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Resumen

El aislamiento social originado durante la pandemia por COVID-19 incrementé la
incidencia de ansiedad y depresion en el mundo. Ante esta situacion, las
autoridades y Organismos de Salud implementaron estrategias para combatir el
aislamiento y disminuir los casos de ansiedad-depresion, observando que la
interaccion social directa ayudaba a disminuir el estrés. En este proyecto propone
dos modelos experimentales, el de aislamiento para emular las condiciones durante
la pandemia y el Handling como una forma de interaccién entre dos individuos. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del aislamiento, el Handling y la
administracion de taurina en las conductas de ansiedad y depresion en los animales
de experimentacion y su relacion con marcadores de estrés oxidativo y cortisol. El
protocolo experimental consisti®6 en 5 grupos experimentales: 1. Control, 2.
Aislamiento (Ais), 3. Handling (Hand). 4. Ais + taurina (Ais + Tau) y 5. Handling +
taurina (Hand + Tau). Tras 8 semanas de aislamiento social, interaccion y de
administracion de taurina (50 ppm). Se realizaron pruebas conductuales de Campo
Abierto, Laberinto Elevado en Cruz y Nado Forzado. Concluidas las pruebas, se
obtuvo bulbo olfatorio, corteza prefrontal, hipocampo, corteza temporoparietal,
cerebelo, glandula pituitaria, glandulas suprarrenales y suero. Se realizaron las
determinaciones bioquimicas de nitritos (NO2), malonildialdehido (MDA) & 4-
hidroxialquenales (4-HDA) y cortisol. Observamos que el aislamiento social genero
alteraciones negativas en las pruebas conductuales, mientras el Handling y la
taurina estimulan la conducta exploratoria y de supervivencia. Los resultados de la
evaluacion bioquimica mostraron que el Handling y la taurina individuales o
combinados reducen el estrés oxidativo en el cerebro. Los tratamientos ejercieron
un efecto diferencial sobre los niveles de cortisol en glandula pituitaria y adrenal, asi
como en suero. El modelo de aislamiento produce alteraciones conductuales en la
exploracion, autocuidado o supervivencia relacionadas con el aumento del estrés
oxidativo a nivel cerebral. El Handling, la administracion de taurina y la combinacion
de estos podrian ejercer un efecto neuroprotector relacionado con la prevencion de
los cambios conductuales inducidos por el modelo de aislamiento. Ademas, la

combinacion de Handling + taurina podria estimular un mecanismo pre



condicionante que no altera la conducta o estrés oxidativo cerebral. Concluimos que
los tratamientos de Handling, administracion de taurina o su combinacién ejercer un
efecto neuroprotector que podrian ayudar a prevenir alteraciones conductuales

inducidas por el modelo de aislamiento.

Palabras clave: Aislamiento social, Handling, Taurina, Nitritos, Cortisol, MDA & 4-
HDA.

Introduccion

El aislamiento social (AS) y la soledad son problemas de salud publica. Las
consecuencias frecuentemente son de gravedad y a nivel clinico son consideradas
como situaciones subestimadas [1, 83]. De hecho, sus efectos son perjudiciales
sobre la salud de los sujetos que la padecen. Existe una falta de conocimiento sobre
la aplicacion en modelos de experimentacion, por lo que se ha visto limitada su
practica en la investigaciéon experimental, los estudios clinicos sin lograr una
aplicacion en la préactica clinica. La importancia de los modelos destaca por su
asociaciéon con numerosas patologias cardiovasculares, renales, inmunoldgicas,

endocrinoldgicas y conductuales [8, 9].

La respuesta fisioldgica ante un estresor conduce a la activacion del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal que pone en marcha un mecanismo de “lucha y
huida”. La rama simpatica del sistema nervioso autonomo (SNA) incrementa la
liberacion de adrenalina, noradrenalina y cortisol desde las glandulas suprarrenales
[2], esto hace que se acelere el metabolismo glucogenolitico y gluconeogénico para
mantener un estatus energético 6ptimo para funciones como la vascular,
cardiopulmonar y nerviosa [3,4].

Sin embargo, si la exposicion al estresante se convierte en crénica, el eje
HHA pierde capacidad de autorregulacion generando resistencia al cortisol y
produciendo disfuncion organica [37,84].

Los periodos prolongados de estrés generan cambios en la neuroquimica
que alteran la conducta de los pacientes, hay presencia de cansancio, irritabilidad,

problemas de suefio, pobre cuidado personal [4]. Ademas, existe una fuerte



relacion entre el AS y problemas neurolégicos que pueden derivar en ansiedad y

depresion o con trastornos adictivos, psicoticos y afectivos [4, 8, 13].

Los tratamientos farmacol6gicos para disminuir los signos y sintomas de la
ansiedad o depresion dependen de variables que ponen en riesgo la efectividad
de estos [68]. Por lo que se ha buscado plantear nuevos abordajes terapéuticos

que carezcan de consecuencias farmacolégicas [61].

En diferentes paises de Europa, Estados Unidos de Norteamérica y
Australia se implementaron protocolos que tenian como objetivo reducir la
acumulacion de estrés [23, 25, 27, 30]. La incorporacion de interacciones a través
de medios digitales, el acompafiamiento social de larga distancia o la interaccién
con sujetos de compafiia como mascotas ayudaron a prevenir los efectos nocivos
del estrés generado por el AS [35,36]. Esto resulté en el reconocimiento de la
interaccion fisica (Handling) como un factor estimulante para generar cambios

conductuales en situaciones tan cotidianas como el aislamiento [36].

Por otro lado, la taurina, considerada como un pseudoaminoacido, es una
molécula con actividad antioxidante, antiinflamatoria y neurotréfica [68].
Diferentes autores han demostrado que la administracion de taurina estimula la
capacidad antioxidante a nivel cerebral, muscular, en higado o rifion [88].
Ademas, se ha observado que la taurina bloquea mecanismos involucrados con
la inflamacion como el aumento en la expresién de citocinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-1B o IL-6) y con ello previene mecanismos proapoptéticos para
incrementar la supervivencia celular [75,76]. En modelos animales de
hipertension o de deterioro cognitivo, la administracion de taurina regula la
actividad neuronal a nivel hipotaldmico-pituitario relacionada con el sistema
renina-angiotensina-aldosterona [117], ademas de estimular la liberacion de de
factores de crecimiento involucrados con la supervivencia neuronal, lo cual la
hace un candidato idéneo para ser utilizado en modelos de aislamiento en ratas
[60].

La combinacién de estrategias como el ambiente enriquecido o sesiones



de ejercicio mas la administracion de taurina ejercen un efecto neuroprotector al
prevenir el dafio en estructuras cerebrales relacionadas con el aprendizaje, la
memoria y la conducta exploratoria [141]. La estrategia del Handling y taurina
podria combinar el efecto de cada tratamiento para incrementar su eficacia

protectora en modelos de aislamiento social.

Antecedentes

3.1 Antecedentes generales

El estrés es considerado un factor que promueve la activacién psicofisioldgica
sostenida, capaz de agotar reservas neuroquimicas y metabdlicas que puede
producir un estado de vulnerabilidad ante enfermedades como obesidad, diabetes,
accidente cerebrovascular, ansiedad, depresion, entre otras [1]. EI médico y
fisidlogo austrohungaro Hans Selye definié al estrés como “una respuesta
inespecifica del cuerpo ante cualquier exigencia”. Actualmente sabemos, que es un
proceso adaptativo que pone en marcha mecanismos de emergencia
fundamentales para la supervivencia del individuo [2]. El fisi6logo estadounidense
Walter Cannon relaciono el término estrés con respuestas de “lucha y huida”, las
cuales preparan al individuo para iniciar la actividad motora inmediata, mediante la
movilizacion de los recursos organicos, regulados por la actividad de la rama

simpatica del sistema nervioso autonomo (SNA) [2].

La presencia de estresores en el medio ambiente incrementa la actividad del
eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HPA) e induce una respuesta tisular diferencial en
el corazon, pulmaon, higado, rifién, musculo esquelético, asi como cerebro, siendo
este Ultimo el mas susceptible a la presencia de corticosteroides, en respuesta al
estrés inducido por el aprendizaje de una nueva tarea, se lleva a cabo la liberacion
de corticosteroides, a pesar de estar asociados al estrés, se ha demostrado que
estos son potentes moduladores de procesos cognitivos [3,4, 82]. El estrés en
modelos animales indica que la separacion social activa el eje HPA e interactia con
los sistemas de neurotransmisores monoaminérgicos, glutamatérgicos vy

GABAérgicos induciendo alteraciones neuroquimicas a largo plazo [5].



En los seres humanos, los efectos del estrés por aislamiento social (AS) en
los mismos sistemas de neurotransmisores se han relacionado con trastornos
adictivos, psicéticos y afectivos [4]. Los principales estresores sociales que afectan
al individuo son factores laborales (carga mental y control sobre el trabajo),
emocionales (situaciones de duelo o enfermedades mentales precedentes) y

personales (frecuentemente asociados con relaciones interpersonales) [1].

Con el paso de los afios, se han propuesto diferentes teorias que ayudan a
comprender el vinculo que existe entre las relaciones sociales y la salud [5]. Los
primeros trabajos le pertenecen al socidlogo Emile Durkheim (1973), el cual
contribuyé al entendimiento general de como la falta de integracion social se
encuentra relacionada con el suicidio, y, al psicoanalista John Bowlby (1969), el cual
propuso la teoria del apego en la que los individuos necesitan tener vinculos

afectivos estrechos [6].

Trastornos por estrés debido al aislamiento social durante la pandemia por la
COVID-19

La pandemia originada por la COVID-19 gener6é un ambiente social de estrés
en diferentes sectores de la poblacion, principalmente en trabajadores del area de
la salud debido a la cuarentena o el AS fueron presentados como una alternativa a
nivel mundial para disminuir la tasa de contagios, ademas con esta medida se
buscaba reducir el contacto fisico y social entre personas sanas [7], priorizando el
distanciamiento social principalmente con personas infectadas y de aquellos que
contaban con sospecha de infeccion. El confinamiento como estrategia ayudo a
reducir la probabilidad de contagio entre sujetos sanos e infectados, sin embargo,
se presentaron inconvenientes relacionados con la falta de interaccion social
interindividual y grupal, lo que derivd en el aumento de complicaciones
neuropsiquiatricas causadas por el distanciamiento social abrupto. Este fenémeno
de aislamiento repercutio a nivel mundial, ya que el aislamiento social prolongado
empezo a desencadenar episodios de ansiedad y hubo un incremento en los casos

de depresion [7, 8.



El AS y la soledad [83] son problemas de salud publica graves y
subestimados, a pesar de los efectos perjudiciales que causan a la salud, existe
una falta de conocimiento sobre su aplicacion en los ambitos de la investigacion
experimental, los estudios clinicos y la aplicacion en la practica clinica, pues su
importancia destaca en su asociacion con numerosas patologias presentes en la
poblacion [8, 9]. ElI AS y la soledad son fendmenos generalizados y crecientes, se
estima que el AS afecta a un tercio de la poblacion, principalmente en paises

industrializados [10].

De acuerdo con datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), el AS tiene un impacto negativo en la salud fisica y mental, ya que los datos
recabados a partir del confinamiento social demostraron un incremento en el
namero de casos de ansiedad y depresion y como estos pueden contribuir hasta en
un 30 % en la aparicion de enfermedades cardiovasculares [11]. Para comprender
la severidad de las secuelas que causa, se ha propuesto el desarrollo de protocolos
en los cuales la soledad y el AS se asocian de forma independiente con resultados
desfavorables para la salud de la poblacion, esto podria deberse a la

heterogeneidad en las caracteristicas que presenta la poblacion afectada [12].

Los efectos del AS y la soledad son mas evidentes en el contexto de la
exclusion social debido a multiples factores sociales y culturales, durante las
estrategias generalizadas de contencién de enfermedades infecciosas, como lo fue
el confinamiento social provocado por la pandemia de la COVID-19 [9]. La exclusion
social y el aislamiento son factores clave de angustia, que se han asociado con
trastornos mentales relacionados al estrés [13]. Las regulaciones generalizadas
derivadas de la pandemia que inicié en el afio 2020 resultaron en una reduccién
significativa en la interaccion social y acceso a redes de apoyo, exacerbando
situaciones de soledad y aislamiento, esto promovid el interés por describir los

efectos ocasionados a nivel conductual y neurolégico del AS involuntario [14].

El AS temprano (menor a 1 mes) afecta directamente el desarrollo cerebral de
las personas y los factores estresantes de privacion dan lugar a cambios neuronales

en el hipocampo, la corteza parietal, el I6bulo frontal, estructuras claves en la



funcién cognitiva, el comportamiento de exploracion y la toma de decisiones, lo que
contribuye a la reduccidén de las funciones ejecutivas y propicia la conducta de

aversion asociada con mecanismos de proteccion [15].

La asociacion epidemiologica entre el AS y la depresidbn se basa
esencialmente en estudios observacionales con evidencia limitada de causalidad,
debido a que fueron enfocados en poblaciones del hemisferio norte [9], las cuales
se enfrentan a condiciones geograficas, meteoroldgicas, socioculturales y politicas,
gue se encuentran relacionadas con una alta incidencia de enfermedades como la
ansiedad y depresion [16, 17]. La “Clasificacion de recomendaciones, evaluacion,
desarrollo y evaluaciones” (por sus siglas en inglés, GRADE") (Fig.1) ayuda a
determinar el grado de afectaciobn en la salud mental del paciente, con una

puntuacion mayor o igual a 7 determina los efectos adversos del AS [18].

Puntuacion Tipo de desenlace Desenlace

* Eventos adversos
* Calidad de vida
* Frecuencia
hospitalizaciones
* Frecuencia
exacerbaciones

Desenlaces claves para la
toma de decisiones

* Tolerancia al ejercicio

* Mortalidad por cualquier
causa

* Sintomas respiratorios

Desenlaces importantes,
5 pero no claves para la toma
de decisiones

2 * Funcién pulmonar (ej.
2 Desenlaces no importantes VEMS1, CVF)




Figura 1. Sistema GRADE “Clasificacion de los desenlaces de interés”. Extraido
de Sanabria AJ, Rigau D, Rotaeche R, Selva A, Marzo-Castillejo M, Alonso-Coello P.
Sistema GRADE: metodologia para la realizacion de recomendaciones para la practica
clinica. Aten Primaria [Internet]. 2015;47(1):48-55. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.aprim.2013.12.013.

La OMS reportd que la prevalencia de la ansiedad y la depresiéon aument6
un 25 % durante la pandemia. Las cifras indican que mas de 8 millones de adultos
mayores de 50 afios se vieron afectados por el aislamiento. Diversos reportes han
realizado analisis comparativos, uno de ellos abarcé el periodo del 1 de enero de
2019 al 31 de diciembre de 2021, se registré un aumento en la tasa de suicidio pre-
y postpandemia, ademas, hubo un incremento en las consultas de psiquiatria en un
38.4 % [19]. En el afio 2020, se reportaron 3, 941 fallecimientos a causa del suicidio,
esto significd un incremento del 7.4 % con respecto al afio anterior [20]. Los factores
extrinsecos que estan fuertemente asociados al AS fueron el estrés generado por
las limitaciones para trabajar, la reduccion de las redes de apoyo y la poca o nula
participacion en eventos sociales dentro de sus comunidades, esto derivado de la
pandemia [7]. Mientras que los factores intrinsecos que provocaron ansiedad y
depresion fueron la soledad, el miedo al contagio, el sufrimiento (por una amplia
variedad de situaciones asociadas a la pandemia como preocupaciones financieras,

escolares, médicas, etc.) y la muerte de si mismo o de seres queridos [7].

El méas reciente estudio sobre la Carga Global de Enfermedades demostro
gue la pandemia de 2019 afecto la salud mental en la poblacion joven, los resultados
demostraron que la poblacion femenina es la mas afectada en comparacion con la
varonil, esto sugiere alguna predisposicion intergénero para presentar signos y
sintomas causados por el AS [21]. Las personas que se sometieron al
confinamiento social redujeron significativamente la comunicacién interpersonal
promoviendo complicaciones neuropsiquiatricas como la depresiéon y ansiedad, la
duracion y tipo de AS incrementaron la probabilidad de que la poblacion debutara
con la sintomatologia 0 que empeorara [22]. La reduccidén en la frecuencia de
interaccidn esta fuertemente asociada a perturbaciones en los pacientes, los cuales
pueden presentar anomalias cardiovasculares, trastornos del tracto gastrointestinal

relacionado con alteraciones del suefio-vigilia, asi como deterioro cognitivo,
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ansiedad y depresion [5].

A nivel mundial, se han desarrollado diferentes campafas para comprender
las consecuencias conductuales del AS y la soledad [23, 27], sin embargo, algunas
de ellas aun no han tenido resultados concluyentes, por lo que se espera que en un
periodo de tiempo mas amplio se pueda evaluar de manera mas precisa el impacto
que genero el AS en la salud mental de las personas. La mayoria de las campafas

se llevaron a cabo en paises de Europa, Norteamérica y Australia [23, 25, 26, 27].

“La iniciativa MONALISA” en Francia [23], esta tuvo como objetivo erradicar la
frecuencia de episodios de soledad que sufren aproximadamente 5 millones de
franceses, a través del abordaje de poblaciones no mayores a 2,000 habitantes, la

mayoria adultos mayores [24].

En el Reino Unido [25] se buscé promover el acompafiamiento de las
personas que se sintieran solas, a través de actividades, como la interaccion
intermitente, la interaccion de espacios abiertos, la interaccion verbal, para

recuperar el grado de socializacion alterado por el AS [26].

La camparfia RISE en Canada [27], desarrollada por el instituto de Estadistica
Nacional de Canada (Statistics Canada), realizé una encuesta poblacional, en la
cual se indic6 que la incidencia de soleda esta presente en personas mayores de
15 afos, ademas, se encontrd una correlacion entre la frecuencia de episodios de

soledad con insatisfaccion general [28, 29].

En Estados Unidos Connect2affect [30] fue una campafia que cred una red de
recursos para satisfacer necesidades exclusivas de personas aisladas o solitarias,
con la finalidad de construir las conexiones sociales que los adultos mayores
necesitan [31, 32].

En Australia “La coalicion para acabar con la soledad” [33], tuvo como
principal objetivo crear campafas para disminuir la frecuencia de casos

relacionados entre el AS y su repercusion en la salud mental de la poblacion [31].



El AS no solo ha cambiado la perspectiva psicosocial, sino también ha
repercutido en otras areas de la salud ya que actualmente, la unidad de cuidados
intensivos (UCI) no solo atiende una amplia gama de enfermedades y problemas
fisicos, sino que cada vez son mas los casos de trastornos mentales que acuden
por atencion, lo cual ha llevado a considerar la salud mental como un aspecto clave
de la evaluacion y atencion proporcionada en ellos [32]. Desafortunadamente, la
ansiedad y la depresiébn pueden tener multiples implicaciones cuando estan
asociadas con comorbilidades con una enfermedad fisica debido a que se les ha
relacionado con un mayor tiempo de hospitalizaciones, una percepcion mayor de
sintomas fisicos y una menor calidad de vida, hasta un mayor indice de mortalidad
[36]. Se ha demostrado que los pacientes con ansiedad y depresidén que acuden a

los servicios de urgencias que las personas que no padecen estos trastornos [33].

Actualmente, hay pocos estudios enfocados en el efecto de la estimulacion
tactil (humano-humano) sobre el eje HPA y su impacto conductual en situaciones
de AS o similares. No obstante, se han realizado estudios que determinaron la
importancia de la interaccidon tactil (agarrar, dar palmaditas) maternofilial [34]
durante la infancia, los beneficios del contacto con animales (propietario-mascota)
[35] en periodos de aislamiento, asi como la socializacion indirecta en ambientes
novedosos [36]. Estos trabajos resaltan la importancia del contacto fisico en
ambientes estresantes, como inductores de respuestas bioquimicas y hormonales

gue benefician el estado emocional de sujetos que podrian estar sometidos a AS.

Diversos estudios de la farmacocinética de la taurina indican que las dosis
orales relativamente altas de taurina no presentan efectos adversos, pues los
mecanismos renales, intestinales y hepéticos se encargan de mantener la
concentracion optima de taurina en plasma y prevenir su acumulacion [147]. Por lo
gue la dosis de taurina usada en este estudio se considera la dosis minima segura
y efectiva para estimular la respuesta protectora bajo condiciones de dafio
[142,143]. Los beneficios terapéuticos de la administracion de taurina se han
estudiado tanto en biomodelos como en humanos. Por un lado, se ha observado

gue la suplementacién crénica de taurina (mas de 3 meses continuos a una



concentracion de 500ppm) en sujetos sanos causa alteraciones neuroquimicas,
metabdlicas y conductuales en animales de experimentacion [144, 145]. Mientras
gue, en modelos de dafio cerebral la administracién de taurina por cortos periodos
de tiempo, menores de 30 dias, se observa un efecto neuroprotector relacionado
con el incremento de la respuesta antioxidante, antiinflamatoria y antiapoptotica
[127] lo que promoveria la recuperacion del rendimiento neuromotriz en ratas
infantiles [146]. En pacientes con diabetes tipo 2, la suplementacién con taurina
(1g/dia, tres veces al dia por 8 semanas) causO un efecto antioxidante,

antiinflamatorio y ayudo a controlar los indices glicémicos [148].

La dosis de taurina usada en este estudio se considera la dosis minima
efectiva para estimular la respuesta protectora bajo condiciones de dafio [142, 143].
Los beneficios terapéuticos de la suplementacién de taurina se han estudiado tanto
en biomodelos como en humanos. Por un lado, se ha observado que la
suplementacion crénica de taurina (mas de 3 meses continuos) en sujetos sanos
causa alteraciones neuroquimicas, metabdlicas y conductuales en biomodelos
[144, 145]. Mientras que, en estudios con modelos de dafio cerebral con el uso de
la taurina por periodos cortos, por dias 0 menores a un mes, la taurina ejerce efectos
neuroprotectores que incluyen el incremento de la respuesta antioxidante,
antiinflamatoria y antiapoptética [127] capaz de participar en la recuperaciéon del
rendimiento neuromotriz de ratas infantiles [146]. Mientras que, los estudios de la
farmacocinética de la taurina indican que las dosis orales relativamente altas de
taurina no presentan efectos adversos, pues los mecanismos renales, intestinales
y hepéaticos se encargan de mantener la concentracién 6ptima de taurina en plasma
[147]. En pacientes con diabetes tipo 2, la suplementacion con taurina (1g/dia, tres
veces al dia por 8 semanas) causo un efecto antioxidante, antiinflamatorio y ayudo

a controlar los indices glicémicos [148].
3.2 Antecedentes especificos

Al analizar al agente estresor, nos permite contemplar caracteristicas especificas
de este, por lo que existen criterios que se deben de cumplir para ser considerado

como tal, debe desencadenar mecanismos fisiol0gicos corporales capaces de



detectar el estimulo estresor (recepcion del estresor y filtro de la informacién
sensorial por el talamo) [80]. El procesamiento de la informacion ambiental debe
ser tratado por estructuras cerebrales superiores encargadas de generar un cambio
de conducta ante el estimulo estresor (programacion de la reaccion al estrés en
circuitos neuronales entre la corteza prefrontal y el sistema limbico por un analisis
comparativo entre la nueva situacion y los “recuerdos”) [36]. Por ultimo, una
respuesta corporal que involucra la interrelacion organica correspondiente a la
intensidad y duracion del estresor (activacion de la respuesta del organismo,
normalmente asociada a la activacion de la amigdala y el hipocampo) [37].

La respuesta ante el procesamiento del factor estresor engloba el sindrome
general de adaptacién, dicha respuesta se establece por periodos de tiempo en los
gue se llevan a cabo procesos fisiologicos. La adaptacion del organismo esta
delimitada en fases, la “fase de alerta” incluye la reaccion a un estresor, aqui el
hipotdlamo estimula a las glandulas suprarrenales para secretar adrenalina
causando el aumento de la frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria,
vasoconstriccion y un aumento del estado de alerta. La permanencia del agente
estresante sobre estimula a las glandulas suprarrenales lo que causa un incremento
en la liberacién de cortisol hacia el torrente sanguineo, el cual ejerce su efecto
glucocorticoide al incrementar los niveles de glucosa sanguinea para su
bioasimilacion en los musculos, corazén y cerebro, por otro lado, causa un efecto
de vasoconstriccion para redirigir el flujo sanguineo a los 6rganos que participan en
los procesos de “lucha o huida”, estas respuestas comprenden a la “fase de
defensa”. En situaciones en las que la duracion del estrés supera las semanas o
meses, se presenta la “fase de agotamiento”, en la que se establece una
desregulacion hormonal crénica progresiva que causa deterioro funcional a

diferentes niveles [37].

El estrés ejerce efectos perjudiciales a la salud, esto debido a la gran
diversidad de reacciones desencadenadas ante los estimulos generados, lo que
implica una serie de respuestas negativas entre las que resaltan los cambios

conductuales, autobnomos, endocrinos Yy neuroquimicos. El psicologo



estadounidense George S. Everly menciona tres ejes de activacion psicofisiolégica:
el eje neural, endocrino y neuroendocrino; siendo el hipotalamo una de las
estructuras mas importantes en el proceso del estrés y coordina la interaccion entre
el sistema endocrino y el sistema nervioso [37]. La respuesta fisiol6gica ante
estimulos estresores implica la activacion del eje HPA y del SNA conduciendo a

inducir hiperactividad cardiopulmonar principalmente [37,84].

En condiciones normales, el cortisol ejerce una retroalimentacién negativa
sobre la actividad hipotalamo-hipofisaria en la secrecion de la hormona liberadora
de corticotropina (CRH) y de la hormona adrenocorticotropa (ACTH),
respectivamente. Se distinguen tres tipos de retroalimentacion: rapida (de segundos
a minutos), lo que implica la presencia de receptores de membrana (complejo
receptor GABAa) proporciona el aumento de cortisol plasmatico y que no dura mas
de diez minutos. La retroalimentacion intermedia (de horas) causa la disminucién
de la secreciéon de CRH y de arginina-vasopresina (AVP). Una retroalimentaciéon
lenta (de horas a dias) provoca la disminucién de la sintesis de ACTH hipofisaria,
de CRH y de AVP hipotalamicas [7]. Se ha observado que la regulacion incorrecta
del eje HPA tiene una fuerte asociacion con varios trastornos mentales [38].
Estudios en personas expuestas a traumas revelaron sensibilizaciéon de la
respuesta del eje HPA al estrés, aumento de la actividad del factor liberador de
corticotropina central (CFR), resistencia a los glucocorticoides, activaciéon

inmunitaria y reduccion del volumen del hipocampo [39].

El estrés crénico puede afectar negativamente al hipocampo, a través de
diversos mecanismos, como la reduccion del volumen hipocampal al
especificamente en el giro dentado ademas de una disminucion de la neurogénesis
[40], lo que compromete la capacidad para la generacién de nuevas neuronas [41],
alteraciones en la plasticidad sinaptica con una disminucion en la densidad y
funcionalidad de las sinapsis [41], desregulacién del eje HPA en el cual existe una
elevacion en la liberacion de glucocorticoides [42] y cambios en la expresion génica,
afectando procesos celulares y moleculares fundamentales para la funcion neuronal

normal y la plasticidad sinéptica [41, 42].



Las perturbaciones del eje corticotropico causadas por la hipersecrecion de
cortisol genera anomalias neuroendocrinas que van desde problemas psiquiatricos,
hasta el incremento en los episodios de ansiedad o depresion severa [43]. El papel
del estrés precoz se discute particularmente en la génesis de hiperactividad del eje
corticotropico, lo cual es un factor de vulnerabilidad para la depresion [42]. El estrés
condiciona el funcionamiento organico y predispone a fallas en el sistema inmune
ante determinadas enfermedades, pero las alteraciones de salud, ademés de ser
manifestaciones del estrés, contribuyen a agravar el estado de salud de los

pacientes [43].

La retroalimentacion intermedia causa la disminucion de CRH y AVP en
circulacion, lo que compromete la capacidad del cuerpo para responder al estrés,
mantener la homeostasis y la retroalimentacion lenta, lo que conlleva a una serie
de ajustes a largo plazo en la funciébn endocrina, inmunolégica, metabdlica y
cardiovascular, se implican en la expresion y presencia de dos tipos de receptores:
receptores tipo | dotados de gran afinidad por la aldosterona y los glucocorticoides
(localizados principalmente en el sistema limbico), controlan la inhibicién tonica de
la secrecion basal de glucocorticoides, y los receptores tipo Il de afinidad mas baja
por los glucocorticoides y aldosterona, debido a que se encuentran ampliamente
distribuidos en el SNC [2], podrian considerarse factores de susceptibilidad para

gue el funcionamiento de circuitos neuronales relacionados en la conducta. [42].

El confinamiento derivado de la emergencia sanitaria por COVID-19 en el
periodo de 2020 a 2021 incrementd la frecuencia en la incidencia de casos de
ansiedad y depresion a nivel mundial ya que actué en la poblacién como un agente
estresante [44]. EI AS se consider6 uno de los principales factores
desencadenantes de trastornos metabdlicos, cardiovasculares y neurologicos [44].
En 2021, la Encuesta Nacional de Bienestar Autorreportado (ENBIARE) puntualizé
que el 19.3 % de la poblacion adulta tiene sintomas de ansiedad severa, mientras
que el otro 31.3 % mostro sintomas de ansiedad minima o en algun grado [44].
Ademas, el 14.8 % de la poblacién adulta perdié su trabajo o negocio en los ultimos

doce meses (entre julio de 2020 y julio de 2021) sin poder recuperarlo [44].



Un trauma emocional puede desencadenar una cascada de eventos
neurobiologicos que tienen consecuencias duraderas. El abuso y la negligencia en
el ambito fisico o emocional a temprana edad pueden desregular el sistema
neurobiolégico, lo que lleva a problemas posteriores de regulacion emocional [46].
Los traumas emocionales pueden dejar huellas que persisten incluso después de
la remision de la depresion y hacen que los individuos sean vulnerables a la
aparicién de nuevos episodios, incluso bajo la influencia de un estrés moderado
[85].

Los trastornos relacionados con el estrés pueden representar una grave
amenaza para la calidad de vida y la disfuncién en la vida diaria puede interferir con
la vida social y la salud fisica [45]. La clasificacion Estadistica Internacional de
Trastornos Mentales (CIE-10; OMS) [46] identifica al estrés como un trastorno

mental no psicotico [45, 46].

De forma contradictoria, se ha demostrado que la exposiciéon a factores
estresantes emocionales repetidos produce una mayor formacion de sinapsis y
crecimiento dendritico en la amigdala basolateral, retraccion dendritica en el
hipocampo y comportamiento similar a la ansiedad frente a desencadenantes
especificos [46], esto podria ayudar a generar respuestas de aprendizaje para
estimular conductas de regulacion emocional que permitan la “lucha o huida” [47].
Por otro lado, estudios de neuroimagen han encontrado hipoactividad en el |6bulo
frontal, el cingulado anterior y las areas talamicas, lo que indica los efectos del
estrés en la funcion ejecutiva, atencion y la integracién cognitiva, conmemorativa,

afectiva y somatosensorial [46].

Existe un modelo de vulnerabilidad por déficit de habilidades sociales el cual
predice que las personas con habilidades sociales inadecuadas corren el riesgo de
sufrir una serie de problemas psicosociales, especialmente cuando se enfrentan al
estrés. Las personas que tienen buenas habilidades sociales o competencias
comunicativas disfrutan de una amplia gama de resultados positivos [48]. Entre los
inconvenientes asociados a la falta de habilidades sociales, los problemas de salud

mental han destacado, la depresion (Segrin, 2000) [49], la ansiedad (Monti 1984) y



esquizofrenia (Brine, Schaub, Juckel y Langdon 2011) [50]. ElI modelo de
vulnerabilidad por déficit de habilidades sociales destaca dos vias patogénicas en
la alteracion de la salud mental. En la primera, las personas con déficit no solo son
mas vulnerables a los efectos adversos del estrés, sino que pueden experimentar
mMAs estrés en sus vidas que las personas con habilidades sociales mas funcionales
[51].

Y en la segunda via, las personas que carecen de los medios para
comunicarse con los demas de manera eventual experimentan la soledad (Lodder,

Goossens, Scholte, Engels y Verhagen 2016) [52].

Como consecuencia del AS, actualmente hay una amplia variedad de
estrategias que estan siendo implementadas para mitigar los efectos negativos de
esta, sin embargo, los resultados alun no son concluyentes. A pesar de ello, aportan
hallazgos que podrian ayudar a pulir el abordaje terapéutico en pacientes con
alteraciones conductuales causadas por el AS. Por lo que esto representd un reto
en el abordaje de este tipo de pacientes. A raiz de esto se opto por otras alternativas
para disminuir los efectos del AS, por lo que fue necesario disefiar estrategias que
impliquen la interaccién fisica sin poner en riesgo la salud de terceros, con lo que la
autoestimulacién (acariciar, frotar o rascar) cobré gran relevancia [86,87]. Los
reportes indican que el contacto piel con piel dado por la estimulacion tactil, los
gestos de auto toque en el pecho zona cercana al corazon, la cara o el vientre
activan una respuesta subconsciente que ofrece una alternativa para reducir la
tension corporal o emocional [53, 54, 55]. Debido a que se ha demostrado que el
tacto mejora la capacidad de afrontar el estrés al activar mecanismos fisiolégicos
[55], implicados en la secrecion de oxitocina [56]. Asimismo, la estimulacion tactil
incrementa la actividad vagal ayudando a reducir tanto la hiperactividad del eje HPA
[57] y los niveles de cortisol [58].

Los esquemas de tratamiento establecidos para la ansiedad y la depresion
incluyen combinaciones farmacolégicas y no farmacolégicas como lo son la
psicoterapia, ejercicio, cambios en el estilo de vida, técnicas de relajacion y apoyo

social [59, 60]. El uso de tratamientos farmacolégicos para pacientes diagnosticados



con ansiedad incremento un 3.701 %, mientras que el tratamiento para la depresion

lo hizo en un 1.652 % tras el periodo de pandemia [61].

En estos pacientes, se siguen observando efectos secundarios, ademas de
que se detectaron situaciones que han dificultado la obtencion de informacion
concerniente al efecto de dichos tratamiento con el abandono del tratamiento
ansiolitico y antidepresivo [62, 63] o que el manejo farmacoterapéutico actual de la
depresion es frecuentemente impreciso debido a las deficiencias en la dosis y la
duracion [64, 65], entre otros, lo que hace mas dificil el abordaje farmacologico en
este tipo de situaciones [65, 66, 67]. Se ha reportado la aparicién de codependencia
en los pacientes con ansiedad o depresion tratados, asi como un mal manejo
terapéutico (incluido el abandono al tratamiento). La farmacologia terapéutica
afronta un reto importante, por lo que es necesario utilizar nuevas estrategias
terapéuticas que ofrecen un efecto ansiolitico, antidepresivo y neuroprotector. El
uso de agentes con capacidad neuroprotectoras y neurorrestauradora ha cobrado

gran relevancia, y la taurina es uno de ellos.

La taurina es un [B-aminoacido con actividad neuroquimica,
inmunomoduladora y antioxidante que se encuentra altamente concentrado en el
cerebro. Por otra parte, en modelos de dafio en murinos, la administracion con

taurina ha mostrado ejercer un efecto protector dosis-dependiente [68].

El SNC es un tejido altamente susceptible ante el estrés, lo que genera
respuestas de hiperactividad neuronal mediadas por el eje HPA y causando una
hipersensibilidad al cortisol y promoviendo hiperexcitabilidad neuronal [88]. Se ha
reportado que la taurina modula la actividad nerviosa tanto en la potenciacion a
largo plazo [69,70] como la dependiente de cortisol [71] a través su efecto
neuromodulador al actuar como agonista sobre los receptores GABAa y glicina, lo
gue ayuda a modular la actividad excitatoria al regular la actividad de receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA), canales de fuga de K* asi como mantiene la

homeostasis intracelular del Ca?* previniendo dafio por excitotoxicidad [72].

En modelos de dafio hipéxico en tejido nervioso, la administracion de taurina



(50 ppm) ejerce un efecto antiapoptotico y citoprotector [72, 73], ademas puede
ejercer un efecto antioxidante a través de la formacién de haloaminas de taurina,
gue por una parte disminuyen la concentracion de ROS e inducen un incremento
en la eficiencia enziméatica de SOD y GPx [68], por otro lado, estas mismas
haloaminas son capaces de bloquear la activacion de NF-kB [74] para prevenir la
produccion de citocinas proinflamatorias (IL-1B e IL-6), la autolisis y modulada por

la actividad de IL-10 [75] ejerciendo un efecto antiinflamatorio [76].

Los estudios clinicos que utilizan a la taurina con un agente ansiolitico o
antidepresivo son pocos. Los reportes indican que, en modelos murinos que
evallan conducta similar a la ansiedad o depresion, la administracién de taurina
(22.5 mmol/kg) incrementa la actividad de los receptores glicinérgicos (GlyR), sin
presentar efectos adversos sobre la cognicion [69]. Mientras que en modelos de
estrés intermedio en ratas, la administracién de taurina (22.5 mmol/kg) (200 - 500
mg o 22.5 mmol/kg de taurina) previno el incremento del estrés oxidativo [76],
disminuy6é los niveles de cortisol y glutamato, incrementd los niveles de
intermediarios en el metabolismo de dopamina, noradrenalina y 5-HT [60] y rescata
los niveles de factores de crecimiento (BDNF, FGF-2 y VEGF), pudiendo observar
una mejor conducta exploratoria y cognitiva con la administracion de taurina. Con
las evidencias antes mostradas, se plantea la idea que la taurina podria ejercer un

efecto neuroprotector en un modelo de AS en ratas.

Planteamiento del problema

El aislamiento social derivado de la pandemia en el 2020 desencadend respuestas
emocionales adversas que termin0 en cuadros de ansiedad y depresion en la
poblacion, estas son consideradas uno de los principales problemas
psiquiatricos/psicolégicos de salud publica. Se ha reportado que ambas comparten
el mismo origen, la exposicion a ambientes fuertemente estresantes, sin embargo,

presentan signos y sintomas distintos. Ambas impactan de forma importante a los



pacientes que sufren este tipo de patologias. Actualmente la poblacion
econdémicamente activa es mas propensa a la exposicion a ambientes altamente
estresantes, teniendo como consecuencia el deterioro de su salud al presentar
diferentes situaciones que comprometen su estado de salud, por ejemplo,
hipertension, fluctuaciones en el funcionamiento del sistema inmune, cambios de
animo, modificaciones en los habitos alimenticios, pobre o nula importancia en sus
ciclos de suefo-vigilia, etc. En conjunto estos factores promueven un estado
constante de alerta que termina afectando la salud mental y la conducta de los
sujetos afectados.

Los modelos murinos expuestos a estimulos estresores han permitido obtener
evidencia de los efectos adversos que provocan, asimismo son utilizados para la
investigacion de tratamientos farmacolégicos dirigidos a reducir las secuelas
bioquimicas y conductuales en estos. Sin embargo, los modelos actualmente
utilizados presentan un grado de complejidad que podria arriesgar la integridades
de los biomodelos. El modelo de aislamiento social en ratas adultas, simula las
condiciones de pobre interaccion social en la poblacion durante el confinamiento
originado por la pandemia del 2020. Por lo que actualmente, esto representa un reto
importante en la intervencién de la poblacién afectada para reducir las alteraciones

conductuales en la ansiedad y depresion.

Derivado de esto, la comunidad cientifica se ha interesado en la busqueda de
tratamientos o intervenciones no farmacolégicas para mitigar los signos y sintomas
de la ansiedad y depresién, como lo serian la administracion de taurina y la
utilizacién del Handling en el presente trabajo. Estudios preliminares indican que la
taurina ejerce efectos neuroprotectores en diversos modelos de dafio cerebral.
Mientras que, el Handling activa mecanismos fisioloégicos capaces de disminuir las
conductas de ansiedad y depresion en modelos animales. Esto confirma que de
forma individual, los tratamientos tienen un potencial prometedor ansiolitico y
antidepresivo. Hasta el momento no se ha evaluado el efecto combinado de la

administracion de taurina y el Handling.

A nivel mundial, se ha puesto un interés importante en la salud mental en la



poblacion a raiz de las secuelas conductuales causadas por el aislamiento durante
el confinamiento por la pandemia en 2020. Por lo que, se han propuesto diferentes
estrategias para reducir las afecciones bioquimicas y conductuales. Estas van
desde la reincorporacion de los afectados a ambientes enriquecidos o con
tratamientos neuroprotectores para prevenir o disminuir la aparicién de los signos y

sintomas de ansiedad y depresion.

Objetivos
5.1. General

Determinar el efecto de la administracion de taurina y Handling sobre los

niveles de marcadores de estrés en un modelo de aislamiento social en rata.
5.2. Especificos

Evaluar el efecto de la administracion de taurina y Handling sobre los cambios

conductuales en un modelo de aislamiento social en rata.

Evaluar el efecto de la administracion de taurina y Handling sobre los niveles de
nitritos, malonildialdehido (MDA) & 4-hidroxialquenales (4-HDA) en cerebro y

glandula suprarrenales de ratas expuestas a un modelo de aislamiento social.

Evaluar el efecto de la administracion de taurina sobre los niveles de cortisol en
pituitaria, glandulas suprarrenales y suero de rata expuestas en un modelo de

aislamiento social en rata.

Material y métodos

Disefio del estudio

El proyecto contd con las caracteristicas de un disefio analitico, prospectivo,

experimental y multietapico.



Ubicacion espacio-temporal
El proyecto fue prospectivo - transversal.
Estrategia de trabajo

El inicio experimental se llevd a cabo con el establecimiento de las
condiciones de experimentacion en los respectivos protocolos (Control, aislamiento,
administracion de taurina y Handling), lo que llevd a la obtencién de los grupos
controles, los cudles fueron 1. Control sin tratamiento (Crtl st), 2. Aislamiento (Ais)
y 3. Handling (Hand). Posteriormente, se comenzé a trabajar con los grupos 4.
aislamiento + taurina (Ais + Tau) y 5. Handling + taurina (Hand + Tau). Al finalizar
los 2 meses de aislamiento se llevo a cabo la evaluacion conductual una vez
concluidas las pruebas, fueron obtenidas las muestras biolégicas de los animales
de experimentacion de todos los grupos para almacenarlas en un ultracongelador a

-70 °C hasta las determinaciones bioguimicas.

La evaluacién conductual contd con las pruebas de campo abierto, nado
forzado y laberinto elevado en cruz. Con lo que se cumplié el primer objetivo
especifico de este trabajo. Mientras que la evaluacion bioquimica de este protocolo
conté con las determinaciones a través de métodos espectrofotométricos de
proteinas totales, nitritos, malonildialdehido y 4-hidroxialquenales (MDA & 4-HDA)
y cortisol en muestras de cerebro de rata, y con ello se cumplieron los objetivos 2 y
3 de proyecto.

Los animales de experimentacién que fueron utilizados en este protocolo se
mantuvieron bajo las condiciones marcadas en la legislacion mexicana NOM-062-
Z00-1991.

Muestreo
Definicion de la unidad de poblacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar que se mantuvieron libres de



cualquier tratamiento o dafio hasta que alcanzaron un peso corporal de 200 - 220

g.
Seleccién de la muestra

De un grupo de 30 ratas con las que conto este protocolo, fueron distribuidas
de forma aleatoria para formar parte de cualquiera de los grupos mencionados en
la seccidn “Estrategia de trabajo”. Cada grupo experimental conté con 6 individuos
(n =6).

Criterios de seleccion de las unidades de muestreo
Criterios de inclusion

Ratas macho de la cepa Wistar (peso corporal inicial 200 - 220 g) sanas obtenidas
del bioterio del CINVESTAV.

Ratas macho a las que no se les expuso a ningun ambiente estresor o

administracion.

Criterios de exclusion

Ratas macho de cualquier otra cepa.

Ratas que no cumplieran con el rango de peso corporal (200 - 220 g).

Ratas que ya hayan formado parte de cualquier protocolo de experimentacion.
Ratas que previamente hayan sido expuestas a ambientes estresantes.
Criterios de eliminacion

Ratas hembra.

Ratas enfermas o que presenten signos de cualquier enfermedad.

Ratas a las que se les haya administrado cualquier agente antioxidante, en especial



taurina.
Disefio y tipo de muestreo

El protocolo conté con un disefio analitico, transversal, prospectivo,

experimental y multietapico. Y el tipo de muestreo fue aleatorio.
Tamarfio de la muestra
El protocolo conté con 30 sujetos experimentales.
Definicién de las variables y escalas de medicion
Variables independientes: Aislamiento, Handling y administracién con taurina.

Variables dependientes: Conductas similares a ansiedad o depresion inducidas por

estrés y parametros bioquimicos.
Método de recoleccion de datos

Pruebas conductuales: Los datos obtenidos de las pruebas conductuales
(campo abierto, nado forzado y laberinto elevado en cruz) corresponden a los
ensayos independientes por sujeto experimental en cada prueba y posteriormente

fueron promediados y reportados por grupo.

Pruebas bioquimicas: Los datos que se obtuvieron de las pruebas
bioguimicas (NO2, MDA & 4-HDA, cortisol), corresponden a tres ensayos

independientes, promediados por individuo y reportados por grupo.
Técnicas y procedimientos

El bioterio del CINVESTAYV proporcioné a las ratas macho de la cepa Wistar
(peso corporal de 190 - 210 g), las cuales fueron mantenidas en condiciones
controladas de temperatura (22 £ 3 °C) y ciclos de luz oscuridad (12 - 12 h) en las
instalaciones del bioterio “Claude Bernard” de la BUAP. A los sujetos de
experimentacion se les mantuvo con alimento (LabDiet 5008) y agua ad libitum



hasta que alcanzaron el peso corporal ideal para comenzar con la distribucion de

los grupos.

Los grupos de experimentacién fueron 1. Grupo Control: conformado por
ratas que solo fueron manipuladas para el aseo diario; 2. Grupo Aislamiento:
formado por ratas que fueron colocadas en cajas individuales y solo se manipularon
para poder llevar a cabo el aseo; 3. Grupo Handling: conformado por ratas que
fueron manipuladas durante 5 min por dia por 5 dias a la semana; 4. Grupo
Aislamiento + taurina y 5. Grupo Handling + taurina: estos grupos contaron con las
condiciones de los grupos de aislamiento y Handling mas la suplementacion de
taurina por ocho semanas. Al finalizar los dos meses, se realizaron las pruebas
conductuales de campo abierto, nado forzado y laberinto elevado en cruz.
Posteriormente, se obtuvieron las muestras bioldgicas de cada individuo a través de
la diseccion de la glandula suprarrenal y cerebro (disectado a su vez en bulbos
olfatorios, corteza prefrontal, corteza temporoparietal, hipocampo, cerebelo y

glandula pituitaria).
Determinaciones bioquimicas
Determinacion de nitritos (NO2)

Los sobrenadantes de las muestras se utilizaron para obtener la
concentracion de NO2z en las muestras a través del método de Griess [16]. La
reaccion se basa en la capacidad del 6xido nitrico (NO) para reaccionar con
compuestos aromaticos y dar como productos compuestos de diazonio, estos
pueden ser facilmente detectados utilizando un espectrofotometro a 540 nm. El
reactivo de Griess consiste en la preparacion de una solucién en volimenes iguales
de dihidrocloruro de N-1- naftiletilendiamina al 0.1 % disuelta en agua destilada y de
sulfanilamida al 1.32 % disuelta en &cido acético glacial (60 %). La concentracion
de NO:2 fue calculada a través de la interpolacion de la densidad Optica de las
muestras utilizando una curva estandar de nitrito de sodio (NaNOz, 0.5 a 1.0 ug mL-
1) y que fue determinada de forma paralela a cada ensayo.



Determinacion de malonildialdehido (MDA) & de 4-hidroxialquenales (4-HDA)

Los productos finales de la lipoperoxidacion son facilmente detectables a
través del método de Gerard-Monnier [17]. El MDA & 4-HDA presentes en los
sobrenadantes en 200 uL de muestra reaccionan con 650 uL de N-metil-2-fenilindol
(10.3 mM) que previamente fue disuelto en una mezcla de acetonitrilo y metanol
(3:1) y 150 pL de acido metanosulfénico. La mezcla de reaccion se incub6 a 45 °C
por 1 hy posteriormente se centrifugé a 3000 rpm durante 10 min. Las absorbancias
obtenidas a 586 nm en un espectrofotometro fueron utilizadas para determinar la
concentracion de MDA & 4-HDA a partir de una curva estandar de 1,1,3,3-

tetrametoxipropano (1 a 10 yg mL-1).
Inmunoensayo Enziméatico
Determinacion de cortisol

El tejido homogeneizado y el plasma se utilizaron para determinar los niveles
de cortisol presentes. Se tomaron en cuenta las indicaciones del proveedor del kit
de ELISA para llevar a cabo las determinaciones de los niveles de cortisol (A73905)
[78]. Las muestras y reactivos estuvieron a temperatura ambiente (18-23°C), se
coloco 25 uL de los estandares de cortisol, control y muestras en los pozos,
posteriormente se agregaron 50 uL de biotina a cada pozo mas 100 uL del
conjugado, se mezcl6 en un agitador por 10 segundos para ser incubados por 60
minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado el tiempo de incubacion se realizé
el lavado de los pocillos en 3 ocasiones con 300 uL de solucion de lavado 1X.
Posteriormente se agrego 100 uL de sustrato de TMB en cada pozo y se incubaron
por 15 minutos. Se frend la reaccién con 50 uL de solucién de frenado y se mezcld
por 30 segundos habiendo un cambid de coloracion de azul a amarillo, para finalizar

se leyo la densidad 6ptica a 450 nm por 20 minutos.
Pruebas conductuales

Campo Abierto



La prueba de campo se realizo en una caja (60 x 60 x 60 cm) que en la base
esta dividida en 9 cuadrantes. El ensayo inicié cuando el sujeto fue colocado en el
cuadrante 1 sin la posibilidad de observar el resto del interior de la caja. Cada
ensayo duré 10 minutos, se contabilizaron el nimero de visitas al cuadrante central,

actividad vertical, distancia recorrida y nimero de toques a la pared [79].
Nado Forzado

La prueba de nado forzado se realizd introduciendo a los sujetos de
experimentacién en un contenedor cilindrico (20 cm de diametro x 50 cm de altura)
el cual fue llenado de agua en un 90 % de su capacidad total,cada ensayo durd 5
minutos y se realizd por triplicado. En esta prueba se registré la latencia de

inmovilidad, el nUmero de buceos, bolos y escaladas (intentos de escape) [80].
Laberinto Elevado en Cruz

En la prueba de laberinto elevado en cruz, cada individuo fue colocado en el
centro del laberinto (interseccion de los brazos). Los sujetos de experimentacion
tuvieron libre exploracién al centro de los brazos. Cada ensayo durdé 5 minutos y se
realiz6 por triplicado. Se registré la entrada a los brazos abiertos, cerrados, el tiempo
de exploracion y de inmovilidad [81].

Diagrama de trabajo
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Figura 2. Diagrama de trabajo del protocolo de investigacion “Efecto de la administracion
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de taurina y Handling en un modelo de aislamiento social en rata”.

Analisis de datos

Pruebas bioquimicas e inmunoensayos

Los datos de las determinaciones NO2, MDA & 4-HDA fueron reportados
como la concentracién del analito correspondiente (mM mg proteinas totales™). Y
los datos de las determinaciones de cortisol se reportaron como ng de cortisol mL
L. Los valores obtenidos se reportaron como el promedio + SEM de al menos 6
experimentos independientes. Los resultados de las pruebas bioquimicas e
inmunoensayo fueron analizados con la prueba de ANOVA de dos vias y
comparacién multiple, post hoc Tukey. Las comparaciones intragrupales se
realizaron contra el grupo Control sin tratamiento (*), el grupo Aislamiento y el grupo
Handling (*) (*). El analisis estadistico se llevo a cabo con el software Graphpad
9.0.0. Se considerara al valor de P < 0.05 como un indicador de diferencia

estadisticamente significativa.




Pruebas conductuales

Los resultados de las pruebas conductuales fueron obtenidos de 6 sujetos
experimentales, los datos se encuentran presentados como el promedio + error
estandar de la media (SEM) de experimentos repetidos por triplicado. Estos datos
fueron analizados con la prueba de ANOVA de dos vias para datos no paramétricos
(Tukey). Se realizaron comparaciones intergrupales contra el grupo Control sin
tratamiento (*), el grupo Aislamiento (") y el grupo Handling (¢). El andlisis estadistico
se llevo a cabo con el software Graphpad 9.0.0. Se considerara al valor de P < 0.05

como un indicador de diferencia estadisticamente significativa.
Disefio estadistico
Hipotesis estadistica

La administracion de taurina previene las alteraciones bioquimicas y

conductuales causadas por el modelo de aislamiento en rata.
Pruebas estadisticas
Datos paramétricos

Los valores de las determinaciones bioquimicas (NOz, MDA & 4-HDA),

cortisol fueron analizados con la prueba de ANOVA de dos vias, post-hoc Tukey.
Datos no paramétricos

Los datos de las pruebas conductuales fueron clasificados con una
distribucion no paramétrica, por lo que seran analizados con una ANOVA de dos

vias para datos no paramétricos (Tukey).
Logistica
Recursos humanos

El alumno Ricardo Daniel Cordero Mendoza (MPSS), la D. en C. Ana Karina Aguilar



Peralta (asesor metodologico) y el D. en C. Alejandro Gonzalez Vazquez (asesor
experto) participaron de forma activa en cada una de las etapas durante el desarrollo

hasta la conclusion de este protocolo.
Recursos materiales

El mantenimiento de los grupos experimentales, asi como la ejecucion de las
pruebas conductuales se realizaron en las instalaciones de la facultad de Medicina,
laboratorio 305 del 3BMED2 de la BUAP. Mientras que las determinaciones
bioguimicas, asi como la cuantificacion de los niveles de cortisol se realizaron en el
Laboratorio de Investigaciones Quimico-Clinicas de la Facultad de Ciencia

Quimicas en Ciudad Universitaria de la BUAP.
Recursos financieros

El presente protocolo esta soportado por la aprobacién del proyecto “Uso de
antioxidantes y Handling sobre el estrés en un modelo de aislamiento social” con el
namero de folio No. SIEP/052/2023, dicho proyecto que ya fue previamente
aprobado por el comité de investigacion y bioética de la facultad de enfermeria cabe
aclarar que no cuenta con financiamiento externo y la adquisicién de los recursos

correra a cargo de los asesores experto y metodoldgico.

Resultados
PRUEBAS CONDUCTUALES
CAMPO ABIERTO

En la figura 1. se muestran los resultados de la prueba de campo abierto, la cual



nos permitié evaluar la actividad motora y el comportamiento emocional de los
animales de experimentacion en un espacio abierto y desconocido; esta prueba es
atil para analizar la conducta exploratoria, el nivel de ansiedad y actividad general;
para ello, se evaluaron parametros como el nimero de cruces entre cuadrantes (Fig.
3A), el acicalamiento de los animales (Fig. 3B), el numero de entradas al cuadro
central (Fig. 3C), el numero de estiramientos o conducta vertical (Fig. 3D), y el
namero de eventos dedicados a comportamientos especificos como micciones y

defecaciones (Fig. 3E y 3F).

De acuerdo con los resultados, el grupo Handling + taurina mostré una
reduccion en la latencia de cruce en linea de 32.91 + 10.77 % (°P = 0.0285) cuando
se compara respecto al grupo aislamiento + taurina (Fig. 3A). Ademas, la
administracion de taurina en el modelo de aislamiento caus6 un incremento en la
conducta de acicalamiento de los animales (542.85 + 137.76 % (**P = 0.0092);
309.09 + 87.66 % (“P = 0.0236)), en comparacién con el grupo control y el grupo
aislamiento, respectivamente (Fig. 3B). En cuanto a la conducta vertical
(estiramiento), tanto el modelo de aislamiento social como el grupo Handling
mostraron incrementos significativos, de 37.70 £ 125.21 % (****P <0.0001) y 363.63
+ 166.49 % (***P < 0.0001), respectivamente, frente al grupo control sin tratamiento
(Fig. 3D). Por otro lado, la administracién con taurina en los grupos de aislamiento
social y Handling redujo la latencia de estiramiento en 95.46 + 2.36 % ("MP <
0.0001) y 90.92 * 3.20 % (™™MP < 0.0001), respectivamente, en comparacion con
el grupo aislamiento (Fig. 3D). La taurina en el grupo aislamiento (100 * 63.24 %
(**++P < 0.0001)) y en el grupo Handling (100 + 63.24 % (****P = 0.9933)) disminuyd

la actividad vertical cuando se compara respecto al grupo Handling (Fig. 3D)
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Figura 3. El Handling y la administracibn con taurina previenen las alteraciones
exploratorias en el campo abierto. Los valores muestran el promedio + SEM. Los datos
fueron analizados con la prueba de ANOVA de dos vias con post-hoc Tukey.

LABERINTO ELEVADO EN CRUZ

En la figura 4. se muestran los resultados de la prueba del laberinto elevado en cruz
la cual nos permitio evaluar la preferencia de los animales de experimentacion a los
espacios abiertos y cerrados, lo cual nos ayudo a observar la conducta exploratoria
y de ansiedad, de acuerdo con la preferencia a los diferentes espacios. Para esto
evaluamos el tiempo en brazos abiertos (Fig. 4A), tiempo en brazos cerrados (Fig.

4B) congelamiento (Fig. 4C) y acicalamiento (Fig. 4D).

Al evaluar el tiempo que permanecian los animales en los brazos abiertos se

observo un decremento en la latencia en el grupo aislamiento (-68.73 + 15.19 % (*P
=0.0104); asi como también en los grupos administrados con taurina el aislamiento
(-85.96 + 6.18 % (**P = 0.0011)) y el Handling (-89.11 + 6.58 % (***P = 0.0009)),

respecto al grupo control. Mientras que los grupos administrados con taurina



aislamiento (-79.45 + 9.06 % (P = 0.0393) y Handling (84.04 £ 9.64 % (P = 0.0388))
mostraron una disminucién en la latencia de permanencia respecto al grupo
Handling (Fig. 4A). El siguiente parametro evaluado fue la permanencia en los
brazos cerrados (Fig. 4B). El aislamiento (57.55 + 11.75 % (**P = 0.0057)) y los
grupos administrados con taurina aislamiento (40.59 + 28.43 % (**P = 0.0010)) y
Handling (73.30 £ 5.06 % (***P = 0.0005)) tuvieron un incremento en el tiempo que
permanecieron los animales inmoviles respecto al grupo control. Asi mismo, los
grupos de aislamiento mas taurina (17.85 + 23.83 %, *P = 0.0168) y Handling +
taurina (45.26 + 4.24 % (<P = 0.0098)) tuvieron un aumento respecto al grupo
Handling (Fig. 4B). Por ultimo, el analisis del comportamiento de congelamiento
mostré que la administracion con taurina en el modelo de aislamiento social
incremento la latencia en un 222.22 + 100.98 % (**P = 0.0009) respecto al grupo
control y al grupo aislamiento (141.66 + 75.73%, **P = 0.0039) (Fig. 4C). Mientras
que, la administracion de taurina y el Handling revierten la conducta de
congelamiento respecto al grupo aislamiento mas taurina (88.50 + 8.52 %, ***P
<0.0001) (Fig. 4C). Al evaluar la conducta de acicalamiento observamos que no
existieron cambios estadisticamente significativos en ninguno de los grupos

experimentales (Fig. 4D).



Tiempo en abiertos Tiempo en cerrados

*k Kk *kk

&
*
*

ki
o
=)
*
L ]
L ]
S
o
=)

B)

300

o
o

Latencia (s)
8
Latencia (s)
N
8

|
| &
| Bl “.

Congelamiento

C) - D)
e 000 Acicalamiento

& 5
3 4
ge %
5 33
34 5
<] <
E % 82
(3 ©
g i i - ]
o 1

" b .

Hm Crtlst mm Ais ®m Hand mm Ais+ Tau W Hand+Tau

Figura 4. El Handling y la administracibn con taurina previenen las alteraciones
exploratorias en el laberinto elevado en cruz. Los valores muestran el promedio + SEM.
Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA de dos vias con post-hoc Tukey.

NADO FORZADO

En la figura 3. se muestran los resultados de la prueba de nado forzado, la cual es
una herramienta ampliamente utilizada para evaluar comportamientos relacionados
con ansiedad y depresiébn en animales de experimentacion. Esta prueba nos
permitié observar la respuesta de los animales ante una situacion de estrés agudo,
midiendo parametros como el tiempo de inmovilidad (Fig. 5A), latencia de
inmovilidad (Fig. 5B), tiempo de escalada (Fig. 5C) y el tiempo de buceo (Fig. 5D).
Estos indicadores proporcionan informacién sobre el estado emocional de los

animales y su capacidad de afrontamiento frente a un desafio.

El grupo con el modelo de aislamiento y taurina mostré una reduccion en la
latencia de inmovilidad en 98.75 + 0.36 % (***P = 0.0003) contra el grupo aislamiento



(Fig. 5B). Esto también se observé en el grupo Handling y taurina con una
disminucién en su latencia de inmovilidad cuando es comparado contra el grupo con
el modelo de aislamiento (96.80 = 0.89 %, ***P = 0.0002) (Fig. 5B) y el grupo con el
Handling (96.60 £ 0.94 %, ***P = 0.0004) (Fig. 5B). Por ultimo, esto también se
observé al comparar al grupo Handling con respecto al grupo aislamiento con
taurina (6230.97 £ 1046.71 %, ***P = 0.0006) (Fig. 5B). En los demas parametros

evaluados no se encontraron cambios estadisticamente significativos.
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Figura 5. El Handling y la administracibn con taurina previenen las alteraciones
conductuales en la prueba de nado forzado. Los valores muestran el promedio + SEM.
Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA de dos vias con post-hoc Tukey.

BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

En las figuras 6. 7. y 8. se observan los resultados de los marcadores de estrés



oxidativo, en diversas areas del cerebro y las glandulas suprarrenales. La taurina,
puede ejercer un efecto antioxidante y antiinflamatorio que ayuda a reducir los
niveles de estrés, mediante su capacidad para modular la respuesta del sistema
nervioso y mejorar la funcion cardiovascular, ya que los nitritos estan relacionados
con la produccion de o6xido nitrico (NO), dado que los niveles pueden aumentar
debido a la activacion de vias proinflamatorias y oxidativas. Los resultados
mostrados, evidencian el impacto de la taurina en los niveles de nitritos (NO2"), MDA
& 4-HDA, dos indicadores clave de estrés oxidativo. La taurina demostr6 un efecto
protector al reducir estos niveles, lo que sugiere su capacidad para mitigar el dafio
celular inducido por las ROS. Las regiones estudiadas fueron Bulbo Olfatorio (Fig.
6A, B), Corteza Prefrontal (Fig. 6C, D), Hipocampo (Fig. 6E, F), Corteza
Temporoparietal (Fig. 7A, B), Cerebelo (Fig. 7C, D), Glandula Pituitaria (Fig. 8A, B),
y Glandulas Suprarrenales (Fig. 8C, D).

Los resultados muestran que el modelo de aislamiento social de 8 semanas
provoco el aumento en los niveles de NO2™ en bulbos olfatorios de 343.89 £127.97
% (*P =0.0246) (Fig. 6A), asi como de MDA & 4-HDA en un 123.27 £19.56 % (**P
= 0.0011) (Fig. 6B), ambos respecto al Control. Todas las estrategias terapéuticas
previnieron el aumento de los biomarcadores de estrés oxidativo (NO2"y MDA & 4-
HDA) provocado por el modelo de aislamiento: Handling (76.85 £ 6.01%, "P =
0.0123 y 45.72 £ 14.75 %, P = 0.0483), taurina terapéutica (78.57 £ 7.59 %, "P =
0.0159y 68.00 £ 8.67 %, " P = 0.0005) y Handling + taurina (72.34 £ 6.74 %, "P =
0.0195y 49.01 +11.81 %, “P = 0.0343).

En la corteza prefrontal no se reportan cambios estadisticamente
significativos en los niveles de nitritos (Fig. 6C). Sin embargo, el aislamiento con el
aumento en los niveles de MDA & 4-HDA en un 317.08 £ 45.54 % (**P = 0.0056) al
compararlo con el Control. Los grupos con la administracién de taurina (Aislamiento
+ taurina y Handling + taurina) mostraron la disminucion de los biomarcadores de
lipoperoxidacion en un 82.22 + 6.56 % ("P = 0.0045) y 87.17 + 3.63 % ("P =
0.0026), respectivamente, cuando fueron comparados con el grupo con el

Aislamiento. Ademas, en el grupo Handling + taurina hubo una reduccién del 82.95



+4.82 % (P = 0.0369) al compararlo con el grupo Handling (Fig. 6D).

En la region del hipocampo se observé el incremento en los niveles de nitritos
en un 1860.95 + 338.24 % (**P = 0.0013) respecto al grupo control (Fig. 6E). Por
otro lado, el Handling causo la disminucion en un 68.73 +11.22 % (“P = 0.0240) al
compararlo con el grupo aislamiento (Fig. 6E). La taurina ante el modelo de
aislamiento causé la reduccion en los niveles de nitritos en un (82.28 + 5.51 %, P
= 0.0016) (Fig. 6E) y de MDA & 4-HDA en un 83.31 + 3.26 % ("™"P = 0.0004)
respecto al grupo aislamiento (Fig. 6F). Este mismo efecto se observé al compararlo
con grupo Handling 74.44 +5.00 % (P = 0.0456) (Fig. 6F). También se observo que
el Handling mas la taurina previnieron el incremento de nitritos en un 68.43 £ 11.44

% (“P = 0.0284) comparado con el el grupo de aislamiento (Fig. 6E).



Bulfo Olfatorio

| A
Al T B) =
40 = - 9 *k A
= & 40
B 304 :E:
=2} 304
E‘ 20 g
g ; 20
“aleaa U BEEN
0- i E 0-
Corteza prefrontal i
C) D) o
.
40- - *k ”
" 540
301 530-
§ 204 ‘%20
2 M
& N i
. 2, By

Hipocampo

[~ ] -

40- *x I A _ 100 ‘ - |
-
- 80-
NES g
o S 60
i 204 E
o + 40
=z <
ol i i 2 -
2
i — g -
mm Criist ®m Ais == Hand BE AistTau W= Hand+ Tau

Figura 6. El Handling y la administracién con taurina previenen el aumento del estrés
nitrosativo en los bulbos olfatorios, corteza prefrontal e hipocampo. Los valores muestran
el promedio £+ SEM. Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA de dos vias con
post-hoc Tukey.

El aislamiento caus6 el incremento en los niveles de nitritos en 124.02 +
65.55 % (*P = 0.0363) (Fig. 7A) y de MDA & 4-HDA en 270.49 + 84.52 % (***P =



0.0007) (Fig. 7B) en la corteza temporoparietal, respecto al grupo control. De forma
contraria, la combinacion del Handling mas la taurina previnieron los incrementos
tanto de nitritos (72.25 + 4.60 %, P = 0.0047, Fig. 7A) como de MDA & 4-HDA
(78.11 + 3.35 %, P = 0.0003, Fig. 7B), al compararlo contra el grupo aislamiento.
Por otro lado, la taurina individual disminuy6 los niveles de MDA & 4-HDA en un
55.75 + 7.56 % (“P = 0.0081) comparada con el grupo del modelo de aislamiento
(Fig. 7B). Un efecto similar se observé en el grupo de Handling + taurina con una
disminucion de 67.63 + 4.95 % (+P = 0.0496) en la lipoperoxidacion (Fig. 7B).

Los resultados muestran que, en el cerebelo, el modelo de aislamiento elevo
los niveles de nitritos (130.73 £ 88.77 %, *P = 0.0176) (Fig. 7C) y de MDA & 4-HDA
(240.34 £ 13.15 %, ***P = 0.0001) (Fig. 7D) cuando es comparado contra el control.
Por su parte, el Handling aumenta los niveles de MDA & 4-HDA en 165.43 £ 25.04%
(*P = 0.0133) al compararlo con el grupo aislado (Fig. 7D). Las combinaciones de
aislamiento + taurina y Handling + taurina previenen el incremento de los niveles de
los biomarcadores de lipoperoxidacion en 63.36 £ 6.35 % (“/MP =<0.0001) y 71.81
+10.98 % ("MMP <0.0001). Mientras que la taurina individual ante el aislamiento o
combinada con el Handling disminuyen los niveles de lipoperoxidacion en 53.01 +
8.15 % (=P = 0.0045) y 63.85 £ 14.09 % (=-P = 0.0007), respectivamente y
comparados contra el grupo con Handling (Fig. 7D).
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Figura 7. La administracion terapéutica de taurina + Handling disminuye los niveles de
estrés nitrosativo en corteza temporoparietal y cerebelo. Los valores muestran el promedio
+ SEM. Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA de dos vias con post-hoc
Tukey.

El aislamiento social de 8 semanas provocO el incremento de ambos
biomarcadores de estrés oxidativo 166.67 £ 126.32 % (*P = 0.0355) en nitritos (Fig.
8A)y 234.54 + 75.46 % (***P = 0.0003) para MDA & 4-HDA (Fig. 8B) en la glandula
pituitaria, comparados al grupo control sin tratamiento. La estrategia del Handling
ayudo a disminuir los niveles de nitritos (85.41 £+ 9.64 %, "P = 0.0128, Fig. 6A) y
(43.24 + 10.68 %, "P = 0.033, Fig. 8B), ambos respecto al grupo de aislamiento.
Este mismo efecto lo observamos en el grupo con la taurina individual frente al
aislamiento pues bloqueo el incremento de ambos marcadores de estrés, nitritos en
71.40 £ 7.09 % (“P = 0.0413, Fig. 8A) y para la lipoperoxidacion en 58.83 £ 8.94 %

(™MP = 0.0026, Fig. 8B). También se observd que la combinacién de Handling +



taurina previno el aumento de MDA & 4-HDA respecto al aislamiento (79.69 £ 5.61
% ("MMP <0.0001) o al Handling (64.22 + 9.89 %, P = 0.0471) (Fig. 8B). Por otra
parte, se encontré que el grupo el Handling + taurina mostré un incremento de
3120.07 + 1288.40 % (P = 0.0108) en los nitritos al compararlo con el grupo

Handling en las glandulas suprarrenales (Fig. 8C).
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Figura 8. El Handling y la taurina como medio terapéutico modulan el estrés nitrosativo y
oxidativo de la glandula pituitaria y suprarrenales. Los valores muestran el promedio +
SEM. Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA de dos vias con post-hoc
Tukey.

La figura 9 muestra el efecto de la taurina como modulador al reducir los niveles de
cortisol, lo que demuestra su capacidad para combatir la respuesta del cuerpo al
estrés. Observamos este efecto en las regiones de Glandula Pituitaria (Fig. 9A),
Glandulas Suprarrenales (Fig. 9B) y Suero (Fig. 9C).

La estrategia de taurina terapéutica causo la reduccion en los niveles de cortisol de
42.27 +7.84 % (*P = 0.0207) en la glandula pituitaria (Fig. 9A) y de 75.67 + 8.30 %



(*P = 0.0255) en las glandulas suprarrenales respecto al grupo Control (Fig. 9B). Un
efecto similar lo observamos en los grupos aislamiento y Handling + taurina al
mostrar la reduccion en los niveles de cortisol en la glandula pituitaria, 46.62 + 6.38
% (**P =0.0090) y 89.36 = 2.31 % (****P <0.0001) respectivamente y comparados
contra el control (Fig. 7A). Por otro lado, la estrategia de Handling + taurina
disminuyo el cortisol en 81.57 +4.01 % (™P = 0.0022) respecto al aislamiento y
80.07 £ 4.34 % (°°P = 0.0054) y 83.78 £ 3.53 % (=P = 0.0004) respecto al grupo
Handling. Interesantemente, la combinacion de Handling + taurina mostré el
incremento en los niveles de cortisol comparada con el grupo control (138.47 +
48.68 %, *P = 0.0120), aislamiento (219.80 + 65.29 %, P = 0.0036), Handling
(119.07 £ 44.72 %, P = 0.0185) y aislamiento + taurina (393.76 £ 100.80 %, °°°P
= 0.0008) (Fig. 9C).
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Figura 9. El Handling + taurina incrementa los niveles de cortisol en suero respecto al resto
de los grupos. Los valores muestran el promedio + SEM (n=6). Los datos fueron analizados
con la prueba de ANOVA de dos vias con post-hoc Tukey.

Discusion

El modelo de aislamiento social durante 8 semanas modifico el comportamiento de
los sujetos de experimentacion. En las pruebas de campo abierto, laberinto elevado
en cruz (LEC) y nado forzado. La evaluacion conductual evidencié que el modelo

de aislamiento social causé la disminucion en la conducta de acicalamiento y el



aumento de la actividad vertical en la prueba de campo abierto. Asimismo, se
observa que el aislamiento incrementa la estancia de los sujetos de experimentacion
en los brazos amurallados en el LEC. Por ultimo, en la prueba de nado forzado se
encontré6 un aumento en la latencia de inmovilidad. EI modelo de Handling o la
administracion de taurina de 50 ppm previenen la apariciébn de algunas de las

alteraciones conductuales provocadas por el aislamiento de 8 semanas.

Las alteraciones conductuales causadas por el aislamiento podrian estar
relacionadas con el estrés, ya que en este grupo encontramos un incremento en los
biomarcadores de estrés oxidativo (nitritos, MDA & 4-HDA) en diversas regiones
cerebrales. El tratamiento de taurina (Ais + tau) y su combinacién con el Handling
(Hand + tau) previnieron el aumento del estrés oxidativo a nivel cerebral. Aunado a
esto, estos tratamientos disminuyeron los niveles de cortisol en la glandula pituitaria,
contradictoriamente en el grupo Handling + taurina se elevaron los niveles de

cortisol en suero.

El aislamiento es un fendmeno social inducido, por la falta o nula interaccion
interpersonal debido a diversos factores, durante periodos cortos o prolongados de
tiempo [92]. El aislamiento es considerado un tipo de estrés que puede ser
propiciado por diferentes circunstancias como problemas laborales, académicos,
familiares o sociales [93]. Uno de los principales signos y sintomas, es la ansiedad
y esto depende del periodo de aislamiento, ademas, esta puede ir acompafada de
insomnio, dificultad para concentrarse, agitacion espontanea y frecuente, entre
otros [94]. En la poblacién econ6micamente activa esto representa un impedimento

para sobrellevar su estilo y calidad de vida [95].

Los resultados mostraron que los individuos del grupo de aislamiento
incrementaron la conducta vertical dentro del campo abierto. La exposicion a un
ambiente abierto pone en marcha mecanismos de “lucha o huida” que provoca una
reaccion exagerada en los sujetos que experimentan el aislamiento [2]. El
aislamiento social altera el comportamiento de los individuos generando ansiedad y

en casos graves, depresion [96]. En la prueba de laberinto elevado en cruz se



mostro que los sujetos con aislamiento pasan mas tiempo en los brazos cerrados.
Diversos reportes indican que en modelos de alta ansiedad se reduce el nimero de
visitas y la exploracion en los brazos abiertos e invierten mas tiempo en los brazos
cerrados en la prueba de laberinto elevado en cruz [89] lo que se podria interpretar

como “pérdida de capacidad de decision”.

En pacientes humanos, en los que se observo una carencia en la toma de
decisiones, esto debido a que la ansiedad sobreactiva diversas regiones (ndcleo
estriado, amigdala, corteza prefrontal ventromedial y dorsolateral) relacionadas con
el miedo, evaluacion, analisis y toma de decisiones [97]. Por su parte, los resultados
de la prueba nado forzado muestran el aumento de la latencia de inmovilidad en el
grupo aislamiento, esto podria sugerir que las ocho semanas fueron suficientes para
desencadenar una fuerte conducta de estrés [98]. Los reportes indican que los
modelos de aislamiento generan hiperactividad orgdnica como un mecanismo de

proteccion y supervivencia reflejado el aumento de la inmovilidad [99].

Se ha reportado que los modelos de aislamiento social en ratas
(aproximadamente de 11 semanas) contribuyen a la activacion de una fuerte
respuesta neuronal en la corteza prefrontal [99] e hipocampo [91], lo que altera la
transcripcion de BDNF, mGIuR1 y mGIuR2 relacionada a factores de transcripcion
de respuesta temprana (c-Fos, Arc, y Egr-1) [90], esto podria sugerir una
interrupcion de los circuitos neuronales que derivaria en la reduccion en el
comportamiento de exploracion, muestra signos de retraccion, reduce los intentos
de supervivencia, disminuye su aseo y provoca su confinamiento en espacios
cerrados [100].

El modelo de aislamiento provoco la disminucién en los niveles de cortisol en
la glandula, sin mostrar cambios en las glandulas suprarrenales y en suero. La
respuesta ante el estrés esta controlada por la capacidad de la comunicacion
hipotalamica-hipofisaria, asi como a la sensibilidad tisular al cortisol para activar una
retroalimentacion negativa [101]. Sin embargo, ante una situacion de estrés cronico,

este tipo de retroalimentacion pierde efectividad y normalmente, las glandulas



suprarrenales podrian experimentar hiperplasia e hipertrofia [102,103]. Ademas,
tras periodos prolongados de estrés, los tejidos pueden cambiar su sensibilidad a
glucocorticoides, presentar resistencia al cortisol, lo que incrementa la inflamacién
y deterioro orgénico a nivel renal, cardiaco, cerebral, esto se refleja en problemas
cardiovasculares o conductuales como irritabilidad, fatiga, dolor y falta de

concentracion, esto conduce a cambios conductuales [104].

Los resultados de conducta muestran que el Handling por 8 semanas pudo
desencadenar una respuesta neuronal que le permitiera a los sujetos de este grupo
desarrollar mejor conducta exploratoria en espacios abiertos como amurallados. La
interaccion social a través de diferentes vias [105], es un componente determinante
en la capacidad de los sujetos para disminuir el estrés [106]. EI Handling es un tipo
de familiarizacion con las ratas, ratones o conejos [107], es utilizado como una
medida preventiva y segura que no genera estrés [108]. El efecto neuroprotector
Handling puede ser mediado por la estimulacién de vias de sefializacion de factores
de crecimiento como BDNF y hormona del crecimiento (GH) y con ello reducir la
lipoperoxidacion e incrementar la defensa antioxidante en cerebro [109]. De hecho,
el Handling tiene efectos ansioliticos potenciales sobre el desarrollo neuronal de
ratas adolescentes, al disminuir la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal
[110]. Ademas, se ha reportado que el Handling podria ejercer un efecto
neuroprotector al mejorar el aprendizaje espacial y la capacidad exploratoria [111].

Por su parte, el grupo con el protocolo de aislamiento social y la
administracion de taurina mostré un incremento de la exploracion y conducta de
autocuidado. También, se observd que este grupo mostraron una mayor inversion
de tiempo en los brazos cerrados en la prueba de laberinto elevado en cruz, aunque
presentaron mas tiempo de congelamiento, ademas de disminuir la latencia de
inmovilidad en la prueba de nado. La administracion de taurina ha mostrado ejercer
efecto ansiolitico y neuroprotector en modelos animales [112, 113, 114]. Los
reportes indican que la taurina modula la actividad de circuitos glicinérgicos
relevantes para la conducta de estrés inducida [115], e incrementa la via de
sefalizacion Akt y ERK/BDNF y previene la depresion [116]. La taurina presenta



actividad global, pues ayuda a disminuir el sistema renina-angiotensina-aldosterona
en ratas con hipertension [117], asi como a disminuir la actividad del eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal [118]. Ademas, la taurina regula positivamente los niveles de
TREM2 en modelos animales de senescencia para recuperar capacidades
cognitivas espaciales [119].

La duracion del aislamiento social causa estrés fisiologico en diferentes
intensidades [120]. El aislamiento social utilizado en este trabajo provoco el
incremento del estrés oxidativo en el cerebro. Esto podria indicar la susceptibilidad
del cerebro ante modelos de estrés cronico. El incremento del tono simpético en
situaciones de estrés activa mecanismos de adaptacién y supervivencia que
involucran la actividad neuronal en el hipotalamo, lo que deriva en la liberacién de
catecolaminas y cortisol a nivel adrenal. ElI cerebro es muy sensible a las
catecolaminas y cortisol lo que perturba la comunicacion neuronal en regiones
relacionadas con el aprendizaje, memoria, comunicacién y toma de decisiones. De
hecho, el estrés crénico provoca cambios neuroquimicos en la corteza cerebral e
hipocampo que se refleja en alteraciones conductuales [121]. Ademas, se ha
demostrado que el aislamiento social es un estresor capaz de disminuir la respuesta
antioxidante, lo que permite el aumento del estrés oxidativo y promueve un estado

proinflamatorio que condiciona el funcionamiento cerebral.

Por un lado, la administracion de taurina ha demostrado ejercer efectos
antiinflamatorios y antioxidantes [122] en una amplia variedad de modelos de dafio
[123, 124, 125]. La taurina es considerada una molécula antioxidante proveniente
del metabolismo de la cisteina [126], promueve el funcionamiento del metabolismo
mitocondrial al proteger del estrés oxidativo a los complejos de la cadena
transportadora de electrones [124]. La taurina incrementa la capacidad enzimatica
de la superoxido dismutasa y glutation peroxidasa, incrementa el efecto
citoprotector a través de la regulacion positiva de Bcl-2 [127]. En circulacion
periférica, se ha demostrado que la taurina estimula la produccién de haloaminas
de taurina en macréfagos [128], esto incrementa la actividad antioxidante y
disminuye los niveles de mediadores inflamatorios como prostaglandina E2 (PGE2).



En cerebro, se ha reportado que estos derivados de taurina estimulan la actividad
antioxidante dependiente de Nrf-2 [129, 130], ademas ayuda a bloquear la

respuesta celular inducida por corticosterona [131].

Los pacientes con estrés cronico y extenuante muestran niveles bajos de
micronutrientes importantes para mantener un estado de animo optimo, entre ellos,
la taurina [132]. La taurina juega un papel importante sobre el mantenimiento de
circuitos serotoninérgicos [133]. Ha sido ampliamente estudiado el efecto
citoprotector de la taurina en hipertension [134] o sindrome metabdlico [135]. La
hiperactividad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal en condiciones de estrés podria
ser modulada por la taurina. La taurina controla la actividad de neuronas
GABAérgicas y glicinérgicas en la neurohipofisis para regular la liberacion de
hormonas [136]. También, puede ayudar a mitigar los efectos dafinos del estrés al
bloquear la liberacion de adrenalina a nivel adrenal [137]. Estos efectos resultan
importantes, ya que la administracion de taurina podria contribuir a la disminucién
de los efectos fisiologicos sobre el eje HHA asi como en el sistema renina-
angiotensina-aldosterona en modelos de estrés por hipertension [118]. En modelos
murinos la administracion de taurina previene el aumento de cortisol en sangre y
cerebro, ademas revierte los cambios neuroquimicos y conductuales inducidos por
estrés moderado [43,138].

Hay que mencionar que la combinacion del Handling y taurina 50 ppm es
novedosa, existe poca evidencia que indique los efectos de esta combinacion sobre
la conducta animal. Sin embargo, seria errbneo descartar que los efectos de los
tratamientos individuales se conserven o incluso que puedan sumar. De forma
interesante, la combinacion del Handling y taurina incremento los niveles de cortisol
en suero, sin embargo, no observamos alteracion conductual alguna o aumento del
estrés oxidativo. El aumento del cortisol en ausencia de estimulos o microambientes
inflamatorios estimula la expresién de citocinas y receptores en monocitos para
responder de forma efectiva ante procesos antiinflamatorios, como una especie de
precondicionamiento [139]. La combinacion de un ambiente enriquecido mas la

administracion de taurina disminuyé la neuroinflamacion y muerte celular, lo que



previno la pérdida de memoria en ratas diabéticas [140]. Mientras que, en modelos
de ejercicio, la administracion de taurina incrementa la actividad metabdlica de tejido
adiposo, reduce la inflamacién sistémica y contrarresta el incremento de la
adiposidad [141].

Conclusiones

1. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el
modelo de aislamiento social genera cambios conductuales asociados a
un comportamiento ansiedad y depresion. Ademas, incrementa el estrés
oxidativo, sin afectar los niveles de cortisol; lo que podria estar asociado
a un agotamiento en el funcionamiento de la glandula suprarrenal,
debido al aumento del estrés oxidativo.

2. Por su parte, la administracion de taurina y el Handling
ayudaron a revertir los cambios conductuales modificados por el modelo
de aislamiento social. Asimismo, los tratamientos ejercieron un efecto
neuroprotector al prevenir el aumento de los niveles de estrés oxidativo
a nivel cerebral y glandulas suprarrenales, esto indicaria el potencial
efecto mediador de la taurina y el Handling sobre eje HPA, y controlar
los niveles de cortisol a nivel local y sistémico.

3. Aungue en el presente trabajo observamos los efectos
neuroprotectores de la administracion de taurina y el Handling, se
necesitan mas estudios para poder implementar estos protocolos como
nuevas intervenciones en un nuevo modelo terapéutico para tratar la
ansiedad y depresion en personas con estos padecimientos. Ademas
seria necesario implementar criterios de inclusion y exclusion para poder
evaluar con mayor precision los efectos de los tratamientos propuestos

en humanos en este trabajo.
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Anexos

Definiciones operacionales

Homogeneizacion: Maceramiento de tejidos bioldgicos por medios mecanicos.

Cuantificacion espectrofotométrica: Determinacion de moléculas a traves
de métodos colorimétricos en una longitud de onda determinada.

Inmunoensayo: Ensayo en que se hacen reaccionar un antigeno y un anticuerpo.



Definiciones conceptuales

Estrés oxidativo: Desequilibrio entre las especies reactivas o radicales
libres y la defensa antioxidante, en el que las primeras superan a las
ultimas.

Neuroinflamacion: Estado de hiperactividad e hipersecrecion de las células
del tejido nervioso lo que promueve la presencia de mediadores
inflamatorios ante un estimulo estresor.

Ansiedad: Estado en el que un sujeto se encuentra en una agitacion
organica continua ante un estimulo que aparentemente no representa
peligro para él.

Handling: Manipulacion fisica gradual y controlada en intervalos de tiempo.



