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RESUMEN 

 

Introducción: El estrés es una respuesta fisiológica ante un estímulo adverso, al no ser 

afrontado correctamente genera efectos negativos dañando la salud del individuo 

produciendo ansiedad y/o depresión. Los estímulos pueden ser de origen psicológico o social 

y estos se ven afectados por cambios biológicos que predisponen a los efectos negativos del 

estrés. En el organismo femenino existen cambios hormonales que predisponen al estrés y a 

sus efectos negativos, como la deficiencia de hormonas ováricas en la menopausia. Se han 

evaluado estos efectos en ratas con deficiencias de hormonas ováricas, esto apoyado de la 

ovariectomía y se ha demostrado una vulnerabilidad al estrés. Esto es atenuado por 

compuestos de origen natural como el flavonoide crisina, extraído principalmente de la planta 

Passiflora caerulea, la cual presenta un efecto similar a la benzodiacepinas al interactuar con 

el receptor GABA. Objetivo: Evaluar el efecto protector del flavonoide crisina sobre el 

afrontamiento al estrés agudo y severo en ratas ovariectomizadas. Métodos: Se incluyeron 

48 ratas hembra adultas de la cepa Wistar (250-300 gr) 12 semanas post-ovariectomia. Se 

formaron 6 grupos experimentales: un grupo le fue administrado vehículo, a otros 3 grupos 

se les administró flavonoide crisina a concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg, un grupo 

control (sin estrés) y un grupo con 2.0 mg/kg de diazepam como sustancia de referencia 

ansiolítica. Se evaluó a los sujetos en la prueba de campo abierto (5 min.) luego fueron 

sometidos a estrés en la prueba de nado forzado por 15 min para después de 24 horas volver 

a ser evaluadas en la prueba de campo abierto por 5 min. Resultados: El nado forzado alteró 

los indicadores de ansiedad que fueron revertidos por una dosis de 2mg/kg del flavonoide 

crisina. Conclusión: El flavonoide crisina (2.0 mg/kg) ejerce un efecto protector contra los 

efectos estresantes generados por el estrés agudo en ratas con ausencia crónica de hormonas 

ováricas inducida por la ovariectomía. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El estrés es una respuesta fisiológica general del organismo ante estímulos o situaciones 

socio-ambientales que pueden ser potencialmente adversas para el individuo (Valés, 2012). 

Cuando un organismo no afronta de manera adecuada el estrés es más vulnerable a padecer 

alteraciones que impactan negativamente en la salud del individuo y puede desarrollar 

alteraciones emocionales y afectivas como la ansiedad y la depresión (Barra-Almagia, 2004), 

entre otras. Dentro de los factores estresantes más comunes se encuentran los psicológicos y 

los sociales, aunado a los cambios biológicos propios del desarrollo que promueven un 

desequilibrio en los sistemas de neurotransmisión y en el eje corticotrópico, que en conjunto 

predisponen al desarrollo de enfermedades.  

Durante el desarrollo biológico de la mujer hay cambios naturales en la producción de 

hormonas, los cuales son dependientes de la fase del ciclo reproductivo o de la edad. En 

estados fisiológicos específicos como son el periodo premenstrual, el post-parto, el climaterio 

y la menopausia se observa una mayor vulnerabilidad a los efectos negativos del estrés, 

produciendo en las mujeres una mayor frecuencia y severidad de estados de irritabilidad, 

ansiedad y depresión (Couto-Núñez y Nápoles-Méndez, 2014); lo cual está asociado con la 

reducción de las hormonas esteroides como el estradiol y la progesterona.  

Particularmente, en la mujer que cursa por la menopausia natural o quirúrgica se ha descrito 

una mayor severidad de los efectos negativos del estrés, asociada al decline permanente de 

las hormonas ováricas. El efecto de la ausencia crónica de hormonas ováricas se ha evaluado 

en ratas con 12 semanas post ovariectomía (modelo de menopausia quirúrgica), donde se 

detecta esa mayor vulnerabilidad al estrés (Picazo et al., 2005; Rodríguez Landa et al., 2012), 

el cual puede ser atenuado por algunos fármacos ansiolíticos como el diazepam, algunos 

antidepresivos como la fluoxetina y con productos de origen natural como los flavonoides 

(Guimaraes Amaral et al., 2014) 

Uno de los flavonoides que ha sido estudiado como potencial agente anti-estrés, ansiolítico 

y antidepresivo es el flavonoide crisina (5-7, dihdroxiflavona) obtenido de las flores de 

Passiflora caerulea o de Passiflora incarnata, el cual tiene un efecto similar al de las 
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benzodiacepinas por su interacción con el receptor GABAA (Brown et al., 2007). Este 

flavonoide ejerce efectos ansiolítico en ratas con ausencia crónica de hormonas ováricas, 

pero se desconoce si el pre tratamiento con crisina es capaz de amortiguar el efecto negativo 

del estrés agudo severo en ratas con ausencia crónica de hormonas ováricas, permitiendo al 

animal desarrollar estrategias adecuadas de afrontamiento que reduzcan las alteraciones 

conductuales inducidas por el estrés, lo cual fue explorado en la presente investigación con 

la finalidad de contribuir al conocimiento de las acciones biológicas de este flavonoide con 

la idea de que en un futuro pueda ser incluido como una parte de la terapéuticas para el 

manejo de las alteraciones emocionales y afectivas asociadas con el estrés en sujetos con 

ausencia crónica de hormonas ováricas.   
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Estrés 

El término estrés se suele asociar a un estado patológico, sin embargo, alude a una reacción 

fisiológica del ser humano y otras especies animales ante situaciones amenazantes o de 

excesiva demanda, y pueden contribuir a la supervivencia del sujeto y de la especie 

dependiendo del contexto y de las estrategias de afrontamiento de los individuos (Vales, 

2012). Generalmente, el estrés se asocia con la incapacidad de resolver problemas en un 

contexto social o psicológico (Dolan et al., 2005); sin embargo el estrés bajo ciertas 

condiciones puede ser benéfico y llevar al organismo a un estado de adaptación que impactará 

positivamente en su capacidad de supervivencia, por el contrario si no hay un adecuado 

proceso de adaptación puede ocurrir el desarrollo de enfermedades.  

El eustrés (estrés positivo) hace referencia a situaciones y experiencias en las cuales el estrés 

tiene resultados y consecuencias positivas porque produce la estimulación y activación 

adecuadas al entorno, que permiten a las personas lograr en su actividad resultados 

satisfactorios. Las personas que afrontan positivamente el estrés se caracterizan por ser 

creativas y motivadas; se mantienen viviendo y trabajando, se enfrentan y resuelve 

problemas. En este estado se obtienen beneficios para la salud del ser humano. Por su parte 

el distrés (estrés negativo) se refiere a situaciones y experiencias personales desagradables, 

molestas y con probables consecuencias negativas para la salud y el bienestar. Esta segunda 

dimensión del estrés ha recibido mayor atención en las investigaciones científicas y es como 

se ha entendido en forma habitual el término estrés. La vida cotidiana se encuentra repleta de 

estresantes negativos, algunos psicológicos tales como un mal ambiente de trabajo, el 

fracaso, la ruptura familiar y el duelo, entre otros (Arias-Galicia et al., 2009); pero también 

hay estresores físicos como el ruido, la contaminación, el calor extremo y el dolor, entre 

otros. 

Para que el estrés se desarrolle en un sujeto se han propuesto tres fases según Mucio-Ramírez, 

2007:  



12 
 

1. Reacción de alarma. El organismo responde al sentirse amenazado por las 

circunstancias del medio ambiente. En el cerebro, que es el órgano principal de 

respuesta al estrés, se estimula al hipotálamo quien produce la hormona liberadora de 

la corticotrofina (CRH). La liberación de este factor se estimula también por 

noradrenalina, serotonina, acetilcolina y el neuropéptido Y. La modulación 

inhibitoria de esta liberación está dada por el cortisol principalmente, además de del 

ácido gama-amino butírico (GABA) y dinorfina. La CRH liberada viaja por los 

capilares de sistema portahipofisiario y se une a receptores específicos en las células 

corticotrópicas de la glándula hipófisis, esto promueve la liberación de la hormona 

adrenocorticotrófica (ACTH) y de β- endorfina. La hormona ACTH viaja por el 

torrente sanguíneo hasta la corteza de la glándula suprarrenal, quien produce 

cortisona y corticosterona. A su vez otro mensaje viaja desde el hipotálamo hasta la 

médula suprarrenal y activa la secreción de adrenalina. Todas estas moléculas 

desempeñan un papel crucial ya que coordinan componentes endocrinos, 

inmunológicos y conductuales. Hay un delicado balance en la acción de la CRH que 

se inicia en el hipotálamo e involucra a las moléculas que estimulan o inhiben su 

secreción, posteriormente la estimulación de la corteza suprarrenal libera cortisol que 

viaja por el torrente sanguíneo y al unirse a receptores de las neuronas que producen 

CRH se inhibe el ciclo, lo que permite una modulación de esta etapa.  

2. Estado de Resistencia. Cuando un individuo es sometido en forma prolongada a la 

amenaza de agentes lesivos: físicos, químicos, biológicos, psicológicos o sociales 

puede adaptarse a dichas demandas de manera progresiva o puede ocurrir que 

disminuyan sus capacidades de respuesta al estrés. Durante esta fase suele ocurrir un 

equilibrio dinámico u homeostático entre el medio interno y externo del individuo. 

Así, si el organismo tiene la capacidad para resistir mucho tiempo, su sistema de 

alostasis le permitirá adaptarse, en caso contrario avanzará a la fase siguiente.  

3. Fase de agotamiento. La disminución progresiva de la respuesta de un organismo 

frente a una situación de estrés prolongado conduce a un estado de gran deterioro, es 

decir tiene una carga alostática, que conlleva a una pérdida importante de sus 

capacidades fisiológicas. Con ello sobreviene la fase de agotamiento en la que el 
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sujeto suele sucumbir ante las demandas ya que se reducen al mínimo sus capacidades 

de adaptación e interrelación con el medio, es aquí cuando puede originarse el 

desarrollo de diversas enfermedades. 

 

Ilustración 1. Fases del estrés según Melgoza (1999) 

Cabe señalar que a lo largo de la vida hay etapas en el desarrollo del individuo donde existe 

una mayor vulnerabilidad a los efectos negativos del estrés, los cuales en la mayoria de las 

veces se relaciona con los cambios hormonales propios del desarrollo que impactan 

negativamente en la fisiología y neuroquímica cerebral. Un caso particular se observa en la 

mujer, donde la disminución de las concentraciones de hormonas esteroides favorece el 

desarrollo de desórdenes afectivos y emocionales, así como una mayor vulnerabilidad a los 

estresores físicos y psicológicos, como se ha observado en la mujer que cursa por la 

menopausia natural o quirúrgica.   

 

2.2 Menopausia natural y quirúrgica 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define la menopausia natural como el cese 

permanente de la menstruación, determinado de manera retrospectiva, después de 12 meses 

consecutivos de amenorrea, sin causas patológicas. En la menopausia la función ovárica cesa 

de una manera progresiva y paulatina, se produce una deficiencia de estrógenos y 

progestágenos, y la aparición de una serie de síntomas ligados a esa deficiencia hormonal. 
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Éstos son muy variables de una mujer a otra y afectan en mayor o menor grado su bienestar 

físico y psíquico. La menopausia se divide para su estudio en tres fases dependiendo de la 

edad y sintomatología del individuo: 

 Menopausia: Cese definitivo de la menstruación. Se diagnostica tras 12 meses 

consecutivos de amenorrea y se divide de la manera siguiente: 

 Perimenopausia: Establecida desde el inicio de los síntomas climatéricos hasta la 

menopausia. 

 Posmenopausia: Se extiende desde la menopausia hasta los 64 años de edad, 

aproximadamente. 

Los síntomas de la menopausia se dividen en varias categorías como los síntomas 

vasomotores de los cuales destacan los bochornos y las sudoraciones nocturnas; los síntomas 

genitourinarios son comunes dentro de poblaciones de mujeres caucásicas como la atrofia 

vaginal, la incontinencia urinaria y en casos aislados sangrados uterinos anormales; otra parte 

de la sintomatología es la disminución de la libido y en ciertas poblaciones de México se 

reportan síntomas somáticos como aumento de la inflamación interna y presencia de dolores 

articulares (Canto de Cetina, 2006). 

La menopausia artificial se define como el cese definitivo de la menstruación por daño 

gonadal irreversible inducido por exéresis quirúrgica, radioterapia o quimioterapia. De 

acuerdo con el Consejo de Sociedades Afiliadas de menopausia (CAMS), de la International 

Menopause Society, menopausia inducida es el cese de la menstruación que sigue a la 

remoción quirúrgica de ambos ovarios (ooforectomía bilateral con histerectomía o sin ella) 

o la resección iatrogénica de la función ovárica por quimioterapia o radioterapia. La 

ooforectomía bilateral es la causa más común de menopausia inducida o quirúrgica (Couto-

Núñez et al., 2012). 

Tras la remoción o inactivación de los ovarios, se produce un cese de la función ovárica que 

disminuye la producción hormonal de estrógenos, específicamente del estradiol que es el más 

potente y el cual se relaciona con síntomas característicos del síndrome climatérico que se 

presenta en 2 de cada 3 mujeres. Los principales síntomas son los siguientes: sofocos, 
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sudoraciones, palpitaciones, parestesias, náuseas, cefalea, insomnio y vértigos (Lagunes 

Botell, et al, 1997); así como una mayor incidencia de trastornos emocionales y afectivos 

(Rodríguez-Landa et al., 2015). 

2.3 Vulnerabilidad al estrés durante la menopausia 

El ovario genera múltiples compuestos hormonales, inmunológicos y de crecimiento de 

acción paracrina, endocrina o autocrina. Las neuroesteroides tienen la capacidad de regular 

los neurotransmisores en el cerebro si existe una disminución en los niveles séricos de 

hormonas como los estrógenos o los progestágenos y se produce un desequilibrio en los 

neurotransmisores cerebrales (Vieitez et al., 2000). 

En la respuesta al estrés participan dos ejes, el gonadotrópico y el corticotrópico. El primero 

es regulado por los estrógenos y se encarga de activar al eje corticotrópico (HPA) encargado 

principalmente de la actividad del individuo ante situaciones estresantes, modulando su 

intensidad (Duval, 2010); un desequilibrio en este eje desencadena los efectos adversos 

propios del estrés. El HPA está íntimamente relacionado con la menstruación y se ha 

observado que en la menopausia sea natural o por ofoorectomía inhibe este eje, el cual se 

puede restablecer por medio de la administración de estradiol. 

Desde el punto de vista endocrino del climaterio, se caracteriza por el cese de funciones 

ováricas que conllevan a un hipogonadismo hipergonadotrófico. El elemento más marcado 

del hipogonadismo es el déficit estrogénico y la inversión de la relación relativa de los 

estrógenos séricos. Ocurre como tal un hipoestrogenismo, un cambio en el perfil estrogénico. 

Esto determinará un hipotrofismo de los órganos diana de esta hormona, al final esta baja en 

los niveles de estrógenos generará un cese de neuroaminas estrógeno dependientes, que en 

determinadas áreas del sistema nervioso central funcionan como moduladoras sobre la 

respuesta de vigilancia. Lo anterior explica las alteraciones como la irritabilidad, insomnio, 

ansiedad, mayor respuesta al estrés, todo lo que indudablemente afecta el comportamiento 

global y sexual de la mujer. El hipoestrogenismo también ocasiona una disminución del 

triptófano a nivel del sistema nervioso central, lo que se vincula con una disminución de la 

actividad serotoninérgica, lo que explica las alteraciones afectivas (depresión), así como 
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variaciones en los centros del placer y la saciedad. También se ha identificado que hay una 

disminución de los receptores dopaminérgicos vinculados al déficit estrogénico, esto altera 

la sensibilidad al dolor y los estados placentero, entre otros (Arena, 2006). 

2.4 La ovariectomía en la rata como modelo de menopausia quirúrgica 

La ovariectomía en animales se utiliza como modelo de menopausia por los cambios 

hormonales, fisiológicos y bioquímicos semejantes a los que ocurren al llegar la menopausia 

en las mujeres (Ho et al., 2007), (ooferectomía) tales como, alteraciones cardiovasculares, 

reproductivas, óseas y también en la sensibilidad de los receptores de neurotransmisores. Este 

cambio puede generar un impacto negativo en la conducta de las ratas, produciendo 

conductas propias de un estado ansioso o de deseperanza conductual, estas alteraciones 

pueden ser evaluadas en modelos experimentales de ansiedad y depresión, con la finalidad 

de conocer el sustrato neurobiológico subyacente a estas alteraciones emocionales y 

afectivas, así como para evaluar potenciales efectos terapéuticos de diversas sustancias 

(Rodríguez-Landa et al., 2015). 

Picazo y colaboradores (2006), encontraron que en ratas con 12 semanas post-ovariectomía 

existe un incremento en los indicadores conductuales de ansiedad, con respecto a ratas que 

sólo tuvieron 3 semanas postovariectomía; los autores sugieren que estos cambios en el 

estado emocional de la rata se relacionan con la reducción de las concentraciones de 

hormonas esteroides, tal como ocurre en la mujer bajo estas condiciones. En soporte  

Rodríguez-Landa y colaboradores (2009) encontraron que en el laberinto de brazos elevados 

las ratas con 12 semanas postovariectomía hay mayores indicadores de ansiedad, los cuales 

fueron prevenidos al administrar el fitoestrógeno genisteína, también observaron una mayor 

vulnerabilidad a los efectos negativos del estrés en el modelo de nado forzado. De igual 

manera algunos estudios que se encuentran en proceso se ha determinado que el flavonoide 

crisina ejerce efectos ansiolíticos en ratas con 12 semanas postovariectomía. 
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2.5 Flavonoides 

Los flavonoides son una clase de pigmentos vegetales presentes en frutos y derivados 

vegetales (Khoo et al., 2010). Pueden ser fácilmente digeridos y son parte esencial de la dieta 

humana. Más de 4000 tipos de flavonoides activos han sido identificados los cuales según 

Escamilla-Jiménez y colaboradores (2009) pueden ser clasificados de la siguiente manera: 

 

Tabla 1. Clasificación de los flavonoides (Escamilla-Jiménez et al., 2009) 

Nombre Descripción Ejemplo Estructura 

Antocianidinas Posee un grupo 

hidróxilo unido en 

posición 3, pero 

además poseen un 

doble enlace en los 

carbonos 2 y 3 de 

anillo C. 

Cianidina 

 

Flavanos Con un grupo 

hidroxilo en posición 3 

del anillo C. 

Catequina 

 

Flavonas Poseen un grupo 

carbonilo en posición 

4 del anillo C y 

carecen del grupo 

hidroxilo en posición 

C3. 

Casticina 

 

Flavonoles Grupo carbonilo en 

posición 4 y un grupo 

hidroxilo en posición 3 

del anillo C. 

Quercetina 

 

Isoflavonas Anillo B migra de la 

posición 2 a la 

posición 3 del anillo C. 

Genisteína 

 

 

En general los flavonoides poseen una acción antioxidante porque pueden unirse a los 

polímeros biológicos, tales como enzimas, transportadores de hormonas y al ADN; quelar 

iones metálicos transitorios, tales como Fe2+, Cu2+ y Zn2+, catalizar el transporte de electrones 



18 
 

y depurar radicales libres. Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en 

patologías tales como diabetes mellitus, cáncer, cardiopatías, infecciones víricas, úlcera 

estomacal y duodenal, e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser destacadas son sus 

acciones antivirales y antialérgicas, así como sus propiedades anti-trombótica y anti-

inflamatoria. (Martínez-Flórez et al., 2002). También recientemente, se ha reportado que los 

flavonoides tienen la capacidad de ser reconocidos por receptores del ácido gama-amino 

butítico (GABA), por lo que les confieren actividad sedante, anticonvulsivante y ansiolítica 

(Estrada-Reyes et al., 2009), entre otras. 

Las flavonas tienen una estructura común: Los anillos A y C se encuentran fusionados y el 

anillo α fenilo B se encuentra anclado a la posición 2 del anillo C como se observa en la 

ilustración 1. 

 

Ilustración 2. Estructura base de los flavonoides. (Martínez-Flórez et al., 2002) 

2.6 El flavonoide crisina 

La crisina (5,7 dihidroxiflavona) es un fitoquímico polifenólico presente en la miel de acacia 

y en Passiflora caerulea. La crisina (Ilustración 2) posee múltiples propiedades, entre ellas 

inhibidor de la aromatasa y de la inactivación del virus de la inmunodeficiencia humana en 

periodo de latencia (Critchfield et al., 1996). También se ha demostrado su efecto 

antiinflamatorio y antioxidante, así como su actividad quimiopreventiva en células 

cancerígenas induciendo la apoptosis en diversos tipos de células humanas y de rata (Kuo y 

Yang, 1995).  
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Ilustración 3. Estructura del flavonoide crisina (Ochoa y Santiago, 2016) 

Se ha comprobado el efecto ansiolítico y antidepresivo del flavonoide crisina en múltiples 

pruebas como en el laberinto elevado en cruz en el cual se presenta una reducción del tiempo 

de permanencia en los brazos cerrados lo cual sugiere un efecto ansiolítico (Brown et. al., 

2007). Este flavonoide ejerce su mecanismo de acción sobre el sistema nervioso central a 

través de los receptores GABAA, de modo análogo a como ocurre con agentes 

benzodiazepínicos, debido a que cruza la barrera hematoencefálica (Ospina-Chávez, 2013). 

Esto puede generar un efecto protector contra el estrés, lo cual puede ser evaluado mediantes 

técnicas de farmacología conductual (Ochoa y Santiago, 2016). 

El flavonoide crisina ejerce efectos ansiolíticos en un rango de dosis de 1-3mg/kg cuyo efecto 

se establece por interacciones con el receptor GABAA (Zanolli et al., 2000). En diversos 

estudios de nuestro grupo de trabajo se ha evaluado el efecto del flavonoide crisina a nivel 

experimental donde se ha comprobado el efecto ansiolítico y antidesesperanza  (Hernández-

López, 2010; León-Ponciano y Puga-Olguín, 2012), cuando es microinyección en el 

hipocampo. De igual forma, en estudios que se encuentran en curso en nuestro grupo de 

trabajo (datos no publicados), hemos identificado que la crisina ejerce efectos ansiolíticos en 

diferentes condiciones del estado biológico de la hembra relacionado con su ciclo estral o 

bajo ausencia crónica de hormonas ováricas producido por la ovariectomía. Sin embargo, no 

se ha evaluado el efecto que ejerce el tratamiento previo a una sesión de estrés de estrés por 

nado forzado, con este flavonoide sobre las alteraciones conductuales en la actividad motora, 

la motivación y la exploración, lo cual ha sido evaluado en el presente estudio. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Los efectos negativos del estrés pueden predisponer al desarrollo de desórdenes como la 

ansiedad y la depresión, donde las mujeres son más vulnerables que los hombres debido a las 

oscilaciones hormonales a lo largo de su ciclo reproductivo. Las hormonas, principalmente 

las ováricas (estrógenos y progestínas), contribuyen al funcionamiento de las conexiones 

interneuronales involucradas en la regulación del estado emocional y afectivo. La ausencia 

de estas hormonas a nivel neuronal puede generar una vulnerabilidad a los efectos negativos 

del estrés, tal como ocurre durante el síndrome premenstrual, el postparto y la menopausia 

natural o quirúrgica. En este sentido, se han desarrollado diversos esquemas terapéuticos para 

controlar los síntomas de ansiedad y depresión asociados a la disminución de las 

concentraciones de hormonas ováricas, los cuales incluyen a las benzodiacepinas, algunos 

antidepresivos, el reemplazo hormonal y, experimentalmente, se han evaluado los efectos 

farmacologicos de principios activos vegetales como los flavonoides para su posible 

aplicación terapéutica. En este sentido, el flavonoide crisina ejerce efectos ansiolíticos y 

antidepresivos a nivel experimental en ratas con ausencia crónica de hormonas ováricas; no 

obstante se desconoce si este flavonoide tiene la capacidad de prevenir las alteraciones 

emocionales y afectivas asociadas al estrés agudo severo, producido por la prueba de nado 

forzado, lo cual se explora en la presente investigación. Los resultados derivados de esta 

investigación contribuyen a identificar o refutar propiedades terapéuticas de la crisina, para 

en un futuro desarrollar alternativas para el tratamiento de enfermedades desencadenadas por 

el estrés, como la ansiedad y la depresión.  
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4. HIPÓTESIS 

4.1  Hipótesis de trabajo. 

El flavonoide crisina ejerce un efecto protector contra los cambios conductuales asociados al 

estrés inducido por el nado forzado en ratas ovariectomizadas de la cepa Wistar. 

 

 

5. OBJETIVOS 

5.1  Objetivo general. 

 Evaluar el efecto protector del flavonoide crisina sobre el afrontamiento al estrés 

agudo y severo en ratas ovariectomizadas. 

 

5.2 Objetivos específicos. 

 Realizar el procedimiento de extracción quirúrgica de los ovarios en la rata para 

generar un estado de menopausia quirúrgica, equivalente a la ooforectomía en la 

mujer. 

 Analizar los efectos conductuales en la prueba de campo abierto inducidos por la 

sesión de estrés en la prueba de nado forzado. 

 Analizar el efecto protector del flavonoide crisina bajo condiciones experimentales 

condiciones experimentales. 

 Comparar los efectos conductuales del flavonoide crisina con los efectos del 

diazepam en ratas ovariectomizadas.  
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6. METODOLOGÍA 

6.1 Diagrama de flujo 

 

Ratas 12 semanas postovareictomía 

Control 

(n=8) 

Vehículo 

(n=8) 
Crisina 0.5 

mg/kg i.p. 

(n=8) 

Crisina 1 

mg/kg i.p. 

(n=8) 

Crisina 2 

mg/kg i.p. 

(n=8) 

Diazepam 

2 mg/kg 

i.p. (n=8) 

Prueba de 

campo abierto 

(5 min.) 

Prueba de nado forzado 

(15 min.) 

Prueba de campo abierto 

después de 24 horas. (5 

min.) 

Prueba de 

campo abierto 

(5 min.) 

ANOVA de dos factores: 

post hoc Studen-Newman 

Keuls 

Discusión de resultados y 

conclusiones. 
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6.2 Tipo de investigación 

Se realizó un estudio de tipo mixto, experimental y prospectivo en ratas de la cepa Wistar 

con ausencia crónica de hormonas ovaricas inducida por la ovariectomía.  

6.3 Consideraciones éticas 

Todas las manipulaciones de los sujetos experimentales fueron basadas en la NOM-062-

ZOO-1999, en lo relativo al mantenimiento y cuidado de los animales de laboratorio, así 

como en los lineamientos para el uso de animales de laboratorio publicado por el National 

Institute of Health (1999). 

6.4 Sujetos experimentales 

Se incluyeron 48 ratas de 3 meses de edad al inicio de los experimentos, con un peso 

aproximado de 250 a 300 g. Las ratas fueron alojadas en cajas de 44 x 33 x 20 (ancho, largo, 

alto) de acrílico en grupos de 8 ratas, con periodos luz-oscuridad 12 h/12 h y alimento y agua 

ad libitum. 

6.5 Manipulación quirúrgica 

Todos los sujetos experimentales fueron sometidos a ovariectomía por aproximación ventral 

en la cual se rasuró la parte ventral del sujeto y se realizó una incisión separando piel y 

músculo para luego realizar la extirpación de los ovarios. Las heridas fueron limpiadas con 

solución salina y cloruro de benzalconio al 0.13% y cada sujeto fue puesto en una caja 

independiente para su recuperación en un periodo de 24 a 48 horas para vigilar su estado de 

salud y completa recuperación. 12 semanas después del procedimiento quirúrgico iniciaron 

los tratamientos para ser evaluados en las pruebas conductuales. 

6.6 Grupos experimentales y tratamientos  

Se realizó un estudio mixto con 6 grupos (n= 8 ratas por grupo), el primero es un grupo 

control el cual no recibió tratamiento alguno, al segundo se le administró Vehículo (VEH, 

propilenglicol 14%, Tween 80 1% y agua inyectable 85%); el tercer, cuarto y quinto grupo 
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recibieron el flavonoide crisina (CRIS 0.5, 1 y 2mg/kg, respectivamente), y el sexto grupo se 

le administró diazepam (DZP 2mg/kg), el cual es el control farmacológico de actividad 

antiestrés y ansiolítica. Todos los tratamientos fueron administrados vía intraperitoneal (i.p.) 

en un volumen equivalente a 1ml/kg. Los sujetos experimentales fueron sometidos después 

de una hora de la administración, a las pruebas correspondientes: campo abierto (5 min), 

sesión inductora de estrés por nado forzado (15 min) y, 24 horas después nuevamente fueron 

sometidas  a campo abierto (5 min). 

6.7 Sesión inductora de estrés por Nado forzado 

Esta sesión consistió en colocar a la rata durante 15 min en un estanque de 40 x 30 x 50 cm 

con agua (25oC) a una altura que no le permitiera al animal tocar el fondo del estanque, con 

el fin de generar el estrés. Aunque esta prueba fue diseñada para evaluar el potencial efecto 

antidepresivo de diversas sustancias, en este proyecto sólo fue utilizada para inducir el estrés 

agudo severo en la rata (Contreras et al., 2004), por lo que no se evaluó ninguna variable 

conductual. 

6.8 Prueba de campo abierto 

La prueba consiste en colocar a la rata en una caja de acrílico de 44 x 33 x 20 cm  con el piso 

delineado en cuadros de 11 x 11 cm, durante un periodo de 5 min. Las variables evaluadas 

fueron: 

Número de cuadros cruzados: Se considera como cuadro cruzado cuando las patas traseras 

de la rata cambian de cuadro. Esta variable se considera como una medida de la actividad 

motriz del sujeto (desplazamiento). 

Tiempo empleado en el acicalamiento: Es la cantidad de tiempo expresada en segundos que 

ocupa la rata para el auto-aseo. Incluye todas aquellas pautas conductuales dirigidas al auto-

aseo que incluyen movimientos elípticos sobre la nariz, las orejas, la cabeza y el resto del 

cuerpo en un sentido céfalo-caudal. Esta conducta es considerada como un indicador de 

motivación. 
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Conducta vertical: Es la cantidad de tiempo expresada en segundos en el cual la rata se apoya 

en sus dos patas traseras en posición erguida, ya sea apoyándose en la pared o en el centro 

de la caja. Esta conducta es considerada como un indicador de exploración. 

Número de bolos fecales: es la cuantificación de los bolos fecales generados por la rata 

durante los 5 min de prueba. Esta variable es considerada como un indicador de la respuesta 

vegetativa al estrés. 

Tiempo empleado en el centro de caja: es la cantidad de tiempo expresada en segundos que 

la rata pasa dentro en el centro de la caja. Esta variable es considerada como un indicador de 

ansiedad, a mayor tiempo empleado en el centro de la caja, menor ansiedad. 

 

6.9 Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de dos vías considerando como 

factores la condición (antes o después de la sesión de estrés por nado forzado) y los 

tratamientos (vehiculo, crisina o diazepam). Cuando se encontraron diferencias de p≤r0.5, se 

aplicó la prueba post hoc de Studen Newman Keuls. Se utilizó el software de Bioestadística 

Sigma PLOT. Los datos son presentados como la media y el error estándar. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Prueba de actividad locomotriz en campo abierto 

7.1.1 Numero de cuadros cruzados 

El análisis del número de cuadros cruzados de acuerdo a la condición (antes y después de la 

sesión de estrés), reveló diferencias significativas [F (1, 84) 4.52; p= 0.036]. La prueba post 

hoc muestra que después de la sesión de estrés se observa una reducción significativa (p< 

0.05) en esta variable, respecto a la sesión basal (Gráfica 1). 

 

 

Gráfica 1. Número de cuadros cruzados de acuerdo a la condición. La sesión de estrés por 

nado forzado redujo significativamente esta variable respecto a la sesión basal. ANOVA de 

dos vías, post hoc Studen Newman-Keuls. *p< 0.05 vs sesión basal. 
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Por otro lado, el análisis de acuerdo al factor tratamiento reveló diferencias significativas [F 

(5,84) 18.938; p <0.001]. La prueba post hoc reveló que el número de cuadros cruzados fue 

menor en los grupos VEH y CRIS 0.5, con respecto al grupo de control. Mientras que en los 

grupos CRIS 1, CRIS 2 y DZP no se observaron diferencias significativas (Gráfica 2). 

 

Gráfica 2. Número de cuadros cruzado de acuerdo a los tratamientos. Los grupos 

vehículo y Cris 0.5 tuvieron un menor número de cuadruzados, un efecto no observado en el 

resto de lso grupos. ANOVA de dos vías, post hoc Studen Newman-Keuls. *p< 0.05 vs 

Control; +p< 0.5 vs Vehículo. 
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Del mismo modo, el análisis de la interacción de factores también reveló diferencias 

significativas [F (5,84) 18.437; p<0.001]. La prueba post hoc muestra que el estrés por nado 

forzado reduce del número de cuadros cruzados (grupo Veh), respeto a la sesión basal del 

mismo grupo y al grupo control; mientras que el tratamiento con 1 y 2 mg/kg de crisina 

previene el efecto del estrés sobre esta variable de manera semejante al diazepam (Gráfica 

3), es decir, no se reduce el número de cuadros cruzados. 

 

 

 

Gráfica 3. Número de cuadros cruzados. El estrés por nado forzado reduce esta variable 

(grupo Veh), respecto al grupo control, un efecto que es prevenido por el tratamiento con 1 

y 2 mg/kg de crisina (Cris) y con el diazepam (DZP). ANOVA de dos vías, post hoc Studen 

Newman-Keuls. *p< 0.05 vs grupo control (basal y post-estrés); +p< 0.05 vs grupo Vehículo 

(sesión post-estrés). 
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7.1.2 Tiempo empleado en el acicalamiento 

Diferencia entre condición: En la siguiente gráfica (Gráfica 4) se observan los cambios 

entre las ratas en estado basal y cuando fueron sometidas a estrés [F (1,84) 4.625; p=0.034]. 

La post hoc revela una diferencia significativa de las ratas tanto antes como después de una 

sesión de estrés. 

 

 

Gráfica 4. Relación entre la condición y el tiempo empleado en el acicalamiento: Se 

observa un cambio significativo entre los sujetos en estado basal y después del nado forzado. 

ANOVA de dos vías post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs estado basal. 
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Relación entre grupos experimentales: Independientemente de que si las ratas estuvieron en 

estado basal o fueron expuestas a estrés se encontraron múltiples diferencias significativas 

entre ciertos grupos experimentales (Gráfica 5). [F (5,84) 25.237; p <0.001] La prueba post 

hoc reveló que el tiempo empleado en el acicalamiento fue mucho menor en los grupos VEH 

y CRIS 0.5, con respecto al grupo control. Caso contrario con los grupos CRIS 1, CRIS 2 y 

DZP en los que no se observaron diferencias significativas. 

 

Gráfica 5. Relación de los tratamientos entre grupos experimentales: Los tratamientos 

generaron diferencias entre grupos experimentales. ANOVA de dos vías post hoc Studen 

Newman-Keuls. *p<0.05 vs control. +p<0.05 vs vehículo. 
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Relación entre tratamientos y condición en el tiempo empleado al acicalamiento: 

Existen diferencias significativas en el grupo de estrés, observadas en la gráfica 6. Según la 

post hoc los grupos VEH, CRIS 0.5 y CRIS 1.0 mostraron diferencias significativas con 

respecto al grupo de control. [F (5,84) 3.397; p<0.05] 

 

 

Gráfica 6. Análisis del tiempo empleado al acicalamiento con respecto al tratamiento y 

a la condición: Se observan diferencias significativas en el grupo VEH entre el estado basal 

y el estado post-estrés, no así se ven diferencias entre los demás grupos experimentales 

conforme a la condición. ANOVA de dos vías post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs 

el grupo control. + p<0.05 vs el grupo vehículo. 
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7.1.3 Tiempo empleado en la conducta vertical 

Relación de la condición con el tiempo empleado en la conducta vertical: En la gráfica 

7, la post hoc nos muestra una diferencia significativa entre el estado basal y el estado post-

estrés [F (1,84) 5.008; p=0.028].  

 

 

 
Gráfica 7. Relación de la condición en el tiemplo empleado en la conducta vertical: Se 

observa una disminución del tiempo de conducta vertical pequeña pero considerable del 

estado basal y el estado post-estrés. ANOVA de dos vías post hoc Studen Newman-Keuls. 

*p<0.05 vs estado basal. 
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Relación entre grupos experimentales: La post hoc revela que se hallaron diferencias 

significativas entre los grupos VEH, CRIS 0.5 y CRIS 1.0 los cuales presentaron diferencias 

significativas frente al grupo control [F (5,84) 15.11; p<0.001]. Todo esto observado en la 

Gráfica 8. 

 

 

 

 

Gráfica 8. Relación entre grupos experimentales con el tiempo empleado en conducta 

vertical: Se observan cambios significativos entre grupos experimentales. ANOVA de dos 

vías post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el grupo control (CTRL). +p<0.05 vs el 

grupo VEH (Vehículo). 
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Relación entre tratamiento y condición en el tiempo empleado a la conducta vertical: 

Se observaron cambios significativos tanto en los grupos en estado basal como en estado 

post-estrés [F (5,84) 1.267; p=0.286] pero los cambios más significativos se encuentran en 

el estado post-estrés (Gráfica 9), la post hoc nos revela que los grupos VEH, CRIS 0.5 y 

CRIS 1.0 presentaron diferencias significativas frente al grupo CTRL. 

 

 

 

Gráfica 9.  Relación entre tratamientos y condición en el tiempo de conducta vertical: 

Se observan cambios significativos entre el estado basal y el estado post-estrés en los grupos 

VEH y CRIS 0.5. ANOVA de dos vías post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el grupo 

de control. + p<0.05 vs el grupo vehículo. 
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7.1.4 Número de bolos fecales 

Relación entre la condición y la cantidad de bolos fecales: En la gráfica 10 se observa una 

diferencia significativa entre los sujetos en estado basal  y en el estado post-estrés  y la post 

hoc nos demuestra que hubo cierta influencia del estrés inducido por el nado forzado y el 

número de bolos fecales liberados por los sujetos [F (1,84) 65.534; p<0.001]. 

 

 

 

 
Gráfica 10. Relación del número de bolos con la condición: Se observa un cambio 

significativo entre los sujetos en etapa pre-estrés a los de etapa post-estrés. ANOVA de dos 

vías post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 con respecto al estado basal. 
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Diferencias entre grupos experimentales y cantidad de bolos fecales: La post hoc nos 

muestra cambios significativos entre los grupos de control y el grupo VEH, CRIS 0.5 y CRIS 

1.0. [F (5,84) 12.568; p<0.001] (Gráfica 11). 

 

 

Gráfica 11. Relación de los tratamientos con los grupos experimentales: Se observan 

diferencias significativas entre los grupos experimentales. ANOVA de dos vías post hoc 

Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el grupo de control. +p<0.05 vs el grupo vehículo. 
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Relación entre condición y tratamientos en el número de bolos fecales: En los grupos en 

estado basal no se observaron diferencias significativas con alguno de los tratamientos 

administrados [F (5,84)13.093; p<0.001]; la post hoc nos revela diferencias significativas 

entre los grupos VEH, CRIS 0.5 y CRIS 1.0 (Gráfica 12).  

 

Gráfica 12. Relación de los tratamientos y la condición en el número de bolos fecales: 

El estrés incrementó en número de bolos fecales en los grupos VEH, CRIS 0.5 y CRIS 1.0. 

El número de bolos fecales disminuyo en los grupos CRIS 2.0 y DZP aún después de la sesión 

de estrés. ANOVA de dos vías post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el grupo control. 

+p<0.05 vs el grupo vehículo. 
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7.1.5 Tiempo empleado en el centro de la caja 

Relación entre condición y el tiempo empleado en el centro de la caja: En la gráfica 13 

la post hoc nos muestra un cambio significativo entre los sujetos en estado basal y los sujetos 

después de la sesión de estrés lo cual determina que el estrés por nado esforzado repercute 

en el tiempo en el centro de la caja [F (1,84) 42.409; P<0.001]. 

 

 

 

 

 
Gráfica 13. Relación entre la condición con el tiempo en el centro: Se observa un 

decremento en el tiempo en el centro de la caja después de las sesiones de estrés. ANOVA 

de dos vías post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs en grupo en estado basal. 
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Relación entre los grupos experimentales y el tiempo en el centro de la caja: Los grupos 

experimentales (Gráfica 14) que mostraron un diferencia significativa [F (5,84) 9.107; 

p<0.001. La post hoc revela que entre los grupos VEH, CRIS 0.5 y CRIS 1.0 presentan 

diferencias significativas frente al grupo de control. 

 

 

 

 

Gráfica 14. Relación entre grupos experimentales y tiempo en el centro de la caja: Los 

grupos VEH, CRIS 0.5 y CRIS 1.0 presentan una notoria diferencia ante el grupo control. 

ANOVA de dos vías post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el grupo de control. 

+p<0.05 frente al grupo vehículo. 
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Relación entre tratamientos y condición en el tiempo empleado en el centro de la caja: 

Dentro de los sujetos en estado basal no se demuestran diferencias significativas entre sí 

como lo muestra la Gráfica 15 [F (5, 84) 10.278; p<0.001]. La post hoc nos mostró que los 

sujetos después de ser sometidas a estrés mostraron diferencias significativas principalmente 

los grupos VEH, CRIS 0.5 y CRIS 1.0 frente al grupo de control. 

 

 

 

 

 

Gráfica 15. Relación entre la condición y los tratamientos en el tiempo de estadía en el 

centro de la caja: Se observan cambios significativos después del estrés en los grupos VEH, 

CRIS 0.5 y CRIS 1.0. ANOVA de dos vías post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el 

grupo control en la etapa post estrés. +p<0.05 vs el grupo vehículo. 
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8. DISCUSIÓN 

En el presente proyecto se evaluó el efecto protector del flavonoide crisina contra las 

alteraciones conductuales inducidas por el estrés generado en el nado forzado en ratas 

ovariectomizadas. Los resultados pueden resumirse de la siguiente manera: el estrés en 

campo abierto nos dio varios parámetros que podemos medir y que nos dice si el sujeto tiene 

algún efecto negativo del estrés. Dentro de la investigación estos parámetros resultaron 

afectados frente a grupo de control tanto en dosis de 0.5 mg/kg como de 1.0 mg/kg del 

flavonoide vía intraperitoneal, por lo cual, estos datos sugieren que las dosis antes 

mencionadas generan un efecto sub-terapéutico y por lo tanto no generan este efecto protector 

a los efectos negativos del estrés; en cambio, la dosis de 2.0 mg/kg administrado vía 

intraperitoneal si mostró una estabilización de estas conductas, lo cual apunta a que esta dosis 

realiza el efecto protector a los efectos negativos del estrés. 

La prueba de nado forzado se basa en que todo animal va a tratar de escapar de un estímulo 

aversivo (estresante) (Contreras et al., 2011). Si el escape resulta imposible, el animal 

eventualmente dejará de intentarlo y se rendirá (Santos et al., 1999). Lo cual puede inducir a 

la depresión expresada como la inmovilidad del sujeto con la cabeza fuera del agua y 

únicamente realizando los movimientos necesarios para mantenerlo a flote. Este modelo 

consiste en disponer al sujeto experimental en un estanque el cual le va a impedir tocar el 

fondo y su vez impide la escapatoria y fue propuesto por Porsol et al., 1977. En esta prueba 

los animales desarrollan un estado de inmovilidad como consecuencia del estrés agudo 

severo y esta conducta es considerada como un estado de desesperanza conductual (Ruge-

Gil, 2007). 

Por su parte la prueba de campo abierto nos ayuda a sistematizar el afrontamiento a un nuevo 

ambiente, observar la actividad locomotora del sujeto y también nos da un panorama de las 

múltiples conductas relacionadas con el estrés en roedores, principalmente ratas (Buccafusco 

et al., 2009). El nado forzado en conjunto con la prueba de campo abierto nos da una 

apreciación de la actividad farmacológica de cualquier sustancia, ya que el nado forzado 
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genera un estrés que afecta los parámetros medidos en la prueba de campo abierto (Brotto et 

al., 2000).  

Dentro de la prueba de campo abierto una hiperactividad (reflejada en gran aumento del 

número de cuadros cruzados frente a un estándar) puede mostrar un estrés moderado pero 

una hipoactividad (es decir, inmovilidad) puede denotar una conducta de freezing lo cual 

denota un estrés severo o mejor dicho miedo (Stanford, 2007). Se ha observado que la 

administración de sustancias con actividad ansiolítica o antidepresiva puede normalizar el 

número de cuadros cruzados en la prueba de campo abierto como si el sujeto experimental 

no hubiese sido expuesto estrés (Mora-Gallegos y Salas-Castillo, 2014). En el presente 

trabajo se encontró que el nado forzado disminuye la cantidad de cuadros cruzados pero este 

fenómeno se ve revertido al administrarse dosis de 1.0 mg/kg y 2.0 mg/kg del flavonoide 

crisina. 

Una conducta con un gran parecido al número de cuadros cruzados es la conducta vertical 

(Escorihuela et al., 1998). Esta conducta es una respuesta adaptativa, de exploración y 

principalmente de habituación ante un entorno novedoso (Suarez et al., 1981). El estrés por 

nado forzado disminuyó el tiempo empleado en esta respuesta adaptativa que pudo ser 

revertido con una dosis de 2.0 mg/kg del flavonoide crisina.  

El acicalamiento representa un control de estrés primario, también para regular la temperatura 

y como respuesta a diferentes estímulos, este es acompañado generalmente por una elevación 

de los niveles plasmáticos de ACTH, lo cual sugiere una respuesta neuroendocrina del eje 

HPA (Annemoon et al., 1994). En el presente estudio se observó que el tiempo empleado en 

el acicalamiento disminuyó después de una sesión de estrés por nado forzado, lo cual fue 

revertido por una dosis de 2.0 mg/kg del flavonoide crisina. 

Otra de las conductas que se evaluaron es la estadía en el centro de la caja, la cual, cuando el 

sujeto se queda mayor tiempo en esta sección del campo abierto, indica un efecto ansiolítico, 

claro que también no debe haber afección alguna en el tiempo de conducta vertical y mucho 

menos un decremento de la cantidad de números cruzados, para que se considere como tal 

un efecto ansiolítico (Prut y Belzung, 2003). Se asume que los roedores siempre van a preferir 
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el área periférica, que por lo general es más oscura y donde el animal se encuentra menos 

expuesto, sin embargo, su conducta exploratoria innata lo lleva también a explorar el área 

central (Litvin et al., 2008). En el estudio el tiempo de estadía en el centro se vio disminuido 

a causa del nado forzado, revertido por dosis de 2.0 mg/kg del flavonoide crisina, logrando 

normalizar este tiempo con respecto al control. 

Los bolos fecales junto con el aumento de la micción son consideradas respuestas de choque, 

es decir cuando los sujetos son expuestos a estresores agudos y severos estas conductas se 

elevan de manera considerablemente demostrando un incremento de la ansiedad  (Rivera-

Sánchez et al., 2011; Becerra-García et al., 2007). Dentro del presente estudio se observó un 

incremento en la cantidad de bolos fecales liberados por los sujetos experimentales, los cuales 

fueron revertidos únicamente con la administración de 2.0 mg/kg vía intraperitoneal. 
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9. CONCLUSIONES 

El flavonoide crisina (2.0 mg/kg) presenta un efecto protector al estrés agudo y severo 

generado por el nado forzado de forma similar a fármacos o sustancias con actividad 

ansiolítica y antidepresiva comprobada, en este caso, diazepam. 

Las ratas tratadas con el flavonoide crisina mostraron diferentes reacciones de acuerdo a las 

dosis administradas desencadenando alteraciones significativas en los indicadores de 

ansiedad, después de ser expuestas a un estrés agudo y severo.  

Es necesario seguir con múltiples estudios que verifiquen su efecto protector al estrés agudo 

y más aún al estrés crónico, para que el flavonoide crisina sea involucrado en un futuro como 

una posible alternativa farmacológica para el tratamiento de los trastornos de ansiedad, 

identificando los riesgos-beneficios que puede llegar a ofrecer su efecto ansiolítico.   
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