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EFECTOSDE LA ADMINISTRACION DE
MIDAZOLAM SOBRE LA CONDUCTA
AGONISTICA EN RATONESMACHOS

Mercedes Martin Lépez y José Francisco Navarro
Universidad de Mdaga

En este trabajo evaluamos los efectos de la administracion aguda y crénica de mi-
dazolam (0.5, 1y 1.5 mg/kg, ip) sobre la conducta agonistica en ratones machos, utilizan-
do un model o de agresi6n inducida por aislamiento. Asimismo, examinamos €l posible de-
sarrollo de tolerancia a los efectos del farmaco tras su administracion diaria durante diez
dias. Lamitad de los ratones fueron aislados durante 30 dias y empleados como animales
experimentales o controles; la otra mitad fueron utilizados como «oponentes», siendo
anosmiados temporal mente mediante sulfato de zinc. Treinta minutos después de la admi-
nistracion del farmaco, se llevaron a cabo interacciones agonisticas de diez minutos de du-
racion entre un animal aislado y un oponente andsmico en un area neutral, grabadas en vi-
deo para su posterior andlisis etolégico/conductual mediante ordenador. Los resultados
mostraron una reduccion significativa de las conductas ofensivas (amenaza y atague) con
la dosis de 1.5 mg/kg de midazolam, sin un incremento de la inmovilidad, sugiriendo la
existencia de un perfil antiagresivo selectivo del farmaco. Por otra parte, no se observé de-
sarrollo de tolerancia ala accién antiagresiva del midazolam con € tratamiento crénico.

Effects of Midazolam on agonistc behaviour in male mice. In this study, we examined
the effects of acute and chronicinjections of midazolam (0.5, 1 and 1.5 mg/kg, ip) on the ago-
nistic behaviour dicited by isolation in male mice. Additiondly, we evaluated the possible
development of tolerance to the effects of the drug after daily administration for 10 conse-
cutive days. Half of the mice were housed and employed as experimental or control animals;
the remainder were used as «standard» opponents and were temporally rendered anosmic by
zinc sulphate. Individually housed mice were exposed to anosmic «standard opponents» in a
neutral area 30 minutes after the drug administration. Midazolam significantly decreased the
time spent in offensive behaviours (threat and attack) without a significant increase of im-
mobility, suggesting that this compound exerts a selective antiaggressive action. Likewise,
no tolerance to midazolam antiaggressive activity was observed after chronic administration.

Generalmente se ha considerado que las
benzodiacepinas ejercen una accién antia-
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gresivainespecifica, reduciendo las conduc-
tas agresivas sdlo con dosis que producen
sedacion (Miczek, Weerts, Haney y Tidey,
1994). Sin embargo, en diversos estudios
recientes se ha constatado la existencia de
un perfil antiagresivo especifico para agu-
nas benzodiacepinas como e clobazam
(Martin-Lépez y Navarro, 1996) y €l benta-
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zepam (Martin-L6pez y Navarro, 1998), a
igual que para otros compuestos no benzo-
diacepinicos que actlian sobre el macrorre-
ceptor GABA 5/BDZ/CI", como la zopiclo-
na, un derivado de las ciclopirrolonas (Mar-
tin-LOpez, Cafio y Navarro, 1994), y € zol-
pidem, un derivado de las imidazopiridinas
(Martin-Lépez y Navarro, en preparacion).

El midazolam es una benzodiacepina de
accion ultracorta sintetizada en 1976, cuya
principal accion farmacolégica es la seda-
cion; de hecho posee un efecto sedante
aproximadamente dos veces mas potente
gue el mostrado por el diacepam (Dundee,
Halliday, Harper y Brogden, 1984). En la
préctica clinica se emplea fundamentalmen-
te como farmaco preanestésico y en la pre-
paracion de procedimientos endoscépicos,
exhibiendo ademés propiedades ansioliticas
e hipnéticas (Cabrera, Mencias y Cabrera,
1993). Se absorbe rapidamentey sin proble-
mas cuando se inyecta por via intramuscu-
lar, siendo su biodisponibilidad superior &
90% (Cabrera et al., 1993; Ballenger,1995).
Otra via de administracion frecuentemente
utilizada en clinica es la intranasal (Davis,
Tome, McGowan, Cohen,Latta y Felder,
1995; Weber, Holida, Moore y Burdreay,
1995). El 95% del midazolam se une a pro-
teinas plasméticas (Dundee et a., 1984),
con un volumen de distribucion de 1-2.5
I/kg (Cabreraet al., 1993).

Este farmaco presenta una alta afinidad
por los receptores benzodiacepinicos (Ka-
les, Vgontzasy Bixler, 1995) y, al igual que
el diacepam y la zopiclona, pero a diferen-
ciadel zolpidem, se comporta como un ago-
nista no selectivo de estos receptores, mos-
trando una potente afinidad por las subuni-
dades al y a5 del macrorreceptor GA-
BA,/BDZ/CI™ (Faure-Halley, Graham, Ar-
billay Langer, 1993). Asimismo, el mida-
zolam se muestra ineficaz para desplazar al
[3H] Ro 15-4513 de los receptores formados
por las subunidades a4B2y2L y a6p2y2L
(Yang, Drewe y Lan, 1995), caracteristica
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gue comparte con € resto de las benzodia-
cepinas.

El midazolam ha sido empleado con éxi-
to en € tratamiento de episodios agresivos
en sujetos humanos con retraso mental
(Bond, Mandosy Kurtz, 1989) y en € trata-
miento de la agitacién extrema observada
en pacientes sometidos a terapia electrocon-
vulsiva (Labbate y Miller, 1995). Sin em-
bargo, son muy escasos | os trabajos que han
evaluado la accion del midazolam sobre la
conducta agresiva en animales de experi-
mentacion. De hecho, sdlo conocemos un
estudio realizado por Rodgers y Waters
(1985), empleando & modelo de intruso-re-
sidente, donde se aprecié un decremento de
laagresion con dosis de 5 mg/kg, sin que se
observara deterioro motor. Por otra parte, no
existen todavia investigaciones que hayan
examinado el efecto de la administracion
crénica del farmaco sobre la conducta agre-
siva

Asi pues, €l objetivo de nuestro trabajo
ha sido analizar |a posible especificidad de
laaccion antiagresiva del midazolam (0.5, 1
y 1.5 mg/kg) tras su administracion aguda,
utilizando un modelo de agresion inducida
por aislamiento, y realizando una detallada
evaluacion etofarmacol 6gica de la conducta
agonisticamostrada por los animales. Igual-
mente, examinamos el posible desarrollo de
tolerancia a los efectos del farmaco tras su
administracion diaria durante diez dias con-
secutivos.

Método
Animales

Se utilizaron un total de 162 ratones albi-
nos machos de la cepa Swiss OF.1, adquiri-
dos en el «Servicio de Animales de Labora-
torio» de la Universidad de Granada. A la
Ilegada a nuestro laboratorio todos los ani-
males fueron alojados en grupos de cinco
durante una semana para permitir su adapta-

Psicothema, 1999



MERCEDES MARTIN LOPEZ Y JOSE FRANCISCO NAVARRO

cion a nuestras instalaciones y a ciclo de
luz/oscuridad impuesto (luz: 20:00 h a 8:00
h), antes de iniciar €l periodo de aislamien-
to. Transcurrida esa semana, la mitad de los
animales (81) fueron empleados como ani-
males experimentales y controles, siendo
alojados individua mente (durante un perio-
do de 30 dias) en jaulas de pléstico transpa-
rentes (Tecniplast-Letica, Madrid) de 24 x
13.5 x 13 cm. Los 81 ratones restantes fue-
ron utilizados como oponentes «andsmi-
cos», y alojados en grupos de cinco en jau-
las de las mismas caracteristicas que las an-
teriores. Para todos los animales la comida
y bebida se administré «ad libitum». Las
condiciones ambientales del laboratorio
donde estaban ubicados |os animal es fueron
cuidadosamente controladas, manteniéndo-
se una temperatura (20° £ 2 C) y humedad
constantes.

Administracion del farmaco

El midazolam (Dormicum®, Laborato-
rios Roche) fue adquirido comerciamente
en ampollas de 5 mg/5ml, y diluido en solu-
cion salina para preparar las dosis corres-
pondientes. Las dosis elegidas para €l trata
miento agudo y croénico fueron 0.5, 1y 1.5
mg/kg de midazolam, mientras que los ani-
males del grupo control recibieron solucion
salina (ver disefio experimental en Tabla 1).

En ambos casos, la administracion se reali-
z6 por via intraperitoneal y de forma pro-
porcional a peso del animal (volumen cons-
tante de 10 ml/kg).

Descripcion de la anosmia

Numerosas evidencias implican a siste-
ma olfatorio en el desencadenamiento de la
conducta agresiva en roedores (Kemble,
1994). Asi, se ha demostrado que una vez
extirpados los bulbos olfatorios, los anima
les ya no manifiestan conductas ofensivas,
ni siquieraal ser mordidos por miembros de
su misma especie (Denenberg, Gaulin-Kre-
mer, Gandelman y Zarrow, 1973; Bergvall,
Matuszczyk, Dahlof y Hansen, 1991). El
procedimiento més habitual para producir
una anosmia periférica (y transitoria) con-
siste en administrar sulfato de zinc (al 4%)
através de los orificios nasales, lo que ori-
gina una necrosis reversible del epitelio na
sal (Flannelly, Dupree y Thor, 1977; Flan-
nelly y Blanchard, 1982; Donét, Krsiak y
Sulcova, 1994). Larazdn por lacua los ra-
tones machos no luchan contra sus oponen-
tes reside, posiblemente, en que no pueden
oler una feromona presente en la orina de
los ratones, que constituye una sefial desen-
cadenante de la conducta ofensiva en rato-
nes con un olfato normal (Mugford y No-
well, 1970; Donat et al., 1994). En nuestro

Tabla 1
Disefio experimental

DIAS Test
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Grupo 1 (salina; S) S S S S S S S S S S
Grupo 2 (0.5 mg/kg - agudo) S S S S S S S S S M
Grupo 3 (1 mg/kg - agudo) S S S S S S S S S M
Grupo 4 (1.5 mg/kg - agudo) S S S S S S S S S M
Grupo 5 (0.5 mg/kg - crénico) M M M M M M M M M M
Grupo 6 (1 mg/kg - crénico) M M M M M M M M M M
Grupo 7 (1.5 mglkg - crénico) M M M M M M M M M M

S: Saling; M: Midazolam
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caso, la anosmia se llevé a cabo mediante
instilacion de un volumen de 0.025 ml. de
sulfato de zinc a 4% en cada orificio nasal
de los roedores. Este procedimiento se efec-
tud losdias 1y 3 previos alarealizacion de
cada prueba conductual .

Evaluacién conductual

L os encuentros agonisticos entre |os ani-
males aislados (experimentales y controles)
y los oponentes «andsmicos» tuvieron lugar
en un area neutral. Como zona neutral se
utilizé un recipiente de cristal transparente
con dimensiones de 50 x 26 x 30 cm. Trasla
realizacion de cada encuentro se renovaba
el serrin de dicho recipiente, con € fin de
evitar posibles interferencias de olores.

Antes de comenzar la prueba conductual
se mantenia a los dos animales en extremos
opuestos del area neutral durante un periodo
de adaptacion de 1 minuto, traslo cual sere-
tiraba el separador y daba comienzo laprue-
ba conductual, que duraba 10 minutos. To-
dos los encuentros agonisticos fueron gra-
bados en video para su posterior andlisis
etol 6gico mediante un programa de ordena-
dor (Brain, McAllister y Walmsley, 1989).
Todas las pruebas conductuales se rediza-
ron a los 30 minutos de la Ultima adminis-
tracion del farmaco, inicidndose los encuen-
tros agresivos en la segunda hora del perio-
do de oscuridad (y por tanto de actividad)
de los ratones.

Lasdiez categorias conductuales analiza-
das fueron las siguientes: (1) Cuidado cor-
poral; (2) Escarbar; (3) Exploracién no so-
cial; (4) Exploracion a distancia; (5) Inves-
tigacion socia; (6) Amenaza; (7) Atague;
(8) Evitacion/huida; (9) Defensa/sumision,
y (10) Inmovilidad. Cada categoria repre-
senta una suma de diferentes elementos y
posturas. Una descripcién mas detallada de
estas categorias, asi como de sus elementos
constituyentes se puede encontrar en Brain
et a. (1989), Brain, Cerezo y Haug (1992),
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Martinez, Mifiarro y Simon (1991) y Nava-
rro (1997). La evaluacién conductua se
efectud tan sdlo sobre las conductas exhibi-
das por €l animal experimental. La valora-
cion serealizé de manera «ciega», No cono-
ciendo inicialmente el investigador a qué
condicién experimental pertenecia cada ani-
mal evaluado.

Para el andlisis estadistico de los datos se
empled la prueba no paramétrica «U» de
Mann-Whitney, con el objetivo de estable-
cer comparaciones entre pares de grupos.

Resultados

En la Tabla 2 se muestran las medianas
(con sus rangos) del tiempo acumulado (en
segundos) en cada una de las categorias
conductual es para cada grupo experimental .

Las comparaciones realizadas entre pares
de grupos con la prueba «U» de Mann-Whit-
ney evidenciaron, con € tratamiento agudo,
una reduccion significativa de las conductas
ofensivas (amenazay ataque) con ladosisde
1.5 mg/kg, en comparacién con € grupo con-
trol (p<0.01). Por otra parte, se aprecio tam-
bién un incremento significativo en las con-
ductas de cuidado corporal con la dosis de
1.5 mg/kg (p<0.02), frente a grupo control.

Respecto a tratamiento crénico, fue de
nuevo la dosis de 1.5 mg/kg la Unica que
mostré una reduccién significativa en las
conductas de ataque (p<0.01), en compara-
cion con e grupo salino. Asimismo, al reali-
zar comparaciones entre los grupos agudos y
Sus respectivos grupos crénicos, observamos
que laadministracion durante diez diasdela
dosis de 1.5 mg/kg de midazolam redujo de
forma significativalas conductas de cuidado
corporal, en comparaciéon con los animales
gue recibieron una administracion aguda
(p<0.05). Del mismo modo, €l tratamiento
cronico con ladosis de 1 mg/kg produjo una
disminucion significativa de las conductas
de escarbar y exploracién no socia, en com-
paracion con e grupo agudo (p<0.05).

Psicothema, 1999
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Tabla 2
Medianas y rangos (entre paréntesis) del tiempo acumulado (en segundos) en cada categoria conductual .
“U» de Mann-Whitney: comparaciones con €l grupo salino: *p<0.05; **p<0.02; *** p<0.01; comparacio-
nes con el tratamiento agudo: # p<0.05
Dosis de midazolam (mg/kg)
Tratamiento agudo Tratamiento croénico
Categorias Salina 05 1 15 05 1 15
conductuales
Cuidado corporal 47 6,2 59 **12,3 44 4.2 #6,8
(0,6:9) (0-17,2) (0,7-15,5) (3,2-66,3) (0-20,1) (0,7-19,1) (1,6-20,2)
Escarbar 6,7 7,6 43 119 43 #0,6 37
(0-32,4) (0-32,6) (0-25,8) (054,7) (0-25,8) (0-15) (0-54,3)
Exploracion no social 2916 327,2 308,7 3225 294,3 #* 256,7 286,3
(254,4-369,9)  (224,1-392)  (147,2-397,8) (251,6-4065) (216,6-360,6) (1432-320,1)  (167,9-405)
Exploracion a distancia 291 242 15,7 178 225 275 213
(2,1-160,6) (8,6-436) (4,3-148,4) (0,7-124) (76-509)  (4,2-1033) (2,8-214)
Investigacion social 94,9 86,6 155 161,7 72,1 138,3 118,7
(37,9-1988)  (337-263)  (19,2-2505)  (45-2265)  (27,1-2476)  (4,2-3026)  (40,8-2853)
Amenaza 98,3 88,8 54,8 ***23 1132 87,2 69,8
(65,3-13067)  (0-192,5) (0-1369)  (0,35162,6)  (0-163,1) (0-202,2) (0-210,2)
Ataque 394 46,4 59,7 ***34 55,6 439 ***86
(9,6-150,6) (0-135,4) (0-96,5) (0-105,7) (0-139,2) (0-120,2) (0-162,7)
Evitacion/huida 0 0 0 0 0 0 0
(0-:0) (0-0) (0-32,3) (0-11,2) (0-24,5) (0-32,8) (0-53,1)
Defensa/sumision 0 0 0 0 0 0 0
(0-0) (0-:0) (0-14) (0-0) (0-0,5) (0-08) (0-25)
Inmovilidad 0 0 0 0 0 0 0
(0-:0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0)
Discusion Por otra parte, las dosisde 0.5y 1 mg/kg no

La administracion aguda de midazolam
ha demostrado ejercer una claray selectiva
accion antiagresiva con la dosis de 1.5
mg/kg, puesto que redujo las conductas
ofensivas (amenaza y ataque) sin un incre-
mento concomitante de la inmovilidad, o
una disminucién del resto de las conductas
motoras (ver Tabla 2). De hecho, con la do-
sis de 1.5 mg/kg se observé incluso un au-
mento de las conductas de cuidado corporal.
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modificaron de forma significativa ninguna
de las conductas evaluadas.

En general, nuestros resultados estan en
consonancia con el Unico trabajo en el que
se ha evaluado la accién antiagresiva del
midazolam. Asi, Rodgers y Waters (1985),
utilizando un modelo animal de intruso-re-
sidente, observaron una marcada reduccion
de las conductas agresivas con dosis de 5
mg/kg sin que se apreciaran efectos sedan-
tes; tan sdlo cuando se incrementd la dosis
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hasta 10 mg/kg se constaté una disminucién
general en casi todas las conductas evalua-
das debido a la sedacion. Asimismo, no ob-
tuvieron efectos antiagresivos con dosis de
0.3, 0.6 y 1.2 mg/kg, ni tampoco apreciaron
modificaciones significativas en € resto de
las conductas analizadas, coincidiendo con
los resultados que hemos descrito con las
dosisde 0.5y 1 mg/kg. Sin embargo, estos
autores tampoco observaron una accion an-
tiagresiva con la dosis de 2.5 mg/kg, mien-
tras que nosotros la encontramos con una
dosis de 1.5 mg/kg. Probablemente, la cau-
sa de la falta de concordancia en la dosis
efectiva para producir una actividad antia-
gresiva resida en el empleo de modelos de
agresion y criterios de evaluacion conduc-
tua diferentes.

El perfil antiagresivo especifico observa
do con el midazolam coincide con & consta-
tado con otras benzodiacepinas como € clo-
bazam (Martin-L épez y Navarro, 1996), ben-
tazepam (Martin-Lopez y Navarro, 1998),
asi como con compuestos no benzodiacepini-
cos tales como lazopiclona (Martin-L 6pez et
al., 1994) y e zolpidem (Martin-Lopez y Na-
varro, en preparacion). Todos estos farmacos
gjercen su accion sobre € complejo receptor
GABA,/BDZ/CI-, lo cud indica que dicho
receptor debe estar implicado en la modula
Cién de laagresion en roedores.

Por otra parte, no hemos observado dife-
rencias significativas en las conductas dein-
vestigacion social ni en las exploracién no
social, cuyo incremento hasido considerado
por algunos autores como un buen predictor
delaaccion ansiolitica de los farmacos (Kr-
siak et a., 1984). En este sentido, Rodgersy
Waters (1985) tampoco hallaron incremen-
tos en las conductas de interaccion socia en
los animales tratados con midazolam. Es
mas, en nuestro experimento observamos
un incremento significativo en conductas de
cuidado corporal con la dosis més alta utili-
zada, mientras que generalmente los ansio-
liticos reducen €l incremento de conductas
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de cuidado corporal producidas por situa-
ciones de conflicto (Mitchell, 1994).

Con el tratamiento cronico, €l efecto an-
tiagresivo constatado con la dosis de 1.5
mg/kg se mantuvo, por lo que no se eviden-
Ci6 desarrollo de tolerancia a la accion an-
tiagresiva del midazolam. Al igual queen el
tratamiento agudo, las dosis de 0.5 y 1
mg/kg no produjeron efectos significativos
sobre las conductas ofensivas. No conoce-
mos ningun trabajo donde se haya examina
do €l efecto de la administracion crénica de
midazolam sobre la conducta agresiva, sien-
do por lo tanto éste el primer estudio donde
se haconstatado dicha accion. Estaausencia
de tolerancia a su accién antiagresiva ha si-
do descrita también recientemente con otras
benzodiacepinas como el bentazepam (Mar-
tin-LOpez y Navarro, 1998).

A pesar de tratarse de una benzodiacepina
fundamentalmente sedante, no hemos obser-
vado sedacion con ninguna de las dosis utili-
zadas en la prueba de agresion redlizada alos
treinta minutos de la Ultima administracion
del farmaco; sin embargo, observaciones rea-
lizadas durante los diez dias de tratamiento
nos permiten afirmar que aproximadamente
entre los 7-10 minutos siguientes a la admi-
nistracion del farmaco, y de manera ssteméa
tica, los ratones tratados con midazolam mos-
traban conductas de inmovilidad que se pro-
longaban durante 5 0 10 minutos. Sin embar-
go, después de 5-7 dias de administracion re-
petidadd farmaco, dgjamos de observar estas
conductas. En este sentido, se ha descrito un
desarrollo de tolerancia a la accién sedante
dd midazolam con dosisde 1y 4 mg/kg, eva
luada alos 2 o0 alos 30 minutos de la admi-
nistracion del farmaco (King, Bouton y
Musty, 1987), asi como a la administracion
durante 10 dias de dosis més altas (10 mg/kg)
(Sanger y Zivkovic, 1992). En cuaquier caso,
lo que sugieren estos datos es la posible exis-
tencia de una disociacion entre la accion an-
tiagresiva'y sedante, obtenida en nuestro tra-
bajo con ladosis de 1.5 mg/kg de midazolam.
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