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RESUMEN

El estrés es una alteracion del equilibrio homeostatico ante estresores fisicos o psicoldgicos,
agudos o cronicos. Mientras el estrés agudo es transitorio, el estrés cronico se asocia con
alteraciones maladaptativas como ansiedad, depresion e inflamacion. En México, cerca del
19 % de los adultos presenta ansiedad, lo que constituye un problema de salud publica y un
objetivo de estudio en la investigacion. En sentido con lo anterior, es de interés analizar los
modelos animales que actualmente se emplean para el estudio de la ansiedad, de tal modo,
que pudieran modificarse y/o combinarse para poder evaluar un mayor espectro de conductas
tipicas de la ansiedad. Tal es el ejemplo de los modelos murinos de aislamiento social
(ansiedad) y cuprizona (CPZ; desmielinizacion y neuroinflamacion), cuya combinacion
podria ofrecer una aproximacion experimental mas integral a los trastornos de ansiedad; ya
que integraria factores psicosociales y neurobioldgicos, reproduciendo de manera mas fiel la
complejidad de los trastornos de ansiedad y fortaleciendo la validez del estudio. Por lo que
en el presente trabajo se evaluaron las conductas de tipo ansiedad y la hipersensibilidad al
dolor en ratones sometidos a aislamiento social, a la administracion de CPZ 0.5 % y la
combinacion de ambos. Para ello, se utilizaron ratones CD1, hembras de 23 a 25 g, los grupos
estuvieron formados por 12 ratones cada uno. Los animales fueron sometidos al aislamiento
social durante 28 dias, al igual que la administracion de CPZ 0.5%. Para evaluar las conductas
tipo ansiedad, se utilizaron las pruebas de campo abierto (exploracion y actividad
locomotora) y laberinto elevado en cruz (exploracion y evitacion), mientras que la
hipersensibilidad al dolor se evalué mediante el modelo de Up and Down con los filamentos
de von Frey. Nuestros resultados mostraron que los ratones sometidos a aislamiento social y
CPZ, presentaron mayor comportamiento exploratorio, lo cual se evidencio por el incremento
del tiempo en movimiento, el nimero de escaladas, desplazamiento y mayor exploracion en
la periferia. En el laberinto elevado en cruz no se obtuvieron diferencias significativas en los
parametros evaluados. Asi también la alimentacion con CPZ, el aislamiento social, y la
combinacion de ambos, incrementaron la hipersensibilidad al dolor en la prueba de
filamentos de von Frey. Ademas, la combinacion de aislamiento y CPZ favoreci6 la aparicion

de conductas tipo ansiedad en campo abierto y en la evaluacion nociceptiva.

Palabras clave: estrés, ansiedad, aislamiento social, cuprizona, hipersensibilidad.




ABSTRACT

Stress is an alteration of homeostatic balance in response to physical or psychological
stressors, whether acute or chronic. While acute stress is transient, chronic stress is associated
with maladaptive alterations such as anxiety, depression, and inflammation. In Mexico,
nearly 19% of adults present anxiety, which constitutes a public health problem and an
important target of scientific research. In this context, it is of interest to analyze the animal
models currently used to study anxiety, with the aim of modifying and/or combining them to
evaluate a broader spectrum of anxiety-related behaviors. Such is the case of murine models
of social isolation (anxiety) and cuprizone (CPZ; demyelination and neuroinflammation),
whose combination could provide a more comprehensive experimental approach to anxiety
disorders, as it would integrate psychosocial and neurobiological factors, more faithfully
reproduce the complexity of anxiety disorders and strengthening the validity of the study.
Therefore, the present study evaluated anxiety-like behaviors and pain hypersensitivity in
mice subjected to social isolation, administration of 0.5% CPZ, and the combination of both
conditions. For this purpose, female CD1 mice weighing 23-25g were used, with groups
consisting of 12 animals each. The animals were subjected to social isolation for 28 days,
concomitant with the administration of 0.5% CPZ. Anxiety-like behaviors were assessed
using the open field test (exploration and locomotor activity) and the elevated plus maze
(exploration and avoidance), while pain hypersensitivity was evaluated using the up-and-
down method with von Frey filaments. Our results showed that mice subjected to social
isolation and CPZ exhibited increased exploratory behavior, as evidenced by an increase in
time spent moving, number of rearings, displacement, and greater exploration of the
periphery. In the elevated plus maze, no significant differences were observed in the
evaluated parameters. Additionally, CPZ administration, social isolation, and their
combination increased pain hypersensitivity in the von Frey filament test. Furthermore, the
combination of social isolation and CPZ promoted the appearance of anxiety-like behaviors

in the open field test and during nociceptive evaluation.

Keywords: stress, anxiety, social isolation, cuprizone, hypersensitivity.




1. INTRODUCCION
1.1. Estres

La evolucion de la humanidad ha propiciado la adaptacion a situaciones adversas o
peligrosas, lo que le ha permitido desarrollar estrategias para su supervivencia. Asi, el ser
humano adopté comportamientos para adaptarse y responder a los estimulos amenazantes de
su época. Asi surgio el estrés como una forma de adaptacion al entorno. Ademas de que es

uno de los problemas que mas afecta a adultos mexicanos en México [1].

El estrés es una reaccion fisiologica del organismo provocada por factores internos o externos
percibidos como amenazantes para su integridad y supervivencia. En consecuencia, el estrés
se considera una respuesta adaptativa que acompana a los seres humanos en su vida diaria.
Generalmente, desaparece cuando el estimulo que la gener6 también desaparece. Sin
embargo, el sistema nervioso no distingue entre una amenaza real y una irreal, porque
responde de manera similar debido a la activacion del eje hipofisis-hipotdlamo-adrenal y, por
lo tanto, puede persistir durante largos periodos de tiempo, lo que ocasiona problemas
psicoldgicos, fisicos y cognitivos [2]. Por ejemplo, ante la preocupacion por la demanda de
trabajo, se activan procesos cognitivos para evaluar la situacion; al mismo tiempo, a nivel
fisiologico, se activan mecanismos neurohormonales para enfrentar la amenaza,
generalmente huir o pelear. Esto se manifiesta a través de respuestas como sudoracion,
aumento de la tension muscular, aumento de la actividad motora, cambios en la alimentacion,
conductas de evitacion, dificultad para concentrarse, ansiedad e insomnio, entre otras que, si
persisten, disminuyen significativamente la calidad de vida de la persona [3]. Actualmente,
existen medicamentos para controlar los sintomas; sin embargo, muchos de ellos generan

farmacodependencia, por lo que su venta requiere prescripcion meédica.

Con base en lo anterior, resulta fundamental realizar estudios que permitan identificar nuevas
alternativas terapéuticas. Actualmente, se estima que en la investigacion preclinica se han
descrito alrededor de 30 modelos animales para el estudio de la ansiedad. Estos modelos han
permitido observar, cuantificar y evaluar diversas conductas asociadas a este trastorno y

como estas se modifican en respuesta a tratamientos, como los fAirmacos ansioliticos [4].




1.2. Clasificacion del estrés

Segun la duracion de los sintomas, el estrés se clasifica en tres tipos: estrés agudo, estrés

agudo episddico y estrés cronico.

1.2.1. Estrés agudo

El estrés agudo surge como respuesta a las exigencias y presiones que una persona enfrenta
en su vida cotidiana. Si el estimulo es real, dura minutos u horas y, en algunas ocasiones,
entre dos semanas y un mes [5]. El estrés agudo es la forma mas comun y se considera una
respuesta protectora que ayuda al organismo a adaptarse a su ambiente [6]. El estrés agudo
presenta manifestaciones emocionales asociadas a un suceso determinado y también provoca
una serie de manifestaciones fisicas que surgen como consecuencia del acontecimiento
traumatico vivido. De acuerdo con la Asociacion Psiquiatrica Americana, el acontecimiento
traumatico se define como una situacidon psicoldgica estresante que trasciende la serie de
experiencias habituales de la vida, como una enfermedad, una pérdida, una mala economia,

una situacion amorosa, etc. [7].

1.2.2. Estrés cronico

El estrés cronico es un estado constante y prolongado de preocupacion, es un padecimiento
que interviene en el desarrollo de alteraciones fisiologicas y enfermedades [8]. Ademas, estd
acompafiado de sintomas muy caracteristicos, entre los que destacan irritacion, ira,

preocupacion, tristeza, panico y ansiedad [9].

El estrés conico es perjudicial para la salud, produciendo o empeorando varias enfermedades,
por ejemplo: problemas metabdlicos, enfermedades acido-pépticas, ulceras y trastornos del
sistema nervioso, como la depresion y la ansiedad [10]. El estrés cronico puede tener un
impacto grave debido a la liberacion sostenida de componentes moleculares durante la
respuesta de “lucha o huida”, que implica, entre otras vias moleculares, la liberacion de
glucocorticoides del sistema endocrino para enfrentarse al estimulo, lo que provoca un
desequilibrio en el organismo vy, asi, favorece la supervivencia [11]. Por otro lado, el estrés
cronico es aquel donde el estresor perdura por mucho mas tiempo, donde intervienen factores
de tipo cognitivo y emocional. Dicho estrés es causado por situaciones diarias continuas y

repetitivas, en donde la persona no es capaz de reaccionar inmediatamente. Esto nos indica

que el organismo se encuentra bajo presion continua o en situacion de emergencia constante,




por lo que se agotan los recursos fisioldgicos y psicologicos de defensa del individuo,

teniendo como consecuencia una ansiedad patoldgica [12].

1.3 Mecanismos moleculares del estrés

El estrés se define como una alteracion de la homeostasis, generada por agentes externos o
internos, ante los cuales el organismo debe actuar de manera inmediata para restablecerla.
Asimismo, la respuesta al estrés se compone de respuestas emocionales, fisicas y cognitivas.
La respuesta al estrés puede ser inmediata o prolongada. De manera inmediata, el estresor
activa unareaccion de alerta que provoca la liberacion de cortisol, adrenalina y noradrenalina.
Donde el individuo percibe una sensacion de amenaza y responde mediante huida, o defensa.
Por otra parte, el componente endocrino se activa ante la presencia de estimulos estresantes,
lo cual provoca que se libere la hormona liberadora de corticotropina (CRH), que sera
segregada desde el nticleo paraventricular, después estimulard a la glandula pituitaria hasta
donde se libera la hormona adrenocorticotropica (ACTH); para posteriormente mandar una
sefal a través del torrente sanguineo hasta llegar a las glandulas suprarrenales que
eventualmente liberaran el cortisol [13,14].La relacion del eje hipotdlamo-hipoéfisis-adrenal
(HPA) modula las vias de los glucocorticoides al nivel del hipocampo, es decir, que
interviene en las emociones, la regulacion del metabolismo y la memoria, lo que se traduce

en una influencia directa en la estabilidad del organismo (Fig.1) [8].

El procesamiento agudo de amenazas en los humanos es fundamental para la supervivencia
y esta mediado por complejos mecanismos neuronales. La via directa y rdpida ante amenazas
agudas, involucra la amigdala, el hipotdlamo, los coliculos superiores, el locus coeruleus y
la sustancia gris periacueductal (SGP). [15,16]. Al detectar una amenaza potencial, la
informacion sensorial se transmite rapidamente desde el talamo directamente a la amigdala.
Dentro de la amigdala, el complejo basolateral, en especifico el nucleo lateral, desempefia un
papel crucial en la detencion inicial de la amenaza y la activacion de las respuestas
posteriores. Tras su activacion, el nucleo central de la amigdala estimula el hipotadlamo, lo
que desencadena la respuesta del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal y la activacion del
sistema nervioso simpatico [17,18]. Por consiguiente, el locus coeruleus contribuye a esta
activacion al mejorar la vigilancia y la atencién mediante la secrecion de noradrenalina. Es

por ello por lo que los coliculos superiores participan en esta via directa al guiar la atencion




instintiva hacia la amenaza aguda, y permiten tener respuestas de orientacion rapidas que son

cruciales para la supervivencia en situaciones peligrosas [17].
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Figura 1. Regulacién del estrés sobre la activacion del eje hipotidlamo-hipéfisis-suprarrenal. Imagen tomada de:
Velazquez-Paniagua, M., Gémez-Chavarin, B. M., & Sampieri-Cabrera, R. (2025) [8].

Esto ha permitido evaluar rapidamente la importancia y el efecto de la amenaza, lo que a su
vez nos informa sobre las respuestas cognitivas y conductuales posteriores. Es asi como el
hipocampo anterior, con sus fuertes conexiones con la amigdala y la corteza prefrontal
(también la corteza prefrontal medial), contribuye a la evaluacion basada en la memoria
aguda, mejorando respuestas ante las amenazas [18, 19]. La corteza cingulada anterior ventral
(VAAC implicada en la regulacion de las emociones), la corteza cingulada anterior dorsal.
La corteza cingulada anterior (CCA)asociada al control de conflictos y al control cognitivo)
asi como la corteza frontal medial (mPFC desempefia una funcion clave en la evaluacion de
riesgos y la toma de decisiones) que colectivamente modulan las respuestas emocionales y
conductuales [20]. Esta via indirecta permite respuestas mas apropiadas, equilibrando las

reacciones agudas con un analisis que depende de la situacion, lo cual demuestra la capacidad




del cerebro para responder ante amenazas, lo que nos lleva a argumentar que una respuesta
excesiva o desinhibida a una amenaza aguda puede conducir a formas patoldgicas de

ansiedad [21].

De manera general, el estrés se divide en tres fases de acuerdo con Duval F., et al., 2010;

Rodriguez-palma, E J., et al., 2023 [7, 22]:

1. Fase de alerta: En esta fase, el cerebro detecta la amenaza (agente estresor) y
activa el sistema nervioso simpatico, lo que promueve la liberacion de adrenalina,
y mantiene al organismo en constante vigilancia. Los principales sintomas estan
relacionados con la activacion del tono simpdtico e incluyen: aumento de la
frecuencia cardiaca, taquicardia, tension muscular y un estado de alerta extremo.

2. Fase de resistencia o adaptacion. Si el estresor esta presente de forma continua,
el organismo debe suministrar energia suficiente para que el cuerpo pueda
adaptarse y recuperar el equilibrio (homeostasis) mientras mantiene un nivel alto
de alerta. Esta fase se regula por la activacion del eje HPA, lo que se traduce en
la secrecion de cortisol. Si esta fase se prolonga, puede provocar fatiga,
irritabilidad y dificultad para concentrarse.

3. Fase de agotamiento. Prevalece la situacion, pero viene acompafiada de una
alteracion hormonal que hard que se sature la secrecion de estas y que pueda dar
lugar a patologias que afectan negativamente la salud. Algunas enfermedades
mentales derivadas de ellas son la ansiedad, que millones de personas

experimentan en algin momento de su vida.

1.3.1. Manifestaciones del estrés

En una situacion estresante, ya sea real o potencial, el cerebro envia sefiales quimicas que
activan la secrecion de adrenalina y de cortisol por parte de la glandula suprarrenal. Estas

hormonas son responsables de la aparicion de los diversos sintomas del estrés [7, 23, 24].

e Taquicardia
e Respiracion acelerada
e Incremento de niveles de azlicar en sangre

e Frustracion, irritabilidad y nerviosismo




e Dificultad de concentracion

e Dolor de cuello y espalda, espasmos musculares

e Dificultad de respirar, suspiros

e Ataques repentinos de panico

e Dolores de pecho, palpitaciones

e Disminucioén de la libido

e Insomnio, pesadillas o suefios inquietantes

e Suprime el sistema inmunitario

e Enfermedades cardiovasculares

e Sistema gastrointestinal puede provocar inflamacion
e Modifica la actividad de numerosos procesos endocrinos asociados con el

hipotdlamo, la hip6fisis y las glandulas suprarrenales.

1.4. Ansiedad

La ansiedad ha desempefiado un papel importante en la evolucion de la humanidad, ya que
es un mecanismo fisiologico de defensa y de alerta ante diversos estimulos o factores
ambientales potencialmente peligrosos, también conocidos como estresores. Actualmente, se
le considera una respuesta adaptativa. Sin embargo, si el estresor persiste, puede

desencadenar diversos trastornos de ansiedad [25].

En psiquiatria, la ansiedad se define como una respuesta emocional, fisica y cognitiva de
anticipacion ante una amenaza futura, la incertidumbre o el estrés. Aunque es una reaccion
normal de supervivencia, se vuelve patologica cuando es excesiva, persistente (generalmente
> 6 meses) y desproporcionada, lo que provoca disfuncionalidad y sintomas somaticos y
psiquicos [26]. Las principales manifestaciones de los trastornos de ansiedad se engloban en
tres categorias: la experiencia emocional, los sintomas somaticos y los cambios conductuales.
Por ejemplo, cuando hay un estresor, como una alta demanda laboral, se desencadenan
procesos cognitivos y fisioldgicos que nos preparan para reaccionar al estimulo. Desde el
punto de vista cognitivo, se presentan pensamientos anticipatorios y evaluaciones sobre las
exigencias del entorno, lo que genera una experiencia desagradable de inseguridad, temor y

preocupacion. Al mismo tiempo, el organismo se prepara fisiologicamente para huir o pelear.




En este contexto, se incrementa la actividad del sistema nervioso simpatico, lo que se
manifiesta en un aumento de la frecuencia cardiaca, la sudoracion, la tension muscular y la
inquietud motora. Ademas, se observan cambios conductuales, en los hébitos alimentarios y
en las conductas evitativas, entre otras manifestaciones. Con base en lo anterior, la ansiedad

puede definirse como un estado de miedo o angustia que altera la conducta [3, 27].

La ansiedad fisioldgica actia de manera inmediata ante un estresor y tiene un caracter
adaptativo, con la finalidad de salvaguardar la integridad del individuo. Por el contrario, la
ansiedad patologica se desencadena sin un estimulo aparente que la justifique y, aun cuando
exista, su intensidad y frecuencia son desproporcionadas. Por ello, muchas veces se

experimenta una intensa sensacion de temor y aprension ante acontecimientos desagradables

[28].

1.4.1. Epidemiologia de la ansiedad

Los trastornos de ansiedad (TA) son condiciones frecuentes que generan complicaciones en
el desarrollo, en el ambito psicosocial y en el ambito psicopatolégico. Los TA, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), informaron que mas de 260 millones de personas
padecen un trastorno de ansiedad. Este trastorno es mas frecuente en mujeres (7.7%) que en

hombres (3.6%), segin datos de la OMS [29].

Los TA son condiciones que también padecen infantes y adolescentes, con una prevalencia
mundial entre el 4% y el 3.2%. Este trastorno afecta principalmente la autoestima, las
relaciones sociales y la vida familiar y personal. Segiin estudios epidemioldgicos, entre el
2,8% y el 3.2% de los nifos y adolescentes pueden desarrollar o sufrir un TA. Los rangos
varian segun las definiciones de los trastornos en las investigaciones sobre el tema; ademas,
la edad es una variable que influye de manera considerable, entre otros factores, en el abuso

de sustancias [30].

Durante la pandemia de COVID-19, el confinamiento de las personas provoco la aparicion
de algunos problemas emocionales y mentales. Debido a que la enfermedad de COVID-19
fue muy contagiosa y el nimero de casos confirmados y de muertes en el mundo era elevado,
las emociones y los pensamientos negativos se extendieron como una amenaza para la salud

mental. La Revista Habanera de Ciencias Médicas nos informa que, en el estudio descriptivo




transversal realizado en 2020, se evaluaron variables de ansiedad, depresion, estrés e ideas
suicidas y se aplicaron pruebas psicologicas. El estudio reveld que el TA fue el de mayor
predominio entre los sujetos estudiados. Lo anterior se debe a que se observaron niveles altos,
entre 26.90 y 30.96 %, de personas afectadas por este trastorno. En este estudio se concluyd
lo siguiente: las personas estudiadas presentaron alteraciones psicologicas de ansiedad y
depresion, con altos niveles de estrés y, en la mayoria de los casos, sin ideacion suicida. Dado
que la ansiedad es un trastorno méas comun de lo que se podria imaginar, es importante buscar
alternativas de tratamiento eficaces. Los tratamientos deben ayudar a reducir las conductas

inusuales relacionadas con problemas mentales y asociadas principalmente con la ansiedad.
[31].

En el 2020, durante la pandemia de COVID-19, la OMS vy otras autoridades sanitarias de
todo el mundo recomendaron medidas como el distanciamiento social y las cuarentenas para
combatir la enfermedad y su propagacion. Sin embargo, estas medidas generaron estrés en la
poblacion adulta. También implicd que el gobierno cerrara sectores econdmicos por motivos
de salud publica, lo que afectdé a muchas personas que no pudieron trabajar ni generar
ingresos. Esto provocé ansiedad y miedo en la poblacion en general. En el contexto de lo
anterior, investigaciones realizadas mostraron que las cuarentenas domiciliarias estan
relacionadas con la ansiedad y representan un peligro para la salud mental, debido al encierro
y a la preocupacion por mantener a salvo a su familia [32]. Los trastornos mentales
aumentaron con los casos de COVID-19 debido al desasosiego generado por el
confinamiento, lo cual fue un mediador subjetivo y un factor importante que impacté en el
bienestar mental de las personas. Lo anterior desencadend trastornos psiquiatricos que, en
algunos casos, derivaron en patologias como la ansiedad, los ataques de péanico y las fobias,
entre otras [33]. Ahora si hablamos de la prevalencia global de los trastornos de ansiedad:
varia considerablemente entre el 3,8 % y el 25 %. Estas cifras dependen de los factores de
riesgo, por ejemplo, de los antecedentes familiares y de las experiencias escolares y laborales

[34].

Puesto que la ansiedad es un estado de salud mental que, en su gran mayoria, muchas
personas, nifos, adolescentes e incluso adultos mayores, han experimentado en algin

momento de su vida. Pero su persistencia durante semanas, meses o aflos ya no se considera




normal. Por ello, la OMS nos dice que la salud mental deberia ser un estado de bienestar
mental que les permita a las personas afrontar los momentos de estrés que experimenten a lo
largo de su vida. Sin embargo, los trastornos mentales representan un gran desafio para los
distintos sistemas sanitarios del mundo, lo que conlleva el desarrollo de enfermedades
psiquiatricas, ya que en muchos casos los sistemas de salud resultan ineficientes para
tratarlas. La ansiedad provoca discapacidad en las personas que la padecen, ya que afecta sus
actividades diarias y, en ese sentido, sus ingresos econdmicos pueden disminuir, por lo que
su acceso a sistemas de salud privados para su tratamiento también se ve limitado. Aunado a
lo anterior, segiin datos de la OMS, 5 de cada 10 de las principales causas de discapacidad a
nivel mundial estan relacionadas con los trastornos psiquiatricos. Esto llevd a la OMS a
implementar un programa que se lleva a cabo desde 2001 para tratar a tiempo los problemas
mentales y reducir su incidencia y sus complicaciones. Lo cual destaca la importancia de
buscar tratamientos que mitiguen esas afecciones y sean de bajo costo. Entre los problemas
de salud de mayor prevalencia, los trastornos emocionales tienen una mayor relevancia en la
atencion primaria, con un 49,2% de los posibles casos que presentan una asociacion frecuente

con otros trastornos [34].

1.4.2. Trastornos asociados a la ansiedad

Algunas de las conductas que se asocian comunmente con la ansiedad se caracterizan por el
miedo excesivo, la angustia, los ataques de panico y la evitacion de situaciones percibidas
como amenazantes, lo que afecta su rendimiento social, escolar, laboral e incluso personal.

Ejemplos de ello son:

e Trastorno de ansiedad por separacion: se caracteriza por un miedo o ansiedad
excesivos; el individuo desarrolla un apego fuerte hacia las personas. Trastorno que
se caracteriza principalmente en nifios por una ansiedad que puede ser excesiva,
relacionada con la separacion de algun familiar o, en algunos casos, de los padres
[35].

e Trastorno de panico (TP): se caracteriza por ataques de panico imprevistos y
recurrentes. Aqui el ataque provoca mucho miedo o un malestar intenso que alcanza

su maxima expresion en minutos. El TP se caracteriza por ataques recurrentes e




inesperados (durante al menos un mes) y por inquietud ante la posibilidad de tener
otro episodio [36].

o Agorafobia: se caracteriza por el miedo o la ansiedad intensos ante la presencia de
multitudes, incluso al salir de casa solo, al usar transporte publico, al estar en espacios
cerrados y abiertos (es decir, donde hay multitudes), y por el temor a quedar atrapado.

e Mutismo selectivo: le temen al fracaso, a hablar con personas en situaciones sociales
especificas en las que se tiene que entablar conversacion (p. €j., en la escuela). A
pesar de que puede parecer muy abrumador en otras situaciones, puede resultar ain
mas abrumador cuando se trata de hacerlo de forma constante. La alteracion interfiere
con los logros educativos o laborales o con la comunicacién social.

e Trastorno de ansiedad social (TAGS): miedo o ansiedad intensa en una o mas
situaciones en las que se debe interactuar con otras personas. Se manifiesta un temor
excesivo e irracional; teme ser enjuiciado por los demaés [37].

e Trastorno de ansiedad inducido por sustancias o medicamentos: sintomas
predominantes de panico o de ansiedad derivados de los efectos de una sustancia (p.
€j., una droga, un medicamento o una toxina).

e Los sintomas que se presentan son: ataques de panico o ansiedad desarrollados
durante o poco después de la intoxicacion o la abstinencia de una sustancia [38].

e Trastorno de ansiedad generalizada (TAG): se caracteriza por una ansiedad
excesiva y persistente, con dificultad para controlar la preocupacion, y se presentan
sintomas como nerviosismo, pérdida del apetito, perturbacion del suefio, miedo,
angustia y tensiéon muscular, que limitan aspectos de la vida del paciente [39].

e Miedo colectivo: sensacion de miedo intensa ante situaciones de catastrofe o de

amenaza. Incluso ataques de panico [40].

La conducta alimentaria tiene un significado que involucra experiencias previas, como
recuerdos, sentimientos, emociones y necesidades. Asimismo, algunos estudios
epidemioldgicos indican que al menos 1 de cada 20 mujeres puede experimentar un trastorno
alimentario durante el embarazo. Por lo tanto, se considera que la mujer es mas susceptible

a trastornos emocionales debido a los cambios hormonales que sufre su cuerpo durante la




gestacion, lo que sugiere que la ansiedad y la depresion podrian ser trastornos que afectan

con mayor frecuencia a las mujeres durante la gestacion [41].

1.4.3. Sintomas de la ansiedad

En los trastornos de ansiedad, ademas de la angustia y la preocupacion constantes, se observa

una amplia variedad de manifestaciones en distintos 6rganos y sistemas (Tabla 1). Las

manifestaciones mdas frecuentes son las somaticas, que incluyen taquicardia, diarrea,

sudoracion, nauseas, disnea, tensidon muscular, trastornos del suefio, miedo, irritabilidad,

entre otras [42].

Tabla 1. Sintomas de la ansiedad.

Categoria

Sintomas

Cognitivos/emocionales

Cardiovasculares y

Autonomicos

musculoesqueléticas

Respiratorios

Gastrointestinales

Del suefio

Nerviosismo constante o sensacion de peligro inminente
Dificultad para concentrarse o mente en blanco
Irritabilidad

Inseguridad o miedo irracional

Sensacion de estar abrumado/a

Palpitaciones o taquicardia

Sudoracioén excesiva

Temblores

Tension muscular

Cefalea de tipo tensional o migrafiosa

Dificultad para respirar o sensacion de "nudo en la
garganta"

Mareos o sensacion de desmayo

Fatiga o debilidad

Problemas gastrointestinales (nauseas, diarrea, dolor de
estomago)

Insomnio o suefio interrumpido

La tabla fue realizada por el autor y el contenido se tomd de (American Psychiatric

Association, 2013) [43].




1.5. Dolor y estrés

Durante un periodo prolongado de estrés, se pueden desencadenar diversos tipos de molestias
en nuestro cuerpo, entre ellas, el dolor muscular y la hipersensibilidad al dolor. El dolor es
una experiencia sensorial y/o emocional desagradable que puede estar asociada a un dano
tisular, ya sea real o potencial [44]. El dolor tiene un origen multidimensional, por lo que su
percepcion afecta a distintos componentes fisiopatologicos, emocionales, cognitivos y
conductuales. Ademas, cumple una funcidon adaptativa y necesaria para nuestra supervivencia
como especie. Puede indicar, entre otras cosas, que algo no va bien en nuestro organismo
(por ejemplo, un dolor abdominal puede indicar una oclusion intestinal) o que debemos evitar
movernos para no empeorar una lesion (por ejemplo, en los primeros dias tras una fractura
Osea) [45]. Lo anterior nos dice que el dolor es un mecanismo adaptativo fundamental que
funciona como una sefial de advertencia frente a procesos patologicos, 0 como una respuesta

ante algo que nos ha causado malestar o dafo.

Como se menciond anteriormente, todos tenemos la capacidad de reaccionar ante estimulos
nocivos, y la percepcion del dolor dependeré de la integracion de la informacion dolorosa
con la del sistema limbico y de la corteza, lo que incluso podria inducir un estado de
analgesia. Esto puede deberse a la liberacion de sustancias similares a la morfina, conocidas
como opioides endogenos, que generan analgesia en condiciones de estrés agudo [46]. Por
otro lado, el estrés cronico puede inducir un efecto opuesto, es decir, aumentar la sensibilidad
al dolor. En modelos animales y en humanos se ha observado una hipersensibilidad al dolor

inducida por el estrés cronico, que se manifiesta como alodinia e hiperalgesia.

1.5.2 Clasificacion del dolor

El dolor puede ser complicado de clasificar, ya que se basa en la percepcion de cada persona
y de su experiencia personal Como se mencion6 anteriormente, el dolor agudo se describe
como aquel generado por estimulos nocivos, desencadenado por heridas o enfermedades, de
corta duracion [47]. Por otro lado, el dolor crénico es aquel en el que el estimulo es persistente
y dura mas de lo normal, es decir, mds de un mes, debido a enfermedades o a ciertas

condiciones fisiopatologicas persistentes [47, 48].




Debido a que la clasificacion del dolor puede ser subjetiva, se han establecido escalas para
tratar de medir el dolor de una manera més personalizada. En ese sentido, las escalas
numéricas, visual andloga, es una herramienta subjetiva en la que el paciente asigna un valor

a la intensidad del dolor en una escala de 0-10, donde:
O=ausencia de dolor, 1-3 =dolor leve, 4-6=dolor moderado, 7-10=dolor moderado [49, 50]

Ha permitido a la comunidad médica clasificar el dolor segun su intensidad, Sin embargo,
resulta ambiguo utilizar este tipo de escalas para medir el dolor derivado del estrés y/o la
ansiedad, ya que primero se deberia contar con un diagndstico que permita considerar esta
variable como inductor o potenciador del dolor. Debido a lo anterior, su estudio en un

contexto ansioso o estresante resulta una tarea compleja.

1.5.3. Dolor y ansiedad

El dolor es una experiencia multidimensional y subjetiva que afecta la calidad de vida de la
persona, incluyendo el estado de 4nimo, el suefo, la autoeficiencia y los procesos cognitivos,
como la memoria y el aprendizaje [51]. Por lo tanto, las alteraciones en la salud mental
pueden estar presentes en el 75% de los casos de personas con dolor cronico; ademas, la
ansiedad y la depresion se observan entre el 30% y el 40% de los casos, con mayor

prevalencia en las mujeres [52].

1.5.4. Fisiopatologia de la ansiedad

La neurobiologia de la ansiedad involucra la participacién de un conjunto de regiones
cerebrales interconectadas como el giro del cingulo, la amigdala, el hipotidlamo y el
hipocampo, regiones con conexiones robustas con el tallo cerebral y la médula oblonga; las
cuales participan en la experiencia, el procesamiento y la regulacion de las respuestas
emocionales [53]. El sistema limbico se encarga de modular las emociones y las estrategias
conductuales asociadas a la supervivencia, incluyendo el miedo, la furia, el dolor, la angustia,
las conductas con la reproduccion y el placer. A nivel funcional, se ha demostrado que la
ansiedad se asocia con una hiperactividad de la amigdala y una disminucién del control
inhibitorio ejercido por la corteza prefrontal, lo que favorece respuestas emocionales

exageradas ante estimulos percibidos como amenazantes [54].




La disfuncion de estructuras limbicas especificas se encuentra implicadas en la fisiopatologia
de los trastornos de ansiedad, tanto en humanos como en modelos animales (Fig. 2) [55]. En
estos modelos animales, la ansiedad se manifiesta a través de alteraciones conductuales, ya
que los animales pueden presentar respuestas motoras opuestas, que incluyen un aumento de
la actividad locomotriz o, por el contrario, estados de inmovilidad semejantes al
congelamiento conductual [56]. De manera paralela, se observa una inhibicién de las
conductas operantes dirigidas a obtener recompensas, particularmente las relacionadas con

la actividad sexual y la interaccion social [57].

Estas manifestaciones conductuales se acompafian de respuestas fisiolégicas mediadas por la
activacion del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal y del sistema nervioso auténomo, lo que se
traduce en un aumento de la frecuencia cardiaca, de la temperatura corporal y en cambios
metabolicos caracteristicos de la respuesta al estrés [58, 59]. La activacion persistente de
estos sistemas, como ocurre en el estrés cronico, puede inducir cambios neuroplasticos en
regiones clave como el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal, contribuyendo al

mantenimiento de los estados de ansiedad patologica [60].
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Figura 2. Fisiopatologia de la ansiedad, en el eje HPA (hipotalamo-hipofisis-suprarrenal), el estrés altera la
retroalimentacion negativa. Esto conduce a la activacion sostenida del eje HPA y a la produccion constante de
glucocorticoides, lo que se traduce en ansiedad. Tomado de [61].




1.5.5. Tratamientos para la ansiedad
Como se menciond anteriormente, la ansiedad es un estado emocional de preocupacion

excesiva, que solo se considera un trastorno cuando excede los criterios clinicos de
intensidad, frecuencia y deterioro de las actividades del paciente. Dentro de los trastornos de
ansiedad encontramos el trastorno de panico, la agorafobia y el trastorno de ansiedad
generalizada. El tratamiento de primera linea de estos trastornos son los antidepresivos
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) o los inhibidores de la
recaptacion de serotonina y noradrenalina (IRSN) por su efectividad, tolerabilidad y ausencia

de riesgo de tolerancia y dependencia [62].

La sintomatologia de las personas que padecen ansiedad es tratada por un profesional de la
salud, quien puede diagnosticar, y recurrir a técnicas sofisticadas, para su tratamiento como
los farmacos [63]. La psicoterapia constituye una intervencion fundamental en el abordaje de
los trastornos psicoldgicos, cuyo objetivo principal es promover cambios en los pensamientos

y conductas.

A lo largo del tiempo, la psicoterapia ha evolucionado desde enfoques centrados
exclusivamente en la introspeccion y el conflicto intrapsiquico hacia modelos integradores
que incorporan evidencia cientifica y abordan procesos cognitivos, emocionales y
conductuales. En la actualidad existen diversas corrientes terapéuticas como la psicoterapia
cognitivo-conductual, la cual ha demostrado tener eficacia en el tratamiento de trastornos

como el estrés, la ansiedad, la depresion, y el dolor cronico, entre otros.

1.5.6. Psicoterapia

Con frecuencia se usa la terapia cognitivo-conductual, un tipo de psicoterapia empleada para
tratar el trastorno de ansiedad generalizada, en la que se les ensefian diferentes formas de
pensar, comportarse y reaccionar ante diversas situaciones para ayudar a las personas a
sentirse menos ansiosas o preocupadas. El tratamiento cognitivo-conductual o
comportamental busca que el paciente hable sobre sus pensamientos acerca de si mismo y/o
de otras personas y, en general, sobre lo que lo rodea. Si los sentimientos que manifiesta
alteran su conducta, entonces esta terapia hara que cambie su perspectiva de pensar y actuar,
al que el individuo se acostumbro [64]. La terapia cognitivo-conductual, es un tipo de terapia

basado en estrategias




De la identificacion de emociones, especialmente de la ansiedad, y de los pensamientos
negativos [65]. Algunas veces, también se brinda apoyo a grupos de personas que atraviesan
el mismo trastorno o padecimiento, en los que comparten sus problemas y logros. Hoy en
dia, los grupos de apoyo estan disponibles tanto en persona como en linea; sin embargo, se
recomienda seguir unicamente las indicaciones y recomendaciones de un proveedor de

atencion médica [66].

Las técnicas de relajacion muscular progresiva se pueden asociar, a otras técnicas como: la
aromaterapia o la terapia relacionada con imagenes para que los pacientes se mantengan lo
mas tranquilos que se pueda. Esta prueba primero requiere una visita con el especialista para
sus indicaciones. Una vez que se prescribio, el paciente lo practica asiduamente en casa para

usarlo de modo automadtico cada tenga momentos con sintomas [65].

1.5.7. Tratamiento farmacologico

En el ambito médico es comun la prescripcion de farmacos para controlar los sintomas de los
diferentes trastornos de ansiedad. Entre los més utilizados se encuentran los antidepresivos
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), los inhibidores de la
recaptacion de serotonina y noradrenalina (IRSN) y los ansioliticos, como las
benzodiacepinas (BDZ). Los antidepresivos ISRS e IRSN se utilizan con frecuencia tanto
para el tratamiento de la depresion como para el control de los sintomas de ansiedad [66]. En
la tabla 2, se enlistan los principales farmacos empleados en el tratamiento de la ansiedad,

asi como su mecanismo de accidn y sus principales efectos adversos.




Tabla 2. Principales medicamentos para el tratamiento de la ansiedad

G . .
rupo , . Farmaco Dosis Mecanismo Efectos adversos
farmacolégico
Antidepresivos Clomipramina | Dosis inicial
triciclicos (ATC) e Imipramina de 25 mg/dia

Inhibidores de la
recaptacion de
serotonina (ISRS)

Inhibidores de la
recaptacion de
serotonina y

noradrenalina
(IRSN)

Benzodiacepinas

Pregabalina

Sertralina y
Fluoxetina

Duloxetina y
Venlafaxina

Clonazepam y
Diazepam

Pregabalina

Dosis inicial
20 mg/dia

30  mg/una
vez al dia

Dosis inicial:
1-1.5 mg/dia,
dividida en 2
0 3 tomas; la
habitual es de
5-10 mg/dia.

150 mg/dia

Inhiben la recaptura de
NA y 5-HT- Ademas

bloquean  receptores
colinérgicos,
histaminérgicos y
adrenérgicos

Potencian la accion del
neurotransmisor
inhibidor GABA (4cido
gamma-
aminobutirico).

Bloquean canales de
calcio dependientes de
voltaje que expresan la
subunidad 028

Tabla realizada por el autor y el contenido se tomo [67,72].

1.6. Modelos animales para el estudio de la ansiedad

Insomnio, aumento de
la ansiedad,
irritabilidad y
disminuciéon de la
libido.

Sedacion,
alteraciones leves de
la memoria,
disminucion del
estado de alerta
irritabilidad y
agresion, Causan
dependencia.

Somnolencia, ataxia,
alteraciones de 1la
coordinacion, vision
borrosa o diplopia y
temblores.

En los ultimos 50 afios se han desarrollado numerosos modelos y pruebas conductuales para

identificar compuestos con actividad ansiolitica. Los modelos de ansiedad en ratones ofrecen

la ventaja de permitir evaluar diversas aproximaciones experimentales que en los seres

humanos no serian posibles [68].

Entre estos destaca una gran diversidad de modelos murinos estandarizados para el estudio

del estrés, validados en ratones macho y hembras, lo que ha permitido analizar las diferencias

sexuales [69]. Entre estos, destacan los modelos de estrés cronico en ratones C57BL/6J, el




modelo de derrota social crénica (CSDS), el modelo de aislamiento social en la adultez (ASI)

y el modelo de estrés cronico variable (CVS). En la tabla 3, se describen las principales

caracteristicas de cada uno de ellos. En cada uno de estos modelos, se utiliza un estresor

distinto, aplicado con una temporalidad especifica, lo que provoca alteraciones conductuales

en los roedores que evidencian estrés y ansiedad.

Tabla 3. Modelos de estrés cronico en roedores.

Modelo de . s Principales  Efectos . .
, Descripcion del Modelo P Diferencias por sexo Ref.
Estrés Observados
Se utiliza la exposicion =  Evitacion social
repetida de un ratén a la ® Conducta tipo
Estrés Crénico | agresion de otro mas a1381e.dad
por Derrota dominante. Se desarrollé un | * E‘lerdlda_l, d; Iiezo Las hembras son mas [70]
Social (CSDS / | modelo en hembras, Elevacwn ; ) susceptibles al RSDS.
. y . L]
RSDS) activando genéticamente la . SUbSIUpo
., . . resistente muestra
agresion masculina hacia .
1 unicamente
clias. ansiedad.
e Ansiedad y
agresion
*  Disminucion Efectos similares en
Ratones adultos (machos CognltlYa} ambos  sexos, - aunque
Aislamiento > Y | e Reduccion 0 | algunas investigaciones
. hembras) se alojan Cconsumo de . . .
Social de | . .. sugieren diferencias que | [70]
individualmente durante al sacarosa
Adultos (ASI) ., dependen de la edad y de
menos 8 semanas. e Reduccion .
. ., . las condiciones
interaccion social )
. ambientales.
e  Efectos prevenidos
por antidepresivos
crénicos
e Reduccion de la
preferencia  por
Los animales son expuestos sacarosa
, . a una secuencia variable e
Estrés crénico | : . Incremento en la L’as hembra}s presentan
. impredecible de estresores ansiedad sintomas mas tempranos
variable (CVS S ) . [70]
leves (p. ej., privacion de | e  Alteracion del | (a los 6 dias) que los
/ CMS) . . . . ,
comida, cambio de jaula, comportamiento machos (a los 21 dias).
inclinacion del piso, etc.). motivacional
e  Fenotipos
depresivos

Tabla realizada por el autor y el contenido se tomo6 de [70].




Por lo anterior, en los modelos de estrés se emplean diferentes pruebas que permiten
determinar, de forma cualitativa o cuantitativa, las alteraciones de la conducta. Estas pruebas
se clasifican en dos categorias: 1) condicionadas e 2) incondicionadas, segun el estimulo
aversivo o aprendido y la respuesta evocada (que inhibe una conducta continua o
recompensada) [71]. Las primeras requieren necesariamente el entrenamiento previo de los
animales para exponerlos a estimulos no habituales y determinar los efectos en la memoria,
el aprendizaje, el apetito y la percepcion. Las mas comunes son la prueba de supresion
condicionada y la de evitacion pasiva-activa. Por otro lado, las no condicionadas no requieren
entrenamiento, por lo que son menos sensibles a los procesos motivacionales y se basan en
respuestas espontaneas, por ejemplo, la prueba de campo abierto, el laberinto en luz, la

prueba de interaccion social (Tabla 4) [68].

Tabla 4. Pruebas utilizadas para evaluar conductas de tipo ansiedad.

Pruebas condicionadas Pruebas incondicionadas
De choque Campo abierto
Supresion condicionada Laberinto Elevado en Cruz

Estimulacion eléctrica cerebral | Caja luz/oscuridad
Evitacién pasiva/activa Interaccion social

Esta tabla fue modificada por el autor [68, 70].

1.6.1. Modelo de aislamiento social

Diversos estudios en la literatura indican que ciertos factores ambientales, como la privacién
de interaccion social, el estrés psicosocial temprano, la reduccion de la estimulacion sensorial
y la induccién de cambios epigenéticos, que actlian en las primeras fases de la vida, pueden
tener consecuencias significativas en el desarrollo y el aprendizaje. En etapas criticas del
desarrollo, algunos circuitos neuronales dependen de interacciones especificas entre el
organismo y su entorno. La evidencia cientifica sugiere que las condiciones de alojamiento
pueden influir en la conducta de los [73]. Se ha comprobado que los cambios en las
interacciones sociales a temprana edad promueven modificaciones conductuales y

fisiolodgicas a largo plazo, las cuales se manifiestan con mayor claridad cuando los ratones se




someten a condiciones que implican algun tipo de novedad o desafio, por ejemplo, bajo

situaciones de estrés, en las que estas alteraciones conductuales se vuelven evidentes [74].

En roedores, el aislamiento social es uno de los métodos mas utilizados para evaluar el
impacto de las variables ambientales tanto en el desarrollo como en la conducta. El modelo
de aislamiento social en roedores consiste en alojar de manera individual a los sujetos
experimentales durante un periodo determinado, que puede ser de unos dias a meses, segiin
el modelo. Cabe sefialar que el aislamiento puede iniciarse en distintos momentos del ciclo
de vida del roedor. Asi, por ejemplo, se ha observado que dicho procedimiento, iniciado
después del destete, puede provocar cambios profundos en el desarrollo posterior de los

animales [75].

1.6.2 Aislamiento social postnatal

Las interacciones sociales entre individuos de la misma especie en las etapas tempranas del
crecimiento son esenciales para el desarrollo de las conductas sociales y de los procesos
neuroendocrinos, fisiolégicos y cognitivos [76]. Sin embargo, cuando las madres son
separadas de sus crias durante el periodo posnatal previo al destete, dichos procesos se ven
afectados. Un comportamiento notable es el aumento de la agresividad en la edad adulta. El
destete temprano es una forma de separacion materna temprana y de aislamiento social; por
lo tanto, algunos investigadores han observado que los animales destetados (ratas o ratones)

son mas agresivos que aquellos que no han sido sometidos a manipulacién experimental.

1.6.2.1. Aislamiento social en ratones adolescentes

Por ejemplo, los adolescentes humanos presentan respuestas prolongadas de corticosterona
inducidas por el estrés en comparacion con los adultos. La respuesta al estrés se ha
relacionado con el aumento de los niveles de corticosterona y de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH). Estas respuestas fisiologicas se observan en el

comportamiento de los adolescentes, caracterizado por una mayor inestabilidad emocional

[76, 77].

El mismo efecto de sensibilidad al estrés se ha observado en modelos murinos durante la
adolescencia. Este aumento de estrés se ha observado como una mayor inmovilidad en

pruebas como el nado forzado y una disminucion del tiempo que el sujeto experimental pasa




en la zona iluminada de una caja con una zona iluminada y otra oscura [77]. De manera
similar, se ha observado una disminucion de la locomocidn en entornos nuevos durante el
comportamiento exploratorio [76]. Estos resultados muestran un patron de respuesta
ansiogénica en animales adolescentes expuestos a eventos estresantes, asi como en modelos
animales de estrés cronico, en los que el aislamiento social es el factor que mas altera su
comportamiento. Se ha demostrado que la crianza en estas condiciones genera un mayor nivel
de estrés al exponerlos a un ambiente nuevo, lo que conlleva un aumento de la locomocion
de los animales [78]. Ademas, de acuerdo con Varlinskaya et al., 1999, estos efectos del
aislamiento social pueden deberse a que el juego y la interaccion social alcanzan su nivel

maximo en este periodo, lo que los vuelve vitales para los roedores [79].

1.6.2.2. Aislamiento social en ratones adultos

Las experiencias sociales influyen considerablemente en la funcién cerebral y en el
comportamiento social en etapas posteriores, como ya hemos mencionado. Por lo tanto, la
interaccion social se refiere a las formas en que los individuos se relacionan, se comunican y
responden entre si, y es crucial para establecer y mantener comportamientos y relaciones
sociales entre especies, incluidos los seres humanos. Es importante destacar que la reciente
pandemia de COVID-19, causada por el virus SARS-CoV-2, redujo significativamente la

interaccion social en todo el mundo.

En roedores, se ha observado que ratones de 4 y 14 semanas de edad aislados durante 2 a 4
semanas, mostraron agresion, evitacion y ansiedad social. Se realizaron estudios de
interaccion libre, como la exploracion de objetos, la prueba de enfoque social de tres camaras
y la habituacion, para evaluar los cambios en el comportamiento social y no social [80]. En
este estudio observaron que los ratones macho C57BL/6J, aislados durante la adolescencia,
mostraron un mayor anhelo de interaccion social y exploracion de objetos, acompafniados de
una habituacion social deteriorada, y una preferencia por la novedad social y por la memoria

de reconocimiento social (SRM), pero esto no ocurri6 en los ratones adultos [80].

Aunque el aislamiento social agudo y créonico se ha estudiado ampliamente, las
consecuencias del aislamiento social intermitente (ASI) en la edad adulta siguen siendo poco

conocidas. Este estudio investigd el impacto del aislamiento social intermitente en el

comportamiento social y la activacion cerebral de ratones macho adultos alojados en grupos.




Encontraron que, en comparacion con los ratones alojados en grupo, los ratones aislados, en
particular los machos con ASI, presentaron una mayor interaccion social, similar a las
conductas ansiosas. Se observé un mayor deterioro de la memoria de reconocimiento social
en una prueba de sociabilidad con tres camaras. Ademas, el ASI indujo patrones distintivos
de activacion neuronal en las regiones cerebrales que rigen el procesamiento social,
incluyendo al nticleo paraventricular del hipotdlamo, la parte intermedia del tabique lateral,

el nucleo paraventricular del talamo y la sustancia gris talamica [81].

1.6.3. Modelo de cuprizona

La cuprizona (bis-ciclohexanona oxaldihidrazona), es un agente quelante de cobre. que
provoca la muerte de los oligodendrocitos y la pérdida de mielina en estructuras especificas,
como el cuerpo calloso. El modelo de desmielinizacion inducido por cuprizona en ratdén se
considera un modelo de referencia para los estudios de desarrollo de farmacos contra la
esclerosis multiple. Este modelo de raton reproduce de forma fiable la desmielinizacion y
remielinizacion inducidas por toxinas, la proliferacion, migracion y maduracion de las
células precursoras de oligodendrocitos (OPC), y la neuroinflamacion, lo que refleja
caracteristicas patologicas clave de la esclerosis multiple humana [82]. Los primeros
hallazgos sobre su mecanismo de accion fueron reportados hace mas de seis décadas; sin
embargo, se conoce poco acerca de los mecanismos mediante los cuales provoca toxicidad.
Este modelo consiste en administrar cuprizona al 0.5% en el alimento a los ratones durante
periodos de 4 a 6 semanas para estudiar la desmielinizacion [83]. Ademds de la
desmielinizacion, se observan dafios en la disfuncién mitocondrial, la acumulacion de ROS,
la ferroptosis y la apoptosis, entre otros. Asi como dafio en algunas células, como los
astrocitos y la microglia que desempefian un papel esencial en la fagocitosis y la eliminacion
de desechos de mielina, lo que favorece la remielinizacion [84]. Ademads, cuando se activan

y liberan citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-6 y CXCL10 [85].

1.6.3.1 Mecanismo de accion de la CPZ

La cuprizona incrementa la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), en el
oligodendrocito, lo que provoca la permeabilizacion de la membrana mitocondrial. Esto
induce la liberacion del citocromo C, que activa la caspasa-9 y desencadena la apoptosis.

Paralelamente, la liberacion del factor inductor de apoptosis (AIF) promueve la muerte




celular mediada por PARP (poli (ADP-ribosa) polimerasa, una enzima nuclear clave en la

respuesta al dafio del ADN), que contribuye a la pérdida de oligodendrocitos.

Las ROS reducen el hierro almacenado en la ferritina de Fe’'a Fe?*, favoreciendo la
liberacion de hierro libre. La acumulacién de Fe?" junto con el exceso de las especies
reactivas, inducen peroxidacion lipidica, un sello distintivo de la ferroptosis, lo que agrava el
dano celular y la degeneracion de la mielina. Por consiguiente, otro mecanismo que podria
estar presente es que la cuprizona puede elevar los niveles de glutamato, ya que es el principal
neurotransmisor excitador del SNC; ademas, cuando sus niveles se elevan de forma
patoldgica, sobre activa los receptores NMDA, por lo tanto, provoca una entrada masiva de
Ca®". La actividad del receptor NMDA es modulada por el cobre, que puede potenciar o
inhibir su funcion seglin su concentracion, y por la PrP¢ (proteina prionica celular) que ejerce
un efecto inhibidor en presencia de cobre. Estas alteraciones conducen a una sobrecarga de
Ca?" intracelular, favoreciendo el dafio de la mielina y la muerte de los oligodendrocitos (Fig.

3) [83].
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Figura 3. Mecanismos de accion sugeridos de cuprizona. La administracion de cuprizona induce estrés oxidativo,
disfuncioén mitocondrial y alteraciones en la homeostasis del calcio en los oligodendrocitos. El aumento de ROS promueve
apoptosis y ferroptosis mediante la liberacion de citocromo C, la activacion de caspasas y la peroxidacion lipidica

dependiente de hierro. Ademas, la excitotoxicidad mediada por glutamato y receptores NMDA, modulada por el cobre,

eleva el Ca** intracelular, contribuyendo a la degradacién de la mielina y la muerte oligodendroglial. (Tomado de [83]).




1.6.3.2. Modelo de desmielinizacion inducida por cuprizona y conductas tipo ansiedad

El modelo de desmielinizacion inducida por cuprizona (CPZ) se emplea ampliamente en
ratones como herramienta preclinica para evaluar nuevos tratamientos dirigidos a la
esclerosis multiple. No obstante, ademds de los cambios neuropatologicos, la
desmielinizacion inducida por CPZ genera alteraciones conductuales medibles, resultan
utiles para la comparacion y validacion de distintos paradigmas experimentales. En este
modelo se ha buscado comprender si los déficits conductuales estan asociados a la
desmielinizacion inducida por CPZ en ratones C57BL/6J, tanto en machos como en hembras,
mediante la tincion con oro negro II. Para inducir la desmielinizacion, la CPZ generalmente
se administra en el alimento a diferentes concentraciones (0.2% - 0.5%), durante 6 semanas
[83, 86]. Diversos autores han mostrado que este esquema de administracion de CPZ provocod
una desmielinizacion significativa del cuerpo calloso en roedores de ambos sexos. Ademas,
se observo que la administracion de CPZ genero sensibilidad mecanica en ratones de ambos
sexos, y disminuyo la actividad locomotora, lo cual se evidencié mediante déficits en las
pruebas de barra horizontal y de suspension de barras de alambre. Asimismo, la
administracion de CPZ provoc¢ otras conductas de tipo ansiedad observadas en el laberinto

elevado en cruz, con mayor alteraciéon en machos que en hembras [87].

La huperzina A (HupA) es un inhibidor de origen natural de la acetilcolinesterasa, con alta
eficacia y selectividad. Este compuesto tiene potencial terapéutico para tratar ciertas
enfermedades neurodegenerativas, incluida la esclerosis multiple. Con base en lo anterior, en
un estudio analizaron los posibles efectos protectores de la huperzina A en un modelo de
desmielinizacion inducido por CPZ. Se encontré6 que el tratamiento con huperzina A
disminuyo significativamente las conductas tipo ansiedad y aumento las funciones motoras
y cognitivas en ratones evaluados mediante la prueba del rotarod y el laberinto en Y™y en
la prueba de campo abierto, respectivamente. Estos hallazgos se acompafiaron de una
disminucion de la lesion axonal [88]. Aun se desconocen los mecanismos neurobiologicos

mediante los cuales se generan conductas de tipo ansioso.




1.6.4. Modelos combinados

El uso de modelos unicos, como el aislamiento social o las pruebas conductuales clasicas, si
bien ha sido ampliamente validado, presenta limitaciones importantes, ya que no reproducen
la interaccion entre multiples estresores ni reflejan la naturaleza multifactorial de los
trastornos relacionados con el estrés. En este contexto, la presente propuesta surge como un
intento de integrar distintos modelos experimentales con el objetivo de superar las
limitaciones de los enfoques individuales y ofrecer una aproximacion mas completa y

traslacional al estudio de las conductas de tipo ansiedad [89].

Por otra parte, el modelo de aislamiento social ha sido ampliamente utilizado para inducir
alteraciones emocionales y sociales, asi como cambios en la reactividad al estrés, en la
ansiedad y en la conducta exploratoria. Este modelo se centra en el componente psicosocial
del estrés, sin reproducir directamente las alteraciones estructurales del sistema nervioso
central [90]. Ahora bien, el modelo de cuprizona es un modelo bien establecido para provocar
desmielinizacion, empleado para estudiar el dafio en los oligodendrocitos, la
neuroinflamacion y los déficits conductuales asociados a la pérdida de mielina [91]. Sin
embargo, su aplicacion se ha centrado principalmente en los procesos neurobioldgicos. En
este contexto, la combinacion del aislamiento social con el modelo de cuprizona se presenta
como una estrategia experimental para integrar un estresor psicosocial con un modelo de

dano estructural del sistema nervioso central.

Si bien existen estudios que han evaluado de manera independiente los efectos del
aislamiento social o de la cuprizona, hasta donde llega nuestro conocimiento, la combinacion
de ambas estrategias no ha sido bien explorada. En este sentido, la integracion del aislamiento
social como estresor psicosocial y el modelo de cuprizona permitird evaluar un entorno social
adverso potencia las alteraciones conductuales y neurobiologicas asociadas a la
desmielinizacion. Con base en la evidencia previa, se propone dicha combinacién podria
exacerbarse los efectos de la perdida de mielina, ofreciendo una aproximacion
experiméntalas cercana a la complejidad de los trastornos de ansiedad en humanos, en los

cuales coexisten factores psicosociales y alteraciones neurobioldgicas.




1.7. El raton CD1 como modelo de estudio

Los ratones de laboratorio CD1 pertenecen a la especie Mus musculus, dentro del reino
Animalia, filo chordata, clase Mammalia, orden Rodentia y Familia Muridae y genero Mus,
son distinguidos por su pelaje blanco corto y fino, orejas grandes y puntiagudas y una cola
larga y delgada, pueden llegar a pesar aproximadamente 25-30 gramos en la edad adulta. Esta
cepa destaca por su docilidad y su comportamiento tranquilo, lo que facilita su manejo en el
laboratorio. Son animales altamente sociales; viven en grupos de hasta 20 individuos y
mantienen una jerarquia social bien definida. Esta cepa se ha empleado en estudios de
genética, cancer, enfermedades infecciosas, inmunologia, neurociencia, y farmacologia,

entre otras areas [92].

Sin embargo, aunque los ratones de laboratorio son muy sociables, se han descrito sutiles
diferencias en su comportamiento social. Por ejemplo, los ratones macho C57BL/6N (BL6)
suelen mostrar un comportamiento menos agresivo y territorial. Esto se acompaiia de niveles
bajos de testosterona y niveles mas altos de corticosterona en comparacion con otras cepas,
incluida la CD1. También se observan diferencias en las hembras. Tras el aislamiento social,
tanto las hembras adolescentes como las adultas de la cepa C57BL/6N (BL6) prefieren la
comida frente a las interacciones sociales, mientras que las ratonas CDI1 priorizan las

interacciones sociales [93].

En conclusion, los ratones C57 son mas vulnerables al estrés, mas ansiosos, menos motivados
y mas agresivos que los ratones CD1, por lo tanto, las cepas C57BL/6N (BL6) y la exogamica
CD1 han demostrado ser cepas adecuadas para la investigacion basica. Sin embargo, el CDI1,
al ser exogamico, presenta una mayor variabilidad genética, lo que podria reflejarse a nivel
conductual. La poblaciéon humana, al ser mayormente exogamica, resulta ideal para un
modelo exogamico, en ese sentido, el ratobn CD1 representa una herramienta util para este

tipo de estudios.




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque el estrés forma parte de la vida cotidiana y cumple una funciéon adaptativa al
favorecer la supervivencia ante situaciones amenazantes, su prolongacion puede derivar en
un estado cronico que desencadene trastornos de ansiedad. De acuerdo con estimaciones de
la carga mundial de morbilidad (CMM), los trastornos de ansiedad y depresion afectan a
aproximadamente 300 millones de personas a nivel mundial. En México, la prevalencia es
de 14.3 %, y durante la pandemia de COVID-19 super? el 30 % mensualmente, lo que resalta
la magnitud del problema y su impacto en la salud publica. La ansiedad, en su amplio
espectro, se caracteriza principalmente por alteraciones en el funcionamiento mental, fisico
y conductual de la persona, lo que subraya la necesidad de contar con modelos
experimentales que permitan estudiar de manera integral estos cambios. Si bien existen
modelos murinos ampliamente utilizados para el estudio de la ansiedad, muchos de ellos
abordan de forma aislada factores especificos, como el estrés psicosocial o los procesos

neurobioldgicos, lo que limita la comprension de la interaccidon entre ambos componentes.

En este sentido, la busqueda y el desarrollo de nuevos modelos experimentales resultan
fundamentales, no solo para profundizar en los mecanismos subyacentes a los trastornos de
ansiedad, sino también para facilitar la evaluacion de estrategias terapéuticas. Asimismo, el
establecimiento de modelos que potencien de manera robusta las conductas de tipo ansiedad
y la hipersensibilidad es indispensable, ya que sin estos enfoques integradores resulta dificil

evaluar de forma confiable la eficacia de las intervenciones potenciales.

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto de la combinacion
de estresores como el aislamiento social y la cuprizona, en las conductas de tipo ansiedad e
la hipersensibilidad al dolor, con el fin de integrar el impacto del estrés psicosocial y los
procesos neuroconductuales, contribuyendo a una aproximacion experimental mas cercana a

la complejidad de los trastornos de ansiedad.




3. HIPOTESIS

La combinacion del aislamiento social y la cuprizona potenciard las conductas de tipo
ansiedad e hipersensibilidad en un modelo murino.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto de la combinacion del aislamiento social y de cuprizona en el desarrollo

de conductas de tipo ansiedad e hipersensibilidad al dolor en modelos murinos.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si la combinacioén del aislamiento social crénico y el tratamiento con
cuprizona favorece el desarrollo de conductas de tipo ansioso evaluadas mediante las
pruebas de campo abierto y de laberinto elevado en cruz.

2. Determinar si la combinacién del aislamiento social y la cuprizona favorece el
desarrollo de la hipersensibilidad al dolor, determinada mediante los Filamentos de
von Frey.

3. Determinar si la combinacion del aislamiento social y del tratamiento con cuprizona

potencia el desarrollo de conductas de tipo ansiedad e hipersensibilidad al dolor.




5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales de experimentacion

El estudio se realiz6 con ratones hembra de la cepa CD1, de 8 semanas de edad, con un peso
corporal aproximado de 25-30 g al inicio del experimento, obtenidos del bioterio de la
Facultad de Medicina, UAEM. Los animales se mantuvieron con las siguientes condiciones
de alojamiento: ciclo de 12/12 horas de luz/oscuridad a una temperatura de 24°C, con agua
y alimento ad libitum. Los experimentos se realizaron siguiendo los lineamientos de la NOM-
062-Z00-1999 para el cuidado y manejo de animales de laboratorio, asi como las directrices
sobre las Normas Eticas para la Investigacion del Dolor Experimental en Animales. El protocolo fue
aprobado por el comité para el cuidado y uso de animales de la Facultad de Medicina de la UAEM
(CCUAL-FM-UAEM, 001/2020). Se hicieron esfuerzos para utilizar el nimero minimo de animales
necesarios para obtener resultados estadisticamente significativos. Los ratones fueron
sacrificados al finalizar los experimentos para obtener tejidos destinados a experimentos

posteriores.

5.2. Modelos de aislamiento social y cuprizona y su combinacion

Para promover el desarrollo de las conductas tipo ansiedad y la hipersensibilidad al dolor, se
emplearon los modelos de aislamiento social y cuprizona, asi como su combinacion. La
aplicacion de los modelos tuvo una duracion de 28 dias (4 semanas). Para el aislamiento
social, se coloco un raton de manera individual por caja, estas estuvieron separadas entre si
por aproximadamente 40 cm, con paneles que no les permitieran tener contacto visual. Por
el contrario, los ratones sociales fueron alojados en grupos de 4 ratones por caja (para evitar
hacinamiento), de tal modo que les permitiera socializar con sus congéneres. Los aislados y
los sociales se dividieron en dos grupos, los que fueron alimentados con alimento estandar y
aquellos a los que se les adicion6 cuprizona al 0.5%. Para estos ultimos, el alimento estandar
se pulverizé en un molino manual, se pesd y se colocd en un recipiente. Posteriormente se
peso cuprizona a una proporcion del 0.5% sobre el peso total del alimento pulverizado.
Ambos se mezclaron manualmente hasta homogenizar y se le agrego6 agua destilada (400 ml
de agua por cada 500 gramos de mezcla), se mezcld nuevamente hasta obtener una masa. Se
formaron pellets manualmente y se colocaron en una estufa de secado a 50°C durante 12

horas. Una vez transcurrido el tiempo, se dejo descender la temperatura de los pellets para




finalmente ser almacenados a 4°C hasta su uso. Antes de utilizar los pellets, se dejaron

aclimatar durante 1 h.

5.3. Grupos experimentales

Los grupos experimentales se definieron de la siguiente manera:

Agrupado control (Ag-Ctrl): ratones alojados en grupos de 4 animales por caja. Alimentados

con alimento estandar.

Agrupado CPZ (Ag-CPZ): ratones alojados en grupos de 4 animales por caja. Alimentados

con alimento estandar adicionado con cuprizona al 0.5%.

Aislado Ctrl (Ai-Ctrl): ratones alojados de manera individual por caja y alimentados con

alimento estandar.

Aislado CPZ (Ai-CPZ). Ratones alojados de manera individual por caja y alimentados con

alimento estandar adicionado con 0.5% de cuprizona.

En la figura 4, se describe de manera esquematica los grupos experimentales y condiciones

de alojamiento.
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Figura 4. Representacion esquematica del disefio experimental y la formacion de grupos experimentales en ratones

CD1.




5.4 Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto se utiliza ampliamente en estudios sobre las bases
neurobioldgicas de la ansiedad. Se utiliza para analizar, locomocion, ansiedad y
comportamiento estereotipado. Los cambios en la locomociéon pueden ser indicativos de
procesos neurologicos alterados y nos dan indicios de que hay una funcioén cerebral anormal,

ademas de su bienestar y salud del animal [94].

La prueba de campo abierto consiste en colocar al roedor en un ambiente novedoso,
etologicamente, los ratones prefieren la periferia debido a su instinto natural de buscar
refugio y evitar a los depredadores [95]. Esta prueba se realizd en una caja de acrilico de
60x60x40, con paredes blancas y un piso negro. El centro de la caja estaba iluminado con un
foco de luz blanca de 15 wats. Se utilizd una camara para registrar las conductas. La prueba
tuvo una duracion de 5 minutos por raton; durante la prueba se cuantificaron siete parametros:
la distancia total recorrida, el tiempo en movimiento, el tiempo en el que el roedor se
mantiene en la periferia de la caja, tiempo que permanece en el centro de la caja, movimiento
en el centro y movimiento en la periferia. Entre cada ratdn, la caja se limpid con etanol al 70
% para eliminar los olores del raton anterior. Los parametros previamente mencionados se

analizaron a través del video con ayuda del software ANY-maze.

5.5. Laberinto elevado en cruz

El laberinto elevado en cruz es un modelo utilizado para evaluar la ansiedad que emplea
estimulos naturales, tales como los espacios abiertos y a caminar sobre una plataforma
elevada. El laberinto estd compuesto por cuatro espacios, dos abiertos y dos cerrados, que
forman una cruz. La prueba consiste en colocar al raton en medio de la cruz, con la cabeza
orientada hacia los espacios abiertos, durante 5 minutos. En esta prueba se cuantificé el
tiempo que el raton permanece en cada uno de los extremos, el tiempo en movimiento, el
nimero de entradas a los espacios cerrados y abiertos [96]. Al igual que en campo abierto, la
prueba se grabd y los diferentes parametros se analizaron a partir del video mediante el
software ANY-maze. La prueba se fundamenta en el comportamiento natural de los roedores,
quienes tienden a evitar espacios abiertos o elevados debido a la percepcion de riesgo, en

contraste con su curiosidad innata por explorar entornos novedosos [96]. Por lo tanto, un




raton menos ansioso, visitara los brazos abiertos y mas expuestos del laberinto que uno que

presente ansiedad, pasarda mas tiempo en los brazos cerrados [96].

5.6. Evaluacion de filamentos de von Frey

El desarrollo de esta hipersensibilidad al dolor en los grupos experimentales se evalud
mediante el método Up and Down, con ayuda de filamentos de von Frey calibrados para
aplicar estimulos mecanicos que abarcan un rango de 0.007 a 3.24 gramos. El método
consiste en aplicar un filamento a la vez durante 5 segundos en las extremidades inferiores,
comenzando con el de 0.06g [97]. Este estimulo produce una respuesta de retirada de la pata
(respuesta positiva) o ninguna respuesta (respuesta negativa). Si la respuesta fue negativa, el
siguiente estimulo se produce con el siguiente filamento mas grande, sin embargo, si fue
positiva, el siguiente estimulo se produce aplicando el siguiente filamento mas pequefio. Se
continla asi hasta identificar la primera respuesta positiva y, posteriormente, se realizan otras
cuatro mediciones consecutivas mas hasta obtener un patron de 5 respuestas. Finalmente, el
patrén de respuestas se utiliza para calcular el 50% de umbral de retiro mediante la siguiente
formula:

10X f+:3)
50% umbral de retiro = 0,000
Donde:

Xf: Valor del tltimo filamento utilizado (en escala logaritmica).

x: Valor asignado para el patron de respuestas positivo/negativo de acuerdo con la tabla de
Chaplan [98].

o: La diferencia entre la fuerza de los estimulos (mayor y menor) (en valor logaritmico).

La disminucion significativa del 50% del umbral de retiro por debajo de los valores normales
indica hipersensibilidad al dolor, donde valores menores a 0.4 g indican la presencia de

alodinia [99].




6. RESULTADOS

En el presente proyecto se determino el impacto de la combinacion del aislamiento social y
del tratamiento con cuprizona en el desarrollo de conductas de tipo ansiedad e
hipersensibilidad al dolor en roedores. Para cumplir con este objetivo, se evaluaron las
conductas de tipo ansiedad mediante las pruebas de campo abierto y de laberinto elevado en
cruz, asi como el desarrollo de la hipersensibilidad al dolor en ratones aislados, no aislados
y aislados con cuprizona, en los dias 0, 7, 14, 21 y 28 después de la exposicion al agente

estresor.

A cada grupo se le realiz6 un seguimiento semanal del peso corporal y del consumo de
alimentos. Es importante destacar que, para las pruebas conductuales de campo abierto y de
laberinto elevado en cruz, se emplearon 9 ratones por grupo, mientras que para la evaluacion
de la hipersensibilidad al dolor se utilizaron 12 ratones por grupo. Los ratones empleados
para la evaluacion de las conductas tipo ansiedad y de la hipersensibilidad al dolor fueron
distintos, debido a la naturaleza de las pruebas, en las que la ejecucion de una puede afectar
los resultados de las demas. Con base en lo anterior, en el analisis del consumo de alimento

y del peso corporal, se agruparon todos los animales, lo que dio un total de 21 ratones por
grupo.
6.1. Evaluacion de la ganancia de peso y el consumo de alimento

En este estudio se realizo el seguimiento del peso corporal y del consumo de alimento con la
finalidad de monitorear de manera general la salud y el bienestar de los animales durante el
periodo experimental. Los resultados mostraron que no hubo diferencias en la ganancia de
peso en ninguna de las comparaciones entre grupos en los diferentes tiempos evaluados
(ANOVA de una via: dia 0 (p < 0.868), dia 7 (p < 0.356), dia 14 (p < 0.791), dia 21 (p <
0.503) y dia 28 (p < 0.769) (Fig. 5A). Por otro lado, tampoco se observaron diferencias en el
consumo de alimento (Kruskal-Wallis; p < 0.238) en comparacion con el grupo Ag-Ctrl (Fig.
5B). Estos resultados indican que ni el aislamiento ni la combinacion de aislamiento y

cuprizona afectan el consumo de alimento y, por consiguiente, la ganancia de peso.
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Figura 5. Ganancia de peso y consumo de alimento en ratones sometidos a estrés cronico. (A). Ganancia semanal de
peso corporal y (B) del consumo de alimentos durante todo el periodo experimental. Durante el estudio, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las dos variables analizadas entre los grupos: agrupado control
(Ag-Ctrl), agrupado cuprizona (Ag-CPZ), aislado control (Ai-Ctrl) y aislado cuprizona (Ai-CPZ); n = 21 por grupo.
Ganancia de peso: ANOVA de una via, post hoc de Tukey, media + EE (p < 0.05); Consumo de alimento: Kruskal-Wallis,
correccion de Dunn, mediana M (Q3-Q1) (*p < 0.05).

6.2. Evaluacion de la actividad locomotriz por campo abierto

Para determinar la actividad locomotriz libre y las conductas de tipo ansioso, se realiz6 la
prueba de campo abierto, en la que se registraron las variables de distancia recorrida y tiempo
de movimiento. En el estudio se observo que el grupo Ai-Ctrl (25.47 = 1.81 m) presenta una
mayor actividad locomotriz, medida por la distancia recorrida, que el Ag-Ctrl (18.04 + 2.05
m); sin embargo, se observa una tendencia al alza en los ratones Ai-CPZ (25.09+ 1.31 m) y
Ag-CPZ (23.83 £ 2.11 m) (Fig. 6A). Por otro lado, ambos grupos aislados permanecieron
mas tiempo en movimiento (Ai-Ctrl: 260.20 + 4.53 s; Ai-CPZ: 261.90 £ 4.13 s) que el Ag-
Ctrl (225.90 + 11.28 s). El grupo Ag-CPZ (241.00 + 8.41 s) no mostrd diferencias en ninguna
de las comparaciones (Fig. 6B). Nuestros resultados indican que los ratones aislados
presentaron mayor movilidad en comparacion con los agrupados; sin embargo, en ambas

variables se observa una tendencia al alza del grupo Ag-CPZ respecto al grupo Ag-Ctrl.
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Figura 6. Actividad locomotriz libre. A) Distancia recorrida y B) Tiempo en movimiento. Notar que los ratones Ai-Ctrl
recorrieron una mayor distancia que los Ag-Ctrl, p < 0.037*. Mientras que los grupos aislados (Ai-Ctrl y Ai-CPZ)
presentaron p < 0.142 y p < 0.052, pasaron mds tiempo en movimiento en comparacion con el Ag-Ctrl. Media + EEM,;

ANOVA de una via; post hoc de Tukey; *p < 0.05.

6.3. Evaluacion de las conductas tipo ansiedad por campo abierto

Para evaluar las conductas de ansiedad en la prueba de campo abierto, se analizaron las
variables: tiempo en el centro y en la periferia, movimiento en el centro y en la periferia, y
numero de escaladas. En el caso de las conductas de las variables de tiempo en las que los
ratones pasan en el centro (ANOVA; p <0.863), asi como el movimiento dentro de la misma
zona (ANOVA; p < 0.870) y el tiempo que pasan en la zona de la periferia (ANOVA; p <
0.863) (Fig.7B-D). Sin embargo, si se observan diferencias estadisticamente significativas
en el tiempo que los ratones pasan en movimiento en la periferia, siendo los ratones aislados
(Ai-Ctrl: 225.50 £ 5.08 s y Ai-CPZ: 223.50 + 3.27 s) los que presentan mayor movimiento
en comparacion con los Ag-Ctrl (182.50 £ 5.81 s) (Fig.7 E). En la misma variable, los ratones
Ag-CPZ (203.50 + 7.42 s) no mostraron diferencias en ninguna de las comparaciones, pero
se destaca una tendencia al alza frente al Ag-Ctrl y una tendencia a la baja frente a los grupos
aislados (Fig. 7E). En concordancia con lo observado, los ratones aislados pasan mas tiempo

en movimiento en la periferia que los agrupados.
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Figura 7. Conductas tipo ansiedad. (A) Representacion de un ratéon durante la prueba de campo abierto. No se observan
diferencias estadisticamente significativas en las variables de tiempo ni en el centro ni en la periferia (B y C). Asi como
tampoco en movimiento en el centro (D). Pero si se identificaron diferencias en el tiempo de movimiento en la periferia

entre los grupos Ai-Ctrl y -CPZ con respecto al Ag-Ctrl (E). Media + EE, ANOVA de una via, post hoc de Tukey, *p <
0.050.

Finalmente, se cuantifico el nimero de intentos de los ratones para escalar las paredes del
aparato. Los datos mostraron que todos los grupos presentaron mas eventos que el Ag-Ctrl
(11.56 + 1.80 escaladas). El grupo Ai-Ctrl mostré la mayor diferencia (26,89 + 1,54
escaladas), seguido de Ai-CPZ (22,78 + 2,01 escaladas) y Ag-CPZ (19,89 + 1,80 escaladas)
(Fig. 8). Por ultimo, se observaron diferencias entre los grupos Ag-CPZ y Ai-Ctrl, siendo

este ultimo el que presentd el mayor numero de eventos.
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Figura 8. Conducta de escalamientos. Los datos muestran un incremento significativo en el nimero de escaladas en
comparacion con el grupo control. Se observaron diferencias altamente significativas entre los grupos Ag-Ctrl y Ai-Ctrl
(****p <0.0001), asi como entre Ai-CPZ y Ag-Ctrl (***p <0.001). Adicionalmente, se identificaron diferencias entre Ag-
CPZ y Ag-Ctrl (*p <0.012) y entre Ag-CPZ y Ai-Ctrl (*p < 0.045). Cada punto representa la media + error estandar (EE).
El analisis estadistico se realizo mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey. *p < 0.050...

6.4. Evaluacion de la conducta tipo ansiedad por laberinto elevado en cruz

Continuando con la evaluacion de las conductas de ansiedad, se realizo la prueba de laberinto
elevado en cruz. Se analizaron variables como el tiempo de permanencia y el nimero de
entradas en brazos abiertos y cerrados. Para este objetivo, no encontramos diferencias en

ninguna de las variables evaluadas. Asimismo, no se observaron tendencias en ninguna de

ellas (Fig.9B-E).
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Figura 9. Conductas de tipo ansiedad por LEC. Para esta prueba, no se encontraron diferencias en ninguna de las

variables analizadas (B-E). M (Q3-Q1), Kruskal-Wallis, post hoc de Dunn, *p < 0.050.
6.5. Evaluacion de la hipersensibilidad al dolor

Finalmente, para determinar si los diferentes estresores, aislamiento social, cuprizona o
aislamiento mas cuprizona, producen hipersensibilidad al dolor, se evalu6 el umbral de retiro
del 50 % de las extremidades posteriores del roedor con ayuda de los filamentos de von Frey.
Los resultados mostraron que el Ag-Ctrl presentd valores de umbral de retiro del 50%
alrededor de 1g, un valor asociado a ratones sanos. Estos resultados indican que la
estimulacidon semanal de los roedores con los filamentos de von Frey no produce, por si sola,
hipersensibilidad al dolor. En contraste, los grupos Ag-CPZ, Ai-Cpz y Ai-Ctrl presentan una
disminucion gradual del 50% del umbral de retiro (Figuras 10A y 10B). Esta disminucién
fue maxima después de 28 dias de exposicion a los diferentes estresores, siendo mas evidente
en los grupos Ai-Ctrl y Ai-Cpz (Figuras 10C y 10D). Estos resultados demuestran que el

estrés cronico produce hipersensibilidad al dolor en ratones hembra de la cepa CDI.
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Figura 10. Desarrollo de hipersensibilidad al dolor inducida por estrés cronico. A y B: cursos temporales de la
hipersensibilidad al dolor en la pata izquierda y en la pata derecha, respectivamente; C y D: umbral de retiro del 50% después
de 28 dias de exposicion al estresor. Note que el aislamiento y el aislamiento mas cuprizona reducen significativamente
el umbral de retiro en ambas extremidades. Cada punto o barra representa Media + EE, (n=12). **** P< (0.0001 por

ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett.

Como se muestra en la grafica anterior, los grupos sometidos a aislamiento no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre si. En los animales agrupados se observaron
diferencias significativas entre los grupos evaluados; los cambios fueron evidentes durante

la tercera y la cuarta semana del experimento (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto del aislamiento social y de la cuprizona a lo largo del periodo de prueba. (A). la grafica representa
el curso temporal del grupo Ag-Ctrl y el Ag- Cpz en la semana 3 y 4 fue donde hubo mas diferencias significativas con una
*H*p < 0.0007 y ***p <0.0006 (B). se presenta al grupo Ai- Ctrl y Ai-Cpz, NS p <0.05 (C). se representa al Ag- Ctrl y Ai-
ctrl, * p < 0.022 en la segunda semana ****p < 0.0001, tercera semana **** p < 0.0001 y cuarta semana. Como puede
notarse, desde la semana 2 hubo diferencias significativas; y, por tltimo, en el inciso (D). Se representan el Ag- Ctrl y el
Ai- Cpz. Con una * p < 0.0145 en la segunda semana, ****p < 0.0001, tercera semana ****p < 0.0001 y cuarta semana.

Cada punto representa la media + EE; ANOVA de dos vias; post hoc de Bonferroni; p < 0.050.

6.6. Area bajo la curva de Filamentos de von Frey

En la figura se muestra el analisis del area bajo la curva (ABC) de la respuesta mecénica en
los distintos grupos experimentales. El analisis de varianza de una via (ANOVA) revelo
diferencias significativas entre los grupos (p < 0.050). La prueba post hoc de Tukey indicod
que el grupo Ag-CPZ presentd un area bajo la curva significativamente menor que el grupo
Ag-Ctrl, lo que sugiere una hipersensibilidad mecanica inducida por la cuprizona,
probablemente debido a la desmielinizacion. Resultados similares se observaron en el grupo

Ai-Ctrl, lo que indica que el aislamiento social también promueve la respuesta mecanica




frente al control. Estos resultados indican que tanto el tratamiento con Cuprizona como el
aislamiento social provocaron una disminucion significativa del area bajo la curva, lo que
refleja una mayor hipersensibilidad mecénica en comparacion con los grupos de control. No
se observaron diferencias significativas entre los grupos Ag-CPZ y Ai-Ctrl, ni entre Ai-CPZ

y Ai-Ctrl (Fig.12).
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Figura 12. Area bajo la curva de ambas patas (izquierda y derecha) y de una sola pata. (izquierda). (A) En la grafica
se representa el drea bajo la curva (ABC) de la respuesta mecanica en ambas patas (izquierda PI y pata derecha PD), donde
se observaron diferencias estadisticamente significativas: Ag-Ctrl IL vs Ai-Ctrl IL **** p < 0.0001; Ag-Ctrl IL vs Ai-Ctrl
CL *** p < 0.0003; Ag-Ctrl IL vs Ai-Cpz IL ** p <0.0025; y Ag-Ctrl vs Ai-Cpz CL ** p < 0.0044. (B) en esta grafica se
muestra solo el area bajo la curva de la pata izquierda donde las diferencias estadisticas fueron las siguientes: Ag-Ctrl vs
Ag-Cpz ns, Ag-Ctrl vs Ai-Ctrl *** p <0.0002, Ag-Ctrl vs Ai-Cpz ** p <0.0012, Ag-Cpz vs Ai-Ctrl ns p <0.1847, Ag-Cpz
vs Ai-Cpz p < 0.4948 y Ai-Ctrl vs Ai-Cpz p < 0.9204; cada barra representa la media = EE, un ANOVA de una via seguido
de la prueba post hoc de Tukey.




7. DISCUSION

En el presente estudio se evaluaron las conductas de tipo ansioso mediante las pruebas de
campo abierto y de laberinto elevado en cruz, con el objetivo de determinar el efecto de la
combinacion del aislamiento social y la exposicion a cuprizona sobre la conducta
exploratoria y ansiosa en ratones, asi como sobre la hipersensibilidad al dolor. La ansiedad,
como trastorno, es compleja tanto a nivel cerebral como conductual. Cabe mencionar que la
ansiedad es una respuesta difusa, ya que los sintomas del miedo y del estrés comparten
variantes; aunque, muchas veces, lo que la caracteriza es que las personas que la padecen
experimentan momentos de intranquilidad constante que afectan la vida diaria del individuo
[100]. Ademas, existen numerosos centros nerviosos que participan en la respuesta ante la
ansiedad para su produccion y modulacion; entre las regiones cerebrales implicadas tenemos,
en primera instancia, al sistema limbico, el septo lateral, localizado en la parte medial de los
hemisferios cerebrales, la amigdala, el hipocampo, que esta involucrado en la memoria, el
hipotalamo, el nucleo del rafe dorsal y el locus coeruleus [101]. Siendo estas partes tan
fundamentales en los trastornos de ansiedad, en nuestro modelo observamos que los grupos
sometidos a aislamiento social fueron los que presentaron la mayor ansiedad, como ya se ha
reportado en la literatura [102, 103]. Sin embargo, pudimos corroborar que también fue asi
en nuestro modelo. Por lo tanto, sugerimos que estas partes biologicas del sistema nervioso
central pudieron formar parte de lo observado en nuestros grupos experimentales, no solo en
el de aislamiento social, sino también en los que se les administrd cuprizona, siendo el grupo
combinado el que mostré los mayores cambios conductuales. Ya que en campo abierto
mostré una mayor actividad exploratoria en pardmetros como el tiempo de movimiento, el

movimiento en la periferia y las escaladas.

Asi que, teniendo en cuenta los resultados que nos arroja el estudio, proponemos que el
modelo de aislamiento social mas la cuprizona si es un modelo que considerar, ya que en un
futuro podria permitirnos estudiar bases neuroldgicas, marcadores inflamatorios como IL-1,
IL-6 y TNF-a, entre otros, asi como los neurotransmisores que podrian verse afectados por
la cuprizona [83]. Por otro lado, el aislamiento social nos permitira abordar estos procesos a
nivel fisioldgico y neurobioldgico para interpretarlos en la conducta. Ademas, es importante

destacar que actualmente se estd estudiando como la cuprizona provoca conductas de tipo




ansioso; hasta el momento, la literatura que nos brinde mas informacion al respecto es escasa.
Sin embargo, este modelo combinado podria ayudarnos a saber mas y a entender como se
relacionan con todo nuestro sistema. Por lo tanto, proponemos que resulta una ventaja utilizar
modelos combinados, ya que podrian generar evidencia que aporte al conocimiento de las
bases neurobiolodgicas y, de este modo, generar variantes ya establecidas de los modelos de
cuprizona y de aislamiento social, de tal modo que se le permita proponer este modelo
combinado como variante de los modelos de estrés cronico (aislamiento social) o de
esclerosis multiple (cuprizona). En el caso del modelo para esclerosis multiple, podria ser
una version mejorada, ya que, debido al cuadro clinico de las personas con este tipo de
padecimientos, eventualmente comienzan a presentar indicios de ansiedad y depresion,
siendo estos los trastornos mas comunes en estos casos [104]. Ademas, la ansiedad es uno de
los factores que inciden de manera considerable en el empeoramiento de la CVRS (Calidad
de vida relacionada con la salud) en pacientes con EM [105]. Los trastornos de ansiedad estan
presentes entre el 36 % y el 54 % de la poblacion con EM, y un 30 % presenta sintomas

compatibles con ansiedad generalizada [106].

Aunado a lo anterior, se observd que en el modelo combinado hubo una mayor
hipersensibilidad al dolor, por lo que seria interesante extrapolarlo a lo observado en la

clinica. Por lo tanto, nuestro modelo intenta imitar lo observado en los humanos.

7.1 Efecto del aislamiento social y cuprizona en campo abierto

En la prueba de campo abierto, los resultados mostraron que el grupo aislado control presentod
una diferencia significativa en la distancia recorrida en comparacion con el grupo control, lo
que sugiere que el aislamiento social por si solo fue suficiente para inducir alteraciones en la
actividad locomotora durante la exploracion. Esto replica lo ya reportado en estudios previos,
[107, 108]. Teniendo en cuenta que el campo abierto evalua ansiedad y locomocion, los
ratones deberian pasar mas tiempo y moverse mas en la periferia que en el centro; sin
embargo, nuestros resultados mostraron que prefirieron moverse mas en la periferia, pero no
necesariamente pasar mas tiempo en dicha zona. Por otro lado, pasaron menos tiempo en el
centro y tuvieron menor movilidad en esa zona. Podemos sugerir que el hecho de que hayan

preferido pasar mas tiempo en la periferia refleja un comportamiento ansioso, asociado a




circuitos limbicos, en particular a la amigdala y al hipocampo, lo que provoca una menor

modulacion inhibitoria de la corteza prefrontal.

En contraste, los grupos Ag-CPZ y Ai-CPZ no mostraron diferencias significativas con
respecto a los grupos Ai-Ctrl y Ai-CPZ y al control, pero se observo una tendencia al aumento
en la distancia recorrida; esto podria interpretarse como una hiperactividad leve o mayor ante
al entorno novedoso, sin alcanzar la significancia estadistica. Este patrén podria reflejar un
efecto compensatorio o una fase conductual distinta durante la desmielinizacién, ya que
algunos estudios han reportado tanto hipoactividad como hiperactividad segun el tiempo de
exposicion a la cuprizona [109]. Ya que se ha demostrado que estos cambios conductuales se
acompafian de una disminucion de la proteina bésica de la mielina (MBP), un marcador
ampliamente utilizado para evaluar la integridad de la mielina, lo cual sugiere que la
progresion de la pérdida mielinica podria modular las respuestas conductuales observadas
[109]. En concordancia con ello, los cambios observados en nuestros resultados podrian estar
relacionados con marcadores de activacion neuronal como c-Fos, que se sugiere que induce
una activacion sostenida de circuitos limbicos, lo que podria explicar la reduccién en la
exploracion del centro del campo abierto, un entorno percibido como aversivo por los
animales ansiosos. Aunque la MBP es un marcador estructural de la integridad mielinica y
c-Fos representa un marcador de activacion neuronal inmediata, la desmielinizacion inducida
por cuprizona podria generar un desequilibrio funcional en los circuitos neuronales que se
manifieste como cambios en la expresion de c-Fos. De este modo, la pérdida progresiva de
mielina podria estar asociada indirectamente a alteraciones en la activacion neuronal regional
[110]. Adicionalmente, la activacion del eje HPA se evidencia por el aumento de la CRF. Lo
cual puede contribuir a un estado de alerta persistente que favorece la aparicion de conductas
de tipo ansioso. Cabe recordar que la exposicion cronica a factores estresantes conduce a una
activacion sostenida de este eje, lo que incrementa la respuesta ansiosa [111]. En este sentido,
los resultados observados en campo abierto, donde la conducta predominante fue la
tigmotaxis [112], son consistentes con este estado emocional, ya que esta conducta refleja la
evitacion del area central y la preferencia por las zonas periféricas, consideradas mas seguras,
lo cual es una caracteristica tipica de animales con mayor nivel de ansiedad. Respecto al

tiempo en el centro y en la periferia del campo abierto, no se encontraron diferencias




significativas entre los grupos, lo que indica que, bajo las condiciones de este estudio, ni la
cuprizona ni el aislamiento social modificaron de manera evidente los indicadores descritos
en la literatura sobre ansiedad en esta prueba [88]. Sin embargo, durante el tiempo de
movimiento en la periferia, particularmente en los grupos Ai-Ctrl y Ai-CPZ, se observo un

aumento de dicha variable respecto al control.

7.2 Conductas tipo ansiedad y evitacion en laberinto elevado en cruz

En esta prueba, sugerimos que la ausencia de cambios en el EPM también podria deberse a
que esta prueba evalua la ansiedad ante espacios abiertos y alturas, mientras que el campo
abierto mide la ansiedad basal y exploratoria. [113]. En conjunto, los resultados sugieren que
el aislamiento social afecta principalmente la conducta locomotora y exploratoria, mientras
que la cuprizona, por si sola o combinada con el aislamiento, no provoco alteraciones
conductuales marcadas en las condiciones experimentales de este trabajo [114]. Estudios
recientes sugieren que los resultados en el LEC y en el campo abierto no siempre son
congruentes, incluso en el mismo grupo de animales, debido a que cada prueba evalua
distintos aspectos de la ansiedad y la motivacion exploratoria [115]. Por ejemplo, en analisis
comparativos entre estas pruebas se observa que las variables medidas pueden no estar
correlacionadas y arrojar resultados distintos; en este caso, no observamos diferencias
significativas en ningliin pardmetro evaluado. Por otro lado, la esclerosis multiple es una
enfermedad neurodegenerativa desmielinizante y cronica, mas comun en adultos jovenes,
principalmente en mujeres [116]. Estos datos aportan informacion valiosa, ya que, si
retrocedemos un poco en nuestro modelo, se realizo en ratones hembra; sin embargo, no se
ha demostrado en el modelo de cuprizona que las hembras sean las mas afectadas. Se ha
observado que, en algunas pruebas conductuales o de memoria, las hembras se ven mas

afectadas debido a una mayor desmielinizacion [61].

La EM esta relacionada con factores de comorbilidad tales como la fibromialgia (sindrome
altamente complejo que causa dolor de manera cronica y generalizada) [117]. Con esto
podemos hacer énfasis en que la hipersensibilidad observada en nuestros resultados se debid
a estas razones, ya que las hembras estaban des mielinizadas y presentaban hipersensibilidad
mecénica desde la semana 2. Finalmente, es importante considerar que las diferencias de

sensibilidad entre las pruebas, asi como la duracion del aislamiento y el periodo de




administracion de cuprizona, pueden influir en la expresion de las conductas tipo ansiedad

[115].

7.3 Hipersensibilidad al dolor en la prueba de filamentos de von Frey

En la prueba de filamentos de von Frey, la sensibilidad mecénica se evalué mediante un
método (Up-and-Down) ampliamente utilizado para cuantificar la hipersensibilidad al dolor
(alodinia mecénica) en modelos de estrés y de desmielinizacion. Nuestros datos mostraron
que los grupos con diferencias significativas mas marcadas fueron Ai-Ctrl y Ai-CPZ respecto
al Ag-Ctrl en las semanas 3 y 4. Podemos agregar que la exposicidon crénica a eventos
estresantes puede desencadenar o prolongar trastornos como la ansiedad, ya que hemos visto

a lo largo de este documento que dicha exposicidon redujo el umbral del dolor en los roedores.

La prueba de von Frey permite detectar de forma sensible los cambios en el umbral mecanico
de respuesta y ha demostrado ser una herramienta confiable para estudiar la integracion
sensorial andémala en modelos animales de dolor neuropatico, estrés cronico y
desmielinizacion [98]. Otros estudios han reportado que la fase critica de desmielinizacion
inducida por cuprizona ocurre entre las semanas 3 y 5 [84]. Por lo que nuestros datos
mostraron una disminucion progresiva del umbral mecanico a partir de la semana 3, lo cual
concuerda con el autor anterior, ademas de que la desmielinizacion aumenta la
susceptibilidad a estimulos nociceptivos. Por lo tanto, en nuestros resultados también
notamos que al aislamiento social provoco alteraciones en los umbrales en los grupos con la
administracion de cuprizona, y sugerimos que, en esta prueba, la combinacion del aislamiento
con cuprizona si se vio incrementada en los grupos Ag-CPZ y Ai-CPZ con respecto al

control.

7.4 La cepa y el sexo como variables que intervienen en el estrés cronico

Nuestros resultados indican que la respuesta conductual al estrés no es uniforme y depende
de variables como el sexo y la cepa de los animales. En particular, observamos que las
hembras del experimento presentaron una mayor actividad locomotora en la prueba de campo
abierto, mientras que en el laberinto elevado en cruz mostraron una menor exploracion de los
brazos abiertos, caracterizada por un mayor nimero de entradas y un mayor tiempo de

permanencia en los brazos cerrados.




Este comportamiento ha sido reportado previamente en modelos de estrés temprano. Por
ejemplo, Bondar NP, et al.,2018, demostraron que la exposicion al estrés postnatal, mediante
separacion materna, en ratones C57BL/6 genera respuestas conductuales dependientes del
sexo [118]. En su estudio, las hembras mostraron una mayor actividad locomotora tanto en
el laberinto elevado en cruz como en la prueba de campo abierto que los machos, lo que
podria explicar parcialmente nuestros hallazgos. La cepa C57BL/6 se caracteriza por
presentar patrones conductuales relativamente consistentes entre estudios, a diferencia de
cepas exogamicas como CD1, que muestran mayor variabilidad. Es importante sefialar que
los eventos estresantes constituyen un factor relevante en la etiologia de diversas
enfermedades, como la ansiedad y la depresion (mencionadas previamente). Asimismo,
existe una marcada diferencia en la vulnerabilidad entre los sexos, ya que las respuestas
fisiologicas y conductuales al estrés dependen en gran medida del sexo, y las condiciones
estresantes no siempre producen los mismos efectos en machos y hembras [119]. No
obstante, un elemento comun es que la exposicion a estrés cronico tiende a inducir un
aumento en la actividad locomotora y cambios en la exploracion de areas abiertas,
independientemente de la cepa y si algo tienen en comun es que, cuando se le somete a estrés
cronico, se comportan de manera similar en las pruebas realizadas: mayor nimero de entradas
a brazos abiertos, mayor actividad locomotora; lo mismo en campo abierto: mayor tiempo en

las periferias; y difieren segtn el sexo.

En contraste con otros estudios en los que se utilizaron hembras C57BL/6 de 8-12 semanas
de edad y se les administré cuprizona al 0.3% durante 6 semanas, se observd una
desmielinizacion significativa del cuerpo calloso en ambos sexos. En este trabajo
demostraron que la cuprizona provoco6 sensibilidad mecénica, sin diferencias segln al sexo.
Adicionalmente, encontraron una disminucién de la motricidad en machos y hembras en la
prueba de secuencia de habilidades motoras. Ademads, las hembras mostraron una mayor
sensibilidad mecanica entre los dias 14 y 35 [88]. La esclerosis multiple es mas frecuente en
mujeres que en hombres en una proporcion de 2 a 3. La discrepancia de resultados respecto
de los nuestros podria asociarse al modelo y al momento en que se administro la CPZ.
Nuestros datos mostraron que durante las 4 semanas de alimentacién con cuprizona al 0.5%,
las hembras CDI1 presentaron hipersensibilidad, con mayor notoriedad desde la segunda

semana y un mayor aumento desde la semana 3. Esta concordancia nos indica que el modelo




de desmielinizaciéon comienza en la semana 2, es mas notorio en la semana 3 y progresa con

el paso del tiempo mientras se mantenga la administracion de CPZ.

Otra de las cosas que podemos agregar es que CD1 es una cepa exogamica, es decir, que
tiene variabilidad genética en cuanto a sus ascendientes y descendientes, en comparacioén con
C57, que es una cepa endogamica, con la misma carga genética [120]. Se ha demostrado que
la cepa C57 presenta un fenotipo mas ansioso y vulnerable al estrés durante la adolescencia,
que se agrava en la edad adulta, mientras que CD1 muestra un estado socioemocional mas
resiliente tanto en la adolescencia como en la edad adulta. En concordancia con nuestros
datos en las pruebas de campo abierto y laberinto elevado en cruz, podemos confirmar que,
el hecho de no haber diferencias estadisticas en todos los pardmetros evaluados en campo
abierto, pero principalmente en laberinto elevado en cruz, pudo deberse a la cepa utilizada
ya que como se menciona anteriormente, la cepa CD1 suele presentar un comportamiento

mas social, mas adaptativo a los cambios que la cepa C57 [120].

Se sabe que uno de los factores que afectan el componente cerebral de un individuo al ser
aislado durante la adolescencia o incluso mas joven, puede repercutir en su vida adulta. Un
estudio realizado por Chang y colaboradores aplic6 pruebas de interaccion social y
exploracion de objetos en ratones C57, asi como técnicas quimio genéticas para modificar la
actividad cerebral. Encontraron que uno de los componentes principales para los cambios de
comportamiento social, son las neuronas de oxitocina en el nlcleo paraventricular del
hipotalamo (PVN), ya que cuando los animales estan agrupados (sociales), aumenta la
sefalizacion; mientras que, cuando estan aislados, los ratones comienzan a tener deficiencias
en esta conducta [80]. Cémo podemos ver, los ratones CD1 son susceptibles a muchos
factores, por lo que es una cepa muy variable, que, como se mencion6 previamente, debido
a la exogamia que exhiben, podria asemejar mas a lo que ocurre en una poblacion humana,
las cuales en su gran mayoria son exogdmicas. En nuestros hallazgos, observamos que en
campo abierto los ratones prefirieron la periferia mas que el centro, lo que indica que
presentaban cierto grado de estrés. En cuanto al control, esta conducta podria atribuirse al
fondo genético de la cepa, que, como ya se menciono, es exogamica. Aunado a lo anterior,
ya se han documentado diferencias conductuales entre cepas, como la actividad locomotriz,

la sociabilidad, el aprendizaje y la memoria, la motivacion, la impulsividad y la flexibilidad




cognitiva [121, 122, 123]. Una posible explicacion bioldgica podria deberse a diferencias
entre cepas en los niveles de oxitocina reducidos, que podrian asociarse con una menor
exploracion de las zonas abiertas y elevadas en la prueba de laberinto elevado en cruz, dado
que esta neurohormona ejerce un efecto modulador sobre la ansiedad y la respuesta al estrés.
La disminucién de su accion ansiolitica puede favorecer conductas de evitacion ante
estimulos percibidos como aversivos, lo que se traduce en una menor permanencia y un
menor numero de entradas a los brazos abiertos [124]. Sin embargo, lo anterior tendria que
demostrarse. Otra variable que considerar es la diferencia en la abundancia y la expresion de
las proteinas de mielina entre las cepas CD1 y C57, siendo mas abundantes en la CD1 y, a su
vez, menos susceptibles a la cuprizona [125]. Por lo tanto, el estudio de las conductas en
ratones CD1 en el modelo de cuprizona atin es en su mayoria desconocido. En resumen, al
ser la cepa CD1 exogamica, constituye un buen modelo para evaluaciones toxicologicas en
la busqueda de nuevos farmacos. En eso radica la aplicacion y caracterizacion de modelos de
estrés/ansiedad en esta cepa, de modo que nos permitan entender lo que ocurre en una

poblacion humana.




8.CONCLUSION

El aislamiento social incrementa el movimiento, el nimero de escaladas, la actividad
locomotora y la exploracion en la periferia durante la prueba en campo abierto. El aislamiento
y la CPZ al 0.5% influyen en la actividad locomotora: aumentando el tiempo durante el cual
los animales permanecen en movimiento. Asimismo, la administracion de CPZ 0.5%, en el
alimento, el aislamiento social, asi como la combinacion de ambas condiciones
experimentales, incrementaron la hipersensibilidad al dolor. Ademas, el aislamiento, por si
solo, provoca hipersensibilidad. La combinacion del aislamiento y la cuprizona favorecio el
desarrollo de conductas de ansiedad tanto en la prueba de filamentos como en el campo

abierto.




9. PERSPECTIVAS

Este trabajo de investigacion aporta nuevas evidencias sobre la participacion de la cuprizona
en un modelo de aislamiento social en ratones hembra. Adicionalmente, nuestros resultados
permiten proponer una serie de experimentos subsecuentes para contribuir al desarrollo de
nuevo conocimiento y explorar mas a fondo los mecanismos posibles involucrados en la
generacion de ansiedad por la alimentacion de cuprizona y en la hipersensibilidad al dolor.

Algunos de los experimentos que proponemos podrian llevarse a cabo:

e Realizar inmunohistoquimica para evaluar la integridad del tejido cerebral en el
contexto de la gliosis reactiva (GFAP e Ibal), la desmielinizacion (MBP, MAG y
CNPasa) y la activacion neuronal (c-Fos).

e Realizar ensayos de umbral del dolor en ratones macho.

e Incrementar el tiempo de exposicion a los estresores para determinar si estos

favorecen el desarrollo de la alodinia.
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contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios

de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

1. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba

un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Luis Enrique Alberto Cainedo y Dorantes
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

LUIS ENRIQUE ALBERTO CANEDO Y DORANTES | Fecha:2026-05-29 12:17:47 | FIRMANTE
XscyZg70luo5VOkxFgfyW3IQ+bijBP6H7IzTIYbVQ6Cgi3YjnqvzGPZhgH4izgvnz2BKzu4i2lzdC/uSdjGf416gfPyD8S2aK79W1DgflyHzan0Vscoh/7caQsS3uA/3Uy6xGCh/wpgiPayw
Wes1mCxTeWY6TIgBboT+rAXQpG04UB48TUtayRPD5Ypl1C/W4sEWSdixXIZecupUOle6swumyexSI1JO9Hb1n6UShAE3S112e4BuabrifFCT1ceFKJiI9HWkxqM5kXY18NK1G9yZ
Y29SVAQGIIKEB+Y4rQ2AVATtAgLntlvxi7ZCRxwAwgkWpE1LOHycgsIX3dciMWDQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

6P03I57nK

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/mY QjeilaPdKW169nAqpus8KTTdZROT8C

e\9R UAEM
= %N


https://efirma.uaem.mx/noRepudio/mYQjeilaPdKW169nAqpus8KTTdZROT8C

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Dr. Lorenzo Diaz Carrillo
Director de la Facultad de Medicina

Presente

FACULTAD DE MEDICINA
Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 27 de mayo de 2026.

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis:
EVALUACION DE LAS CONDUCTAS TIPO ANSIEDAD E HIPERSENSIBILIDAD AL DOLOR EN UN
MODELO MURINO DE AISLAMIENTO SOCIAL Y CUPRIZONA, que para obtener el grado de Maestria
en Medicina Molecular me proporciond la alumna Vanessa Alejandra Cinto Medina. Le comunico que su
contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios

de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

1. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba

un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Vera Lucia Petricevich
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

VERA LUCIA PETRICEVICH | Fecha:2026-05-28 18:11:09 | FIRMANTE

dhbU+2DdioEYfU52CxZbvd9shxrkxjDdStayrnsch50KY TpvQ6XBr7ItKgbKkli6MashJu7uENp2QHx9hVibrFwaM7J7f7LIS80LwC+DcKGqfO7S8YiFaqYRoSUsA3aXjsSYI7Gw0Ae8
u8wntseeofVAYaw0+lgz6+7tPZgo6wBrilHrTfYk3WjHRoAL/euiVNapafUGrHGIMSyOhOhvdLhdm4F1JSSLvk8MudnJK8Um2Y6kB190SGf21EKSZ0R1BfzdsG2ixVOmLu9yOlcr2Sd
MODmMUEvVbWeL/7TvW4u6z0AMIwKgkOICYEj7Um3BfN6e9EOveLij62eMCdkhrdfow==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

wme4tAvUM

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/YIdneVKFJOyvmI6z9vG3rWkhasICiAvs

e\9R UAEM
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/YldneVKFJOyvml6z9vG3rWkhasICiAvs

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Dr. Lorenzo Diaz Carrillo
Director de la Facultad de Medicina

Presente

FACULTAD DE MEDICINA
Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 27 de mayo de 2026.

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis:
EVALUACION DE LAS CONDUCTAS TIPO ANSIEDAD E HIPERSENSIBILIDAD AL DOLOR EN UN
MODELO MURINO DE AISLAMIENTO SOCIAL Y CUPRIZONA, que para obtener el grado de Maestria
en Medicina Molecular me proporciond la alumna Vanessa Alejandra Cinto Medina. Le comunico que su
contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios

de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

1. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba

un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Juan José Acevedo Fernandez
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

JUAN JOSE ACEVEDO FERNANDEZ | Fecha:2026-05-27 12:47:04 | FIRMANTE
dT4k71x0z1811QqVjCZXSDQ7FqsF/Fr7iM6cVic2toThc7vSrIrxCiH4txXtOG/wWh+7lemfsV/KB4RNVBdIAvsRskXc95EhDATIMD7JaRKgMVuua/luTbDd41pKdY GSXzEHNn/mK4c
veBAQGbom7Ik6fFmpYLOXNDIXAbtnCXvwimyJsglktbZyNK/PbrKQswz7HHNP45LCGwf5pdt7pcNYYGVwGJI9SfoantWGZJeosiWG8EPU2ti/wfmSeK1cpw7PID2SQK9RaZ9ps/7s
D5SHKEESNEalOY7MuY8/twWIim1h7EAOr+18VB+0oXHpDy3r7Gb6yuyWJJPRTjzMXSUzig==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

Rm5fhnlPd

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ghbsLoFKN5IKiRvgJI8PjQe8LWVNtgOhU

e\9R UAEM
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/gbsLoFKN5IKiRvgJI8PjQe8LWVNtqOhU

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Dr. Lorenzo Diaz Carrillo
Director de la Facultad de Medicina

Presente

FACULTAD DE MEDICINA
Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 27 de mayo de 2026.

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis:
EVALUACION DE LAS CONDUCTAS TIPO ANSIEDAD E HIPERSENSIBILIDAD AL DOLOR EN UN
MODELO MURINO DE AISLAMIENTO SOCIAL Y CUPRIZONA, que para obtener el grado de Maestria
en Medicina Molecular me proporciond la alumna Vanessa Alejandra Cinto Medina. Le comunico que su
contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios

de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

1. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba

un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Tania Vanessa Campos Ordonez
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&Q 62350. UAEM

pro— Tel. (777) 329 7048, / medicina@uaem.mx RECTORIA
| S = 3 \ 8
2023-2029



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

TANIA VANESSA CAMPOS ORDONEZ | Fecha:2026-05-27 12:06:09 | FIRMANTE
gC8JQ4u5RV8US5Y10GAYYVFWxXZQIJIGxAarvwvB3zZQItShirkUTNOYzSz/whKPdgwTqvPQWKR+Zc/hKJ6gPeitZuB9rmMw+VE8PuhwgHO/XZm61HwWKY6Dj51HWKEKuVDa74Ac
XMSIc3S+YUGddrCtojp8NVITAenPKk+0HLKBfKsWuJ2r/a/qogGXxw3UYUHVL1M9fA0ov8N4j7Buy+9R0vJII66dCaeWIKSQf22LCmnfeOLsVLzY pty7/vLB4ui69LVSUSWATZgZR
VB80TseZ/KRIYbksum8Y7lodore36klyNoNZmE7ZctuVe70qQKaggbJuHt/2eg3pfSI6s9fgf+Q==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

BGcYNsm4Vv

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/LerRI9AYLodGSufXIkm5sNCmAHXsfXKH

e\9R UAEM
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/LerRJ9AYLodGSufXIkm5sNCmAHXsfXKH

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Dr. Lorenzo Diaz Carrillo
Director de la Facultad de Medicina

Presente

FACULTAD DE MEDICINA
Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 27 de mayo de 2026.

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis:
EVALUACION DE LAS CONDUCTAS TIPO ANSIEDAD E HIPERSENSIBILIDAD AL DOLOR EN UN
MODELO MURINO DE AISLAMIENTO SOCIAL Y CUPRIZONA, que para obtener el grado de Maestria
en Medicina Molecular me proporciond la alumna Vanessa Alejandra Cinto Medina. Le comunico que su
contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios

de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

1. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba

un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Gabriela Castafieda Corral
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

GABRIELA CASTANEDA CORRAL | Fecha:2026-05-27 12:35:49 | FIRMANTE
WpoywyD6PkQVIRSL34A/IYYrtMp2lg1Th0OBiDYmeMA1lIhQDvu4sejRirdUxdnOaG+XJY/3uXLeRonsrFkoukpRhi3b1TQgjgfnHOg9e+WMhc5BsyNI/5thjk CIRUWHEKwWHSM2IA/8w/
UHX4YTFHbf+IHrjB45BksPE0ZEQsGkKsGDotHpSxk26kLV4Z5fhgPWEP/Vc2TV8cdIGWLECeMhv8/YVWFDzNTKrzZ5ByWO8PBdV{t5/YWQTNNME8mMYn2+1iFpvQGMcrtPIHB6
GHPLFbhU173G/35603pth7CDO/D170t+2fngChzj8ND88MDdflOnp/g60z7fuaZMsY7XUg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

IAyBTDqQO

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/OjFqSZiL3jZtv5sZfoBS29wwecoAOKE2

e\9R UAEM
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/OjFqSZiL3jZtv5sZfoBS29wwecoA0kE2

