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RESUMEN
Introduccion: La depresion afecta la vida afectiva, cognitiva, con-
ductual y somatica. Crocus sativus, conocido como azafan, podria
tener eficacia similar a la fluoxetina e imipramina en el tratamien-
to de la depresion. El objetivo fue evaluar los efectos antidepre-
sivos del azafran en ratones albinos suizos con la prueba de sus-
pension de la cola.
Métodos: Experimental, de grupos paralelo, triple ciego, con prey
pospruebas. Realizado en Asuncion - Paraguay, en la Facultad de
Autor de correspondencia:  (Cjencias Médicas de la Universidad Nacional de Asuncién. De abril
E/laaililmerce‘jes Ramirez a octubre de 2017. Se aplicé el test de suspension de la colaa 16
paomerama@hotmail.com ratones asignados aleatoriamente a 4 grupos: a) Grupo Experi-
mental 1 (extracto alcohélico de azafran 40 mg/kg), b) Grupo Ex-
perimental 2 (extracto alcohélico de azafran 80 mg/kg), c) Grupo
Recibido: 27/07/2018 Fluoxetina (10 mg/kg), d) Grupo Placebo. Se utilizo la prueba t de
Aceptado: 22/10/2018 Student para comparacion de medias, p<0,05 como significativo.
Resultados: Las medias de latencia de inmovilidad fueron: a) Gru-
po Placebo: 1,4+0,4 s, b) Grupo Fluoxetina: 1,1+0,07 s, c) Grupo
Palabras clave: , Experimental 1: 1,4x0,3 s, d) Grupo Experimental 2: 1,7+0,7 s.
Depresion, Crocus sativus, - Attt S ! B
Fluoxetina, Prueba de Conclusion: La administracion de extracto alcohdlico de azafran,
suspension de la cola. mostro reduccion del comportamiento depresivo en la prueba de
"desesperanza aprendida” de la suspension de la cola.
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ANTIDEPRESSANT EFFECT OF THE ALCOHOLIC EXTRACT
OF SAFFRON IN MALE SWISS ALBINO MICE, ADULTS
USING THE TAIL SUSPENSION TEST.

ABSTRACT

Background: Depression affects affection, cognition, behavior
and somatic life. Crocus sativus known as well as saffron could
have a similar efficacy compared to fluoxetine and imipramine in
the treatment of depression. The aim was to study the antide-
pressant effects of saffron in Swiss albino mice with the tail sus-
pension test.

Methods: Experimental, parallel groups, triple blind, with pre-
vious and posterior tests. It was carried out in Asuncion — Pa-
raguay, in the Faculty of Medicine of the National University of
Asuncion. The study was held from April to October 2017. The
tail suspension test was applied to 16 mice randomly assigned
to 4 groups: a) Experimental Group no. 1 (saffron alcoholic extract
with 40 mg/kg), b) Experimental Group no. 2 (saffron alcoholic ex-
tract with 80 mg/kg), c) Fluoxetine Group (10 mg/kg), d) Placebo
Group. Student’s t test was used for means comparison, p<0.05
as significative.

Results: The means of immobility latency were: a) Placebo Group:
1.4 = 0.4 s, b) Fluoxetine Group: 1.1 = 0.07 s, c) Experimental
Group no. 1: 1.4 = 0, 3 s, d) Experimental Group no. 2: 1.7 + 0.7 s.
Conclusion: The administration of alcoholic extract of saffron,
showed reduction of depressive behavior in the tail suspension
test.

INTRODUCCION

Las afecciones neuroldgicas y patologias
mentales segln datos de la OMS presentan
una carga global de un 14% a nivel mundial,
afectando a un nimero importante de per-
sonas en Latinoaméricay el Caribe (22%), las
cuales tienen un impacto importante en to-
das las sociedades (1).

El factor mas relevante en la fisiopatologia
de la depresion se relaciona con alteracio-
nes en el tono sistema serotoninérgico y la
neurotransmision en el Sistema Nervioso
Central, algo que es comdn en los trastor-
nos afectivos (2).

Lo

Investigaciones han puesto de manifiesto
las propiedades antidepresivas de Crocus
sativus (conocido como “azafran) e inclu-
so lo comparan con reconocidos farmacos
antidepresivos (3). Estas propiedades se
encuentran en los estigmas v pétalos de la
planta, que han sido utilizados ya desde la
antigiedad en el tratamiento de diversas
enfermedades (4). Aunque fuera de lo co-
nocido, otras posibles propiedades no han
sido demostradas ni estan bien estudiadas
hasta hoy dia.

Aunque vya son conocidas sus propieda-
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des antidepresivas, sigue siendo objeto de
estudio en las diversas investigaciones. La
accion antidepresiva de esta hierba es com-
parable a la fluoxetina y la imipramina, far-
macos conocidos vy utilizados ampliamente
en psiquiatria para el tratamiento de la de-
presion (5,6).

El objetivo de esta investigacion fue eva-
luar los efectos antidepresivos del azafran
en ratones albinos suizos con la prueba de
la “desesperanza aprendida”.

MATERIALES Y METODOS

Estudio de diseno experimental, de grupos
en paralelo, triple ciego, con pre y posprue-
bas, muestreo probabilistico aleatorio sim-
ple. El estudio se llevo acabo en el bioterio
de la catedra de Fisiopatologia, de la Facul-
tad de Ciencias Médicas de la Universidad
Nacional de Asuncion. El marco temporal
abarco desde marzo a noviembre del ano
2017,

La hipotesis alterna fue que la latencia de
inmovilidad en el test de la suspension de
la cola sera mayor en promedio en el grupo
experimental que en el grupo control place-
bo. La hipotesis nula fue que la latencia de
inmovilidad en el test de la suspension de la
colaseraigual en el grupo experimental y en
el grupo control placebo.

Se utilizaron ratones albinos suizos adul-
tos provenientes de Instituto de Investiga-
cion en la Salud de la Universidad Nacional
de Asuncion, machos de peso de 20 a 25
gramos.

Para el calculo muestral se utilizo la for-
mula n=1+2C(s/d)%. Donde C es un coefi-
ciente determinado por el error a y el error
B, se tomo un a de 0,05y una 3 de 10%, con
lo que da una Cde 10,51. La s de un estudio
previo y con una d esperada es de 7 segun-

dos con lo que resulta un tamano minimo
para cada grupo de 3,68 que por redondeo
determinamos 4 animales por grupo, la
muestra estuvo constituida por 16 anima-
les (7).

Los criterios de inclusion fueron: ratones
albinos suizos sin patologia de base, macho,
adultos, de entre 20-25 gramos de peso,
que no hayan sido utilizados previamente
en ningun experimento. Los criterios de ex-
clusion fueron: ratones previamente enfer-
mos o con lesiones en la piel.

Las variables independientes fueron: 1)
tratamiento con extracto alcohalico de aza-
fran (por 7 dias, administrado por canula-
cion orogastrica). Indicadores: 1.a) efecto
con extracto alcohadlico de azafran a 1 dosis
de 40 mg/kg de peso del raton al Grupo Ex-
perimental 1, 1.b) tratamiento con extracto
alcohdlico de azafran a 1 dosis de 80 mg/
Kg de peso del raton al Grupo Experimen-
tal 2. 2) tratamiento con fluoxetina a 1 dosis
de 10 mg/kg (por 7 dias, administrado por
canulacion orogastrica).

Las variables dependientes fueron el pa-
tron conductual "desesperanza aprendida”
La desesperanza aprendida es un estado de
pérdida de la motivacion en una situacion
clinica de indefension vy pasividad frente al
cambio, se mata la fe, se aniquila la auto-
estima v por lo tanto se delega la accion.
Los indicadores fueron: a) latencia de inmo-
vilidad (tiempo en segundos desde el inicio
de la prueba de suspension de la cola hasta
que el animal queda inmovil; inmovilidad se
considera que el animal no mueva las patas
y cabeza); b) tiempo de inmovilidad (tiempo
en segundos en que el animal se permanece
inmovil); c) tiempo de lucha vigorosa (tiem-
po en segundos que transcurre en que el
animal permanece en movimiento a merced
de su sujecion desde la cola (8).

El test de suspension de la cola fue el mé-
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todo de eleccion para medir el efecto anti-
depresivo en donde la inmovilidad se induce
suspendiendo al animal por la cola. El raton
inicialmente tratara de escapar de la sus-
pension de la cola mediante con movimien-
tos vigorosos para posteriormente quedar
inmovil. Debe suspenderse a los animales
por la cola pasando un gancho de suspen-
sion a través de una cinta adhesiva lo mas
cerca posible a la cola (1-2 mm) para ase-
gurar que el animal se cuelgue en una linea
recta (para evitar lesiones). La observacion
de los animales se realiza en forma continua
durante 6 minutos. La duracion de la inmo-
vilidad sera observada v registrada. Cuanto
menor sea el tiempo de inmovilidad en los
ratones estudiados, mayor sera el efecto
antidepresivo (9-11).

Todo el proceso fue grabado con un equi-
po de filmacion Sony Handycam DCR-SX45.
Se procedid posteriormente al analisis de
los videos de la prueba con el programa
Ethowatcher® (13). Todo el proceso fue rea-
lizo en una sala aislada sin contacto con las
otras ratas.

La duracion de la fase empirica fue de 7
dias y se introdujeron al azar 16 animales (4
animales para cada grupo del estudio), los
investigadores (ciegos de la asignacion de
los animales a los grupos de estudio). Fue-
ron asignados aleatoriamente a los 4 gru-
pos de tratamiento vy, durante los 15 dias
siguientes a su llegada al bioterio, pasaron
por las siguientes etapas y mediciones:

Periodo de adaptacion: Los primeros 7
dias fue el periodo de aclimatacion, dispo-
nibilidad de alimento y agua. Seguido del
periodo de experimentacion entre los dias
8 y14. Se administro por sonda orogastrica
las soluciones de estudio, ademas de dispo-
nibilidad de alimento y agua durante esos
dias. Y finalmente, el dia 15 llevo a cabo la
prueba de suspension de la cola a los rato-
nes por 6 minutos a cada uno.
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Los grupos de estudio fueron los siguien-
tes:

. Grupo Control Técnico (placebo): re-
cibid 0,25 mL de agua mineral por una son-
da orogastrica (n=4 ratones machos).

. Grupo Control Droga: recibio fluoxe-
tina a dosis de 10 mg/kg de peso corporal,
un volumen de 0,25 mL por una sonda oro-
gastrica, diariamente (n=4 ratones). Prepa-
racion: 10 mg de fluoxetina, macerada en
mortero, en 10 mL de agua tibia para dilu-
cion optima.

. Grupo Experimental 1: tratamiento
cronico con extracto alcohdlico de azafran
en dosis de 40 mg/kg de peso corporal por
sonda orogastrica, diariamente (n=4 rato-
nes). Preparacion: Se diluyé 1000 mg de ex-
tracto alcohdlico de azafran en 250 mL de
agua tibia. De esta solucion se administro
0,25 mL a los animales.

. Grupo Experimental 2: tratamiento
cronico con extracto alcohdlico de azafran
en dosis de 80 mg/kg de peso corporal por
sonda orogastrica, diariamente (n=4 rato-
nes). Preparacion: Se diluyé 2000 mg de ex-
tracto alcohdlico de azafran en 250 mL de
agua tibia. De esta solucion se administro
0,25 mL a los animales.

La referencia de las dosis fue tomada de
un studio previo (12). Los preparados de las
soluciones se hacian en el diay fue desecha-
do el sobrante después de cada administra-
cion. Asi se evitd que el almacenamiento
alterara la concentracion y calidad de este.

Analisis estadistico: Los datos numéricos
(mediciones en segundos de los videos de
los experimentos) se obtuvieron por medio
del programa Ethowatcher® de licencia libre,
y para el procesamiento de datos se utilizo
Microsoft Excel 2010. Las variables cuanti-
tativas fueron presentadas como promedio
y desviacion estandar, y a fin de establecer
comparaciones entre las medias de los gru-
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pos, se utilizo la prueba t de Student para
muestras independientes y para evaluar la
igualdad de las varianzas, se utilizo la prue-
ba de Levene. Para medir la fuerza de aso-
ciacion entre variables se utilizd Correlacion
de Spearman. Se considerd p<0,05 como
significativa. Las variables cualitativas fue-
ron: frecuencia vy se utilizo la prueba de Chi
cuadrado para comparacion entre grupos.

Enmascaramiento: Durante el procesa-
miento de datos 2 investigadores enmasca-
raron por medio de codigos los 16 videos de
tal manera, asi los investigadores que ana-
lizaron desconocieron qué animal o de qué
grupo pertenecia cada animal.

La principal limitacion que tuvo el trabajo
fue la capacidad limitada a 4 jaulas del bio-
terio sectorial. Otras limitaciones presenta-
das fue el prolongado tiempo de espera en
la entrega del preparado alcohdlico de aza-
fran.

Consideraciones éticas: en la realizacion
del trabajo se tuvo en cuenta el principio de
las 3R (reemplazar, reducir, refinar), el cual
se cumplid con el maximo rigor posible para
garantizar la validez del estudio. Los ani-
males de experimentacion incluidos en el
estudio recibieron los cuidados adecuados.
Se evitd el dolor innecesario, sufrimiento,
estrés o lesiones prolongadas vy se evito la
duplicacion o repeticion innecesaria de ex-
perimentos.

RESULTADOS

La prueba aplicada fue la “Prueba de la
Suspension de la cola”, se estudiaron la la-
tencia de inmovilidad, los tiempos de inmo-
vilidad y de lucha vigorosa.

Grupo Control: 1) tiempo de inmovilidad:
212,1+74,7 s, 2) tiempo de lucha vigorosa:
146,9+74,4 s, 3) frecuencia de inmovilidad:

15+2,9 veces, 4) frecuencia de lucha vigoro-
sa: 14,2+3,09 veces, 5) latencia de inmovili-
dad: 1,4+0,4 segundos.

Grupo Fluoxetina: 1) tiempo de inmouvili-
dad: 27,6+17,1 s, 2) tiempo de lucha vigo-
rosa: 334,5+17,1 s, 3) frecuencia de inmo-
vilidad: 9,7+5 veces, 4) frecuencia de lucha
vigorosa: 9,25=+4,5 veces, 5) latencia de in-
movilidad: 1,1+0,07 s.

Grupo Experimental 1 (40 mg/kg): 1) pro-
medio de inmovilidad: 85,3+47,8 s, 2) pro-
medio de lucha vigorosa fue de 274,1+47,9
s. 3) promedio de frecuencia de inmovilidad:
12,5+3,4 veces, 4) promedio de frecuencia
de lucha vigorosa: 12,2+3,3 veces, 5) pro-
medio de latencia de inmovilidad: 1,4+0,3 s.

Grupo Experimental 2 (80 mg/kg): 1) tiem-
po de inmovilidad: 61,8+33,8 s, 2) tiempo de
lucha vigorosa: 00,3+35 s, 3) promedio de
frecuencia de inmovilidad fue de 9+2,4 ve-
ces, 4) promedio de frecuencia de lucha vi-
gorosa fue de 8,5+3 veces. 5) promedio de
latencia de inmovilidad: 1,7+0,7 s.

El Grupo Fluoxetina ha presentado 86,9%
menos de inmovilidad con respecto al Grupo
Control. Asimismo, el Grupo Experimental 1
ha presentado 59,8% menos de inmovili-
dad con respecto al Grupo Control y 27,1%
mas de inmovilidad con respecto al Grupo
Fluoxetina. El Grupo Experimental 2 ha pre-
sentado 70,8% menos de inmovilidad con
respecto al Grupo Control, 16,1% mas de in-
movilidad con respecto al Grupo Fluoxetina
y 11% menos de inmovilidad con respecto al
Grupo Experimental 1. Se puede comparar
los tiempos de lucha vigorosa vy los prome-
dios de tiempo de inmovilidad de los tres
grupos (Figuras 1y 2).

Comparando la media de lucha vigorosa
del Grupo Control con la media de lucha vi-
gorosa del grupo Experimental 1 (estadisti-
co Levene= 0,367) con la prueba t se obtuvo
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Figura 1. Tiempo de "Lucha vigorosa" de los 4
grupos de ratones albinos suizos (n=16)
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una diferencia estadisticamente significati-
va (p=0,028).

Comparando la media de inmovilidad del
Grupo Control y del Grupo Experimental 1
(estadistico Levene= 0,355) con la prueba t
se obtuvo una diferencia estadisticamente
significativa (p= 0,029).

Comparando la media de lucha vigorosa
del Grupo Control y del Grupo Experimental
2 (estadistico Levene=0,171) con la prueba
t se obtuvo una diferencia estadisticamente
significativa (p = 0,010).

Comparando la media de inmovilidad del
Grupo Control y la del Grupo Experimental 2
(estadistico Levene= 0,154) con la prueba t
se obtuvo una diferencia estadisticamente
significativa (p= 0,011).

Comparando la media de lucha vigorosa
del Grupo Fluoxetina y del Grupo Experi-
mental 1 (estadistico Levene= 0,166) con la
prueba t no se obtuvo una diferencia esta-
disticamente significativa (p= 0,55).

Comparando la media de inmovilidad del
Grupo Fluoxetina y la del Grupo Experi-
mental 1 (estadistico Levene= 0,164) con la
prueba t tampoco se obtuvo una diferencia
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Figura 2. Tiempo de "Inmovilidad" de los 4 gru-
pos de ratones albinos suizos (n=16)
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estadisticamente significativa (p= 0,64).

Comparando la media de lucha vigorosa
del Grupo Fluoxetina y del Grupo Experi-
mental 2 (estadistico Levene= 0,392) con la
prueba t no se obtuvo una diferencia esta-
disticamente significativa (p= 0,129).

Comparando la media de inmovilidad del
Grupo Fluoxetina vy del Grupo Experimental
2 (estadistico Levene= 0,391) con la prueba
t no se obtuvo una diferencia estadistica-
mente significativa (p=0,121).

Se midio la fuerza de asociacion entre la
administracion de las dosis de nuestro ex-
tracto alcohdlico a los grupos experimen-
tales y el grupo placebo. Se encontré una
correlacion fuerte (p= -0,769) tiempo de
inmovilidad disminuye con respecto a la ad-
ministracion del tratamiento experimental
y también al aumento de dosis del extracto
alcohadlico de azafran.

DISCUSION

Los ratones tratados con extracto alcoho-
lico de azafran presentan menor tiempo de
inmovilidad con respecto al grupo control.
Con respecto a los promedios de tiempos de
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inmovilidad entre los grupos experimenta-
les v el grupo fluoxetina se esperaba que las
diferencias sean las minimas posibles, pero
se obtuvo una diferencia de 27,1y 16,1%.

Un estudio realizado en ratas Wistar en
Iran concluy6 que el extracto de azafran tie-
ne efectos antidepresivos con dosis de 40
y 160 mg/kg que disminuyeron el tiempo
de inmovilidad e incluso comparable a dosis
de Imipramina 10 mg/kg v el mecanismo de
la depresion estaria parcialmente mediado
por el aumento de expresion del Factor neu-
rotrofico derivado del cerebro (FNDC), VGF,
CRED vy P-CREB en el hipocampo de las ra-
tas (13). Otro estudio senala un efecto dosis
dependiente donde 150, 300 y 600 mg/kg,
dosis crecientes, en forma significativa ejer-
cen efectos antidepresivos en ratas com-
probados con el test de nado forzado v el
test de suspension de cola en comparacion
con el grupo control (14).

Un estudio comparativo entre la fluoxetina
y el extracto de azafran se vio que C. sati-
vus disminuyo significativamente los sinto-
mas depresivos en pacientes con depresion
leve y moderada, asi como también menor
cantidad de efectos adversos. Se encontra-
ron ensayos clinicos realizados en humanos
en Australia encontraron que el extracto de
azafran mejora los sintomas de depresion,
ansiedad y fobia social en adolescentes,
comparando con el grupo placebo (15). En
combinacion con curcuming, que tiene tam-
bién efectos antidepresivos y ansioliticos,
se demostro que también que disminuye los
sintomas de una depresion mayor en adul-
tos, aunque las dosis precisas aun no estan
definidas (16). En otro estudio realizado en
mujeres embarazadas con sintomas de de-
presion posparto leves a moderados remi-
tieron sus sintomas en un 96 % en compa-
racion al grupo placebo que lo hizo en un 43
%(17).

Al revisar los resultados de la investiga-

cion acerca del Cedrén Paraguay (Aloysia
Citriodora) (8), realizado en el ano 2015 se
notd que han obtenido evidencia de que el
Cedron Paraguay también posee efectos
antidepresivos, ademas de ser hipotensor
y posiblemente con un importante efec-
to sedante. Esto lo han demostrado con el
Test de Suspension de la Cola. Comparando
nuestros resultados con los suyos, el aza-
fran demostrd tener una mayor reduccion
en porcentaje de los promedios de tiempo
de inmovilidad con respectos a los grupos
controles. El Cedron Paraguay para las dosis
utilizadas en ese trabajo en su Grupo expe-
rimental 2 redujo en un 38,5% el tiempo de
inmovilidad con respecto al grupo control. El
Grupo Experimental 2 azafran en este estu-
dio redujo un 70,8% el tiempo de inmovilidad
con respecto al grupo control.

Se demuestra entonces que el extracto al-
cohdlico de azafran posee propiedades que
pueden aumentar el tiempo de luchay dis-
minuir el tiempo de inmovilidad; entonces,
basandonos en los resultados obtenidos vy
mencionados anteriormente, podemos de-
cir que el azafran puede tener efectos anti-
depresivos.

Es necesario seguir estudiando sobre el
extracto de azafran, para comprobar si po-
see otros efectos sobre el organismo (gj.:
sobre la presion arterial, la ansiedad, sobre
el metabolismo fuera de los parametros
neuroldgicos), asi como también determinar
las dosis exactas a ser administradas, indi-
vidualizar sus componentes para una mejor
comprension de su utilidad y determinar si
existe toxicidad y en qué condiciones.
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