (LEC): ElI LEC esta construido de PVC con dos
brazos abiertos (50 x 10 cm), y dos brazos cerrados de la misma medida,
elevado a 50 cm del piso, el nivel de iluminacion fue de 50 lux. El disefo
del laberinto se conforma de tal forma que los mismos tipos de brazos son
opuestos a los otros.

Cémara de video grabacion: Se emple6 una camara (CCD, Modelo CA-
156SEIA) localizada 1 m arriba del cuadro central del laberinto, lo cual per-
mitia una visién de los 4 brazos del laberinto. Los registros fueron grabados
(Videograbadora WJ-2096) y analizados posteriormente con el Software Ob-
server (Universidad de Sao Paulo, Brazil).

Camara de actividad motora: Una camara construida de acrilico negro
(30x30x20) con dos hileras de fotoceldas dentro de la caja, a 2 y 11 cm del
piso, y con 2 cm de distancia entre las fotoceldas. La hilera de fotoceldas mas
cercana al piso detecta la actividad horizontal (deambulacién) y la hilera alta
detecta la actividad vertical (alzadas) en cada rata.

Drogas

Se administré intraperitonealmente (ip) diazepam (Roche, México, D. F) dilui-
do en solucion salina (0.9%), en una dosis de 1 mg/kg. Esta dosis se determi-
nd con base en una curva dosis-respuesta, donde con 1 mg/kg de diazepam
se observé mejor el efecto ansiolitico, sin afectar la actividad motora, dado
que el efecto de sedacion se observé a dosis mas altas. Dosis equivalentes
se han empleado en investigaciones previas, donde con 1mg/kg de diaze-
pam se observo el desarrollo de tolerancia al efecto anticonvulsivo (Kalyn-
chuk, Kim, Pinel & Kippin, 1994). En el caso del etanol se ha reportado que
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1.5 g/kg en una solucion al 20% produce el efecto ansiolitico (Bertoglio &
Carobrez, 2002).

PROCEDIMIENTO

LEC: Se grabé la sesién para posteriormente registrar los pardmetros con-
ductuales que son la frecuencia del nimero de entradas a los brazos abiertos
y cerrados, asi como la cantidad del tiempo de permanencia en estos y en el
cuadro central para cada uno de los sujetos. El criterio en ambos casos era
que los sujetos tuvieran las 4 patas en el brazo; la duracién de la sesion fue de
cinco minutos. Estos datos se usaron para calcular el porcentaje de entradas
a los brazos abiertos (EBA) de acuerdo a la siguiente férmula: [(No. entradas
a brazos abiertos/ (No. abiertos +cerrados)) x 100] y el porcentaje de tiempo
de permanencia en brazos abiertos (TBA): [(tiempo en brazo abierto/300)
x100)], asi como el total de entradas (entradas en brazos abierto+entradas
en brazos cerrados). Las pruebas fueron grabadas por la camara de video y
posteriormente fueron analizadas.

Actividad Motora: Al término de las sesiones en el LEC, a los sujetos se
les introdujo en la camara de actividad motora durante 30 min y se registré
el numero de cruces a intervalos de 5 min. El nimero de total de cruces se
imprimié para un analisis posterior de la actividad vertical y horizontal.

Andlisis de datos

Los datos fueron analizados mediante ANOVAS de una via con el tratamien-
to como factor para la respuesta de ansiedad evaluada por el porcentaje de
entradas y de permanencia en los brazos abiertos. Cuando se detectaron
diferencias significativas se aplico la prueba estadistica de Tukey para dife-
rencias significativas entre pares de grupos. Se realizaron analisis indepen-
dientes para la actividad motora horizontal y vertical por medio de ANOVAS
de medidas repetidas, para detectar las posibles diferencias por tratamien-
tos, seguidos por la prueba de Tukey.

EXPERIMENTO 1. EFECTO DEL DIAZEPAM Y EL ETANOL EN EL LEC

El etanol es una droga de las mas consumidas entre la poblacién y uno de
sus efectos es ansiolitico al igual que el diazepam a dosis bajas. Por otro
lado, se ha descrito que la tolerancia cruzada se presenta a otra droga que
tiene efectos similares (diazepam-etanol). Por lo cual el objetivo de este ex-
perimento, fue estudiar el efecto de la administracién aguda de diazepam y
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etanol con la finalidad de demostrar que ambos compuestos producen efec-
tos ansioliticos comparables evaluados en el LEC.

Procedimiento

Los Ss fueron asignados aleatoriamente a tres grupos independientes (n=8)
que recibieron uno de los siguientes tratamientos: diazepam (D), etanol (E)
o solucién salina (S) en un volumen equivalente de 1 ml/kg. Cada rata fue
colocada en el cuadro central viendo hacia el brazo cerrado del LEC 30 min
después de la administracion de la droga correspondiente durante 5 min para
su libre exploracién en este aparato; al término de la exposicién en el LEC,
se evaluo la actividad motora. El laberinto y la camara de actividad motora,
se limpiaban entre cada sujeto con una franela con alcohol.

Resultados y Discusion

La Figura 1 muestra que los promedios del porcentaje de entradas a los
brazos abiertos (EBA) se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas (F (2,21) = 10.47; p< .001). Comparaciones entre grupos mostraron
diferencias significativas de los grupos de E y D respecto al grupo S (p< .001
y p< .05) respectivamente, observandose el efecto ansiolitico tanto del etanol
como del diazepam en el porcentaje de entradas a los brazos abiertos. No se
detectaron diferencias entre los grupos de D y E.
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Figura 1. Efectos ansioliticos de la administracion aguda de etanol (1.5
g/’kg) y diazepam (1 mg/kg) en ratas. Representa las medias + EEM del
porcentaje de entradas en los brazos abiertos (EBA) y tiempo en los brazos
cerrados (TBA); Salina (S), Etanol (E), Diazepam (D). **p< .001, * p< .05 vs.
S; +p<.05vs. S.
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En el porcentaje de tiempo de permanencia en los brazos abiertos (TBA),
también se obtuvieron diferencias significativas (F (2,21) = 6.32, p< .05). En
la Figura 1 se puede observar que los grupos de etanol y diazepam no difirie-
ron entre ellos, pero difirieron con respecto al grupo salina (p< .05).

En el numero total de entradas no se obtuvieron diferencias significativas
(F (2,21) = 3,33, p> .05), lo que indica que el tratamiento de etanol al igual
que el diazepam no afectan la actividad motora. Estos datos coinciden con
los datos obtenidos en la prueba de actividad motora, donde no se detectaron
diferencias significativas en la interaccion de los factores (tratamiento x tiem-
po) en la actividad horizontal (F (10,105) = 1.43, p> 0.05) ni en la actividad
vertical (F (10,105) = 1.30, p> .05).

En este experimento se demostraron los efectos ansioliticos por la ad-
ministracion aguda de diazepam (1 mg/kg) y etanol (1.5 g/kg). Los efectos
ansioliticos del etanol (1.5 g/kg) observados en la prueba del LEC, coinciden
con los trabajos reportados previamente por Bertoglio y Carobrez (2002). Los
efectos ansioliticos del diazepam han sido demostrados con la misma dosis
en la prueba de enterramiento (Treit, 1985b), en pruebas de interaccion so-
cial (de Angelis & File, 1979) y con 5 mg de diazepam en la misma prueba del
LEC (Harro, et al., 1990). Es importante resaltar que con estas dosis de eta-
nol y de diazepam en el presente experimento, no se afecto la actividad mo-
tora del animal, dado que no se encontraron cambios en el niumero total de
entradas en el LEC lo cual fue corroborado en la prueba de actividad motora,
donde los resultados no presentaron diferencias ni en la actividad motora ver-
tical ni en la actividad motora horizontal. Los resultados de este experimento
son importantes porque es necesario primero demostrar el efecto ansiolitico
por la administracion aguda para posteriormente poder estudiar el desarrollo
de tolerancia por la administracion crénica y la influencia del contexto.

EXPERIMENTO 2. EFECTO DEL CONTEXTO EN EL DESARROLLO
DE TOLERANCIA AL DIAZEPAM

Algunos datos sugieren un mayor efecto del contexto en el aprendizaje cuan-
do en lugar de presentar estimulos discretos aislados, se presenta el contex-
to como un compuesto de estimulos (configuracion) observandose un mayor
control de éste (Fantino, 2001; Rescorla & Wagner, 1972). Existen datos que
sugieren que los sujetos perciben el contexto asociado con las administra-
ciones de la droga como estimulos discretos (Cox & Tiffany, 1997) o bien en
forma configuracional, de tal forma que los organismos perciben las caracte-
risticas de los estimulos que integran el contexto como un compuesto y no
en forma aislada (Caggiula, et al., 1991). Con base en lo anterior, se realizé
el Experimento 2 con el objetivo de estudiar el efecto del contexto entendido
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como un compuesto de estimulos sobre el desarrollo de tolerancia al efecto
ansiolitico del diazepam.

El contexto se refiere a aspectos o claves del ambiente o a estimulos
que afectan el grado de condicionamiento de una respuesta (Fantino, 2001).
En este experimento, el contexto se consideré como el espacio fisico forma-
do por todos los estimulos contenidos en el Bioterio o en el Laboratorio. La
manipulacién del contexto fue dada por el cambio del lugar fisico donde se
administré la droga (Laboratorio o Bioterio).

Bioterio. Este espacio contenia las jaulas donde se colocaron a las ratas,
2 estantes, una mesa, una balanza con la que se pesaba a los sujetos y tenia
luz natural.

Laboratorio: En este espacio se encontraba el LEC, el equipo de video
grabacién, un generador de ruido blanco, con iluminacién de 50 lux.

Procedimiento

Tres grupos fueron tratados cronicamente: dos grupos fueron inyectados con
1 mg/kg, ip de diazepam por 20 dias (1 por dia), el primer grupo de diazepam
(D) fue inyectado en el Laboratorio y el segundo en el Bioterio (DB), un tercer
grupo fue inyectado con salina (S) en un volumen equivalente (1 ml/kg) en el
Laboratorio; 30 min después de cada administracién los sujetos inyectados
en el Laboratorio fueron regresados a su caja de alojamiento.

Prueba de tolerancia

El dia 21 a los grupos D y DB se les administré diazepam (1.0 mg/kg, ip) y
al tercer grupo S se le administré solucion salina en un volumen equivalen-
te, en todos los casos la administracién se hizo en el contexto Laboratorio
siguiendo el mismo procedimiento que en la fase anterior. Se coloc6 a cada
sujeto en el LEC en el cuadro central durante 5 minutos, se grabo la sesion
y posteriormente se registraron los diferentes pardmetros conductuales. Al
finalizar la prueba en el laberinto cada sujeto fue trasladado al cuarto donde
se encontraba la caja de actividad motora y se colocé al sujeto dentro de ésta
durante 30 min, y se registré la actividad a intervalos de 5 min.

Resultados y Discusion

Los ANOVAS no detectaron diferencias en el porcentaje de entradas a los
brazos abiertos (F(2,21) = 2.39; p<.1161) ni en el porcentaje de tiempo de
permanencia en los brazos abiertos (F(2,21) = 3.32; p<.0561). Como puede
observarse en la Figura 2, el grupo DB que fue evaluado en un contexto dife-
rente muestra valores mas altos en ambas medidas, comparado con los gru-
pos Sy D lo que sugiere un efecto ansiolitico, sin embargo no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, por lo que se puede concluir que
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en ambos casos se observo tolerancia al efecto ansiolitico independiente-
mente del contexto donde se les evalud.
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Figura 2. Efectos de la administracion cronica de diazepam (1 mg/kg) en
ratas evaluadas en el mismo contexto o en el contexto Bioterio. Representa
las medias + EEM del porcentaje de entradas en los brazos abiertos (EBA) y
tiempo en los brazos abiertos (TBA); Salina (S), Diazepam (D), Bioterio (B).

No se obtuvieron diferencias significativas en el total de entradas, por lo
que se descarta que el tratamiento altere la actividad motora de la rata.

Asi mismo, en la prueba de actividad motora no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas al hacerse una prueba de medidas repetidas,
esto es, no se mostroé la interaccion tratamiento/tiempo tanto en la actividad
vertical como la actividad horizontal (p> .05).

Los resultados de este experimento, demostraron el desarrollo de tole-
rancia al efecto ansiolitico del diazepam. Sin embargo, solo se detect6 tole-
rancia farmacolégica y no tolerancia asociativa. Esto es, no se demostré el
efecto del contexto en el desarrollo de la tolerancia al efecto ansiolitico del
diazepam con la dosis empleada. Sin embargo empleando la misma droga,
nuestros resultados coinciden con el trabajo de Treit (1985b) quien obtuvo
el desarrollo de tolerancia al efecto ansiolitico de 1mg/kg de diazepam en
la conducta defensiva de enterramiento después de 10 dias de tratamiento,
esta tolerancia fue independiente del contexto y dependiente de la intensi-
dad del choque. Estos datos sugieren que probablemente las dosis bajas
empleadas en ambos estudios son suficientes para producir tolerancia far-
macoldgica, pero no tolerancia asociativa. En otros estudios se ha reportado
mayor grado de tolerancia a los efectos ataxicos y sedantes, y poca o nula
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tolerancia a los efectos ansioliticos de las benzodiazepinas. Por ejemplo, File
(1985) observd mayor desarrollo de tolerancia a los efectos sedantes del lo-
razepam y triazolam que al efecto ansiolitico; asimismo los casos en que se
ha descrito el desarrollo de tolerancia asociativa, este ha sido reportado para
los efectos sedantes e hipotérmicos del clordiazepéxido (Greeley & Cappell,
1985). Se ha descrito que la tolerancia a los efectos ansioliticos (Pérez, Ma-
glio, Marchesini, Molina & Ramirez, 2002; Stephens & Schneider, 1985), y al
efecto hipolocomotor (Pérez et al., 2002) se presenta con dosis mayores de
diazepam (5 mg/kg). Mas aun, nuestros resultados son similares a lo repor-
tado por Marin, Pérez, Duero y Ramirez (1999), quienes reportaron que la
manipulacién del contexto con la continua administracion de diazepam tuvo
poco efecto para mostrar la respuesta condicionada de la actividad locomo-
tora y que probablemente se debid a que el tiempo de tratamiento fue corto
(tres dias).

De acuerdo a la propuesta de Baker y Tiffany(1985) la tolerancia aso-
ciativa se presenta con dosis bajas e intervalos entre administracién largos,
mientras que la farmacolégica se presentaria con dosis grandes e interva-
los cortos, sin embargo los hallazgos de Cepeda-Benito y Tiffany ponen en
duda esta teoria, dado que estos autores reportan el desarrollo de tolerancia
asociativa con dosis altas de morfina e intervalos de 96 horas y con dosis
altas de morfina e intervalos de 6 horas se presenta tolerancia no asociati-
va (Cepeda-Benito & Tiffany, 1996). En el presente experimento el intervalo
entre administracion fue de 24 hrs y una dosis de 1 mg/kg del diazepam, y
aunque al parecer el intervalo es largo, la dosis no permitié llevar a cabo la
discriminacion de las caracteristicas de los estimulos, entre las asociaciones
de las administraciones y condiciones de la prueba. Lo que hace suponer que
el problema de la falta de tolerancia no solo podria deberse al contexto, si no
que podria deberse a la dosis, y al intervalo entre administraciones.

EXPERIMENTO 3. EFECTO DEL CONTEXTO SOBRE LA TOLERANCIA
CRUZADA ETANOL DIAZEPAM

La tolerancia cruzada puede ser demostrada por el decremento de los efec-
tos de una droga, como consecuencia de la administracion previa de otra dro-
ga, con estructura quimica, efectos, o mecanismos similares (O’ Brien, 1996).
Se ha obtenido tolerancia cruzada al efecto anticonvulsivante del flurazepam
con diferentes benzodiazepinas (Rosenberg, 1995). Ademas de la tolerancia
cruzada entre benzodiazepinas, también se ha reportado tolerancia cruzada
entre etanol y benzodiazepinas. Por ejemplo, la administracion de etanol por
dos dias produjo tolerancia cruzada al diazepam, clordiazepéxido, fluraze-
pam, y oxazepam en la actividad motora medida en la prueba de plano incli-
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nado (Khanna, et al., 1992). Otros estudios han demostrado que la tolerancia
cruzada etanol-clordiazepdéxido, depende del tipo de prueba o respuesta em-
pleada en la evaluacion. Por ejemplo, se report6 tolerancia cruzada completa
en la respuesta de hipotermia, tolerancia parcial en la viga horizontal y no
se detecto tolerancia en la conducta de asomarse (Chan, Langan, Leong,
Schanley & Penetrante, 1988).

Existe informacion sobre tolerancia cruzada de las benzodiazepinas al
etanol y del etanol a las benzodiazepinas en animales (Khanna, et al., 1992),
sin embargo, no existen datos sobre el papel que los procesos asociativos
tienen en el desarrollo de la tolerancia cruzada benzodiazepinas-etanol al
efecto ansiolitico.

Aunque en los resultados del experimento anterior no se detectaron di-
ferencias estadisticamente significativas, si se mostré una tendencia que
sugiere que hay un efecto del contexto, dado que el grupo evaluado en un
contexto diferente mostré6 un mayor porcentaje del numero y del tiempo de
permanencia en los brazos abiertos comparado con el grupo S y el grupo
evaluado en el mismo contexto. Por lo que el objetivo de este experimento,
fue evaluar el papel del contexto en el desarrollo de la tolerancia cruzada
diazepam-etanol al efecto ansiolitico, evaluado en el LEC.

Procedimiento

Se emplearon ratas macho tratadas bajo las mismas condiciones descritas en
el método general, los sujetos fueron asignados al azar a tres grupos (n==8).
El primer grupo recibié diazepam durante 20 dias en el contexto Laboratorio
y el dia 21 se realizé la prueba de tolerancia cruzada al etanol, se administro
etanol (D+E); el segundo grupo recibié 20 administraciones de diazepam en
el contexto Bioterio y el dia 21 de la prueba fue inyectado con etanol en el
Laboratorio (DB+E); el grupo de salina recibié 20 administraciones de solu-
cion salina en el contexto Laboratorio y el dia 21 se le prob6 con salina en
el Laboratorio, 30 min después de la administracion del farmaco durante los
20 dias se regresaron a sus cajas de alojamiento en el Bioterio, el dia de la
prueba se llevé a cada sujeto al LEC, donde fue probado durante 5 min.

Se sigui6 el mismo procedimiento de registro y andlisis que en el experi-
mento 1. Finalizada la prueba en el LEC, se llevé a cada sujeto a la camara
de actividad motora para la prueba de esta actividad con una duracion de 30
min, al finalizar se regresaron a los sujetos al Bioterio.

Resultados y Discusion

La Figura 3 muestra que los resultados de este experimento revelaron dife-
rencias significativas al aplicarse una ANOVA de una via F(2,21) = 11.85; p<
.001, en el porcentaje de entradas a los brazos abiertos.
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En las comparaciones entre grupos no se obtuvieron diferencias signifi-
cativas entre el grupo Salina y el grupo de administraciones cronicas de dia-
zepam en el mismo contexto del Laboratorio (D+E: p> .05), lo que demuestra
el desarrollo de tolerancia cruzada diazepam-etanol al efecto ansiolitico. Sin
embargo, se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo que recibié las administraciones crénicas de diazepam en el contexto
Bioterio y que fue evaluado con etanol (DB+E) y los grupos S y D+E que fue-
ron tratados crénicamente y probados en el mismo contexto (Laboratorio) (p<
.01y p< .001 respectivamente), es decir, el grupo DB+E mostré ansidlisis.
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Figura 3. Tolerancia cruzada diazepam-etanol, en ratas pre-tratadas con
diazepam y evaluadas con etanol en el mismo contexto (D+E) o en ratas
evaluadas en el contexto Bioterio (DB+E). Representa las medias + EEM
del porcentaje del porcentaje de entradas en brazos abiertos (EBA) y el
porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (TBA), Salina (S). * p<0.01 vs.
S; ++ p< 0.001 vs. D+E; ===p<0.0001 vs. S; ¢sep<vs. D+E

Efectos equivalentes se observaron en el porcentaje de tiempo de permanen-
cia en los brazos abiertos. Un ANOVA mostré diferencias estadisticamente
significativas, F (2,21) = 33.37, p< .0001. No se encontraron diferencias sig-
nificativas entre los grupos S y D+E evaluados en el mismo contexto donde
recibieron las administraciones crénicas (p> .05). El grupo evaluado en un
contexto diferente al de sus administraciones previas (DB+E) difiri6 significati-
vamente de los grupos S y D+E (p<.0001), es decir no se detectd tolerancia.

Respecto al total de entradas no se obtuvieron diferencias significativas
(p >.05) entre grupos, lo que indica que el tratamiento no afect6 la actividad
motora. En la actividad motora medida como actividad horizontal y vertical
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no se presento la interaccion entre los factores tratamiento/tiempo (p> .05).
El que no se detectaran diferencias en ambas medidas muestra que el trata-
miento no afecta la actividad motora. Estos resultados demuestran el desa-
rrollo de tolerancia cruzada diazepam-etanol al efecto ansiolitico y que este
efecto es dependiente del contexto.

En este experimento se evaluo el efecto del contexto en el desarrollo
de la tolerancia cruzada de las benzodiazepinas al etanol. Se demostro el
desarrollo de tolerancia cruzada al etanol dependiente del contexto, tanto
en el porcentaje del numero de entradas como en el de permanencia en los
brazos abiertos, donde el grupo pre-tratado y evaluado en el mismo contexto
mostré un decremento en ambas medidas; mientras que el grupo pre-tratado
y evaluado en un contexto diferente muestra un efecto ansiolitico en ambas
medidas comparable al obtenido después de la administracién de diazepam
y etanol en el Experimento 1. Estos datos coinciden con el reporte de que la
tolerancia cruzada midazolam-etanol en el LEC puede ser condicionada y por
tanto dependiente del contexto (Cruz-Morales & Cedillo-lidefonso, 2008).

Lo importante de estos resultados es que demostraron que el contexto
puede modular la presencia y ausencia del desarrollo de la tolerancia, cuan-
do las senales presentes durante las administraciones repetidas del diaze-
pam, se presentan durante la prueba con etanol en el LEC, lo cual apoya los
planteamientos de la relevancia de las sefiales asociadas con la administra-
cion de la droga (Le, Poulos & Cappell, 1979; Greeley & Cappell, 1985), ya
que al parecer éstas facilitan la informacién adquirida en la asociaciéon con
el El (diazepam). En este caso, facilitaron el desarrollo de tolerancia cruzada
al etanol. Y por otro lado, cuando estas sefiales estan ausentes durante la
fase de prueba no se presenta el desarrollo de la tolerancia cruzada al etanol
(Crowel, Hinson & Siegel, 1981), mas bien se observa el efecto ansiolitico.

DISCUSION GENERAL

Los resultados del primer experimento demostraron el efecto ansiolitico de
la administracion aguda diazepam y el etanol con dosis de 1 mg/kgy 1.5 g/
kg respectivamente. El efecto ansiolitico observado con ambas drogas fue
equivalente en ambas medidas, porcentaje de entradas y tiempo de perma-
nencia en los brazos abiertos y no se detectaron cambios en la actividad
motora debido al tratamiento. Una vez demostrado el efecto ansiolitico, en el
segundo experimento se obtuvo el desarrollo de la tolerancia al efecto ansio-
litico del diazepam por administracién crénica (20 dias) evaluado en el LEC.
Este efecto no fue dependiente del contexto, a pesar de que se observé una
tendencia del grupo tratado créonicamente y evaluado en diferente contexto a
mostrar un mayor porcentaje de entradas y permanencia en los brazos abier-
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tos, lo que sugiere un efecto ansiolitico. En el dltimo experimento se demos-
tré el desarrollo de tolerancia cruzada diazepam-etanol al efecto ansiolitico,
y que también la tolerancia cruzada puede ser modulada por mecanismos
asociativos.

Los resultados de estos experimentos, se analizan bajo los supuestos de
que la tolerancia a las drogas se desarrolla si los estimulos que estuvieron
presentes en el momento de la administraciéon de la droga quedan asociados
con los efectos inducidos por ésta. Posteriormente cuando la prueba se rea-
liza ante los mismos estimulos, éstos predicen la presentacién de la droga y
sus efectos (Cepeda-Benito & Tiffany, 1996). Esto coincide con los observado
en el Experimento 3, donde el contexto presente fue un factor importante
en el desarrollo de tolerancia cruzada, sin embargo en el Experimento 2 la
presencia del contexto no fue determinante en el desarrollo de la tolerancia
asociativa a pesar de que se observo una tendencia del incremento al efecto
ansiolitico, debido quizas como se menciond previamente a la dosis emplea-
da. Previamente reportamos que la administracion de midazolam produjo to-
lerancia farmacoldgica y asociativa solamente cuando se utilizaron estimulos
configuracionales y no estimulos discretos (Cruz-Morales & Cedillo-lldefon-
so, 2008).

Estos resultados indican que se llevé a cabo una asociacién entre sena-
les y los efectos de la droga durante la induccién de ésta. En otras palabras
la tolerancia fue dependiente del aprendizaje a todas las sefales presentes
durante las administraciones de la droga lo cual esta de acuerdo con los
hallazgos de Baker y Tiffany (1985) y de Poulos y Cappell (1991). Se con-
cluye que la tolerancia puede explicarse por mecanismos asociativos para
la presencia o ausencia de la tolerancia, lo que contribuye al conocimiento
y comprension de mecanismos de aprendizaje del fenédmeno de tolerancia
como una explicacién alternativa a la de los modelos farmacoldgicos en el
desarrollo de la tolerancia a las asociaciones de la droga-ambiente, y que
esta no es simplemente una alternativa a las interpretaciones tradicionales,
mas que esto, el modelo de condicionamiento es complementario a la expli-
cacién a otro nivel de otros puntos de vista de la presencia o ausencia de la
tolerancia. Por ultimo, se sugiere revisar la dosis administrada, para obtener
resultados mas robustos del efecto ansiolitico del diazepam.
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