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ARTÍCULO DE REVISIÓN

Resumen

En el último año, el Laboratorio Experimental de Farmacobiología de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autónoma de Chiapas (UNACH), ha venido sistematizando
pruebas no condicionadas para el estudio de la ansiedad en modelos animales.

En este trabajo se efectúa una revisión bibliográfica que actualiza el conocimiento sobre las
pruebas útiles en la evaluación de la ansiedad. Estas pruebas las utilizamos en los trabajos
de investigación de extractos vegetales con base en hallazgos etnobotánicos de la medicina
tradicional chiapaneca, los cuales se han desarrollado con modestos recursos financieros
de la Facultad de Medicina de la Universidad y autofinanciamiento por parte de los inves-
tigadores, considerando la generación de conocimiento y la posibilidad de ampliar las
expectativas terapéuticas con recursos naturales, como el insumo de mayor valor.

Además, es de interés para el equipo investigador vincular en este proceso a investigadores
de otras universidades e instituciones de salud que estén estudiando compuestos extraídos
de plantas y que sirvan como base en la obtención de fármacos no sintéticos para tratamien-
to de la ansiedad en el hombre.
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Pruebas no condicionadas en ratones
para evaluar la actividad ansiolítica
de sustancias extraídas de plantas

JOSÉ DEL CARMEN REJÓN-ORANTES1 , DIANA PLACER PERDOMO2 , GABRIEL ROLDÁN3

1 Médico anestesiólogo, candidato a Doctor en Ciencias; profesor titular e investigador, Laboratorio
Experimental de Farmacobiología, Facultad de Medicina, Universidad Autónoma de Chiapas, México.

2 Médica otorrinolaringóloga, candidata a Maestra en Ciencias; profesora titular e investigadora, Labora-
torio Experimental de Farmacobiología, Facultad de Medicina, Universidad Autónoma de Chiapas,
México.

3 Doctor en Ciencias, profesor titular e investigador, Departamento de Fisiología, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional Autónoma de México, México, D.F., México.

Recibido: 30-06-2010 Revisado:01-07-2010 Aceptado:23-08-2010



79

Univ. Méd. Bogotá (Colombia), 52 (1): 78-89, enero-marzo, 2011

Title

Non-conditioned tests on mice to evaluate the
anxiolytic activity of substances extracted from
plants

Abstract

In the last year the Laboratory of Experimental
Pharmacobiology at the Medicine Faculty of the
Universidad Autónoma de Chiapas UNACH has
been setting up several non-conditioned tests for
the study of anxiety in animal models.

In this work a literature review updates the
knowledge of useful tests in the assessment of
anxiety. These tests are used in the research of
plant extracts based on ethnobotanical findings of
traditional medicine of Chiapas, which have been
developed with modest financial resources of the
Medical Faculty of the University and self-financing
by the researchers, given the knowledge generation
and the possibility of extending the therapeutic
expectations with natural resources as the most
valuable input. It is also of interest to the research
team in this process to link researchers from other
universities and health institutions who are
studying compounds extracted from plants and
serve as a basis for obtaining non-synthetic drugs
for treatment of anxiety in humans.

Key words: anxiety, extracts, alkaloids.

Introducción

En la actualidad, en los países en
desarrollo, los extractos de los órga-
nos de las plantas son usados por gran
porcentaje de su población como re-
medios caseros para su atención pri-
maria en salud[1]. En América, el
antecedente etnobotánico más antiguo
del uso de plantas como recurso me-
dicinal, se encuentra en el primer do-
cumento médico redactado después
de la Conquista. El “Libellus de

medicinalibus indorum herbis”, ma-
nuscrito azteca que data de 1552, es-
crito en náhuatl por el médico azteca
Martín de la Cruz y traducido al latín
por Juan Badiano, médico xochimilca.

Desde los orígenes del hombre has-
ta nuestros días, el uso de algunos ex-
tractos de plantas ha demostrado tener
actividad sobre el sistema nervioso
central y, por ello, son utilizados en la
medicina tradicional; entre ellos se in-
cluyen los que poseen efectos “tran-
quilizantes” y se utilizan para tratar la
ansiedad[2, 3].

Con base en la medicina tradicional
de los diferentes grupos indígenas de
Chiapas, el equipo de investigadores del
Laboratorio Experimental de Farma-
cobiología ha explorado plantas que son
usadas en la terapéutica nativa, para el
tratamiento de diferentes alteraciones
del sistema nervioso central, como son
los trastornos psicóticos, tóxicos, la
depresión y la ansiedad.

Actualmente, se está trabajando con
diversas plantas originarias del Estado
de Chiapas, que son utilizadas por
diferentes grupos indígenas para
curarse los “cólicos” o “encabrona-
mientos”, manera en que ellos se
refieren a los trastornos vinculados con
la ansiedad[4].

Las plantas son recolectadas en las
zonas de origen de cada grupo indí-
gena, con el objeto de no tener varia-
ciones en la cantidad y calidad de los
compuestos que pudieran ser respon-
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sables del efecto biológico. A éstas,
previamente se les efectúa la clasifi-
cación taxonómica; para ello, se cuenta
con el apoyo del herbario Eazi Matuda
de la Universidad de Ciencias y Artes
de Chiapas, donde se deposita un
ejemplar del vegetal en estudio.

Basados en las pruebas empíricas
ancestrales sobre el uso de estos ex-
tractos como medicamentos suminis-
trados por los curanderos tradicionales
a sus “enfermos”, hemos propuesto
confirmar el valor terapéutico de es-
tos productos naturales y, dependien-
do del órgano de la planta y del tipo
de extracto que se va a obtener, se
define la metodología empleada.

Uno de los recursos científicos para
corroborar el sustento biológico del
efecto de los medicamentos tradicio-
nales, es recurrir al uso de pruebas en
modelos animales sensibles de mani-
festar modificaciones de conducta en
el sujeto de estudio, al administrarle
sustancias con efecto ansiolítico.

La ansiedad es una alteración psi-
quiátrica que afecta a una gran pro-
porción de la humanidad y que se ha
incrementado en los últimos años,
siendo atribuible al estilo de vida im-
puesto actualmente, en el que predo-
mina el ser muy competitivo[5]. Este
tema ampliamente estudiado, es com-
plejo y multidimensional. La ansiedad
también se define como un estado de
malestar caracterizado por intran-
quilidad, expectación aprehensiva y
aumento de la vigilancia en ausencia

de un estímulo desencadenante. Re-
gularmente, se acompaña de manifes-
taciones autonómicas como sudoración,
taquicardia, alteraciones gastrointesti-
nales, tensión muscular e insomnio,
entre otras[6]. Diferentes aspectos de
la ansiedad están mediados por va-
rios neurotransmisores en distintas
áreas anatómicas, primordialmente,
sobre el complejo del ácido gamma-
aminobutírico/benzodiacepina (GABA/
bzd), la noradrenalina y la serotonina.
Estos sistemas de neurotransmisores
son de importancia crítica en el siste-
ma límbico, incluyendo la amígdala
cerebral, la cual es crucial en las res-
puestas de miedo y la ansiedad. Ade-
más, se ha mencionado la importancia
de otros neurotransmisores, que mo-
dulan esta respuesta de manera directa
o indirecta, entre los que se encuen-
tran la colecistocinina, el factor de li-
beración de la corticotropina y el eje
hipotálamo-hipófisis-suprarrenal[7].

Durante los últimos 50 años, se ha
desarrollado un gran número de prue-
bas en animales para identificar com-
puestos que potencialmente tienen
actividad ansiolítica. Asimismo, se
han hecho utilizando agonistas, anta-
gonistas o ambos, de receptores de los
sistemas de neurotransmisores que
participan en este proceso, para iden-
tificar el mecanismo neuronal por el
cual logran este efecto. El utilizar mo-
delos de ansiedad con ratones, ofrece
la ventaja de ensayar en ellos diversas
técnicas experimentales que en los
seres humanos no sería posible. Cuan-
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do se exploran extractos y alcaloides
(sustancias en estudio) que se extraen
de los diferentes órganos de las plan-
tas, por lo regular dichas sustancias se
obtienen en cantidades pequeñas y el
utilizar ratones permite el óptimo em-
pleo de este recurso.

Nuestro objetivo al realizar esta re-
visión bibliográfica es actualizar el
conocimiento sobre las pruebas no
condicionadas en modelos animales
útiles para el estudio de sustancias
obtenidas de fuentes vegetales, que
puedan tener posibilidad de uso tera-
péutico para tratar la ansiedad.

Metodología para la búsqueda y
selección de la información para
la revisión

Métodos de obtención de los
extractos vegetales

En la medicina tradicional el ex-
tracto más utilizado es el acuoso. Sin
embargo, regularmente ampliamos la
exploración hacia otros tipos de ex-
tractos. Para este propósito, se emplean
diferentes partes de las plantas, como
bulbos, tallos, hojas, flores, frutos, se-
millas y corteza. Éstas se secan a tem-
peratura ambiente hasta la pérdida total
de agua y se muelen finamente[8]. El
material obtenido se procesa y, según
la metodología elegida, se obtienen
extractos acuosos[9], metanólicos[10],
etanólicos[11], clorofórmicos o hexá-
nicos[12].

Posteriormente, los extractos acuo-
sos son liofilizados y los obtenidos con
solventes volátiles son evaporados al
vacío en un rotaevaporador. El pro-
ducto resultante es envasado en reci-
pientes protegidos de la luz para
conservarlos hasta el momento de ha-
cer los bioensayos. Además, se hacen
pruebas de precipitación para la de-
tección de alcaloides con los reactivos
de Dragendorff y la cromatografía en
capa delgada con la técnica de
Dragendorff modificada. Cuando obte-
nemos datos positivos de la presencia
de alcaloides, se efectúa la extracción
de alcaloides totales, según el proce-
dimiento reportado por González-
Esquinca[13].

Pruebas no condicionadas

Las pruebas en roedores se pueden
clasificar en condicionadas y no con-
dicionadas. Las primeras requieren
necesariamente del entrenamiento ex-
haustivo de los animales, que son ex-
puestos a estímulos no habituales para
determinar efectos sobre la memoria/
aprendizaje, el apetito o la función
perceptual.

Por el contrario, las pruebas no con-
dicionadas no requieren de entrena-
miento, por lo que son menos sensibles
a procesos motivacionales y se basan
en respuestas espontáneas de la con-
ducta del ratón[14]; éstas han permiti-
do el desarrollo de una serie de
paradigmas basados en la observación
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de una variedad de conductas del roe-
dor y la mayoría de los procedimien-
tos conductuales para el estudio
farmacológico de la ansiedad se ba-
san en este tipo de pruebas[15]. Entre
las pruebas de mayor uso se encuen-
tran: la de campo abierto, del laberin-
to elevado, de la caja luz/oscuridad,
de choque/enterramiento, de enterra-
miento de canicas y del plataforma
agujereada. Estas pruebas no requie-
ren de un alto costo económico para
su implementación y están al alcance
de cualquier laboratorio universitario
de investigación.

La prueba de campo abierto, ini-
cialmente descrita por Hall en 1934,
valoraba el grado de “emocionalidad”
(ansiedad). Consistía en colocar al roe-
dor en un medio ambiente desconoci-
do. De acuerdo con sus observaciones,
Hall consideraba que esta respuesta
estaba regulada por medio de la acti-
vidad del sistema nervioso autónomo
(simpático) y tomó como primeras
medidas sugerentes de ansiedad a la
defecación y la micción.

La prueba ha evolucionado y se ha
enriquecido con la aportación de va-
rios investigadores; entre los más so-
bresalientes, tenemos a Broadhurst
(1957, 1958), D’Fries (1964) y Walden
(1968)[16].

Actualmente, es ampliamente uti-
lizada para evaluar tanto la ansiedad
como la actividad locomotriz; asimis-
mo, es una prueba que permite que

el ratón exhiba un amplio rango de
conductas.

La prueba se hace en una caja de
vidrio (con paredes y piso transparen-
te de 48 x 48 x 30 cm), cuyo piso se
divide con líneas pintadas de color
negro formando cuadros de 12 x 12
cm, e iluminada con un foco de luz
roja de 15 W[17]. La prueba se regis-
tra durante cinco minutos y, general-
mente, se toman dos medidas: el total
de la distancia recorrida, número de
líneas cruzadas marcadas en el piso,
considerada como la actividad loco-
motriz[17], y el tiempo de permanen-
cia en el área central de la caja, en
consideración de que el área central
de la caja es más amenazante que la
periferia, basado en que la permanen-
cia del roedor en el área central es
incrementada con fármacos ansiolí-
ticos[18]. Sin embargo, se pueden ob-
tener otros datos de esta prueba, tales
como la frecuencia del acicalamiento,
de los estiramientos (reading), de la
micción y de la defecación, así como
cualquier conducta bizarra.

Esta información adicional incre-
menta la posibilidad de dilucidar el
perfil farmacológico de las sustancias
en estudio. Esta prueba es crucial para
poder tomar la decisión de continuar
el estudio de las sustancias en estudio
con otra prueba no condicionada, ya
que estas pruebas son exploratorias y
se requiere que la actividad locomo-
triz no esté afectada; de ser así, y si las
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posibilidades lo permiten, se puede
ajustar la dosis; de lo contrario, los
resultados en las siguientes pruebas
para evaluar la ansiedad, carecen de
validez.

El laberinto elevado es un modelo
válido para evaluar la ansiedad[19-
21], porque utiliza estímulos natu-
rales, miedo a los espacios abiertos y
miedo caminar sobre una plataforma
elevada y relativamente estrecha, que
inducen ansiedad en los humanos[22];
también se considera que el miedo que
genera en los roedores se debe a la
falta de estímulos tigmotácticos[23].

Originalmente desarrollada con ra-
tas[24], en la actualidad se ha valido
su uso con ratones[25]. En este méto-
do se utiliza un laberinto en forma de
cruz de 30 cm de longitud, con dos
extremos cerrados y dos abiertos (15
cm cada extremo), colocado con una
elevación del piso de 38,5 cm[14]. La
prueba dura cinco minutos; se coloca
al ratón en el centro del laberinto con
dirección hacia un espacio abierto y
se cuantifica el tiempo que permane-
ce en los espacios, así como el núme-
ro de entradas a cada espacio. El
porcentaje de tiempo de permanencia
en brazos abiertos, se calcula para
cada animal de la siguiente manera:
100 por tiempo en espacios abiertos/
total tiempo de la prueba[26]. La dis-
minución de la actividad exploratoria
es causada por miedo a los espacios
abiertos y el uso de compuestos
ansiolíticos incrementa esta actividad.

La prueba de la caja luz/oscuridad
se desarrolló inicialmente para rato-
nes[27]. En este método se usa una
cámara de prueba de propileno de 44
x 21 x 21 cm, oscurecida con pintura
negra sobre un tercio de su superficie;
tiene una abertura de 13 x 5 cm que
separa la zona sombreada de la zona
sin pintar, la cual se ilumina con una
lámpara fluorescente de 22 W.

El principal factor ansiogénico se
fundamenta en el conflicto entre el
comportamiento exploratorio del ratón
y la aversión natural hacia el área
abierta e iluminada (brillante) de esta
prueba. Al comienzo de la prueba, el
animal se coloca en el lado brillante
de la caja y se observa su conducta,
registrándola en un periodo de 10 mi-
nutos; un incremento entre el número
de transiciones entre el lado oscuro y
brillante, o un aumento en el tiempo
de permanencia en el lado iluminado,
se considera como un indicativo de la
reducción en la ansiedad. Aunque los
roedores pueden explorar con libertad
ambos compartimientos, muestran una
clara preferencia a permanecer en el
lado oscuro. Las benzodiacepinas, la
buspirona y los antagonistas 5HT3,
entre otros agentes ansiolíticos, incre-
mentan la exploración del área ilumi-
nada, así como las transiciones entre
ambos compartimientos[28, 29].

La prueba de choque/enterramien-
to (enterramiento defensivo), se reali-
za en una caja de 17 x 11 x 13 cm[21],
en la que se aloja al ratón durante 30
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minutos cada día para habituarlo, du-
rante los cuatro días de aclimatación
(sin electrodo). Al quinto día se intro-
duce el electrodo y se realiza la prue-
ba[30]. El piso de la caja es cubierto
por 5 cm de aserrín y un electrodo de
4 cm de longitud por 1 cm de diáme-
tro, hecho con dos cables de cobre de
0,5 mm de diámetro que se enrollan
en forma independiente 25 veces al-
rededor de un tubo de teflón. El elec-
trodo se coloca a 1 cm por encima del
aserrín a través de un agujero en el
centro de una de las paredes frontales
de la caja, y se alimenta con un volta-
je de 1,5 mA[31].

La prueba dura cinco minutos. Se
inicia cuando el ratón recibe la des-
carga eléctrica del electrodo al entrar
en contacto con cualquier parte de su
cuerpo. Se evalúan cinco elementos de
comportamiento: enterramiento defen-
sivo, movimientos coordinados con
sus patas u hocico empujando el ase-
rrín hacia el electrodo; inmovilidad,
tiempo que permanece totalmente in-
móvil; alzamientos, número de veces
que se sostiene sobre sus piernas pos-
teriores con apoyo de sus patas ante-
riores o sin él sobre alguna pared de
la caja; acicalamiento, tiempo que ocu-
pa en limpieza o aseo de su piel con
sus patas anteriores o la lengua), y
exploración, actividad locomotriz[32].

Se ha probado una variedad de
agentes, como las benzodiacepinas
(clordiacepóxido, diazepam y mida-
zolan) y los ansiolíticos serotoni-

nérgicos (buspirona, ipsapirona, 8-
OH-DPAT, R-(+)-8-OSO2CF3-PAT,
alnespirona, EMD-68843, flesinoxan,
indorenato y metiopentina, S-15535)
[24]; potencialmente, suprimen la con-
ducta de enterramiento defensivo de
manera dependiente de la dosis, la cual
no parece ser secundaria a sedación,
incapacidad locomotriz o analgesia, o
asociarse a déficit de aprendizaje[33].

La prueba de enterramiento de ca-
nicas consiste en colocar al ratón en
una caja (se puede utilizar la de cam-
po abierto) con el piso cubierto de ase-
rrín (5 cm), sobre el cual se distribuyen
uniformemente 25 canicas de vidrio
de 6 mm de diámetro. Se contabiliza
el número de canicas que el ratón en-
tierra en el aserrín durante un periodo
de 30 minutos[34]. Los roedores usan
el material de su caja para enterrar los
objetos que consideran nocivos o
amenazantes. Sobre esta base, las ca-
nicas de vidrio se encuentran entre los
estímulos que les ocasiona miedo y
aversión. Esto podría ser resultado de
la novedad que estos objetos represen-
tan en su medio ambiente y el entierro
de las canicas se vería como la con-
ducta apropiada porque quita la fuen-
te del estímulo que causa aversión.

La inhibición de esta conducta ha
sido propuesta como prueba para
identificar compuestos ansiolíticos[35].
Esta prueba es sensible a diazepam,
fluoxetina, fluvaxamina (inhibidores
selectivos de la recaptura de seroto-
nina), imipramina, clomipramina
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(antidepresivos triciclitos) y mian-
serina[36], 8-OH-DPAT (agonista del
receptor 5-HT1A)[36]. Alternativamen-
te, se ha propuesto que el enterramien-
to es una conducta compulsiva, porque
los inhibidores de la recaptura de
serotonina que se utilizan para tratar la
alteración obsesivo-compulsiva en hu-
manos inhiben esta conducta[37].

La prueba de la plataforma agu-
jereada fue introducida en 1962 por
Boisser y Simón[38]. El uso de esta
prueba para evaluar sustancias
ansiolíticas se basa en la hipótesis de
Montgomery (1955)[39] de que la
exposición a un nuevo ambiente le
crea al ratón un conflicto entre el te-
mor generado por la novedad de la
situación y su tendencia natural a
explorar[40]. Hay una variedad de
diseños[41, 42]; entre ellos, frecuen-
temente se utiliza una plataforma gris
de 40 x 40 cm y 2,2 cm de espesor,
con 16 orificios de 3 cm de diámetro
distribuidos equidistantemente en la
superficie, y puesta sobre un soporte a
una altura de 15 cm[43-45].

El ensayo se hace colocando el
animal en el centro de la plataforma y
se evalúa la actividad durante cinco
minutos, registrando el número de
veces que el animal espía (head-
dipping) los orificios. Se considera
“espiar” cuando el ratón introduce la
cabeza dentro de los agujeros hasta las
orejas. Aunque algunos equipos son
automatizados y registran las espiadas
a los orificios por medio de sensores,

el utilizar sistemas de grabación (vi-
deo-tape) permite obtener una califi-
cación confiable de los resultados. El
número de exploraciones guarda una
relación inversa con el estado de an-
siedad del animal; los compuestos
ansiolíticos, como las benzodiacepinas,
incrementan de manera dependiente
de la dosis, el número y la duración
de las espiadas a los orificios[43].

Evaluación conductual

Los experimentos conductuales se
llevan a cabo en ausencia del experi-
mentador en un cuarto con tempera-
tura e iluminación reguladas y con
amortiguación del sonido, provisto
con facilidades para su grabación en
video[46]. La cámara de video debe
estar colocada en todos los casos de
tal manera que permita evaluar la con-
ducta[47]. La evaluación se hace con
las filmaciones en video, aunque una
toma de registro de los datos en el
momento de la prueba también es con-
veniente. Todos los experimentos se
hacen en el mismo horario, cuando se
realizan en días subsecuentes y los
implementos (laberinto, caja de cam-
po abierto, plataforma agujereada,
etc., con excepción de las pruebas de
enterramiento) se lavan con detergen-
te después de cada prueba. La forma-
ción de los grupos experimentales y
la evaluación de la conducta, se ha-
cen en forma aleatoria por un obser-
vador ignorante de las condiciones
experimentales.
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Hacia dónde vamos

Se reconoce que la ansiedad, como
alteración generada por el estilo de
vida actual, es un problema de salud
mundial[5]. El estudio de los extrac-
tos y alcaloides purificados de plantas
usadas en la medicina tradicional, con
el apoyo de pruebas en modelos ani-
males, nos abre la posibilidad de ex-
plorar la riqueza etnobotánica de
nuestro continente, buscando alterna-
tivas terapéuticas[48-50].

La búsqueda de nuestro equipo in-
vestigador continuará en pos de obte-
ner resultados que contribuyan a
incrementar el conocimiento científi-
co de estas sustancias, su aplicación y
futura utilidad para el tratamiento de
la ansiedad.

El impacto social esperado de la
contribución científica de la Universi-
dad Autónoma de Chiapas y sus in-
vestigadores asociados, es lograr que
las personas que presentan esta enfer-
medad común de la sociedad siglo
XXI, puedan obtener los recursos te-
rapéuticos a un costo accesible a cual-
quier nivel socioeconómico.
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