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l IVSERVA Efecto del jugo de zarzamora sobre los patrones.../ Ramirez-Lagunas, K. et al.

Resumen: El estrés puede predisponer al desarrollo de trastornos psiquiatricos como la depresion.
El consumo de frutos rojos ha sido asociado a un bajo riesgo padecer depresion, debido a su alto
contenido de polifenoles y antocianinas. El presente estudio evalud el efecto del jugo de zarzamora
sobre la conducta tipo depresién y el nimero de neuronas en la region Cgl de la corteza prefrontal
de la rata. Se utilizaron 44 ratas macho Wistar divididas en 5 grupos: vehiculo, zarzamora baja y
alta, fluoxetina y diazepam. Los efectos se evaluaron en las pruebas de campo abierto y nado
forzado. Para el analisis histoldgico se realizo6 la tincion de violeta de cresilo. El grupo tratado con la
dosis alta de zarzamora produjo efectos tipo antidepresivo y un mayor nimero de neuronas en la
region Cgl. Los resultados sugieren que el jugo de zarzamora pudiera prevenir el desarrollo de
trastornos psiquiatricos asociados al estrés.

Palabras clave: Antocianinas, Cgl, desesperanza conductual, neuronas, zarzamora, Rata Wistar.

Abstract: Stress can predispose to the development of psychiatric disorders such as depression. Berry
consumption has been associated with a lower risk of developing depression, due to its high content of
polyphenols and anthocyanins. This study evaluated the effect of blackberry juice on depression-like
behavior and the number of neurons in the Cg1 region of the prefrontal cortex of rats. Forty-four male
Wistar rats were divided into five groups: vehicle, low and high blackberry, fluoxetine and diazepam.
The effects were evaluated in the open field and forced swimming tests. The histological analysis was
performed using the stain cresyl violet. Groups treated with the high dose of blackberry showed
antidepressant-like effects, as well as a greater number of neurons in the Cg1 region. Results suggest
that blackberry juice could prevent psychiatric disorders associated with stress.

Keywords: Anthocyanins, Blackberry, Cg1, Depression-Like Behavior, Neurons, Wistar Rat.

Introduccion

homeostasis celular (Quick & Henderson, 2016). Esta respuesta ayuda al organismo a

afrontar situaciones que desafian la supervivencia, promoviendo la adaptacién (De Kloet et
al., 2005; Joéls & Baram, 2009; Lupien et al., 2009). La frecuencia y la intensidad de los factores
estresantes pueden producir efectos fisiolégicos y psicoldgicos en el cuerpo (Quick & Henderson,
2016), los cuales se expresan a través de modificaciones conductuales, emocionales y cognitivas.
Existe evidencia que sustenta la estrecha asociacion entre el estrés y la depresion (Hammen, 2005),
debido a que diversos estresores se han asociado a un mayor riesgo de desarrollar psicopatologias
como la ansiedad y la depresion (Huremovi¢, 2019). Aproximadamente, el 20-25% de personas que
experimentan eventos estresantes de manera cronica, desarrollan depresion (Van Praag et al,,
2004; Kendler et al., 1999; De Kloet et al., 2005; Hammen, 2005). Por lo que este desorden
psiquiatrico se considera de mayor prevalencia a nivel mundial, afectando a cerca de 300 millones
de personas (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2021).

l E | estrés es una respuesta bioldgica ante estimulos externos o internos, los cuales impactan la

El tratamiento farmacologico de esta patologia se basa en el uso de inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina (ISRS), antidepresivos triciclicos, inhibidores de la enzima
monoaminooxidasa y antidepresivos duales (Pérez-Esparza, 2017; Pérez-Esparza et al., 2020),
entre otros. Desafortunadamente, algunos de ellos ejercen efectos secundarios no deseados, como
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nauseas, dolor abdominal, mareos, agitacién, insomnio y en algunas ocasiones, taquicardia y
disfuncion sexual (Souery, Papakostas y Trivedi, 2006; Ravindran y Stein, 2010). Por ello, diversas
investigaciones se han enfocado en la busqueda de nuevas sustancias con potencial efecto
antidepresivo y alternativas naturales que sirvan como agentes preventivos o coadyuvantes de la
farmacoterapia antidepresiva (Rynn et al., 2011; Rapp et al., 2013; Fernandez-Demeneghi et al.,
2019).

Recientemente destaca la actividad farmacoldgica de los fitonutrientes presentes en los frutos rojos,
entre los mas comtinmente consumidos, se encuentran mora azul, arandano, frambuesa, fresa y
zarzamora, debido a su alto contenido de polifenoles y antocianinas (Golovinskaia & Wang, 2021).
Las antocianinas son pigmentos naturales responsables de la coloracién caracteristica de los frutos
rojos, las cuales ejercen efectos de tipo antioxidante, antiinflamatorio, antimicrobiano, y que
también desempefian un papel en la prevencién de la diabetes, el cancer, asi como enfermedades
cardiometabdlicas (Pefia-Sanhueza et al.,, 2017).

Diversos estudios han sugerido que una alta ingesta de frutos rojos se asocia con menor riesgo de
desarrollar depresion (Chang et al., 2016; Khalid et al., 2017), debido a que activan diversos
sistemas de neurotransmisién a nivel cerebral; por lo que se considera que sus compuestos
bioactivos podrian aportar efectos benéficos en la salud mental (Dias et al., 2012; Williams et al.,
2016; Khalid et al., 2017). En un estudio anterior, se reporto6 el efecto tipo ansiolitico del jugo de
zarzamora (Rubus fruticosus L.) en el modelo de laberinto de brazos elevados (Fernandez-
Demeneghi et al., 2019), pero queda por explorar sus efectos sobre el estrés generado en modelos
experimentales de depresion. La corteza prefrontal es parte fundamental del sistema emocional
(Awasthi et al., 2020). Diversos estudios han encontrado alteraciones en la corteza prefrontal,
especificamente la corteza cingulada anterior (Cgl) en modelos de desesperanza conductual (Li et
al., 2015, Landgraf et al., 2016).

Asi, el presente estudio evalu6 la respuesta conductual al estrés en la prueba de nado forzado
(inmovilidad, escalamiento y buceo), la actividad motora y el nimero de neuronas en la regiéon Cgl
de la corteza prefrontal en ratas macho Wistar. Bajo la perspectiva de que el jugo de zarzamora,
como alimento funcional puede colaborar en la prevencién de los sintomas del estrés crénico y, por
lo tanto, del desarrollo de depresidn.

1. Materiales y métodos

1.1. Etica

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con las recomendaciones éticas
nacionales e internacionales, basadas en las Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio NOM-062-Z00-1999 y la Guide For The Care and Use of Laboratory
Animals of Institute of Laboratory Animal Resources (National Research Council [NRC], 2011). Se
realizaron todos los esfuerzos para minimizar la incomodidad y las molestias innecesarias de los
animales durante el estudio.
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1.2. Animales de experimentacion

Se utilizaron 44 ratas macho Wistar, con un peso inicial de entre 200-250 g (2 meses de edad). Las
ratas fueron alojadas por pares en jaulas de acrilico, con acceso ad libitum al agua y a una dieta
estandar en el bioterio del Instituto de Investigaciones Psicoldgicas de la Universidad Veracruzana.
Las ratas fueron pesadas semanalmente para ajustar la dosis del tratamiento. Las dosis del jugo se
ajustaron de acuerdo con los antecedentes inmediatos (Ferndndez-Demeneghi et al,, 2019). Los
sujetos se mantuvieron bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12h/12h (la luz se encendia a las 7:00AM)
a25+1°C.

1.3. Grupos experimentales

Las ratas fueron divididas en 5 grupos: un grupo vehiculo (Veh n=9), que recibi6 agua esterilizada
(Laboratorio PiSA, Ciudad de México, México), 8.7 mL/kg; un grupo zarzamora dosis baja (ZB, n=9),
que recibi6 5.7 mg ant/ 26.09 mg polifenoles /kg; grupo zarzamora dosis alta (ZA, n=7), que recibi6
10.4 mg ant/37.45 mg polifenoles/kg; grupo fluoxetina (FLX n=10, Prozac, Eli-Lilly Compafiia de
México S.A. de C.V., Ciudad de México, México, que recibié 1 mg/kg; y finalmente un grupo diazepam
(DZP n=9), Relazepam, Laboratorios PiSA, Guadalajara, Jalisco, México, tratado con una dosis de 2
mg/kg. Estos dos ultimos grupos fueron considerados como farmacos de referencia antidepresiva
y ansiolitica, respectivamente. La administracion de los tratamientos se realiz6 durante 21 dias, por
via orogastrica, exceptuando el diazepam, el cual fue administrado intraperitonealmente. Para el
analisis de cuantificacién neuronal se afiadié un grupo vehiculo sin estrés (VEH S/E n=3), cuyos
sujetos fueron expuestos a las mismas condiciones experimentales exceptuando su evaluacién en
las pruebas conductuales.

1.4. Pruebas conductuales
1.4.1. Campo Abierto

Para descartar o identificar efectos en la motricidad de las ratas, atribuibles a los tratamientos, que
pudieran influenciar la conducta de los sujetos en la prueba de nado forzado, se utiliz6 la prueba de
campo abierto. La caja mide 30 x 44 x 33 cm y esta hecha de vidrio con las paredes forradas de papel
pelicula azul, con el piso delineado en 12 cuadros de 11 x 11 cm. La prueba de campo abierto tuvo
una duracién de 5 min. Unicamente se consider6 la variable de cuadros cruzados, que corresponde
a las veces que una rata cruza de un cuadro a otro con al menos tres cuartas partes de su cuerpo
(Fernandez-Demeneghi et al., 2017). Al término de cada sesion la caja fue limpiada con una solucion
de alcohol al 15% (Gutiérrez-Garcia et al., 2007). Todas las sesiones fueron filmadas con una
videocamara (Sony, DCR-SR85, 2000x optical zoom), para el posterior analisis de las conductas.

1.4.2. Nado forzado

La prueba consistio en introducir a las ratas de manera individual en un estanque rectangular de
vidrio con dimensiones de 30x50 cm de base, por 60 cm de altura. Fue llenado con agua a una altura
de 30 cm y temperatura de 25 + 1°C y; la altura que no les permite tocar el fondo con sus
extremidades inferiores donde, ademas, la posibilidad de escapar es inexistente. Se realizé la
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preprueba (15 min, pero sélo se consideraron los primeros 5 min) al término de los 21 dias de
tratamiento y 24 h después se realizo6 la prueba (5 min). Las variables evaluadas fueron a)
inmovilidad, que es la suma de los periodos en los cuales la rata permanece realizando minimos
movimientos que le permiten mantenerse a flote, pero sin desplazamientos. b) escalamiento,
considerado como el conjunto de movimientos vigorosos de las patas delanteras de los roedores
dirigidas hacia arriba. c) buceo, incluye el comportamiento en donde las ratas sumergen cabeza y
cuerpo completo bajo el agua, de todas las variables fueron consideradas latencia, frecuencia y
tiempo empleado de estas conductas. Todas las sesiones fueron filmadas con una camara Sony
(DCR-SR85, 2000x optical zoom) para posteriormente cuantificar las variables de nuestro interés
por dos observadores independientes mediante el programa UVEHAVIOR version 1.0.0 elaborado
para registros conductuales (UVEHAVIOR, 2020), hasta llegar a un porcentaje de concordancia de
al menos 95%.

1.5. Analisis histoldgico
1.5.1. Perfusién

Al terminar las pruebas conductuales, se seleccionaron aleatoriamente 3 ratas de cada grupo
experimental y se afiadi6 el grupo vehiculo sin estrés (n=3), las cuales recibieron una sobredosis de
anestesia con pentobarbital sddico (50 mg/kg, i.p.) y fueron perfundidas por via intracardiaca con
200 mL de solucioén salina (0.9%), seguido de 200 mL de paraformaldehido (4%), diluida en buffer
de fosfatos 0.1 M con un pH de 7.3 (BF). Los cerebros fueron extraidos de la cavidad craneal y fueron
conservados en paraformaldehido (24 h), después se sumergieron en soluciones de sacarosa al
10%, 20% y 30% respectivamente con la intencién de crioprotegerlos, cada cambio de solucién de
sacarosa se realizb hasta que los cerebros tocaron el fondo del recipiente (24 h aproximadamente).
Los cerebros fueron deshidratados en soluciones de etanol al 70, 80, 96 y 100%, posteriormente se
aclararon con xileno y fueron embebidos en parafina. Posteriormente, cada uno de los cerebros se
secciond de forma coronal con un grosor de 50 um en microtomo, al nivel de la corteza prefrontal
contempladas entre las coordenadas interaural 13.20-12.24 mm y Bregma 4.20-3.24 mm (Paxinos,
2014).

1.5.2. Tincion y preparacion de los cortes cerebrales

Los cortes fueron tefiidos con la técnica de violeta de cresilo y secados a temperatura ambiente (Zhu
et al, 2015). Posteriormente, los cortes fueron colocados en portaobjetos para el analisis y
cuantificacion neuronal por microscopia de luz.

1.5.3. Cuantificacién de neuronas

Laregion analizada para la cuantificacion neuronal fue la Cg1 de la corteza prefrontal, ubicada entre
las coordenadas 4.20 mm 3.24 mm respecto a Bregma (Paxinos, 2014). El conteo neuronal se realizé
con el programa Image] (v.1.49n, National Institutes of Health, EE.UU). Una célula neuronal fue
considerada sin dafo, cuando bajo la luz del microscopio se identificaron células morfolégicamente
normales tefiidas con violeta de cresilo (Rivadeneyra-Dominguez et al., 2014; Yamamoto et al.,
2018; Snehunsu et al., 2019).
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1.6. Analisis estadistico

Los datos de las pruebas conductuales fueron analizados mediante ANOVA de dos vias para
muestras repetidas, considerando dos factores: el primero, como factor independiente nombrado
grupo (tratamientos administrados citados en la metodologia), y el segundo, como factor
dependiente nombrado prueba, tomando en cuenta la exposicién en el tiempo (preprueba y
prueba). Posteriormente y en dado caso de revelar diferencias significativas, se utilizé la prueba
post hoc Student-Newman-Keuls. En caso de incumplimiento de algunos de los supuestos del
ANOVA (normalidad y homogeneidad), se procedié a dividir los datos el factor prueba y se analiz6
por medio de ANOVA de una via o en su defecto por la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis,
tomando como unico factor los tratamientos. Paralos datos de la cuantificacién neuronal, se utiliz6
la prueba de Kruskal-Wallis, y como prueba post hoc prueba de rangos. Los datos se presentan con
la media + error estandar, y en caso de ser no paramétrica con la mediana. Todos los datos fueron
sometidos a un valor de p<0.05, para considerarse estadisticamente significativos. Los resultados
fueron analizados utilizando el paquete estadistico Sigmaplot versién 12.0 y SPSS versién 25 (prueba
de rangos alineados). Las graficas se realizaron en el programa GraphPad Prism version 8.0.1.

2. Resultados

Pruebas conductuales

2.1. Nado forzado
2.1.1. Latencia e inmovilidad

La latencia a la inmovilidad present6 diferencias significativas en el factor grupo (Figura 1). La
prueba post hoc revel6 que los grupos administrados con la dosis baja (107.30£7.99, p<0.001) y alta
de zarzamora (133.16+9.06, p<0.001), asi como, la fluoxetina (131.61+7.58, p<0.001) y el diazepam
(88.83+7.99, p<0.001) presentaron un mayor tiempo en la latencia a inmovilidad respecto al grupo
vehiculo (46.39+7.99).

Por otro lado, la interaccion de factores mostrd diferencias significativas (Figura 1), donde la
prueba post hoc revelé que, durante ambas sesiones, todos los grupos experimentales fueron
diferentes respecto al grupo vehiculo con mayores tiempos de latencia a inmovilidad (p<0.05). Asi
mismo, el grupo vehiculo mostré diferencias entre las sesiones (p<0.05). Por otro lado, el grupo
diazepam evidenci6 diferencias entre las sesiones (p<0.05), y a su vez en la sesidn de prueba fue
diferente contra los grupos administrados con fluoxetina y ambas dosis de zarzamora (p<0.05)
(Tabla 1).

Por ultimo, la dosis alta de zarzamora es diferente entre la preprueba y prueba (p<0.05); de igual
forma durante la prueba, esta misma dosis fue diferente respecto a la dosis baja de zarzamora
(p<0.05) (Tabla 1).
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Figura 1
Grdfico de la latencia a inmovilidad

Factor grupo: F = 19.605,p < 0.001%

Factor prueba: F = 3.693,p = 0.109

Interaccion: F = 4.559,p = 0.004 *
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Nota: (VEH: vehiculo, ZB: zarzamora baja, ZA: zarzamora alta, FLX: fluoxetina, DZP: diazepam;
se reporta la media * SE, diferencias significativas entre tratamientos con letras iguales)
Fuente: Elaboracidn propia.

Tabla 1
Medias de cada factor e interaccion en la variable latencia de inmovilidad
Pre-prueba Prueba Grupo
e 69.69 + 10.562d 23.19 + 10.562¢ 46.39 + 7.99
43 107.33 £ 10.564 107.27 £ 10.56¢fh 107.30 £ 7.99"
Lk 117.01 + 11.97bd 149.31 + 11.97bef 133.16 +9.06"
FLX .
132.90 £ 10.024 130.33 £ 10.02¢e8 131.61 £ 7.58" t
DZP .
106.25 + 10.56¢d 71.42 + 10.56¢efeh 88.83 £7.99"
e e 106.62 + 4.81 96.30 + 4.81

Nota: (VEH: vehiculo, ZB: zarzamora baja, ZA: zarzamora alta, FLX: fluoxetina, DZP: diazepam; se reporta la media # SE, diferencias
significativas entre tratamientos con letras iguales, *: p<0.05 vs VEH; t: p<0.05 vs ZA).
Fuente: Elaboraciéon propia.
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2.1.2. Tiempo de inmovilidad

El tiempo de inmovilidad mostré diferencias significativas en el factor grupo (Figura 2), la prueba
post hoc mostré una disminucion en el tiempo total de inmovilidad en los grupos administrados con
dosis baja (p<0.05) y alta de zarzamora (p<0.001), asi como el de fluoxetina (p<0.001) respecto al
grupo vehiculo. A su vez, las dosis de zarzamora alta (p<0.05) y fluoxetina (p<0.05) mostraron
diferencias contrastadas comparado con el grupo diazepam (Tabla 2).

Figura 2
Grdfico del tiempo de inmovilidad

Factor grupo: F = 8.213,p < 0.001%
Factor prueba: F = 0.636,p = 0.403
Interaccion: F = 0.801,p = 0.532

1509 O VEH
)
3 & =
= 100 v  FAx
3 % O oz
£ 3
()]
o 50 i i
s 9. ¥
5 4
-

0 j 1

Pre-Prueba Prueba

Nota: (VEH: vehiculo, ZB: zarzamora baja, ZA: zarzamora alta, FLX: fluoxetina, DZP: diazepam; se reporta la media *+
SE, diferencias en el factor cuando *: p<0.05).
Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 2
Medias de cada factor e interaccion en la variable tiempo de inmovilidad

Pre-prueba Prueba Grupo
VEH 69.69 + 10.5624 23.19 £ 10.562¢ 46.39 £7.99
ZB 107.33 £10.564 107.27 + 10.56¢8fh 107.30 £ 7.99"
ZA 117.01 £ 11.97b4 149.31 £ 11.97bef 133.16 £ 9.06"
FLX 132.90 £ 10.024 130.33 £ 10.02¢e8 131.61 +£7.58"
DZP 106.25 = 10.56¢4 71.42 + 10.56¢efgh 88.83 £7.99" 1
Prueba 106.62 + 4.81 96.30 £ 4.81

Nota: (VEH: vehiculo, ZB: zarzamora baja, ZA: zarzamora alta, FLX: fluoxetina, DZP: diazepam; *: p<0.05 vs VEH; f:
p<0.05 vs DZP).

Fuente: Elaboracion propia.
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2.1.3. Conducta de buceo

Latencia al buceo no mostré diferencias significativas en ninguno de los factores, en el grupo
(F479=1.216,p=0.311), en la prueba (F(178=2.885p=0.093) y en la interaccion
(F478=0.336,p=0.832).

La frecuencia de buceos Unicamente present6 diferencias significativas en el factor prueba, donde
la prueba post hoc revel6 una mayor frecuencia de conductas de buceo durante la preprueba (3.109,
IC: 2.16 - 4.05) respecto a la prueba (0.874, IC: -0.73 - 1.82).

En cuanto al tiempo empleado en buceo, Unicamente se evidenciaron diferencias en el factor:
prueba, el cual mostré una disminucién en el tiempo de la expresion de dicha conducta durante la
sesion de prueba (1.67£1.11), respecto a la sesion preprueba (6.87+1.11) (p<0.001).

2.1.4. Conducta de escalamiento

La latencia al escalamiento no mostrd diferencias significativas a ningtin nivel de los factores, ya sea
en el grupo (F478)=0.837,p=0.510), en la prueba (F(1,78=0.608,p=0.440) y en la interaccién
(F4,78)=1.038,p=0.400).

En cuanto a la frecuencia de escalamientos se observaron diferencias significativas en el factor
prueba y en la interaccién (Figura 3). La prueba post hoc revel6 que, existe una mayor frecuencia
de escalamientos durante la prueba respecto a la preprueba (p<0.05). La interaccidn de factores fue
estadisticamente significativa, donde la prueba post hoc mostré que el grupo fluoxetina fue
diferente entre las sesiones, con un incremento en el nimero de escalamientos durante la prueba al
compararse con la preprueba (p<0.05). Asi mismo, se encontré una mayor frecuencia de
escalamientos en la dosis alta de zarzamora durante la prueba comparado contra la sesion de
preprueba (p<0.001) y contra la dosis de diazepam durante la prueba (p<0.05) (Tabla 3).

Figura 3

Grdfico de la frecuencia de escalamientos

Factor grupo: F = 1.347,p = 0.270
Factor prueba: F = 21.428,p < 0.001*
Interaccion: F = 2.792,p = 0.030 *
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Nota: (VEH: vehiculo, ZB: zarzamora baja, ZA: zarzamora alta, FLX: fluoxetina, DZP: diazepam;
se reporta la media * SE, diferencias significativas entre tratamientos con letras iguales,
diferencias en el factor cuando *: p<0.05). Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 3
Medias de cada factor e interaccion en la variable frecuencia de escalamiento

Pre-prueba Prueba Grupo
VEH 15+£1.92 16.44 £ 1.92 15.72 £ 1.57
ZB 14.55+1.92 17.22 £1.92 15.88 £ 1.57
ZA 12.85+2.172 23 £2.17ac 1792 +1.78
FLX 13.10 £ 1.82b 20.40 + 1.82b 16.75 £ 1.49
DZP 12+1.92 13.67 £ 1.92¢ 12.83 £1.57
Prueba 13.50 £ 0.87" 18.14 + 0.87"

Nota: (VEH: vehiculo, ZB: zarzamora baja, ZA: zarzamora alta, FLX: fluoxetina, DZP: diazepam; se reporta la media +
SE, diferencias significativas entre tratamientos con letras iguales). Fuente: Elaboracion propia.

Por otro lado, el tiempo empleado en escalamientos mostré diferencias en el factor prueba
(Fa,78=115.79,p<0.001). La prueba post hoc, identific6 un aumento de esta variable en la prueba
(52.30£2.37) comparado con la preprueba (20.01£2.37) (p<0.001).

2.2. Campo abierto
2.2.1. Numero de cuadros cruzados

El namero de cuadros cruzados presenté diferencias en la interaccién de los factores, revelando con
la prueba post hoc una disminucién en el grupo diazepam durante la prueba (47.77+5.26)
comparado con la preprueba (63.33+5.26) (p<0.05).

2.3. Cuantificacion neuronal
2.3.1. Numero neuronas en la region Cgl

Se encontraron diferencias significativas en cuanto al numero de neuronas evaluadas en la region
Cgl de la corteza prefrontal (Figura 4). La prueba post hoc identific6 un aumento del niimero de
neuronas por parte de todos los grupos con respecto al grupo vehiculo sin estrés (p<0.05) (Figura
5). Ademas, el grupo administrado con la dosis alta de zarzamora present6 una mediana mayor que
las dosis de zarzamora baja, de fluoxetina, diazepam y el vehiculo (p<0.05). Por dltimo, la dosis de
diazepam presenta mayor numero de neuronas al compararse con la dosis de zarzamora baja
(p<0.05).
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Nota: (VEH S/E: vehiculo sin estrés, VEH: vehiculo, ZB: zarzamora baja, ZA: zarzamora alta, FLX: fluoxetina, DZP:
diazepam; se reporta la mediana y la distribucion de datos al 25 y 75%, diferencias significativas: *, p<0.05 vs
VEH S/E; 1, p<0.05 vs ZA; o, p<0.05 vs DZP). Fuente: Elaboracién propia.

Figura 5

Numero de neuronas del drea Cg1 de la corteza prefrontal.
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Nota: En las micrografias de las ratas expuestas a estresor se muestra cualitativamente un
mayor nimero a comparacion con las ratas vehiculo sin estrés. Fuente: Elaboracion propia.
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3. Discusion

El presente estudio evaludé el efecto del pretratamiento con el jugo de zarzamora sobre la
desesperanza y lo patrones conductuales en la prueba de nado forzado, asi como la motricidad y el
numero de neuronas en la region Cg1 de la corteza prefrontal de ratas macho de la cepa Wistar. Los
grupos tratados con jugo de zarzamora aumentaron la latencia a la primera inmovilidad respecto al
grupo control y de forma semejante al efecto producido por fluoxetina y diazepam, lo cual sugiere
un incremento del primer esfuerzo para escapar de la situacion estresante (Contreras et al., 1998;
Espejo y Mifiano, 1999). Estos datos son consistentes con lo reportado por Contreras et al., (2001),
donde la dosis de 1mg de Fluoxetina por 21 dias, increment6 la latencia de inmovilidad asociada a
un aumento de la motivacion, que fue relacionado con el aumento de la actividad neuronal del
nucleo septal lateral, una estructura relacionada con la fisiopatologia de la depresion (Contreras et
al,, 2001).

El tiempo total de inmovilidad, es una conducta considerada como un indicador de carencia de
motivacion para resolver un problema, ademas es considerada como la principal variable asociada
a la desesperanza conductual. En la presente investigacion se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos, evidenciando una disminucién en los grupos administrados con zarzamora
y fluoxetina, los cuales previnieron el establecimiento de la desesperanza conductual en la
preprueba. Este hallazgo, puede ser interpretado como un aumento de la motivacion para escapar
del estresor que representa la prueba de nado forzado (Porsolt et al., 1977).

Nuestros datos son similares a lo reportado por Valcheva-Kuzmanova y colaboradores (2013), con
jugo de Aronia melanocarpa en la prueba nado forzado en ratas hembra, en un modelo de depresién
inducido por alcohol, en este estudio los polifenoles presentes en el jugo disminuyeron el tiempo
total de inmovilidad, revelando un efecto de tipo antidepresivo, ademas ejerci6 un efecto preventivo
contra el dafio hepatico y el estrés oxidativo. Asi mismo, dichos datos concuerdan con lo reportado
en ratas macho con el modelo tradicional de Porsolt después de 21 y 30 dias de administracion de
jugo de la misma fruta (Valcheva-Kuzmanova, 2013). Por otro lado, en un estudio similar, Tomi¢ y
colaboradores (2016), evaluaron los efectos de la administracién de jugo de Aronia Melanocarpa ad
libitum sobre la ansiedad y la depresion en ratas, reportando una reduccion del tiempo total de
inmovilidad en el grupo tratado con jugo al compararse con el grupo control, siendo incluso menor
que el grupo tratado con imipramina, concluyendo que el consumo de este jugo podria ejercer
efectos similares al producido por farmacos antidepresivos. Los autores concluyeron que el
consumo de este jugo podria provocar efectos similares al del antidepresivo imipramina (Tomi¢ et
al., 2016). De igual manera, nuestros datos son semejantes con lo recientemente reportado por
Imran y colaboradores (2021), con la fruta Grewia asiatica L., una baya (berry) popular de Pakistan
rica en polifenoles y antocianinas, cuya administracién en ratas Sprague-Dawley ejercié un efecto
de tipo ansiolitico, asi como un efecto de tipo antidepresivo en la prueba de nado forzado, ademas,
los sujetos tratados previnieron los efectos amnésicos y mostraron un efecto neuroprotector
asociados a su capacidad antioxidante o debido a su participacion en la regulacion de los sistemas
GABAérgico, serotoninérgico y colinérgico del cerebro.

Por otro lado, la prueba de nado forzado también puede revelar diferencias asociadas a los patrones
conductuales (Detke et al., 1997). Por ello, el presente estudio consider6 la evaluacién de los
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comportamientos: escalamiento y buceo, en ambas sesiones de exposicion. La conducta de buceo
Unicamente mostré diferencias en cuanto al factor prueba, en promedio todos los grupos
disminuyeron la frecuencia y el tiempo empleado en la misma, durante la segunda sesion. Por otro
lado, la frecuencia de escalamientos revelé diferencias tanto en el factor prueba como en la
interaccidn; se observo un incremento de esta conducta en la segunda sesion, principalmente en los
grupos administrados con zarzamora alta y fluoxetina respecto a su resultado en la preprueba.
Adicionalmente, el grupo administrado con fluoxetina mostré incremento de los escalamientos
comparado contra el grupo administrado con diazepam. Sin embargo, el tiempo empleado en el
escalamiento s6lo mostrd diferencias en el factor prueba, todos los grupos incrementaron el tiempo
empleado en dicha conducta.

De acuerdo con Detke et al. 1997, los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS)
como la fluoxetina, sertralina, paroxetina disminuyen la inmovilidad e incrementan la conducta de
nado (Detke y Lucki, 1995). Contrario a esto, los inhibidores selectivos de la recaptura de
noradrenalina (ISRN) como desipramina, disminuyen la inmovilidad e incrementan la conducta de
escalamiento. Estas modificaciones conductuales se pueden observar al administrar farmacos
antidepresivos, por ejemplo, una reduccion en el tiempo de inmovilidad de la rata, relacionandolo
con un mayor afrontamiento al estado de desesperanza conductual (De Kloet y Molendiik, 2016).
Por ello, el nado forzado permite medir de forma fiable, los efectos de los ISRS y otros farmacos
(Cryan et al,, 2005), asi como medir la frecuencia de diferentes tipos de comportamientos activos
como el nado, que es sensible a compuestos serotoninérgicos como los ISRS y agonistas del receptor
5-HT, como en el estudio de Tomi¢ et al. (2016), al estimular la neurotransmisiéon de serotonina,
aumentd el periodo de natacién activa (Tomi¢ et al., 2016), mientras que el aumento de la
neurotransmision de noradrenalina, se relacion6 con el escalamiento; por lo que, el escalamiento
es sensible a los antidepresivos triciclicos y fArmacos con efectos selectivos en la transmision de
catecolaminas (Detke & Lucki, 1995; Cryan & Lucki, 2000; Cryan et al., 2005; Hemby et al., 1997),
este comportamiento junto con el buceo fueron clasificados como comportamientos de escape (Hall
et al,, 2010). Por otro lado, Jaffar-Medina et al. (2020) no observaron cambios la conducta de
escalamiento, sin embargo, su estudio evalué la influencia del ciclo estral y las estaciones del afo,
en la prueba de nado forzado en ratas hembra Wistar (Jaffar-Medina et al., 2020). Nuestros datos
no revelaron cambios importantes en los patrones conductuales, salvo la modificacién del tipo de
nado entre la primera y la segunda sesion, donde se observa que, independientemente de los
tratamientos, las ratas incrementan el escalamiento y disminuyen el buceo, aparentemente como
mecanismo conductual de adaptacion a la prueba.

Con el objetivo de descartar alteraciones sobre la motricidad de los sujetos, se analiz6 el nimero de
cuadros cruzados en la prueba de campo abierto. El diazepam fue el Unico tratamiento que redujo
el nimero de cuadros cruzados durante la prueba. En esta prueba se espera que ningtin tratamiento
modifique la actividad locomotora, sin embargo, hay estudios donde se ha observado una
disminucidn de dicha actividad al exponer a los sujetos repetidamente a la prueba de campo abierto
(Rivadeneyra-Dominguez et al., 2017).

La region Cgl es la corteza cingulada anterior, perteneciente a la corteza prefrontal, esta forma
parte del sistema emocional, claramente involucrado en la respuesta conductual al estrés
(O’'Mahony et al., 2010), y es considerada como una interfaz entre la cognicion y las emociones
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(Vogt, 2016). Algunos estudios utilizando modelos de desesperanza conductual han mostrado
alteraciones en la corteza cingulada anterior (Cgl), caracterizados por modificaciones en la
plasticidad sinéptica (Li et al., 2015; Landgraf et al., 2016). En la presente investigacién pudimos
observar un aumento del nimero de neuronas en todos los grupos, en comparacién al grupo
vehiculo sin estrés, el cual no fue sometido a las pruebas conductuales. Ademas, el grupo zarzamora
alta revel6 un incremento en el niimero de neuronas respecto a los grupos zarzamora baja,
fluoxetina y diazepam. El hecho de que, el grupo vehiculo sin estrés presentara un menor nimero
de neuronas comparado con los grupos restantes, probablemente se debié a que los demas grupos
fueron forzados a nadar y con ello se activ) esta regién promoviendo cambios en la plasticidad
neuronal.

De acuerdo con Dias et al. (2012) el estrés, la ansiedad y la depresion disminuyen la neurogénesis
en el hipocampo (Martirosyan y Singh, 2015), contrario al uso de algunos antidepresivos y
alimentos funcionales, como los frutos rojos, que han demostrado favorecer la neurogénesis
hipocampal (Casadesus et al., 2004; Lino de Oliveira et al., 2020). Lo cual pudiera haber favorecido
la migracién neuronal hacia la corteza prefrontal, por lo que se observé un incremento de neuronas
en el grupo tratado con zarzamora y fluoxetina, los cuales tuvieron una mejor respuesta al
afrontamiento del estrés, previniendo el establecimiento de la desesperanza conductual.

Finalmente, es posible que estos resultados se deban a la presencia y al efecto antioxidante ya
conocido de los polifenoles y antocianinas presentes en el jugo de zarzamora. El efecto de
antocianinas en la respuesta conductual al estrés y la depresion puede ser atribuido al aumento del
contenido de neurotransmisores monoaminicos al inhibir la enzima monoaminooxidasa y favorecer
la neurogénesis en el hipocampo (Fang et al., 2020).

Una de las limitantes de la presente investigacién es que no se exploré el mecanismo de accién de
los efectos aqui encontrados. Tampoco se utiliz6 un marcador de actividad neuronal. Sera
importante dilucidar los compuestos del jugo de zarzamora que producen las modificaciones en el
comportamiento y sobre las neuronas corticales observadas en el presente trabajo.

4. Conclusion

Bajo estas condiciones, el jugo de zarzamora ejercié un efecto protector contra los cambios
conductuales inducidos por el estrés en la prueba de nado forzado, de forma similar a la fluoxetina,
evitando el establecimiento de la desesperanza conductual, probablemente por el contenido de
polifenoles contenidos en el jugo de zarzamora. Lo anterior, sustenta un potencial efecto terapéutico
preventivo contra los trastornos asociados al estrés.
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