UNIVERSIDAD VERACRUZANA

M FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Universidad Veracruzana

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
Tesis

Estudios de farmacologia conductual del flavonoide crisina en el

afrontamiento al estrés agudo en ratas ovariectomizadas

PRESENTA

Eliod Marafion Murga

DIRECTOR DEL TRABAJO RECEPCIONAL

Dr. Juan Francisco Rodriguez Landa
Facultad de Quimica Farmacéutica Bioldgica
Universidad Veracruzana
Xalapa, Veracruz

CO-DIRECTOR

Dra. Emma Virginia Herrera Huerta
LADISER Ciencias Farmacéuticas
Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Veracruzana
Orizaba, Veracruz.

ORIZABA, VER. Junio, 2017



Facultad de Ciencias
Quimicas

Prol. de Ote. 6 No. 1009

Col. Rafael Alvarado

C.P. 94340

Orizaba, Ver,

(Teléfono)

\'

Universidad Veracruzana

Facultad de Ciencias Quimicas

MAYO 2017

ALAC;

MARANON MURGA ELIOD

Alumno de la Carrera de:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
PRESENTE.

Habiendo sido debidamente revisado y aceptado el Trabajo
Recepcional en la modalidad de TESIS, presentado por usted denominado
“ESTUDIO DE_FARMACOLOGIA CONDUCTUAL DEL FLAVONOIDE CRISINA
EN EL AFRONTAMIENTO AL ESTRES AGUDO EN RATAS
OVARIECTOMIZADAS” vy estando de acuerdo con el Comité Revisor que es

satisfactorio su contenido como prueba escrita para sustentar el Examen

Profesional, AUTORIZO a usted a que proceda a la impresion del citado Trabajo.

Vo Bo

DIRECTOR

M. EM C. LUIS ALBERTO SANCHEZ BAZAN



Agradecimientos.

Al Instituto de Neuroetologia de Xalapa. Muchas gracias por darme la oportunidad de

trabajar con ustedes y desarrollar este proyecto en su grupo de trabajo.

Al Dr. Juan Francisco Rodriguez Landa. Por apoyarme en todo, por tomarse la molestia de
leer mi trabajo y enviar correcciones e instrucciones para mejorarlo y hacerlo un gran trabajo

de tesis al que le dediqué toda la pasion y me ha dado tantas satisfacciones.

A la Dra. Emma Virginia Herrera Huerta. Gracias por darme la oportunidad de ser su tesista,
de darme este maravilloso proyecto y sobre todo guiarme en la gran mayoria de los proyectos
academicos que he desarrollado. Gracias por también leer, revisar, y analizar este proyecto y
hacerlo mejor dia con dia.

A los doctores Eliud Alfredo Garcia Montalvo y Olga Lidia Valenzuela Limon, sinodales de
este proyecto, por sus correcciones y otorgar su punto de vista para que el proyecto mejorase

en todos los aspectos.

A las autoridades de la Facultad de Ciencias Quimicas por el apoyo Y las facilidades para

realizar este proyecto.



Dedicatorias

A mi padre. Porque sin tu apoyo no hubiese podido estar en el lugar donde estoy, ni hubiese

salido adelante. No tengo muchas palabras méas que: Gracias por todo.

A mis hermanas. Alondra, el camino a veces no es facil, solo reljate y respira porque eres
muy lista y eso te abrird muchas puertas. Maria José, tienes un gran futuro por delante, que
nadie ni nada te lo venga a quitar y sigue asi apoyando de manera dulce y tan propia que te

caracteriza.

A mi mejor amigo, Juan de Dios, siempre he dicho que eres y siempre seras mi persona.

iMuchas gracias!

A mis amigos: Daniela, Miguel, Edel e Ignacio que sin ustedes no hubiese podido salir

adelante. Gracias por su apoyo.

A mis compafieras del SIM. Maury y Viridiana. Siempre mis compafieras de equipo, gracias
por los momentos divertidos y porque entre todos nos dimos el aliento suficiente para salir
bien de la carrera. A Evelin, Elizabeth, ltzel y Margarita, por darnos aliento mutuamente para

poder afrontar esta experiencia que es la tesis.

A mis compafieros del LADISER Clinicos. Ana Martinez, Ana Vazquez, Karen, Karla,
Tonny, Janete. Gracias por hacer del servicio social la mejor experiencia de mi vida. Créanme

tardaré demasiado en poder acostumbrarme a no verlos todos los dias.

Al profesor Felipe y a la profesora Leonor. Por apoyarme y darme la oportunidad en Clinicos

y sobre todo por ensefiarme todo lo que sé del area clinica.

A todos los profesores que influyeron en mi decision de ser QFB. Dr. Chocolat, Maestra
Uzarraga, Maestro Marco, Dr. Einar, Dra. Aracely y sobre todo a la maestra Eva Maria por

darme inspiracion suficiente en iniciar esta hermosa carrera.

Y sobre todo, a la Dra. Emma, jgracias!, porque sin usted no estaria donde estoy, ni hubiese
hecho lo que he logrado. Ha sabido guiarme y darme inspiracion para seguir adelante y le ha

dado mas ambiciones a mi vida.



INDICE

INAICE 08 GFATICAS ......coveveeeeeeeeees ettt ettt 6
[[aTo [Tut=N o [l o0 = : TP 6
INDICE DE ABREVIATURAS ..ottt e terae s s sen s sssss s s s snansensans 7
RESUMEN ...t 8
1. INTRODUCCION.....cootieiieieeseieeeeeeeses e en sttt ses s s aanan s 9
2. ANTECEDENTES ... ..ot 11

2.1 ESEIBS .ottt ettt bbbt bt n b et nes 11

2.2 Menopausia NAtUral Y QUIFUIGICA ........evereruerieieinie et 13

2.3 Vulnerabilidad al estrés durante [a menopausia ...........ccoerveerereeneneneese s 15

2.4 La ovariectomia en la rata como modelo de menopausia quirdrgica ............ccccceeee. 16

2.5 FIAVONOIAES. ..ottt bbbttt 17

2.6 El TlaVONO0IAR CrISING ... ..cuiiiiiiiiieieite ittt 18
3. JUSTIFICACION ..ottt sttt 20
B HIPOTESIS .ottt 21
5. OBUIETIVOS ...ttt et e e ne e b e 21
8. METODOLOGIA ..ottt n sttt 22
7. RESULTADOS ... oottt ettt ne e e 26
8. DISCUSION ...ttt 41
0. CONCLUSIONES ...ttt n e e e s 44
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 45



Indice de graficas

Gréfica 1. Nimero de cuadros cruzados de acuerdo a la condiCion.. ..........ccoccceveveververinnn, 26
Gréafica 2. NUmero de cuadros cruzado de acuerdo a los tratamientos.. ..........cccceevervieenenn 27
Gréafica 3. NUmero de cuadros cruzados respecto a tratamiento y condicion....................... 28
Grafica 4. Relacion entre la condicion y el tiempo empleado en el acicalamiento. ............. 29

Gréfica 5. Relacion de los tratamientos entre grupos experimentales en el acicalamiento ..30
Gréfica 6. Analisis del tiempo empleado al acicalamiento con respecto al tratamiento y a la
(0101010 [ Tox o o PSPPSR 31
Grafica 7. Relacion de la condicion en el tiemplo empleado en la conducta verticall. ........ 32
Gréfica 8. Relacion entre grupos experimentales con el tiempo empleado en conducta

1Y =] | TSP PRURPRORR 33
Gréafica 9. Relacidon entre tratamientos y condicién en el tiempo de conducta vertical....... 34
Gréfica 10. Relacion del numero de bolos con la condiCion. ...........cccoovvviieieieiieeieeiiesen, 35
Grafica 11. Relacion de los tratamientos con los grupos experimentales. .........c.ccococeveenene. 36
Gréfica 12. Relacion de los tratamientos y la condicion en el nimero de bolos fecales. .....37
Gréfica 13. Relacion entre la condicion con el tiempo en el centrol. ...........cccocoveiveieinen, 38
Grafica 14. Relacion entre grupos experimentales y tiempo en el centro de la caja. ........... 39
Gréfica 15. Relacion entre la condicion y los tratamientos en el tiempo de estadia en el
CENEIO T8 18 CAJA. ..vvireieitieieiti ettt ettt b et 40

indice de Figuras

lustracion 1. Fases del estrés segin Melgoza (1999) .......cccoeiiieieieiineee e, 13
lHustracion 2. Estructura base de [0S flaVonOides. ........oooeeeeeeeeeeeee e e e 18
lHustracion 3. Estructura del flavonoide CriSINGA .........oevv oo 19

indice de Tablas

Tabla 1. Clasificacion de 10S flavonOides. ........coooveeeeeee e 17



INDICE DE ABREVIATURAS

ar. Gramos

mg Miligramos
Kg Kilogramos
min. Minutos

i. p. Intraperitoneal
h Horas

VEH Vehiculo

DzP Diazepam
CTRL Control

CRIS Crisina

°C Grados Celsius

F Prueba F de Fisher



RESUMEN

Introduccion: El estrés es una respuesta fisioldgica ante un estimulo adverso, al no ser
afrontado correctamente genera efectos negativos dafiando la salud del individuo
produciendo ansiedad y/o depresion. Los estimulos pueden ser de origen psicoldgico o social
y estos se ven afectados por cambios bioldgicos 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 ovaricas en la menopausia. Se han
evaluado estos efectos en ratas con deficiencias de hormonas ovaricas, esto apoyado de la
ovariectomia y se ha demostrado una vulnerabilidad al estrés. Esto es atenuado por
compuestos de origen natural como el flavonoide crisina, extraido 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 vehiculo, a otros 3 grupos
se les administré 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
ansiolitica. Se evalud 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 alter6
los indicadores de ansiedad que fueron revertidos por una dosis de 2mg/kg del flavonoide
crisina. Conclusion: El flavonoide crisina (2.0 mg/kg) ejerce un efecto protector contra los
efectos estresantes generados por el estrés agudo en ratas con ausencia cronica de hormonas
ovaricas inducida por la ovariectomia.



1. INTRODUCCION

El estrés es una respuesta fisiologica general del organismo ante estimulos 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 mas vulnerable a padecer
alteraciones que impactan negativamente en la salud del individuo y puede desarrollar
alteraciones emocionales y afectivas como la ansiedad y la depresion (Barra-Almagia, 2004),
entre otras. Dentro de los factores estresantes mas comunes se encuentran los psicolégicos y
los sociales, aunado a los cambios bioldgicos propios del desarrollo que promueven un
desequilibrio en los sistemas de neurotransmision y en el eje corticotrépico, que en conjunto

predisponen al desarrollo de enfermedades.

Durante el desarrollo bioldgico de la mujer hay cambios naturales en la produccion de
hormonas, los cuales son dependientes de la fase del ciclo reproductivo o de la edad. En
estados fisioldgicos especificos 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 depresion (Couto-Nufiez y Napoles-Méndez, 2014); lo cual esta asociado con la

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

Particularmente, en la mujer que cursa por la menopausia natural o quirargica se ha descrito
una mayor severidad de los efectos negativos del estrés, asociada al decline permanente de
las hormonas ovéricas. El efecto de la ausencia cronica de hormonas ovaricas se ha evaluado
en ratas con 12 semanas post ovariectomia (modelo de menopausia quirdrgica), donde se
detecta esa mayor vulnerabilidad al estrés (Picazo et al., 2005; Rodriguez Landa et al., 2012),
el cual puede ser atenuado por algunos farmacos ansioliticos 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, ansiolitico
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



benzodiacepinas por su interaccion con el receptor GABAa (Brown et al., 2007). Este
flavonoide ejerce efectos ansiolitico en ratas con ausencia crénica de hormonas ovaricas,
pero se desconoce si el pre tratamiento con crisina es capaz de amortiguar el efecto negativo
del estrés agudo severo en ratas con ausencia cronica de hormonas ovaricas, permitiendo al
animal desarrollar estrategias adecuadas de afrontamiento que reduzcan las alteraciones
conductuales inducidas por el estrés, lo cual fue explorado en la presente investigacion con
la finalidad de contribuir al conocimiento de las acciones bioldgicas 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 crénica de hormonas ovaricas.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Estrés

El término estrés se suele asociar a un estado patoldgico, sin embargo, alude a una reaccion
fisiologica 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 psicologico (Dolan et al., 2005); sin embargo el estrés bajo ciertas
condiciones puede ser benéfico y llevar al organismo a un estado de adaptacion que impactara
positivamente en su capacidad de supervivencia, por el contrario si no hay un adecuado

proceso de adaptacion 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 estimulacién y activacion
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
dimensidn del estrés ha recibido mayor atencion en las investigaciones cientificas y es como
se ha entendido en forma habitual el término estrés. La vida cotidiana se encuentra repleta de
estresantes negativos, algunos psicolégicos 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 fisicos como el ruido, la contaminacion, el calor extremo y el dolor, entre

otros.

Para que el estres se desarrolle en un sujeto se han propuesto tres fases segun Mucio-Ramirez,
2007:
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1. Reaccién de alarma. El organismo responde al sentirse amenazado por las
circunstancias del medio ambiente. En el cerebro, que es el 6rgano principal de
respuesta al estrés, se estimula al hipotalamo quien produce la hormona liberadora de
la corticotrofina (CRH). La liberacion de este factor se estimula también por
noradrenalina, serotonina, acetilcolina y el neuropéptido Y. La modulacién
inhibitoria de esta liberacién esta dada por el cortisol principalmente, ademas de del
acido gama-amino butirico (GABA) y dinorfina. La CRH liberada viaja por los
capilares de sistema portahipofisiario y se une a receptores especificos en las células
corticotropicas de la glandula hipdfisis, esto promueve la liberacion de la hormona
adrenocorticotrofica (ACTH) y de B- endorfina. La hormona ACTH viaja por el
torrente sanguineo hasta la corteza de la glandula suprarrenal, quien produce
cortisona y corticosterona. A su vez otro mensaje viaja desde el hipotdlamo hasta la
médula suprarrenal y activa la secrecion de adrenalina. Todas estas moléculas
desempefian un papel crucial ya que coordinan componentes endocrinos,
inmunoldgicos y conductuales. Hay un delicado balance en la accion de la CRH que
se inicia en el hipotalamo e involucra a las moléculas que estimulan o inhiben su
secrecion, posteriormente la estimulacion de la corteza suprarrenal libera cortisol que
viaja por el torrente sanguineo y al unirse a receptores de las neuronas que producen
CRH se inhibe el ciclo, lo que permite una modulacién de esta etapa.

2. Estado de Resistencia. Cuando un individuo es sometido en forma prolongada a la
amenaza de agentes lesivos: fisicos, quimicos, bioldgicos, psicoldgicos 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 dinamico u homeostatico entre el medio interno y externo del individuo.
Asi, si el organismo tiene la capacidad para resistir mucho tiempo, su sistema de
alostasis le permitira adaptarse, en caso contrario avanzara a la fase siguiente.

3. Fase de agotamiento. La disminucion progresiva de la respuesta de un organismo
frente a una situacién de estrés prolongado conduce a un estado de gran deterioro, es
decir tiene una carga alostatica, que conlleva a una peérdida importante de sus

capacidades fisiologicas. 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 minimo sus capacidades
de adaptacion e interrelacion con el medio, es aqui cuando puede originarse el

desarrollo de diversas enfermedades.

FASES DEL ESTRES
| |
| |
| |

NIVEL NORMAL
DE RESISTENCIA

ALARMA

RESISTENCIA I AGOTAMIENTOI

llustracion 1. Fases del estrés segin Melgoza (1999)

Cabe sefialar 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 fisiologia y neuroquimica cerebral. Un caso particular se observa en la
mujer, donde la disminucién de las concentraciones de hormonas esteroides favorece el
desarrollo de desdrdenes afectivos y emocionales, asi como una mayor vulnerabilidad a los
estresores fisicos y psicoldgicos, como se ha observado en la mujer que cursa por la

menopausia natural o quirdrgica.

2.2 Menopausia natural y quirargica

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la menopausia natural como el cese
permanente de la menstruacion, determinado de manera retrospectiva, después de 12 meses
consecutivos de amenorrea, sin causas patoldgicas. En la menopausia la funcion ovarica cesa
de una manera progresiva y paulatina, se produce una deficiencia de estrégenos y

progestagenos, y la aparicion de una serie de sintomas ligados a esa deficiencia hormonal.
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Estos son muy variables de una mujer a otra y afectan en mayor o menor grado su bienestar
fisico y psiquico. La menopausia se divide para su estudio en tres fases dependiendo de la

edad y sintomatologia del individuo:

e Menopausia: Cese definitivo de la menstruacién. Se diagnostica tras 12 meses
consecutivos de amenorrea y se divide de la manera siguiente:

e Perimenopausia: Establecida desde el inicio de los sintomas climatéricos hasta la
menopausia.

e Posmenopausia: Se extiende desde la menopausia hasta los 64 afios de edad,

aproximadamente.

Los sintomas de la menopausia se dividen en varias categorias como los sintomas
vasomotores de los cuales destacan los bochornos y las sudoraciones nocturnas; los sintomas
genitourinarios son comunes dentro de poblaciones de mujeres caucéasicas como la atrofia
vaginal, la incontinencia urinaria y en casos aislados sangrados uterinos anormales; otra parte
de la sintomatologia es la disminucion de la libido y en ciertas poblaciones de México se
reportan sintomas soméaticos como aumento de la inflamacion interna y presencia de dolores
articulares (Canto de Cetina, 2006).

La menopausia artificial se define como el cese definitivo de la menstruacion por dafio
gonadal irreversible inducido por exéresis quirdrgica, 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 menstruacion que sigue a la
remocioén quirurgica de ambos ovarios (ooforectomia bilateral con histerectomia o sin ella)
o la reseccion iatrogénica de la funcion ovérica por quimioterapia o radioterapia. La
ooforectomia bilateral es la causa mas coman de menopausia inducida o quirdrgica (Couto-
Nufez et al., 2012).

Tras la remocion o inactivacion de los ovarios, se produce un cese de la funcion ovérica que
disminuye la produccién hormonal de estrogenos, especificamente del estradiol que es el mas
potente y el cual se relaciona con sintomas caracteristicos del sindrome climatérico que se

presenta en 2 de cada 3 mujeres. Los principales sintomas son los siguientes: sofocos,
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sudoraciones, palpitaciones, parestesias, nauseas, cefalea, insomnio y vértigos (Lagunes
Botell, et al, 1997); asi como una mayor incidencia de trastornos emocionales y afectivos
(Rodriguez-Landa et al., 2015).

2.3 Vulnerabilidad al estrés durante la menopausia

El ovario genera multiples compuestos hormonales, inmunoldgicos y de crecimiento de
accion paracrina, endocrina o autocrina. Las neuroesteroides tienen la capacidad de regular
los neurotransmisores en el cerebro si existe una disminucion en los niveles séricos de
hormonas como los estrégenos o los progestagenos y se produce un desequilibrio en los

neurotransmisores cerebrales (Vieitez et al., 2000).

En la respuesta al estrés participan dos ejes, el gonadotrépico y el corticotrépico. EI primero
es regulado por los estrégenos y se encarga de activar al eje corticotropico (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. EI HPA estd intimamente relacionado con la menstruacion y se ha
observado que en la menopausia sea natural o por ofoorectomia inhibe este eje, el cual se

puede restablecer por medio de la administracion de estradiol.

Desde el punto de vista endocrino del climaterio, se caracteriza por el cese de funciones
ovaricas que conllevan a un hipogonadismo hipergonadotréfico. El elemento mas marcado
del hipogonadismo es el déficit estrogénico y la inversion de la relacion relativa de los
estrogenos séricos. Ocurre como tal un hipoestrogenismo, un cambio en el perfil estrogénico.
Esto determinara un hipotrofismo de los 6rganos diana de esta hormona, al final esta baja en
los niveles de estrogenos generara un cese de neuroaminas estrégeno dependientes, que en
determinadas &reas 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 disminucion del
triptéfano a nivel del sistema nervioso central, lo que se vincula con una disminucién de la

actividad serotoninérgica, lo que explica las alteraciones afectivas (depresion), asi como
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variaciones en los centros del placer y la saciedad. También se ha identificado que hay una
disminucion de los receptores dopaminérgicos vinculados al deficit estrogénico, esto altera

la sensibilidad al dolor y los estados placentero, entre otros (Arena, 2006).
2.4 La ovariectomia en la rata como modelo de menopausia quirurgica

La ovariectomia en animales se utiliza como modelo de menopausia por los cambios
hormonales, fisioldgicos y bioquimicos semejantes a los que ocurren al llegar la menopausia
en las mujeres (Ho et al., 2007), (ooferectomia) tales como, alteraciones cardiovasculares,
reproductivas, dseas 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 depresion, con la finalidad
de conocer el sustrato neurobioldgico subyacente a estas alteraciones emocionales y
afectivas, asi como para evaluar potenciales efectos terapéuticos de diversas sustancias
(Rodriguez-Landa et al., 2015).

Picazo y colaboradores (2006), encontraron que en ratas con 12 semanas post-ovariectomia
existe un incremento en los indicadores conductuales de ansiedad, con respecto a ratas que
solo tuvieron 3 semanas postovariectomia; los autores sugieren que estos cambios en el
estado emocional de la rata se relacionan con la reduccién de las concentraciones de
hormonas esteroides, tal como ocurre en la mujer bajo estas condiciones. En soporte
Rodriguez-Landa y colaboradores (2009) encontraron que en el laberinto de brazos elevados
las ratas con 12 semanas postovariectomia hay mayores indicadores de ansiedad, los cuales
fueron prevenidos al administrar el fitoestrdgeno genisteina, también observaron una mayor
vulnerabilidad a los efectos negativos del estrés en el modelo de nado forzado. De igual
manera algunos estudios gue se encuentran en proceso se ha determinado que el flavonoide

crisina ejerce efectos ansioliticos en ratas con 12 semanas postovariectomia.
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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 facilmente digeridos y son parte esencial de la dieta

humana. Mas de 4000 tipos de flavonoides activos han sido identificados los cuales segun

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

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

Nombre

Descripcion

Ejemplo

Estructura

Antocianidinas

Posee  un grupo
hidréxilo unido en
posicion 3,  pero
ademas poseen un
doble enlace en los
carbonos 2 y 3 de
anillo C.

Cianidina

HO E D\‘
& OH

OH

OH

OH

Flavanos

Con un grupo
hidroxilo en posicién 3
del anillo C.

Catequina

HO 0]

OH

X

OH

OH

Flavonas

Poseen un  grupo
carbonilo en posicion
4 del anillo C vy
carecen del grupo
hidroxilo en posicion
C3.

Casticina

A\
OH
OH

OCH;
H4CO . 0 O
HCO OCH;,

|
OH O

Flavonoles

Grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo
hidroxilo en posicién 3
del anillo C.

Quercetina

HO l

OH O

OH

OH
e

|
OH

Isoflavonas

Anillo B migra de la
posicion 2 a la
posicion 3 del anillo C.

Genisteina

|
OH © O oH

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

polimeros biologicos, tales como enzimas, transportadores de hormonas y al ADN; quelar

iones metalicos transitorios, tales como Fe?*, Cu?*y Zn?*, catalizar el transporte de electrones
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y depurar radicales libres. Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en
patologias tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera
estomacal y duodenal, e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser destacadas son sus
acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus propiedades anti-trombdtica y anti-
inflamatoria. (Martinez-Flérez et al., 2002). También recientemente, se ha reportado que los
flavonoides tienen la capacidad de ser reconocidos por receptores del &cido gama-amino
butitico (GABA), por lo que les confieren actividad sedante, anticonvulsivante y ansiolitica

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

Las flavonas tienen una estructura comun: Los anillos A y C se encuentran fusionados y el
anillo a fenilo B se encuentra anclado a la posicion 2 del anillo C como se observa en la

ilustracién 1.

lustracion 2. Estructura base de los flavonoides. (Martinez-Flérez et al., 2002)

2.6 El flavonoide crisina

La crisina (5,7 dihidroxiflavona) es un fitoquimico polifenélico presente en la miel de acacia
y en Passiflora caerulea. La crisina (llustracion 2) posee multiples propiedades, entre ellas
inhibidor de la aromatasa y de la inactivacion del virus de la inmunodeficiencia humana en
periodo de latencia (Critchfield et al., 1996). También se ha demostrado su efecto
antiinflamatorio y antioxidante, asi como su actividad quimiopreventiva en células
cancerigenas induciendo la apoptosis en diversos tipos de células humanas y de rata (Kuo y
Yang, 1995).
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HO O

OH O

llustracion 3. Estructura del flavonoide crisina (Ochoa y Santiago, 2016)

Se ha comprobado el efecto ansiolitico y antidepresivo del flavonoide crisina en multiples
pruebas como en el laberinto elevado en cruz en el cual se presenta una reduccién del tiempo
de permanencia en los brazos cerrados lo cual sugiere un efecto ansiolitico (Brown et. al.,
2007). Este flavonoide ejerce su mecanismo de accion sobre el sistema nervioso central a
través de los receptores GABAA, de modo andlogo a como ocurre con agentes
benzodiazepinicos, debido a que cruza la barrera hematoencefalica (Ospina-Chavez, 2013).
Esto puede generar un efecto protector contra el estrés, lo cual puede ser evaluado mediantes
técnicas de farmacologia conductual (Ochoa y Santiago, 2016).

El flavonoide crisina ejerce efectos ansioliticos 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 ansiolitico y antidesesperanza (Hernandez-
Lépez, 2010; Ledn-Ponciano y Puga-Olguin, 2012), cuando es microinyeccion 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 ansioliticos en
diferentes condiciones del estado biolégico de la hembra relacionado con su ciclo estral o
bajo ausencia cronica de hormonas ovaricas producido por la ovariectomia. Sin embargo, no
se ha evaluado el efecto que ejerce el tratamiento previo a una sesion de estrés de estrés por
nado forzado, con este flavonoide sobre las alteraciones conductuales en la actividad motora,

la motivacion y la exploracion, lo cual ha sido evaluado en el presente estudio.
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3. JUSTIFICACION
Los efectos negativos del estrés pueden predisponer al desarrollo de desordenes como la
ansiedad y la depresion, donde las mujeres son mas vulnerables que los hombres debido a las
oscilaciones hormonales a lo largo de su ciclo reproductivo. Las hormonas, principalmente
las ovaricas (estrégenos y progestinas), contribuyen al funcionamiento de las conexiones
interneuronales involucradas en la regulacion 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 sindrome premenstrual, el postparto y la menopausia
natural o quirdrgica. En este sentido, se han desarrollado diversos esquemas terapéuticos para
controlar los sintomas de ansiedad y depresién asociados a la disminucion de las
concentraciones de hormonas ovaricas, 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
aplicacion terapéutica. En este sentido, el flavonoide crisina ejerce efectos ansioliticos y
antidepresivos a nivel experimental en ratas con ausencia crénica de hormonas ovaricas; 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 investigacion. Los resultados derivados de esta
investigacion 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 depresion.
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4. HIPOTESIS

4.1 Hipotesis 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.
e Evaluar el efecto protector del flavonoide crisina sobre el afrontamiento al estrés

agudo y severo en ratas ovariectomizadas.

5.2 Objetivos especificos.

e Realizar el procedimiento de extraccion quirdrgica de los ovarios en la rata para
generar un estado de menopausia quirurgica, equivalente a la ooforectomia en la
mujer.

e Analizar los efectos conductuales en la prueba de campo abierto inducidos por la
sesion de estrés en la prueba de nado forzado.

e Analizar el efecto protector del flavonoide crisina bajo condiciones experimentales
condiciones experimentales.

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

diazepam en ratas ovariectomizadas.
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6.1 Diagrama de flujo

6. METODOLOGIA

Ratas 12 semanas postovareictomia
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6.2 Tipo de investigacion

Se realiz6 un estudio de tipo mixto, experimental y prospectivo en ratas de la cepa Wistar

con ausencia cronica de hormonas ovaricas inducida por la ovariectomia.
6.3 Consideraciones éticas

Todas las manipulaciones de los sujetos experimentales fueron basadas en la NOM-062-
Z00-1999, en lo relativo al mantenimiento y cuidado de los animales de laboratorio, asi
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 acrilico en grupos de 8 ratas, con periodos luz-oscuridad 12 h/12 h y alimento y agua

ad libitum.
6.5 Manipulacion quirargica

Todos los sujetos experimentales fueron sometidos a ovariectomia por aproximacion ventral
en la cual se rasur6 la parte ventral del sujeto y se realizd una incisién separando piel y
musculo para luego realizar la extirpacion de los ovarios. Las heridas fueron limpiadas con
solucién salina y cloruro de benzalconio al 0.13% y cada sujeto fue puesto en una caja
independiente para su recuperacién en un periodo de 24 a 48 horas para vigilar su estado de
salud y completa recuperacion. 12 semanas después del procedimiento quirargico iniciaron

los tratamientos para ser evaluados en las pruebas conductuales.
6.6 Grupos experimentales y tratamientos

Se realizd un estudio mixto con 6 grupos (n= 8 ratas por grupo), el primero s un grupo
control el cual no recibid tratamiento alguno, al segundo se le administré Vehiculo (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, 1y 2mg/kg, respectivamente), y el sexto grupo se
le administr6 diazepam (DZP 2mg/kg), el cual es el control farmacoldgico de actividad
antiestrés y ansiolitica. Todos los tratamientos fueron administrados via intraperitoneal (i.p.)
en un volumen equivalente a 1ml/kg. Los sujetos experimentales fueron sometidos después
de una hora de la administracion, a las pruebas correspondientes: campo abierto (5 min),
sesion inductora de estrés por nado forzado (15 min) y, 24 horas después nuevamente fueron

sometidas a campo abierto (5 min).

6.7 Sesion inductora de estrés por Nado forzado

Esta sesidn consistio en colocar a la rata durante 15 min en un estanque de 40 x 30 x 50 cm
con agua (25°C) 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 disefiada para evaluar el potencial efecto
antidepresivo de diversas sustancias, en este proyecto solo fue utilizada para inducir el estrés
agudo severo en la rata (Contreras et al., 2004), por lo que no se evalud ninguna variable

conductual.
6.8 Prueba de campo abierto

La prueba consiste en colocar a la rata en una caja de acrilico 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:

NUmero 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 elipticos 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

motivacion.
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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 posicion erguida, ya sea apoyandose en la pared o en el centro

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

NUmero de bolos fecales: es la cuantificacion 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 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de dos vias considerando como
factores la condicion (antes o después de la sesion de estrés por nado forzado) y los
tratamientos (vehiculo, crisina o diazepam). Cuando se encontraron diferencias de p<r0.5, se
aplico la prueba post hoc de Studen Newman Keuls. Se utilizé el software de Bioestadistica

Sigma PLOT. Los datos son presentados como la media y el error estandar.
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7. RESULTADOS
7.1 Prueba de actividad locomotriz en campo abierto
7.1.1 Numero de cuadros cruzados

El andlisis del nimero de cuadros cruzados de acuerdo a la condicién (antes y despueés de la
sesion de estrés), revelo diferencias significativas [F (1, 84) 4.52; p= 0.036]. La prueba post
hoc muestra que después de la sesion de estrés se observa una reduccion significativa (p<

0.05) en esta variable, respecto a la sesion basal (Gréfica 1).
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Basal Estrés
Condicion

Grafica 1. Namero de cuadros cruzados de acuerdo a la condicidon. La sesion de estrés por
nado forzado redujo significativamente esta variable respecto a la sesién basal. ANOVA de
dos vias, post hoc Studen Newman-Keuls. *p< 0.05 vs sesion basal.
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Por otro lado, el analisis de acuerdo al factor tratamiento reveld diferencias significativas [F
(5,84) 18.938; p <0.001]. La prueba post hoc revelé que el nimero 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 (Gréfica 2).
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NUmero de cuadros cruzados

Control Vehiculo Cris 0.5 Cris 1.0 Cris 2.0 Dzp 2.0
Grupos experimentales

Grafica 2. Numero de cuadros cruzado de acuerdo a los tratamientos. Los grupos
vehiculo y Cris 0.5 tuvieron un menor nimero de cuadruzados, un efecto no observado en el
resto de Iso grupos. ANOVA de dos vias, post hoc Studen Newman-Keuls. *p< 0.05 vs
Control; +p< 0.5 vs Vehiculo.
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Del mismo modo, el analisis de la interaccion de factores también revelo diferencias
significativas [F (5,84) 18.437; p<0.001]. La prueba post hoc muestra que el estrés por nado
forzado reduce del nimero de cuadros cruzados (grupo Veh), respeto a la sesion 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 (Gréfica

3), es decir, no se reduce el nimero de cuadros cruzados.
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= =
o )
=} o

(o]
o

N
o

NUmero de cuadros cruzados.
D
o

N
o

Graéfica 3. NUumero 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 vias, post hoc Studen
Newman-Keuls. *p< 0.05 vs grupo control (basal y post-estrés); +p< 0.05 vs grupo Vehiculo
(sesion post-estrés).
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7.1.2 Tiempo empleado en el acicalamiento

Diferencia entre condicion: En la siguiente grafica (Grafica 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

sesidn de estrés.
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Gréfica 4. Relacion entre la condicion 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 vias post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs estado basal.
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Relacion entre grupos experimentales: Independientemente de que si las ratas estuvieron en
estado basal o fueron expuestas a estrés se encontraron multiples diferencias significativas
entre ciertos grupos experimentales (Grafica 5). [F (5,84) 25.237; p <0.001] La prueba post
hoc reveld 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.
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Gréfica 5. Relacion de los tratamientos entre grupos experimentales: Los tratamientos
generaron diferencias entre grupos experimentales. ANOVA de dos vias post hoc Studen
Newman-Keuls. *p<0.05 vs control. +p<0.05 vs vehiculo.

30



Relacion entre tratamientos y condicion en el tiempo empleado al acicalamiento:
Existen diferencias significativas en el grupo de estres, observadas en la grafica 6. Segun 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]
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Graéfica 6. Analisis del tiempo empleado al acicalamiento con respecto al tratamiento y
a la condicién: Se observan diferencias significativas en el grupo VEH entre el estado basal
y el estado post-estrés, no asi se ven diferencias entre los deméas grupos experimentales
conforme a la condicion. ANOVA de dos vias post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs
el grupo control. + p<0.05 vs el grupo vehiculo.
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7.1.3 Tiempo empleado en la conducta vertical

Relacion de la condicion con el tiempo empleado en la conducta vertical: En la gréfica
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].
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Graéfica 7. Relacion de la condicion en el tiemplo empleado en la conducta vertical: Se
observa una disminucion del tiempo de conducta vertical pequefia pero considerable del
estado basal y el estado post-estrés. ANOVA de dos vias post hoc Studen Newman-Keuls.
*p<0.05 vs estado basal.
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Relacion 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

Gréfica 8.
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Gréfica 8. Relacién entre grupos experimentales con el tiempo empleado en conducta
vertical: Se observan cambios significativos entre grupos experimentales. ANOVA de dos
vias post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el grupo control (CTRL). +p<0.05 vs el
grupo VEH (Vehiculo).
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Relacion entre tratamiento y condicion 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 mas significativos se encuentran en
el estado post-estrés (Gréafica 9), la post hoc nos revela que los grupos VEH, CRIS 0.5 y
CRIS 1.0 presentaron diferencias significativas frente al grupo CTRL.
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Grafica 9. Relacion entre tratamientos y condicion 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 vias post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el grupo
de control. + p<0.05 vs el grupo vehiculo.
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7.1.4 Numero de bolos fecales

Relacion entre la condicion y la cantidad de bolos fecales: En la grafica 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 vy el
numero de bolos fecales liberados por los sujetos [F (1,84) 65.534; p<0.001].
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Gréfica 10. Relacion del namero de bolos con la condicion: Se observa un cambio
significativo entre los sujetos en etapa pre-estrés a los de etapa post-estrés. ANOVA de dos
vias 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 0.5y CRIS
1.0. [F (5,84) 12.568; p<0.001] (Gréfica 11).
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Graéfica 11. Relacion de los tratamientos con los grupos experimentales: Se observan
diferencias significativas entre los grupos experimentales. ANOVA de dos vias post hoc
Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el grupo de control. +p<0.05 vs el grupo vehiculo.
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Relacion entre condicion y tratamientos en el nUmero 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 0.5y CRIS 1.0 (Grafica 12).
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Gréfica 12. Relacion de los tratamientos y la condicion en el niamero de bolos fecales:
El estrés incrementd en nimero de bolos fecales en los grupos VEH, CRIS 0.5 y CRIS 1.0.
El nimero de bolos fecales disminuyo en los grupos CRIS 2.0 y DZP ain después de la sesion
de estrés. ANOVA de dos vias post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el grupo control.
+p<0.05 vs el grupo vehiculo.
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7.1.5 Tiempo empleado en el centro de la caja

Relacién entre condicion y el tiempo empleado en el centro de la caja: En la gréfica 13
la post hoc nos muestra un cambio significativo entre los sujetos en estado basal y los sujetos
después de la sesion 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].

= = N N
o (] o al

Tiempo en el centro

()]

Basal Estrés
Condicion.

Graéfica 13. Relacion entre la condicién 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 vias post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs en grupo en estado basal.
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Relacion entre los grupos experimentales y el tiempo en el centro de la caja: Los grupos
experimentales (Grafica 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.

ctrl cris 0.5 cris 1.0 cris 2.0
Grupos experimentales

Tiempo en el centro.
[E=N [ N N w
o (6] o (6;] o

ol

Gréfica 14. Relacion 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 vias post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el grupo de control.
+p<0.05 frente al grupo vehiculo.
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Relacion entre tratamientos y condicién en el tiempo empleado en el centro de la caja:
Dentro de los sujetos en estado basal no se demuestran diferencias significativas entre si
como lo muestra la Grafica 15 [F (5, 84) 10.278; p<0.001]. La post hoc nos mostré 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.

ctrl cris 0.5 cris 1.0 cris 2.0 dzp
Tratamientos

Tiempo en el centro
= [ N N w w
o [6;] o (6] o ol

(&)

o

B Basal @Estrés

Graéfica 15. Relacion entre la condicion y los tratamientos en el tiempo de estadia 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 vias post hoc Studen Newman-Keuls. *p<0.05 vs el
grupo control en la etapa post estrés. +p<0.05 vs el grupo vehiculo.

40



8. DISCUSION

En el presente proyecto se evalud 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 parametros que podemos medir y que nos dice si el sujeto tiene
algun efecto negativo del estrés. Dentro de la investigacion estos parametros resultaron
afectados frente a grupo de control tanto en dosis de 0.5 mg/kg como de 1.0 mg/kg del
flavonoide via 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 via
intraperitoneal si mostrd una estabilizacion 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 estimulo
aversivo (estresante) (Contreras et al., 2011). Si el escape resulta imposible, el animal
eventualmente dejara de intentarlo y se rendira (Santos et al., 1999). Lo cual puede inducir a
la depresiéon expresada como la inmovilidad del sujeto con la cabeza fuera del agua y
Unicamente 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 Yy 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
maultiples 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

apreciacion de la actividad farmacol6gica de cualquier sustancia, ya que el nado forzado
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genera un estrés que afecta los parametros 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
namero de cuadros cruzados frente a un estandar) 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
administracion de sustancias con actividad ansiolitica o antidepresiva puede normalizar el
numero 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 encontrd que el nado forzado disminuye la cantidad de cuadros cruzados pero este
fendmeno 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 numero de cuadros cruzados es la conducta vertical
(Escorihuela et al., 1998). Esta conducta es una respuesta adaptativa, de exploracion y
principalmente de habituacion ante un entorno novedoso (Suarez et al., 1981). El estrés por
nado forzado disminuyo 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 estimulos, este es acompafiado generalmente por una elevacion
de los niveles plasmaticos de ACTH, lo cual sugiere una respuesta neuroendocrina del eje
HPA (Annemoon et al., 1994). En el presente estudio se observé que el tiempo empleado en
el acicalamiento disminuy6 después de una sesién 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 estadia en el centro de la caja, la cual, cuando el
sujeto se queda mayor tiempo en esta seccion del campo abierto, indica un efecto ansiolitico,
claro que también no debe haber afeccion alguna en el tiempo de conducta vertical y mucho
menos un decremento de la cantidad de nimeros cruzados, para que se considere como tal

un efecto ansiolitico (Prut y Belzung, 2003). Se asume que los roedores siempre van a preferir
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el area periférica, que por lo general es mas oscura y donde el animal se encuentra menos
expuesto, sin embargo, su conducta exploratoria innata lo lleva también a explorar el area
central (Litvin et al., 2008). En el estudio el tiempo de estadia 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 miccion 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-
Sanchez et al., 2011; Becerra-Garcia et al., 2007). Dentro del presente estudio se observé un
incremento en la cantidad de bolos fecales liberados por los sujetos experimentales, los cuales

fueron revertidos Unicamente con la administracion de 2.0 mg/kg via intraperitoneal.

43



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 farmacos o sustancias con actividad

ansiolitica 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 estres agudo y severo.

Es necesario seguir con multiples estudios que verifiquen su efecto protector al estrés agudo
y mas aun al estrés crénico, para que el flavonoide crisina sea involucrado en un futuro como
una posible alternativa farmacologica para el tratamiento de los trastornos de ansiedad,

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