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Introduccién

Todos somos diferentes ... ... ... ... ... ... ... una realidad indiscutible.

(Psicologia de las diferencias individuales, 2018-2019)

Imagina que estas fuera de tu ciudad, de noche, en una calle oscura. A unos 30
metros ves a un hombre muy corpulento que camina hacia ti. Crees que te ha visto y
temes que te va a atacar. ;Qué harias? Una opcioén es luchar. Para ello, el corazén y la
respiracion se aceleran, los musculos se ponen tensos, y sudamos para regular la
temperatura. Pero puede que pienses que luchar contra ese hombre no sea buena idea,
y optes por huir corriendo. En este caso, los cambios fisiol6gicos necesarios seran los
mismos que en el caso de la lucha, ya que necesitaréds tener los musculos tensos y el
corazon acelerado para correr lo mas rapido posible. Una tercera opcién seria que te
quedases inmovil, puede que el hombre no te haya visto y pases desapercibido si no te
mueves. En este caso los musculos se quedardn rigidos y en tensién para que no sea
perceptible ni la respiraciéon. Estas tres respuestas, lucha, huida e inmovilidad, se
presentan aqui como reacciones adaptativas a peligros reales y graves. Los organismos
reaccionan ante dichas situaciones estresantes activando un complejo repertorio de
repuestas conductuales y fisiolégicas, cuyos actores principales son el eje HPA y el
sistema catecolaminérgico, con el fin de mantener la homeostasis y la supervivencia. Sin
embargo, cuando estos sistemas de estrés no se activan adecuadamente, cuando la
liberacién de sus mediadores no cesa una vez terminada la situacién estresante o cuando
son utilizados en exceso, se produce un desajuste en el organismo, conocido como carga
alostdtica, que puede repercutir en la conducta y en algunas funciones fisiol6gicas, como
el crecimiento, el metabolismo, la circulacion, la reproduccion y la respuesta inmunitaria

(McEwen, 2004, 2008).

En las ultimas décadas se ha establecido un nuevo campo de investigacion
denominado psiconeuroinmunologia, cuyo objeto de estudio es el conocimiento de las
relaciones entre la conducta, los factores psicosociales, el SNC, el SI y la enfermedad.
Uno de los pilares basicos en los que la psiconeuroinmunologia ha centrado su
investigacion sostiene que, el desequilibrio inmunitario observado en diferentes

situaciones de estrés, pueden conducir a una mayor o menor incidencia de patologias

3



Introduccién

inmunodependientes como los procesos neoplésicos, las enfermedades infecciosas y
parasitarias y los procesos mérbidos con base autoinmune. Asi, el estrés podria modular
el curso del cancer actuando sobre varios mecanismos inmunitarios implicados en los
procesos metastaticos. Por otro lado, la alteraciéon de la actividad inmunitaria periférica
consecuencia del estrés o de enfermedades como el cancer, también puede llegar a
producir cambios en el funcionamiento cerebral (Joéls y Baram, 2009) que dificultan una
adaptacion psicolégica y disminuyen la capacidad de afrontamiento del individuo
(Korte et al., 2005), aumentando la susceptibilidad a diferentes enfermedades mentales
como la depresion. A este respecto, la hipétesis inflamatoria de la depresion, planteada
por Maes (1995), ha propuesto diferentes vias por las que la inflamaciéon modifica la
actividad del sistema nervioso central y repercute sobre la conducta. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que el impacto y las consecuencias del estrés social varian de unos
individuos a otros, debido principalmente a diferencias en la personalidad y en el estilo
de afrontamiento. Asi, las diferentes respuestas fisiol6gicas y conductuales generadas en
funcién de las estrategias de lucha, huida o inmovilidad tendran distintas consecuencias
sobre la salud, tanto fisica como mental, de los individuos (Gil y Caspi, 2006; Koolhaas,
1994). De ahi la importancia de comprender los mecanismos que subyacen a las
diferencias individuales en la vulnerabilidad a desarrollar psicopatologias relacionadas

con el estrés social.

A pesar de ello, gran parte de los estudios sobre los efectos del estrés, no abordan
estas diferencias. La mayoria se centran en estudiar el grado y la forma en que una
variable es una funcién de otra variable. Pero este enfoque presupone algo que de por si
no estd justificado, es decir, que todos los sujetos de un experimento son funcionalmente
equivalentes. Incluso en la experimentacién animal, donde se ha pensado que eliminaria
las diferencias individuales entre sujetos, ya que se lleva un control exhaustivo para que
los animales de laboratorio sean lo mas parecido posibles, tanto genéticamente, como en
experiencias vitales, se observan numerosas diferencias. Pavlov, al presentar los
resultados experimentales obtenidos en sus estudios con animales, no dejaba de discutir,

siempre cuidadosamente, la peculiar “personalidad” de dichos perros (Eysenck, 1989).

El objetivo de este trabajo es contribuir al conocimiento sobre las implicaciones
que las diferentes estrategias de afrontamiento al estrés (agudo o cronico) pueden tener

sobre el desarrollo tumoral, la actividad inmunitaria y la conducta tipo-
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ansioso/depresiva, para asi obtener mejor conocimiento de la vulnerabilidad individual

al desarrollo de ciertas patologias.
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1.1.1. DEPRESION.

La depresion es un trastorno mental frecuente en todo el mundo y se estima que
afecta a mas de 300 millones de personas. Actualmente es la principal causa de
discapacidad en el mundo y sus consecuencias pueden ser muy graves, llegando al
suicidio. Segtin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2019), el suicidio es la
segunda causa de muerte entre jovenes de 15-29 afios. No es de extrafiar, por tanto, el
gran interés por parte de la comunidad cientifica, las grandes instituciones financieras y
compafias farmacéuticas que invierten muchos recursos en identificar las causas y los
mecanismos subyacentes en la depresion (Grigor'yan y Gulyaeva, 2017). Desarrollar
tratamientos efectivos e identificar las claves para una intervenciéon preventiva son
objetivos a largo plazo en el estudio de la depresion. Estos objetivos se podrian alcanzar
a través de un mayor conocimiento de su etiologia, lo que implica identificar los factores
de riesgo y resiliencia intervinientes, asi como los mecanismos por los que estos factores
afectan a la depresion. Entre los factores de riesgo de esta enfermedad se encuentran, la
susceptibilidad genética, el desequilibrio neuroquimico, la disfuncién de circuitos
cerebrales, el procesamiento de informacién defectuoso, la cognicion negativa y los
estresores sociales o ambientales. Por todo ello, ha quedado en evidencia la necesidad
de un conocimiento holistico de la depresioén y su estudio a multiples niveles de anélisis.
Asi, las investigaciones actuales se centran en entender la sinergia entre diferentes
factores, para poder desarrollar mejores herramientas de intervencién que puedan

abordar la depresion a través de diferentes niveles causales (Cowen, 2014).

Los trastornos depresivos constituyen una categoria principal en el manual
diagnoéstico y estadistico de la Asociacién Psiquidtrica Americana, DSM-5 (American

Psychiatric Association, 2013), y se dividen en Trastorno Depresivo Mayor y Distimia.

La Asociacién Americana de Psiquiatria (APA) establece los siguientes criterios

y sintomas especificos del Trastorno de Depresién Mayor:

A. Presencia de cinco (0 mas) de los siguientes sintomas durante un periodo de 2 semanas,
que representan un cambio respecto a la actividad previa; uno de los sintomas debe ser (1) estado
de dnimo depresivo o (2) pérdida de interés o de placer. Nota: No incluir sintomas que se pueden

atribuir claramente a otra afeccion médica.
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1. Estado de dnimo depresivo la mayor parte del dia, casi todos los dias segiin lo indica el
propio sujeto (p. ej., se siente triste, vacio o sin esperanza) o de la observacion realizada
por otros (p. ej., llanto). Nota: En nifios y adolescentes el estado de dnimo puede ser

irritable.

2. Disminucion acusada del interés o del placer por todas o casi todas las actividades, la
mayor parte del dia, casi todos los dias (segiin refiere el propio sujeto u observan los

demds).

3. Pérdida importante de peso sin hacer dieta o aumento de peso (p. ej. modificacion de
mds del 5 % del peso corporal en 1 mes), o pérdida o aumento del apetito casi todos los

dias. Nota: En nifios considerar el fracaso para el aumento de peso esperado.

4. Insomnio o hipersomnia casi todos los dias.

5. Agitacion o enlentecimiento psicomotor casi todos los dias (observable por los demds,

no meras sensaciones subjetivas de inquietud o de enlentecimiento).

6. Fatiga o pérdida de energia casi todos los dias.

7. Sentimientos de inutilidad o culpabilidad excesiva o inapropiada (que pueden ser
delirantes) casi todos los dias (no los simples autorreproches o culpa por el hecho de

estar enfermo).

8. Disminucion de la capacidad para pensar o concentrarse, o para tomar decisiones, casi

todos los dias (ya sea una atribucion subjetiva o una observacion ajena).

9. Pensamientos recurrentes de muerte (no solo temor a la muerte), ideacion suicida
recurrente sin un plan especifico, tentativa de suicidio o un plan determinado para

suicidarse.

B. Los sintomas provocan malestar clinicamente significativo o deterioro social, laboral o de

otras dreas importantes de la actividad del individuo.

C. El episodio no se puede atribuir a los efectos fisiologicos directos de una sustancia (p. ej.,

una droga, un medicamento) o de una enfermedad médica (p.ej., hipotiroidismo).
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Nota: Los criterios A-C constituyen un episodio de depresion mayor.

Nota: Las respuestas a una pérdida significativa (p. ej., duelo, ruina econdmica, pérdidas
debidas a una catdstrofe natural, una enfermedad o discapacidad grave) pueden incluir un
sentimiento de tristeza intensa, rumiacion acerca de la pérdida, insomnio, pérdida del apetito y
pérdida de peso que figuran en el criterio A, y pueden simular un episodio depresivo. Aunque
estos sintomas pueden ser comprensibles o considerarse apropiados a la pérdida, también se
deberia pensar atentamente en la presencia de un episodio de depresion mayor ademds de la
respuesta normal a una pérdida significativa. Esta decision requiere inevitablemente el criterio
clinico basado en la historia del individuo y en las normas culturales para la expresion del malestar

en el contexto de la pérdida.

D. El episodio de depresion mayor no se explica mejor por un trastorno esquizoafectivo,
esquizofrenia, un trastorno esquizofreniforme, trastorno delirante, u otro trastorno especificado o

no especificado del espectro de la esquizofrenia y otros trastornos psicoticos.

E. Nunca ha habido un episodio maniaco o hipomaniaco.

Nota: Esta exclusion no se aplica si todos los episodios de tipo maniaco o hipomaniaco son

inducidos por sustancias o se pueden atribuir a los efectos fisioldgicos de otra afeccion médica.

La distimia en cambio, se caracteriza por su duracién, ya que tiene que durar al
menos 2 afos, pero el nimero de sintomas es menor y estos son mds leves. En ambos
casos, el trastorno tiene que suponer una dificultad para la vida social y laboral, que no

puede ser explicado por otras causas.
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1.1.2. SISTEMA INMUNITARIO (SI).

El sistema inmunitario es un entramado extremadamente complejo dedicado a
mantener la integridad del organismo a través de la distincién entre los tejidos propios
y los cuerpos extrafos, tales como virus, bacterias, hongos, parasitos o procesos
neoplasicos. Las células especificas y los 6rganos linfoides que lo componen se extienden
por todo el cuerpo, tanto en tejidos, tales como la glandula del timo, el bazo, los ganglios
linfaticos, la médula 6sea, las amigdalas y el apéndice, como en fluidos. Por otro lado, el
organismo también dispone de barreras naturales de defensa, como la piel, el pelo o las
mucosas, que son capaces de bloquear la adherencia de sustancias extranas,
eliminandolas posteriormente mediante diferentes mecanismos, y de los fluidos
corporales, como las lagrimas, la saliva y la orina, que estdn compuestos por sustancias
bactericidas capaces de producir la lisis de numerosos microorganismos. Pero si estas
barreras no llegan a impedir que una sustancia extrafia entre al organismo, el sistema
inmunitario pondrd en marcha mecanismos que actuaran frente al invasor, mediante la

inmunidad innata y la inmunidad adquirida.

Inmunidad innata: es una forma de defensa no-especifica que se caracteriza por
su accion de tipo local y una alta velocidad de respuesta. Son varios los tipos celulares

especializados en respuestas inmunitarias innatas:

- Células especializadas en la eliminacion de microorganismos, células alteradas y restos
celulares mediante fagocitosis: monocitos, macréfagos y las células granulociticas

(neutrdfilos, basofilos y eosindfilos).

- Células especializadas en la eliminacion de otras células del propio organismo que se
han vuelto peligrosas: células citotéxicas, como las células Natural Killer (NK) y

macréfagos.

- Células que inician reacciones inflamatorias: mastocitos y basofilos. Este tipo de
respuesta inmunitaria se limita a actuar alli donde se ha producido la infecciéon
mediante un proceso de inflamacién impulsado fundamentalmente por las

citocinas proinflamatorias.
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Inmunidad adquirida: es la forma de defensa especifica que se caracteriza por la
proliferaciéon y diferenciacion de células inmunitarias especificas en respuesta al
patégeno sobre el que acttia, y por la memoria inmunolégica, siendo capaz de recordar
las caracteristicas del patégeno y dar una respuesta mds rdpida y especifica si vuelve a
invadir el organismo (Clark et al., 2013). Las células encargadas de esta respuesta son los

linfocitos, que se dividen en dos tipos:

Linfocitos B: los linfocitos B se originan y maduran en la médula 6sea, y una vez
finalizados estos procesos se ubican en los ganglios linfaticos, donde se activan en
presencia de un agente extrafio. Los linfocitos B participan en la inmunidad humoral,
que se caracteriza por la produccién y liberacién de anticuerpos o inmunoglobulinas con
el fin de destruir los antigenos. Asi, los linfocitos B son capaces de reconocer al antigeno
de manera especifica a través de las inmunoglobulinas de membrana, uniéndose a él.
Tras la unién antigeno-anticuerpo las inmunoglobulinas mandan informacion de la
presencia del antigeno, activando a los linfocitos B. Tras su activacion, estas células
generan una gran cantidad de anticuerpos especificos para este antigeno concreto. Asi,
el antigeno acaba siendo destruido a través de diferentes mecanismos en los que
participan macréfagos, granulocitos y células NK dependiendo del tipo de
inmunoglobulina. Algunos de los linfocitos B activados se convertirdn en “células
memoria”, es decir, presentan un mecanismo de aprendizaje especifico a través del cual
serd posible una respuesta inmunitaria mas radpida ante posteriores invasiones del

mismo antigeno.

Linfocitos T: algunos microorganismos, como por ejemplo los virus, para poder
replicarse tienen la necesidad de habitar dentro de las células infectadas y para
combatirlos es necesaria la inmunidad celular que actia como mecanismo de ataque
contra los microorganismos intracelulares gracias a los linfocitos T. Para que estas células
inmunitarias se activen y luchen contra el antigeno es necesaria la presencia de una
célula presentadora de antigeno, que se encargard de captar, procesar y presentar
antigenos sobre sus membranas para que sean reconocidos por los linfocitos T. Por otro
lado, para que el organismo sea capaz de distinguir entre lo propio y lo ajeno, todas las
células del organismo presentan un grupo de proteinas que reciben el nombre de
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Dentro de estas proteinas podemos

diferenciar el CMH-I1 y CMH-II, presentando cada una de ellas un tipo de antigeno. Asi,
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las moléculas CHM-I se asocian a antigenos peptidicos derivados de virus para ser
presentados a linfocitos citotéxicos (CD8+), mientras que las moléculas CHM-II se
asocian a antigenos peptidicos derivados de la degradacién de bacterias y grandes

proteinas, para ser presentados a linfocitos T cooperadores (CD4+).

Existen varios subtipos de linfocitos T, cada uno de ellos con una funcién

distintiva.

- Linfocitos T cooperadores: coordinan la respuesta inmune mediante la
colaboracién en la activaciéon de macréfagos, linfocitos B, células T
citotoxicas y linfocitos T supresores, mediante la produccién de

diferentes citocinas.

- Linfocitos T citotdxicos: cumplen las funciones efectoras de la inmunidad
celular, para ello, reconocen a la célula infectada y secretan una serie de

moléculas para conseguir la apoptosis de la célula diana.

- Linfocitos T supresores o reguladores: su funcién consiste en eliminar la
inmunidad celular al final de la reaccién inmune para evitar que esta

reaccion sea desmedida y provoque efectos nocivos para el organismo.

- Células NK: su actividad se encuentra entre la respuesta innata y la
adquirida, ya que provienen del mismo precursor que los linfocitos T
pero no presentan un receptor especifico para las moléculas CHM. Estas
células son activadas por ciertas citocinas o por interferones provenientes
de células infectadas por virus, y provocan la muerte de la célula diana a

través de la destruccién de la membrana plasmatica.

Los linfocitos T, al igual que los linfocitos B, también desarrollan memoria
inmunolégica con el fin de poder defender al organismo contra futuros ataques del

mismo patoégeno.

Es importante sefialar la existencia de mensajeros quimicos en el sistema
inmunitario, ya que estos permiten la comunicacion de las células especificas entre ellas

y con otras células y tejidos de todo el cuerpo. Las células infectadas o dafiadas, liberan
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mensajeros quimicos llamados quimiocinas, que atraen células inmunitarias especificas,
que, a su vez, liberan diversas citocinas que influyen sobre estas células y sobre el modo
en el que el sistema inmunitario actia para eliminar cualquier patégeno potencial. Una
vez que el peligro ha desaparecido el sistema inmunitario sigue actuando, ya que

también se encarga de reparar y regenerar el tejido dafiado (Clark et al., 2013).

1.1.2.1. Comunicacién entre SNCy SI

Durante las tltimas décadas ha habido un aumento de estudios en el campo de
la psiconeuroinmunologia que demuestran la estrecha relacién bidireccional existente
entre el sistema inmunitario y el cerebro (Capuron y Miller, 2011). Ya en la antigua
Grecia se describe la existencia de un vinculo entre el estado psicolégico de la mente y
los efectos sobre la salud del organismo (Viljoen et al., 2003). En 1964, Solomon y Moos
publicaron un articulo donde vinculaban factores psicolégicos con enfermedades fisicas
y posteriormente publicaron mas articulos fortaleciendo la misma hipétesis. Pero fue en
1975, tras la publicacién de un articulo sobre la inmunosupresion condicionada al sabor
(Ader y Cohen, 1975), cuando se estableci6 la relacion bidireccional entre estos dos
sistemas del organismo. Posteriormente, Ader, publicé el libro
Psychoneuroimmunology (1981) donde reunia diferentes estudios sobre la relacién entre
el sistema inmunitario, sistema nervioso central (SNC) y la conducta, quedando, asi,
establecida la psiconeuroinmunologia como disciplina cientifica. Estos conocimientos
han puesto el foco sobre el rol que puede tener el sistema inmunitario en numerosas

psicopatologias.

Esta relacion entre el sistema inmunitario y el sistema nervioso central se puede
lograr por diversas vias, pero son las citocinas antes citadas las que mayor protagonismo
tienen a la hora de cumplir esta funcién. Estas moléculas, que son producidas
principalmente por los macréfagos, linfocitos T y monocitos, son las encargadas de llevar

el aviso de procesos inflamatorios periféricos al sistema nervioso central.
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1.1.2.1.1. Citocinas.

Las citocinas son glicoproteinas liberadas por células inmunitarias, conocidas
como las hormonas del sistema inmunitario. Las principales citocinas son las
interleucinas (IL), interferones (IFN), factores de necrosis tumoral (TNF), factores
estimuladores de colonias y varios factores de crecimiento. Se pueden diferenciar segtin
su actividad biolégica; algunas son proinflamatorias, estimulan la actividad del sistema
inmunitario y son liberadas periféricamente cuando hay un dafio o infecciéon de células
o tejidos, mientras que las antiinflamatorias también liberadas periféricamente durante
el proceso inflamatorio disminuyen y dan por finalizada la actividad de las citocinas
proinflamatorias. Mantener el balance de la sefial de estas moléculas es crucial para
sostener la homeostasis inmune y estimular adecuadamente las células inmunes como

parte de la respuesta inmunitaria (Clark et al., 2013).

La especificidad de la respuesta inmune obtenida estd determinada por la
expresion de los receptores de citocinas que se encuentran ampliamente repartidas en
tejidos y o6rganos (Clark et al., 2013). Asi, estas moléculas producen efectos en células
fuera del sistema inmunitario y, ademads, también pueden ser sintetizadas y liberadas
por células no-inmunitarias. Por ello, son consideradas como hormonas que pueden
funcionar localmente o sistémicamente para dirigir la respuesta inmune y también
coordinar dicha respuesta con otros sistemas fisiolégicos del cuerpo, incluyendo al
sistema nervioso (Dunn et al., 2005). Sin embargo, el SNC, es en gran medida, un sistema
“inmunolégicamente privilegiado”, ya que se encuentra protegido de la respuesta
inmune periférica mediante la barrera hematoencefélica (BHE). Siendo esto asi, en la
actualidad sabemos que existe una comunicacién de sefales inflamatorias al cerebro que

puede darse por via humoral, neural y/o celular (Langgartner et al., 2019).

La via humoral consiste en la transmisién y la produccion de mediadores
inflamatorios a través de regiones especificas de la BHE. En un principio se pensaba que
esta comunicacién solo podia ser posible mediante regiones permeables de la BHE como
los 6rganos circunventriculares (CVOs) (estructuras altamente vascularizadas que
tienen capilares permeables situados alrededor del tercer y cuarto ventriculo), entre las
que se encuentran la glandula pineal, el 6rgano parapineal y el 6rgano paraventricular
(Ericsson et al., 1994; Garcia-Lecea et al., 2017; Komaki et al., 1992). Més adelante también

se observo que las células endoteliales de los CVOs poseen algunos tipos de receptores
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de citocinas (Ek et al., 2001), que funcionan como estaciones de relevo donde se realiza
la transduccién de informacion de sefiales inflamatorias periféricas al SNC (Langgartner
et al., 2019). Cuando las citocinas se unen a sus receptores, producen y liberan
mediadores inflamatorios en el compartimento perivascular que pueden alcanzar el
cerebro e interactuar con células inmunes no-neuronales para inducir procesos
inflamatorios locales (Quan et al., 1997) o activar las terminales nerviosas para alterar la
sefial neuronal hacia otras regiones cerebrales (Stitt, 1990). Por otro lado, Banks (2005)
identific6 otra ruta independiente de CVOs, que consiste en un sistema de transporte
selectivo de citocinas por la BHE. Asi, muchas citocinas como la IL-1p, el TNF y la IL-6
son capaces de cruzar la BHE mediante transporte especifico, mientras que otras

citocinas como la IL-2 y la IL-10, no pueden hacerlo.

Otra via de comunicacién es la via neuronal, propuesta por Watkins et al. (1994)
y que hace referencia a los inputs sensoriales de los nervios periféricos aferentes que
transmiten la informacién inflamatoria periférica al cerebro. A este respecto, el nervio
vago parece ser especialmente importante, puesto que la administraciéon de IL-1B
periféricamente puede activar neuronas sensoriales vagales. Esta via proyecta en el
tracto solitario y transmite la informacién al ntcleo paraventricular del hipotalamo, la
amigdala y a los ntcleos de la estria terminal del talamo (Bonaz et al., 2016, 2017), donde
esta informacion sensorial induce la correspondiente respuesta fisiologica y conductual

(Bonaz et al., 2016; Dantzer et al., 2008).

Por ultimo, la via celular de comunicacién hace referencia a la migracién de
células inmunitarias periféricas activadas al cerebro. Se ha observado que los altos
niveles de TNFa periféricos inducen la produccién de la proteina quimiotactica de
monocitos-1 (MCP-1), sustancia quimioatrayente que promueve el trasporte de
leucocitos periféricos al SNC. Estas células inmunitarias, a su vez, activan los macréfagos

que residen en el cerebro para producir TNFa adicional en el SNC (Kerfoot et al., 2006).

Cuando las citocinas, mediante estas tres vias, llegan al cerebro, amplifican su
sefial y hacen que numerosos elementos como los astrocitos, la microglia y diversas
neuronas produzcan a su vez mas citocinas, siendo las células de la microglia,
equivalente de los macréfagos en el cerebro, las mas activas a este respecto (Miller et al.,

2009). Las citocinas liberadas en el cerebro ponen en marcha una serie de cambios
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necesarios para abordar la respuesta inmune y hacer frente al factor causante de la
inflamacién (Lotrich et al., 2013). Asi, Kipnis (2018), ha propuesto que el sistema
inmunitario acttia como el “séptimo sentido”, ya que su funcién principal es detectar los
microorganismos y enviar la informacion necesaria al SNC, para que posteriormente, la
respuesta inmune sea programada en el cerebro y este puede coordinar la respuesta

tanto fisiol6gica como conductual y mantener asi la homeostasis del organismo.

Los cambios conductuales que experimenta el organismo tras un proceso
inflamatorio fueron definidos por Ben Hart (1988) como “conducta de enfermedad”. Este
investigador indic6 que los animales enfermos, incluidos los humanos, muestran
alteracién de la actividad del suefio-vigilia, reduccién de la actividad diaria y una
disminucién del interés por la comida, por el aseo, por la socializacién, por la
reproduccién, asi como por los comportamientos hedonicos. Investigaciones como las
llevadas a cabo por De La Garza (2005) muestran que la administracién de citocinas
proinflamatorias como IL- y TNF-a producen conducta de enfermedad en ratones, que
se expresa mediante la anhedonia, hipersomnia, fatiga, disminucién de habilidades
cognitivas y la reduccién de comportamientos sociales y exploratorios. Estos cambios
conductuales promueven la conservacién de la energia y son adaptativos cuando se
limitan al periodo en el que el organismo hace frente al reto inmunolégico. Por ello,
Dantzer et al. (2008) plantearon que las caracteristicas psicoldgicas y conductuales de la
enfermedad, junto con los cambios fisiolégicos, representan una estrategia organizada
del organismo que le permite hacer frente a una infeccion. Pero, cuando la actividad del
sistema inmunitario se cronifica o estd mal regulada, la excesiva liberaciéon de citocinas
contribuird al desarrollo de sintomas conductuales caracteristicos de los trastornos

depresivos (Capuron y Miller, 2011).
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1.1.3. HIPOTESIS INFLAMATORIA DE LA DEPRESION.

La aparicion de la psiconeuroinmunologia y el creciente incremento de
informacion respecto a la interaccién entre el sistema inmunitario y el sistema nervioso
han permitido constatar la importancia de la actividad inmunitaria en el desarrollo de
enfermedades, no solo fisicas, sino también mentales (Carney y Freedland, 2003). Hace
mas de dos décadas, Maes (1995) plante¢ la hipétesis de la implicaciéon de una excesiva
activacion del sistema inmunitario en la patogénesis del trastorno depresivo. También
se conoce como hipétesis inflamatoria, ya que, de acuerdo con este autor, seran los
niveles elevados de citocinas proinflamatorias los que promueven la evolucién y el

mantenimiento de los sintomas depresivos (Maes, 1995).

Cuando las sefales de las citocinas periféricas, producidas por diversos factores,
como la respuesta de estrés, cancer, infecciones, etc., llegan al SNC, son capaces de
interactuar en, practicamente, todas las dreas cerebrales relevantes en la regulacién del
estado de &nimo y en la fisiopatologia de la depresion. Las citocinas pueden producir
efectos sobre los neurocircuitos relacionados con la actividad motora y la motivacién
(ganglios basales), con el estado de animo, el arousal y la alarma (corteza cingulada
anterior) y la funcién cognitiva (hipocampo) a través de diversos mecanismos. Como
veremos més adelante, las citocinas son capaces de alterar factores de crecimiento, la
neurogénesis, la plasticidad sindptica, el metabolismo de neurotransmisores y la funcién
neuroendocrina (Capuron y Miller, 2011), mecanismos, todos ellos, implicados en la

fisiopatologia de la depresion.

1.1.3.1. Evidencias.

Existen numerosas evidencias de la relaciéon entre el sistema inmunitario y el
desarrollo de trastornos depresivos que refuerzan la hipétesis inflamatoria de la

depresion.

Por un lado, las evidencias proceden de la observacién de que un gran nimero
de pacientes deprimidos presentan inflamacién crénica (Dantzer, 2017; Miller y Raison,
2016; Raison et al., 2006; West y Maes, 1999). Los primeros estudios pusieron de
manifiesto la existencia de una activacion inmune sistémica en pacientes deprimidos

(Maes et al., 1992). Mas adelante se observdé que estos pacientes mostraban una
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hiperactividad de la respuesta inmunitaria innata, expresada sobre todo mediante el
incremento de los niveles de citocinas proinflamatorias, tales como IL-6, IL-13, TNF-a,
IFN-y y la proteina C-reactiva, cuya funcién es coordinar diferentes funciones celulares
que estimulan e incrementan la inflamaciéon (Dowlati et al., 2010; Haapakoski et al., 2015;
Howren et al., 2009; Kohler et al., 2017; Liu et al., 2012; Slavich y Irwin, 2014; Thomas et
al.,, 2014). Numerosos autores han encontrado una relaciéon positiva entre la
concentraciéon de factores inflamatorios y el namero de sintomas y severidad del
trastorno depresivo (Hiles et al., 2012; Meyers et al., 2005; Motivala et al., 2005). Ademas,
la administracién de antidepresivos reduce estos elevados niveles de citocinas en

pacientes depresivos (Diamond et al., 2006; Kubera et al., 2001; Maes, 2001).

Por otra parte existen numerosas evidencias que relacionan las enfermedades
que cursan con la inflamacién, como es el caso del céncer, las alergias, enfermedades
coronarias, enfermedades infecciosas y las enfermedades inflamatorias autoinmunes,
con una mayor prevalencia de depresién (Dantzer et al., 2008). Asi, se ha observado que
la incidencia de depresiéon es mayor en pacientes con hepatitis C (Golden et al., 2005) y
en personas con enfermedades coronarias que cursan con inflamaciéon (Sforzini et al.,

2019).

Las evidencias descritas hasta el momento se basan en correlaciones, y como
tales, no indican si los niveles elevados de citocinas causan depresién o si son de alguna
manera secundarios al desorden (ya que podrian ser el resultado de alteraciones del
suefio o de la enfermedad fisica). Sin embargo, varias lineas de investigacién apoyan la
idea de que las citocinas proinflamatorias pueden causar sintomas depresivos e incluso
formas de depresion clinicamente diagnosticables. Se ha observado que el tratamiento
de ciertas enfermedades como hepatitis C, esclerosis mdltiple, algunas infecciones y
distintos tipos de cancer, basado en la administracion de citocinas, puede inducir la
aparicién de sintomas depresivos. Asi, varios trabajos indican que el tratamiento con
IFNa, una de las citocinas més utilizadas en estos tratamientos, produce trastornos
afectivos, como la depresion, estados maniacos, hipomania y estados mixtos (Capuron
y Miller, 2004). Otros estudios observaron que los retos inmunolégicos que aumentaban
la inflamacién también alteraban la actividad neural en regiones cerebrales que se han
visto implicadas en la depresion, incluyendo los ganglios basales, cerebelo, corteza

cingulada anterior y el estriado ventral. A este respecto, Capuron et al. (2012)
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encontraron una reduccién de la respuesta neuronal del estriado ventral tras la
administracion crénica de IFN-a a pacientes con hepatitis C, que a su vez correlacionaba
con un aumento de los sintomas de anhedonia, depresion y fatiga. Del mismo modo,
estudios realizados en animales han observado un aumento de las conductas tipo-
depresivas tras la administracién de IL-1 y lipopolisacarido (LPS), un potente
estimulador de la produccién y liberacion de las citocinas proinflamatorias IL-1, IL-6,
TNFa e INFy (Kent et al., 1992; Larson y Dunn, 2001; Yirmiya, 1996). Asi, por ejemplo,
Yirmiya (1996) observé que la administraciéon de LPS disminuia la frecuencia con la que
las ratas presionaban una palanca para obtener la solucién de sacarosa. Esta respuesta
asociada con la anhedonia, uno de los sintomas centrales de la depresion, fue revertida

por la administracion del antidepresivo imipramina.

1.1.3.2. Mecanismos inflamatorios asociados al desarrollo de 1Ila

depresion.

Pese al perjuicio que tienen los trastornos depresivos sobre la salud y sobre la
calidad de vida de las personas, todavia no se conoce con exactitud la fisiopatologia
subyacente a esta enfermedad, ni existen datos concluyentes sobre los biomarcadores
que posibiliten un diagnoéstico clinico objetivo (Jentsch ef al., 2015). No sorprende por
tanto que el 20% de los pacientes deprimidos sean resistentes al tratamiento
farmacolégico convencional (Gaynes, 2009). Por ello, y dado que las evidencias indican
una asociacion entre la depresién y un aumento de biomarcadores inflamatorios, uno de
los mayores retos de la psiconeuroinmunologia actual, es conocer los mecanismos
inmunitarios implicados en la etiopatologia de los trastornos depresivos. Es decir,
conocer las vias por las que las citocinas inflamatorias pueden contribuir a los
mecanismos patofisiologicos de la depresion identificados en la actualidad, tales como,
la disfuncién de sistemas monaminérgicos y del eje Hipotdlamo - Pituitario -
Adrenocortical (HPA), cambios en factores de crecimiento y neuropéptidos, alteraciones
en la transmision de glutamato y una disminucion de la neurogénesis (Dunn et al., 2005;

Miller et al., 2009).
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1.1.3.2.1. Citocinas y eje Hipotalamo - Pituitario - Adrenocortical (HPA).

La activacion del eje HPA es uno de los marcadores bioldgicos mas consistentes
en pacientes deprimidos, habiéndose hallado niveles elevados de glucocorticoides en
aproximadamente dos de cada tres pacientes con depresion (Pariante y Lightman, 2008;
Strohle y Holsboer, 2003). Ademas de niveles altos de cortisol, se ha encontrado un
incremento del tamafio de las glandulas adrenales y pituitaria (Holsboer y Barden, 1996),
y alteraciones en el balance de los receptores glucocorticoideos (GR) vy
mineralocorticoideos (MR) (Carvalho y Pariante, 2008) en estos pacientes deprimidos.
También se ha observado un incremento de la expresion génica de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) en los nticleos paraventriculares del hipotdlamo en
estudios postmorten realizados en pacientes deprimidos (Binder y Nemeroff, 2010).
Estudios con modelos animales de depresién han observado niveles elevados de
corticosterona y de la hormona adrenocorticotropa (ACTH), asi como, un aumento del
tamafio de glandulas adrenales (Avitsur et al., 2001; Saltzman et al., 2004). Ademas, el
consenso alcanzado sobre la hiperactividad del eje HPA en la depresion hace que hoy
dia la administracién de glucocorticoides sea utilizado como modelo de depresion en
animales (Krishnan y Nestler, 2008).

Esta relacion entre la actividad del eje HPA y la depresion podria estar mediada
por las citocinas proinflamatorias, ya que estas pueden activar el eje HPA y aumentar la
liberacion de los glucocorticoides. Asi, se ha observado que varias citocinas
proinflamatorias, tales como, IL-6, TNFa e IL-1 tienen un efecto activador sobre el eje
HPA, siendo la IL-1 la que muestra una mayor efecto (Dunn, 2005; Silverman et al., 2003).
Se ha observado también que el incremento de ACTH y cortisol tras la administracion
de INF-a en pacientes con céncer correlaciona con el desarrollo de sintomatologia
depresiva (Capuron y Miller, 2004; Felger y Lotrich, 2013). Este fenémeno podria deberse
a una disfuncién de los GR y consecuente sensibilizacion de las vias CRH en el cerebro
(Pace et al., 2007, 2009), ya que una de las vias principales por las que las citocinas
estimulan el eje HPA es a través del aumento de liberaciéon de CRH por parte de las

neuronas del ntcleo paraventricular del hipotalamo (Silverman et al., 2005).
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1.1.3.2.2. Citocinas y sistema monoaminérgico central.

El déficit monoaminérgico fue una de las primeras y principales hipotesis de la
fisiopatologia de la depresion, segin el cual, una reducciéon de los niveles de
monoaminas en el cerebro altera el estado de &nimo y la conducta. Esta idea estd apoyada
por el hecho de que el mecanismo de accion de la mayoria de los antidepresivos consiste
en aumentar los niveles de monoaminas en el cerebro. Existe una aceptacion general de
que los mediadores inflamatorios pueden producir cambios sobre los neurotransmisores
monoaminérgicos del cerebro (Delgado, 2000). Concretamente, las citocinas
proinflamatorias producen una disminucién de los niveles de serotonina (5-HT),
dopamina (DA) y noradrenalina (NA), alterando la actividad de las enzimas implicadas
en su sintesis o reduciendo la disponibilidad de sus precursores (Bunney y Davis, 1965;
Coppen, 1967; Langgartner et al.,, 2019; Nutt, 2002; Raphael y Wooding, 2006;
Schildkraut, 1965).

El principal precursor de la serotonina es el triptéfano y su disponibilidad
disminuye tras la activacion de las enzimas triptéfano 2,3 dioxigenasa (TDO) e
indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO), que degradan el triptéfano a través de la via de la
kinurenina. Las citocinas IFN-y, TNF-a , IL-6 e IL-13 (Anderson et al., 2013; Dantzer et
al., 2018; Fujigaki et al., 2006) son las responsables de inducir la enzima IDO,
aumentando su actividad y/ o sintesis, mientras que en el caso de la enzima TDO son los
glucocorticoides (Dantzer et al., 2008) quienes realizan esta funcién a través de los
receptores GR (Green y Curzon, 1968). Por ello, tanto los niveles altos de citocinas
proinflamatorias, como la elevada activaciéon del eje HPA, producida en respuesta al
estrés, darfan lugar a una mayor degradacién del triptéfano en derivados de la
kinurenina (Widner et al., 2000). Esta degradacion limita la disponibilidad del triptéfano
para la biosintesis de la serotonina, pudiendo dar lugar al desarrollo de sintomas
depresivos (Widner et al., 2002). En esta linea, numerosos estudios indican una marcada
reduccion de triptéfano en plasma en personas con trastornos depresivos (Maes et al.,
2011; Maes y Rief, 2012; Manjarrez-Gutierrez et al., 2009), pero no se han podido
establecer datos concluyentes, ya que otros estudios no han observado esta relaciéon
(Myint et al., 2007; Pinto et al., 2012; Sublette, et al., 2011). Por otro lado, la acumulacién
de kinurenina, inducida por citocinas, a expensas del triptéfano, puede dar lugar al
aumento de sus metabolitos: acido kinurénico y &cido quinolinico (Maes et al., 2011)

(Figura 1). El acido kinurénico producido por astrocitos se asocia con una funcién
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protectora, sin embargo, el 4cido quinolinico producido por la microglia es toxico para
las células, ya que al actuar como agonista del receptor NMDA (receptor ionotrépico del
glutamato), puede contribuir a la excitotoxicidad y al estrés oxidativo y finalmente a la
neurodegeneracion (Haroon et al., 2012). Asi, diversos estudios han encontrado un
aumento de los niveles de acido quinolinico (Bay-Richter et al., 2015) y una disminucién
de la ratio 4cido kinurénico/acido quinolinico (Savitz et al., 2015) en pacientes
deprimidos, apoyando asi la hipétesis de la implicacion de la via de la kinurenina en el
desarrollo de sintomas depresivos. Ademas, el &cido quinolinico, induce un aumento de
la cantidad de glutamato disponible (Bay-Richter et al., 2015). La unién del glutamato al
receptor NMDA, ademads de aumentar la excitotoxicidad, disminuye la produccién del
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Hardingham et al., 2002), observado
en pacientes deprimidos, tanto en plasma (Karege et al., 2002; Shimizu et al., 2003) como
en el hipocampo (Chen et al., 2001; Dwivedi et al., 2001; Karege et al., 2005). Algunos
autores han sugerido que la disminucién de la neurogénesis, junto con la reduccién de
la disponibilidad de monoaminas inducida por citocinas, explicaria la resistencia al
tratamiento antidepresivo en pacientes con elevados niveles de marcadores

inflamatorios (Duman y Monteggia, 2006).
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Figura 1. Via de la quinurenina Nota. IDO = Enzima indolamina 2,3-dioxigenasa; TDO = enzima
tript6fano 2,3 dioxigenasa TPH = triptéfano hidroxilasa; KAT = kinurenina transaminasa; K3MO =
kinerunina 3 monooxidasa; 3-HAO = 3-hydroxyanthranilato 3,4 dioxygenasa. . (Imagen adaptada
de Van der Leek et al. (2017).

Por otra parte, las citocinas proinflamatorias moderan la actividad del BH4
(5,6,7,8-tretrahydrobiopterina), cofactor importante para las enzimas que median la
sintesis de monoaminas (Celik et al., 2010; Myint et al., 2007; Sperner-Unterweger et al.,
2014). La inflamacién aumenta la produccion de 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS),
enzima que precisa de la BH4 como cofactor para la conversion de arginina en 6xido
nitrico (Neurauter et al., 2008), de manera que se ve reducida la disponibilidad de la BH4
para la sintesis de monoaminas (Figura 2). Ademas, las citocinas inflamatorias también
aumentan los radicales de oxigeno y nitrégeno (ROS/RNS) que producen la oxidaciéon
de BH4, contribuyendo, asi, a la disminucién de su disponibilidad para otras reacciones
(Cunnington y Channon, 2010). Por lo tanto, la reduccién de BH4, que se da en

situaciones de excesiva liberacion de citocinas, conllevaria a la disminuciéon de la
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produccién de neurotrasmisores como la dopamina, noradrenalina y serotonina, y al
desarrollo de sintomas depresivos (Felger et al., 2013a; Felger et al., 2013b; Neurauter et

al., 2008).

co-factor
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Phenylalanine Tyrosine  Tryptophan Arginine
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Tyrosine Dopamine Serotonin NO

Transmitters
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Figura 2. Rutas de biosintesis de monoaminas y 6xido nitrico que precisan de BH4. Nota.
PheOH=Fenilalanina hidroxilasa; TyrOH=Tirosina hidroxilasa; TrpOH=Triptéfano hidroxilasa;
eNO0S=Oxido nitrico sintasa endotelial; iNOS=Oxido nitrico sintasa inducible; nNOS=Oxido nitrico
sintasa neuronal; NO=Oxido nitrico. (Imagen tomada de Latremoliere y Costigan, 2011).
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1.2.1. ESTRES SOCIAL Y ESTRATEGIAS DE AFRONTAMIENTO.

Aunque la concepcién negativa del estrés estd mas que extendida en nuestra
sociedad, el estrés es una respuesta fisiol6gica y conductual adaptativa, que se activa en
nuestro organismo cuando hacemos frente a situaciones adversas, con el objetivo de
mantener la homeostasis e incrementar las probabilidades de supervivencia. Estas
respuestas coordinadas, denominadas “respuesta de estrés”, fueron estudiadas por
primera vez por Selye en 1936. De acuerdo con el autor, ante una situacion de estrés,
independientemente de su naturaleza, los individuos generan la misma respuesta
adaptativa estereotipada. Décadas mas tarde, en 1972, Mason critic6 la teoria de Selye
acerca de las respuestas no especificas de estrés y en 1992, Chrousos y Gold modificaron
este concepto. Segun ellos, la respuesta adaptativa de estrés presentaba cierta
especificidad dependiendo del tipo de estresor que la genera, pero esta especificidad se
perdia cuando aumentaba la severidad del estresor. Asi, para estos autores el estrés se
definiria como “un estado de desarmonia o de homeostasis amenazada que evoca tanto
respuestas especificas como no especificas” (Chrousos y Gold, 1992). El concepto de
homeostasis fue acufiado por Cannon en 1926 para explicar la tendencia del organismo
a estabilizar los valores biologicos esenciales a un determinado nivel, el que se considera
adecuado. Pero estos niveles que se consideran adecuados en un organismo sano, puede
que no sean los requeridos durante una enfermedad o una situacién estresante, por lo
que estos valores pueden variar. Ya en 1998 se introdujo un concepto clave para entender
estos cambios fisiologicos producidos por el estrés, la alostasis (McEwen, 1998, 2004),
definido como “el proceso de adaptacion y reajuste fisiologico del organismo ante la exposicion
a diferentes estresores con el objetivo de retornar a la homeostasis”. Asi, en respuesta a
diferentes agentes estresores puntuales, generalmente denominados agudos, se liberan
una serie de sustancias, como la adrenalina o el cortisol, cuya principal funcién es
promover la adaptacién, por lo que en general producen cambios beneficiosos para el
organismo. Sin embargo, cuando estos mediadores del estrés no se activan
adecuadamente, cuando su liberacién no cesa una vez terminada la situacion estresante
o cuando son utilizados en exceso, como en el caso del estrés crénico, se produce un
desequilibrio continuo en el organismo que conduce a una carga, que McEwen
denominé “carga alostatica” (McEwen, 2004, 2008). Este desequilibrio continuo que
impide al organismo volver a la homeostasis produce una reduccién de la capacidad de
resistencia del individuo, haciéndole mds susceptible a padecer enfermedades de

diferente indole.
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A lo largo de la historia, el ser humano ha tenido que hacer frente a numerosos
estresores fisicos: depredadores, peleas, amenazas naturales, etc. (Miller y Raison, 2016),
pero en la actualidad, y concretamente en nuestra sociedad, la mayoria de los estresores
corresponden a situaciones de estrés social. Asi, se ha observado que ademas de las
situaciones traumdticas, como los desastres naturales o las guerras, o las vivencias
estresantes como el divorcio o la muerte de un familiar cercano, las situaciones de la vida
cotidiana pueden generar altos niveles de estrés. Hay que tener en cuenta que la mayoria
de las especies, incluyendo los humanos, pasan la mayor parte de su tiempo
interactuando con individuos de su misma especie. Pero vivir en comunidad implica la
necesidad de adaptarse a la conducta y a la presencia de otros miembros del grupo.
Aunque desde el punto de vista evolucionista, la estructura social deberia ser 6ptima
para la salud, la reproduccion y la supervivencia, los grupos sociales son dindmicos y
por ello se reestructuran una y otra vez. Asi, el entorno y la estructura social, ademas de
ser esenciales para la supervivencia, también pueden ser una fuente importante de estrés
social (Koolhaas et al., 2017). En este sentido, varios estudios han demostrado que la
incapacidad del organismo humano para controlar los estresores sociales y psicolégicos
puede llevar al desarrollo de alteraciones fisicas y psicolégicas (Korte et al., 2005;
McEwen, 2008) e incluso, precipitar la apariciéon de trastornos mentales e influir en la
incidencia, en la severidad y en el curso de la enfermedad (Cherry et al., 2006; Kar y

Bastia, 2006; Matheson et al., 2006; Pflanz y Ogle, 2006; Sandin et al., 2004).

1.2.1.1. Respuesta fisioldgica del estrés.

La respuesta neurofisioldgica de estrés estd orientada a cubrir las necesidades de
un organismo ante un estresor, priorizando la supervivencia inmediata. Asi, cuando se
percibe una situacién como estresante o amenazante, se desencadena una respuesta
fisiol6gica y conductual que es modulada por el sistema nervioso central, en el que
destaca la implicacién del hipotdlamo. En cuanto a la respuesta fisiologica, el estrés
activa diferentes sistemas del organismo, pero los principales cambios se producen sobre
el sistema simpético adrenomedular (SAM) y sobre el eje hipotdlamo-pituitario-adrenal

(HPA).
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1.21.1.1. Sistema simpatico - adrenomedular (SAM).

Ante una situaciéon de estrés se produce una rdpida activaciéon del sistema
nervioso auténomo (SNA) (Chrousos, 1998). El hipotalamo, estructura cerebral que
integra la informacion procedente de vias somdticas y viscerales, estimula las vias
nerviosas simpéticas, bien directamente o bien a través del ntcleo del tracto solitario y
del nacleo del locus coeruleus, liberando noradrenalina sobre las células diana. Por otro
lado, las neuronas preganglionares simpdticas activan la médula adrenal, que libera
adrenalina y noradrenalina a la circulacién sanguinea. Estas catecolaminas pueden
activar estructuras que no estdn directamente inervadas por el sistema simpético y
reforzar sus efectos, facilitando las reacciones rdpidas de “lucha o huida”. Los cambios
fisiol6gicos consisten en la estimulacién del corazén y aumento del flujo sanguineo en el
sistema nervioso central y en los musculos, mientras que las respuestas conductuales
incluyen un aumento de la vigilancia y la alerta, un cambio en el analisis cognitivo, en la

atencion focalizada y en la euforia/ disforia.

Hay que tener en cuenta que la actividad de la médula adrenal representa una
respuesta muy corta, debido a la reducida vida media de las catecolaminas en sangre.
No obstante, la exposicién crénica a estresores no solo aumenta la liberaciéon de
catecolaminas, sino que ademas, produce un incremento en la actividad de las enzimas
de sintesis de dichas catecolaminas, la tirosina hidroxilasa (TH) y la dopamina-f3
hidroxilasa (DBH), en la médula adrenal (Sabban y Kvetnansky, 2001; Sonnentag y Fritz,
2006; Wong y Tank, 2007).

1.2.1.1.2. Eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA).

El organismo también experimenta un aumento de la actividad del eje HPA en
situaciones de estrés. La activacion de las neuronas del ntcleo paraventricular del
hipotdlamo da lugar a la secreciéon de CRH al torrente circulatorio. Esta hormona es
transportada hasta la adenohipéfisis, donde estimula a las células corticotrépicas que
liberan a su vez ACTH (Tsigos y Chrousos, 1994). Esta segunda hormona llega a las

glandulas adrenales a través de los vasos sanguineos, provocando la secreciéon de
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glucocorticoides por parte de la corteza adrenal. En humanos y otros primates, es el
cortisol el glucocorticoide que mas prevalece, mientras que en roedores es la
corticosterona. Los glucocorticoides producen cambios a corto plazo que resultan
beneficiosos para afrontar situaciones estresantes, entre ellos se encuentran: inhibir el
almacenamiento de glucosa, estimular la degradacién de glacidos, lipidos y proteinas y
suprimir la respuesta inmunitaria. Sin embargo, si los niveles de glucocorticoides se
mantienen elevados durante un tiempo prolongado, pueden resultar perjudiciales para
el organismo, pudiendo causar dafio neural, ansiedad, depresién, hipertension,

infertilidad, inhibicién del crecimiento, alteraciones del sistema inmune, etc.

Por ello, cuando los glucocorticoides liberados alcanzan cierto umbral, estos
modulan la respuesta del eje e inhiben su propia secrecién, limitando la duracion de la
exposicion a los glucocorticoides (Charmandari et al., 2005), y, evitando, asi, la aparicion
de patologias asociadas a una activacién excesiva y mantenida de la respuesta de estrés.
Los glucocorticoides, uniéndose a sus receptores, situados en el eje HPA o en diferentes
estructuras cerebrales, producen una supresiéon de la transcripcién de genes que
codifican para el CRH y ACTH. Los MR se localizan en gran ntimero de estructuras
limbicas, tales como el hipocampo, el hipotalamo, la amigdala y el septum, mientras que
los GR se encuentran mas repartidos en el cerebro, aunque principalmente se localizan
en el hipocampo (Chao et al., 1989; Reul y De Kloet, 1985; Shirazi et al., 2015; Van Eekelen
et al., 1988). Los receptores MR son 10 veces mas afines a los glucocorticoides que los
receptores GR, por lo que cuando hay dosis bajas de glucocorticoides, estos se uniran
principalmente a los receptores MR, siendo asi estos receptores los que controlen la
sensibilidad del eje HPA. Pero cuando los niveles de glucocorticoides aumentan en
respuesta al estrés, este se unird a los receptores GR (Reul y De Kloet, 1985), los cuales

se encargaran de finalizar la actividad del eje HPA mediante el feedback negativo.

Pero si la actividad del eje no cesa y se produce un aumento sostenido de los
niveles de glucocorticoides, habrd una regulacién a la baja o una disminucién de la
funcionalidad de sus receptores, conocido también como resistencia a los
glucocorticoides, que se expresard mediante el aumento de la actividad del eje HPA

(Stark et al., 2001; Swaab et al., 2005).
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Aunque el SNA vy el eje HPA son los principales componentes de la respuesta
fisiologica del organismo frente a situaciones estresantes, no son los tnicos sistemas
alterados. Por ejemplo, la activacion del eje HPA hace que se inhiba el eje hipotdlamo-
pituitario-gonadal (HPG), reduciendo asi la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) y consecuentemente, reduciendo los niveles de testosterona en
machos e interrumpiendo la ovulaciéon en hembras (Witorsch, 2016). La actividad
monoaminérgica en el cerebro también cumple una funcién muy relevante en la
respuesta de estrés, ya que prepara el organismo para hacer frente a dicha situacién. La
activacion noradrenérgica produce cambios conductuales como un aumento de la
vigilancia y la alerta, un cambio en el anélisis cognitivo, en la atencion focalizada y en la
euforia/disforia. La activaciéon del sistema dopaminérgico, por su parte, ayuda a
planificar la respuesta conductual y a dirigir la atenciéon al estimulo adecuado. Por
altimo, la activacion del sistema serotoninérgico estd relacionado con conductas de
ansiedad previas y un estado de vigilia mayor en situaciones de alarma (Joéls y Baram,
2009). Por otra parte, en la dltima década, numerosos estudios han encontrado una
comunicacién bidireccional entre la microbiota intestinal con diferentes sistemas del
organismo, como el SNC, endocrino e inmunitario, por lo que no se puede descartar que
el estrés también pueda alterar su actividad (Dinan y Cryan, 2012). Finalmente, dada la
presencia de receptores adrenérgicos y GR en células inmunitarias, es de esperar que la
activacion del eje HPA y del SAM, dé lugar a cambios en la actividad inmunitaria (Figura
3). Teniendo en cuenta el objetivo de este trabajo, esta relaciéon entre estrés y sistema

inmunitario se analizard en un apartado posterior.
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Figura 3. Componentes principales de los ejes HPA y SAM. Nota: HPA= hipotalamo-pituitario-
adrenocortical; SAM= simpatico-adrenomedular; CRH= hormona liberadora de corticotropina; ACTH=
hormona adrenocorticotropina. (Imagen tomada de Thornton y Andersen, 2006).

1.2.1.2. Estrategias de afrontamiento.

Aunque existen muchos trabajos que analizan las repercusiones de la exposicién
al estrés, hay que tener presente que no todos los individuos responden de la misma
manera a una situacion estresante. En este contexto, es importante sefialar que no son
solo las caracteristicas fisicas de un estimulo los que lo hacen aversivo, sino que
fundamentalmente es la evaluacién cognitiva de dicho estimulo, lo que determina su
caracter aversivo y su condicién de estresor, por lo que, el impacto de un estimulo
estresor queda determinado por la diferente capacidad cognitiva de los individuos para
hacer frente a la situacién (de Boer et al., 2017; Koolhaas et al., 2017;Ursin, 1998; Ursin y
Olff, 1993). Asi, solamente un 20-25% de las personas que se enfrentan a un evento
estresante desarrollan depresién mayor (Cohen et al., 2007). Las diferencias individuales

son una caracteristica comun de los organismos vivos y un aspecto fundamental para el
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estudio de la conducta y la psicopatologia. Sin embargo, los mecanismos biol6gicos que
subyacen a estas diferentes caracteristicas de rasgo siguen sin despejarse (Forkosh et al.,
2019), dificultando, asi, establecer relaciones entre las diferencias individuales y sus
consecuencias en el organismo. En humanos la consistencia en la expresién emocional y
conductual ha sido ampliamente investigada y categorizada en distintos rasgos de
personalidad. Ya en el siglo IV. A.C, Hipécrates diferencié cuatro tipos de
temperamentos (colérico, optimista, flematico y melancélico), reflejando cada uno de
ellos, una manera de afrontar los problemas diarios y que se formarian por la mezcla de
los que se consideraban los cuatro liquidos basicos del cuerpo, o humores: sangre, bilis
amarilla, bilis negra y flema. Mas tarde, en el siglo II. A.C., Galeno propuso que los
individuos con temperamento melancdlico eran mdas propensos a desarrollar
enfermedades como infecciones y cancer. Durante el siglo XX, la idea de que la
personalidad influye en el desarrollo de enfermedades fisicas cobr6 fuerza tras los
estudios de Friedman y Rosenman (1959). Estos autores demostraron que las personas
hostiles, competitivas, impacientes, que se enfadaban facilmente y con una conducta
agresiva eran mds propensas a enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y
autoinmunes que las personas mds relajadas (Friedman y Rosenman, 1971). Por el
contrario, las personas con estilos de afrontamiento mas evitativos, que reprimen sus
emociones, niegan y evitan conflictos, tendrian mayor riesgo de padecer enfermedades
infecciosas y cancer (Baltrusch et al., 1991; Zozulya et al., 2008). Ante situaciones de reto,
los seres humanos pueden mostrar un amplio repertorio de estrategias de afrontamiento,
como pueden ser la aceptacion, la evitacién, la evasiéon o el embotamiento emocional
(Rauch et al., 2007). Algunos investigadores han clasificado a los sujetos en dos estilos
basicos de afrontamiento basandose en el desarrollo de clasteres conductuales:
afrontamiento activo, que se caracteriza por estrategias centradas en los problemas, y
afrontamiento pasivo, caracterizado por estrategias centradas en la emociéon (Folkman y

Moskowitz, 2004; Hino et al., 2002; Matheson y Anisman, 2003).

Estos estilos de afrontamiento al estrés también han sido estudiados en roedores,
ya que incluso en condiciones totalmente estandarizadas, animales del mismo sexo, edad
y cepa, muestran diferencias individuales consistentes en su respuesta fisiolégica y
conductual (Koolhaas et al., 1999). Estas diferencias individuales han sido consideradas
tradicionalmente més como un inconveniente que como una oportunidad, por la

mayoria de los investigadores, muy probablemente debido al dogma experimental de

37



Introduccion
Estrés social y depresion

reducir la variabilidad individual lo maximo posible para poder obtener resultados
estadisticamente significativos con el menor ntimero de sujetos. Sin embargo, en este
trabajo, al igual que en muchos de los que se citan en el mismo, la variabilidad fisiol6gica
y conductual de los individuos se considera un factor fundamental en la interpretacion

de los resultados experimentales obtenidos.

Las primeras descripciones de las estrategias de afrontamiento fueron realizadas
por Henry y Stephens (1977), quien sugeria la existencia de dos modelos de respuesta al
estrés: activa y pasiva. La respuesta activa fue descrita originalmente por Cannon (1915)
como respuesta de lucha-huida y se caracteriza por el control territorial y la agresion. La
estrategia pasiva, en cambio, fue descrito como la respuesta de conservacién-retirada
por Engel y Schmale (1972) y se caracteriza conductualmente por inmovilidad y bajos
niveles de agresion. Estas ideas apoyaron la hipétesis de que los niveles individuales de
conducta agresiva estaban relacionados con la manera en la que los sujetos reaccionaban
ante retos del entorno. Hay que tener en cuenta que la conducta agresiva es ampliamente
utilizada por numerosas especies de forma instrumental para controlar el ambiente

social y por lo tanto contribuir a la reproduccién y la supervivencia (de Boer et al., 2017).

Afios mds tarde se observé que los animales también mostraban diferencias
conductuales ante situaciones en las que no existia demanda de la conducta agresiva, y
Koolhaas et al. (1999), encontraron que la manera en la que los animales reaccionan con
manifestaciones conductuales a la gran variedad de dificultades que se encuentran en el
entorno esta relacionada con los niveles individuales de agresividad. Por ejemplo,
observaron que los sujetos que mostraban mas agresividad al defender su jaula de un
macho no-familiar pasaban maés tiempo enterrando la pinza que les habia producido un
shock eléctrico, mientras que los sujetos que mostraban niveles bajos de agresividad
permanecian mas tiempo inméviles en el extremo opuesto al que se encontraba la pinza
(Koolhaas et al., 1999). Estos autores concluyeron que ambas conductas, enterrar la pinza
o quedarse inmoviles, eran igualmente exitosas para conseguir el objetivo deseado, en
este caso, evitar el shock eléctrico, y plantearon que probablemente los términos activo
y pasivo podrian llevar a confusién, ya que no describian la manera en que los animales
respondian en funcién de la demanda del entorno (Benus et al., 1987, 1990). Por ello,
Koolhaas et al., (1999) clasificaron las estrategias en proactivas y reactivas. La

complejidad de las respuestas conductuales observadas en situaciones de estrés, hace

38



Introduccion
Estrés social y depresion

pensar en la existencia de no solo dos estrategias de afrontamiento. Por ello, estudios
recientes, han introducido el concepto de “dominio identitario” (Forkosh et al., 2019).
Estos autores han clasificado a los sujetos en base a la descomposicion de una amplia
gama de conductas con multiples dimensiones, y a pesar de encontrar 4 tipos de
dominios identitarios, plantean que estos podrian ser mas si se llega a estudiar la

conducta de los animales en su entorno natural.

Los estilos de afrontamiento, ademas de diferenciarse por rasgos conductuales
propios para cada estrategia, también van acompafiados por diferentes respuestas
fisiologicas (Koolhaas et al., 2007). Varios estudios han encontrado que los sujetos
caracterizados por estrategias de afrontamiento activas muestran una mayor actividad
del sistema SAM, en comparacion a los sujetos pasivos, cuando se enfrentan a un evento
estresante (Fokkema et al., 1995; Koolhaas, 1994; Korte et al., 1997, 1998; Sgoifo et al.,
1996). En esta linea se han observado niveles elevados de adrenalina y noradrenalina en
animales agresivos, y una correlacion positiva entre los niveles de noradrenalina y
conductas activas durante la prueba de enterramiento defensivo. Este aumento de la
actividad del sistema simpatico podria deberse a que estos sujetos preparan su
organismo para una respuesta de acciéon (Koolhaas et al., 2007). Por el contrario, los
sujetos con estrategias pasivas, muestran una mayor actividad del eje HPA en
comparacion a los sujetos activos (Bell, 2007; Koolhaas, 2008; Koolhaas et al., 2007, 1999).
A este respecto, algunos estudios han encontrado un incremento en los niveles de
corticosterona en plasma en sujetos no-agresivos (Korte et al., 1992; Walker et al., 2009) o

pasivos/reactivos (Azpiroz et al., 2008).

Durante los ultimos 40 afios se ha experimentado un incremento en la
investigacion de la neurociencia afectiva, proporcionando numerosas evidencias sobre
las conductas de afrontamiento al estrés y su relacién con la actividad de las &reas
cerebrales limbicas, tales como la corteza prefrontal, nticleo accumbens, amigdala,
septum, hipocampo e hipotalamo. Mediante estudios realizados con mapeos de genes
que actiian como marcadores de la actividad neuronal como c-Fos, han podido observar
la existencia de diferencias en la activaciéon de regiones del cerebro en funcién del estilo
de afrontamiento (Haller et al., 2006; Menard et al., 2004; Veenema y Neumann, 2007;
Veening et al., 2005). Por ejemplo, en el paradigma de residente-intruso, los ratones

residentes con conductas proactivas de lucha mostraron un mayor ntiimero de neuronas
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c-Fos-positivas en numerosas estructuras del sistema limbico, en comparacién con los
sujetos residentes reactivos/no-agresivos (Haller et al., 2006). Estos datos sugieren que
la actividad funcional de estas redes neuronales, y, por ende, la tendencia a actuar de
forma proactiva o reactiva, estaria determinada por una gran variedad de sustratos
moleculares: neurotransmisores, hormonas, citocinas y sus respectivas encimas

metabdlicas y receptores.

Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio, encontraron que los sujetos
activos/proactivos sometidos a estrés agudo, mostraban una mayor sintesis de
dopamina en relacién a los sujetos del grupo pasivo/reactivo, y a los del grupo control
(De Miguel, 2010). Estos datos son coherentes, ya que las vias dopaminérgicas se
proyectan principalmente sobre las regiones del sistema limbico que ejercen un efecto
sobre el control de la agresion (Hoglund et al., 2005, Summers y Winberg, 2006), la
actividad motora (Waters et al., 2005), el aprendizaje, la motivacion y la recompensa
(Korzan et al., 2006). Por otro lado, los sujetos del grupo pasivo/reactivo sometidos a
estrés agudo mostraron una menor sintesis de serotonina que los sujetos

activos/proactivos, y que los sujetos control (De Miguel, 2010).
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1.2.2. ESTRES, SISTEMA INMUNITARIO Y DEPRESION.

1.2.2.1. Estrés y depresion.

Las principales teorias sobre la depresion han propuesto que el estrés podria
iniciar procesos cognitivos y bioloégicos que aumentarian el riesgo a desarrollar
depresion (Beck, 1967; Brown y Harris, 2012; Monroe et al., 2009; Slavich y Irwin, 2014).
Actualmente, se considera que el estrés es un factor principal en la etiologia de la
depresion (Blatt, 2004; Kendler et al., 1999; Kessler, 1997; Patten, 1999). Numerosos
estudios han examinado los procesos cognitivos que podrian estar mediando en esta
relacién (Gotlib y Joormann, 2010; Kircanski et al., 2012), pero no existen datos
concluyentes a cerca de los procesos biolégicos generados en situaciones de estrés, que
junto con los procesos cognitivos y afectivos, podrian estar influenciando al desarrollo

de los trastornos depresivos (Slavich y Irwin, 2014).

Los datos obtenidos en humanos, que constatan el aumento del riesgo a
desarrollar depresion por el estrés, constituyen uno de los hallazgos mas consistentes y
mejor descritos sobre la depresion (Risch et al., 2009; Slavich y Irwin, 2014). A este
respecto, Mazure (1998) encontré que las personas con depresion habian experimentado
2,5 veces mds eventos estresantes que el grupo control y que el 80% de las personas con
trastornos depresivos habia padecido algtin evento estresante. Aunque la mayoria de los
estudios no diferencian el tipo de estresor, algunos trabajos indican que aquellas
situaciones en las que se experimenta un estrés social tendrian una asociacién mas fuerte
con el distrés emocional, que constituye una caracteristica importante de la depresién
(Slavich et al., 2010). Slavich et al. (2009) observaron que las personas que habian
experimentado algin evento estresante con rechazo social, desarrollaban depresion
antes que las personas que experimentaban otros tipos de eventos estresantes severos.
Esto puede ser debido a la importancia que, desde un punto de vista evolutivo, tienen

los vinculos sociales en la supervivencia, ya que facilitan el acceso a los recursos.

La utilizacién de modelos animales de estrés psicosocial han permitido investigar
acerca de la relacion existente entre las bases neurobiolégicas que subyacen al estrés
social y la aparicion de psicopatologias (Henry et al., 1993; Koolhaas et al., 1999;

Wiepkema y Schouten, 1992). En especies de animales sociales la jerarquia social es una
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caracteristica basica, ya que la posicién en dicha jerarquia puede determinar el acceso a
los recursos, como, por ejemplo, condiciones de vida saludables y parejas reproductoras,
por lo que la pérdida de estatus resulta un factor altamente estresante. Asi, el modelo de
derrota social en roedores macho ha sido utilizado como modelo de depresiéon en
numerosas ocasiones (Czéh et al., 2016; Gémez-Lazaro et al., 2012; Gururajan et al., 2019;
Hollis y Kabbaj, 2014; Rygula et al., 2005). Trabajos realizados utilizando este modelo
sugieren que los efectos de la derrota social son diferentes en funcién de su duracion.
Tras 2-4 dias consecutivos de exposicion, varios estudios encontraron una disminuciéon
de la actividad motora, exploracién, agresion y conducta sexual (Koolhaas et al., 1997;
Meerlo et al., 1996), asi como un aumento de las conductas de subordinacién y ansiosas
(Crawford et al., 2013; Ruis et al., 1999). La exposicién consecutiva de 4-7 dias, por su
parte, produjo cambios caracteristicos de la conducta tipo-depresiva: menor movilidad
en la prueba de natacién forzada (FST), menor preferencia de sacarosa, méas conductas
de evitaciéon social y disminucién del peso corporal (Berton et al., 1998; Calvo et al., 2011;

Duclot y Kabbaj, 2013; Hollis et al., 2010).

No obstante, la estrategia utilizada para afrontar estas situaciones de estrés social
es un factor fundamental que puede determinar la vulnerabilidad de los sujetos a
desarrollar trastornos depresivos. En estudios realizados en humanos, los datos
muestran que las personas con estrategias de afrontamiento disfuncionales, como
mayores sentimientos de culpa, rumiacién y catastrofismo, y menos valoraciones
positivas, presentan mayor sintomatologia ansioso/depresiva (Garnefski et al., 2002;
Prinz et al., 2012), mientras que personas con estrategias de afrontamiento activas
muestran una mayor resiliencia a los efectos del estrés (Southwick et al., 2005). Los
estudios realizados utilizando el modelo de derrota social han evidenciado que los
individuos pueden diferir considerablemente en la forma en que responden al estrés
social, mostrando una alta variabilidad conductual (de Boer et al., 2017; Koolhaas et al.,
1999, 2007, Walker et al., 2009), que podria modular la propensién a desarrollar
patologias (Buwalda et al., 2005). Asi, diferentes estudios observaron que las ratas con
menor latencia de sumisiéon y clasificadas como pasivas, mostraban una menor
preferencia de sacarosa tras 5 dias de interaccion social (Wood et al., 2015), y que las ratas
con una mayor latencia de ataque eran mas susceptibles a las consecuencias negativas
del estrés (Veenema et al., 2003). Ademas, estudios en nuestro laboratorio, encontraron

que los ratones pasivos, clasificados por su conducta manifestada durante la dltima

42



Introduccion
Estrés social y depresion

interaccion social, tras 18 dias de derrota social, mostraban una mayor inmovilidad
(Pérez-Tejada et al., 2013) y una menor latencia de inmovilidad (Gémez-Lazaro et al.,

2011) en la prueba FST.

La mayoria de los estudios han investigado el efecto del estrés y de las estrategias
de afrontamiento sobre manifestaciones conductuales caracteristicas de la depresion,
pero siguen sin conocerse los mecanismos biolégicos que median en esta relacion. La
hipétesis inflamatoria de la depresion puede contribuir a este conocimiento, ya que el
estrés puede activar procesos inflamatorios y por lo tanto modular los mecanismos

implicados en la fisiopatologia de la depresion.

1.2.2.2. Estrés e inflamacion.

Existe un ntimero creciente de datos clinicos y de laboratorio que indican que la
inflamacién puede ser activada no solo por agentes infecciosos, sino que también el
estrés tiene la capacidad para inducir y aumentar la produccién de citocinas
inflamatorias (Dhabhar, 2014; Gouin et al., 2012; Segerstrom y Miller, 2004; Slavich y
Irwin, 2014). Teniendo en cuenta que el estrés psicolégico es el principal factor de riesgo
para el inicio de trastornos depresivos, se ha propuesto, en concordancia con la hipétesis
inflamatoria de la depresién, que este aumento de citocinas inflamatorias es el
mecanismo principal por el cual la exposicion al estrés afecta al desarrollo de esta

psicopatologia.

Las investigaciones acerca de los posibles mecanismos por los que el estrés
aumenta la produccion de citocinas, sefialan como principales candidatos para mediar
este aumento a los glucocorticoides y catecolaminas, productos finales de los dos
principales ejes implicados en la respuesta fisiolégica de estrés (Figura 3). Estas
hormonas son los mediadores neuroendocrinos primarios en respuesta a la exposiciéon
al estrés y, como tales, funcionan como sefiales de peligro en todo el cuerpo para ayudar
al organismo a responder y a sobrevivir a una amenaza. Por tanto, no es sorprendente
que estas respuestas neuroendocrinas también se hayan identificado como mediadores

clave en la regulacion de la respuesta inflamatoria tras la exposicién al estrés psicolégico.
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Existen marcadas diferencias en el conocimiento de la regulacion inflamatoria por los
diferentes sistemas o ejes de estrés. Hoy dia esta bien establecido que las hormonas del
eje HPA regulan la inflamacién y que el alcance de esta regulacion varia en respuesta al
estrés psicosocial agudo y crénico. En cambio, se sabe menos acerca del papel del sistema
simpético en el control de la inflamacion y la sensibilidad de este control en situaciones

de estrés agudo y crénico.

1.2.2.21. Estrés agudo y citocinas proinflamatorias.

Dhabhar y McEwen (1997, 1999) propusieron que ante situaciones de estrés
agudo, el organismo, ademds de preparar el sistema cardiovascular, la actividad
musculo-esquelético y el sistema neuroendocrino que ayudaran a hacer frente a
situaciones de lucha-huida, produce una redistribucién de recursos mediante la cual las
células del sistema inmune se situarian en regiones como la piel y los noédulos linféticos
donde podrian realizar funciones mds necesarias en caso de que el estrés venga
acompafiado de un reto inmunolégico, como enfrentarse a algin patdégeno o una
infeccion (Dhabhar ef al., 2000; Dhabhar, 2014). Estos mismos autores destacan el caracter
anticipatorio de esta respuesta inmune, esto es, el SI se activa antes de que se dé el reto,

lo cual remarca su aspecto adaptativo.

Pero la mayoria de los estresores que nos encontramos actualmente, como
demandas laborales, familiares y sociales, no requieren de la activacién inmunitaria que
exigiria afrontar las consecuencias de una herida. A pesar de ello, esta respuesta
inmunitaria puede ser activada por estas amenazas procedentes del entorno social
contemporaneo, es decir, cuando un individuo es expuesto a condiciones adversas que
implican conflicto social, evaluacion, rechazo, aislamiento o exclusién, incluso por
amenazas simbolicas o imaginadas, dando lugar, si se prolonga en el tiempo, a un mayor
riesgo de enfermedades relacionadas con la inflamacién, incluida la depresién (Cole et
al., 2012). Numerosos trabajos en los que se ha observado un incremento de los niveles
de citocinas proinflamatorias en plasma producidos por el estrés agudo, corroboran esta

idea (Koelsch et al., 2016; Steptoe et al., 2001, 2007).
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Estudios en humanos realizados con “Trier Social Stress Test” (TSST),
ampliamente utilizado para inducir estrés social (Kirschbaum et al., 1993), encontraron
que las personas que fueron sometidas al test, mostraron un incremento en los niveles
plasmaticos de cortisol, al mismo tiempo que mostraban un aumento de los niveles
plasmaticos de IL-6 (Pace et al., 2010) y mayores niveles del ligamiento al ADN del NF-
kB, paso previo necesario para la sintesis de citocinas (Wolf et al., 2009). Ademas,
Yamakawa et al. (2009), observaron una asociaciéon entre el estrés percibido y el
incremento de la citocina IL-1p3 en plasma. Estudios con animales encontraron que el
estrés agudo induce un incremento de marcadores inflamatorios en la circulaciéon
sanguinea (Hale et al., 2003; Johnson et al., 2005) y en varias regiones cerebrales (Barnum
et al., 2008; Blandino et al., 2006, 2009; Madrigal et al., 2002; Ohgidani et al., 2016). Por
ejemplo, Ohgidani et al. (2016) encontraron un aumento de TNFa en el hipocampo
inmediatamente después de terminar la exposicion a estrés mediante inmersién en agua,
pero no encontraron cambios en la corteza, el estriado o el cerebelo. Madrigal et al. (2002),
por su parte, encontraron un incremento de los niveles de TNFa de la corteza en ratas

estresadas inmediatamente después de exponerlos a 6 horas de inmovilizacién.

Aunque los glucocorticoides se han considerado clasicamente como
antiinflamatorias, ahora sabemos que tienen efectos pleiotropicos que incluyen la
regulacion de las respuestas pro y antiinflamatorias. Estas hormonas de estrés inhiben
la produccién de citocinas inflamatorias, fundamentalmente, mediante la supresion del
factor de tanscripciéon NF-xB (Bekhbat et al., 2017; Bereshchenko et al., 2018). De hecho,
el aumento de la actividad del eje HPA inducido por citocinas es un mecanismo
autorregulatorio, a través del cual las citocinas dan fin a la respuesta inmunitaria una
vez desaparecido el reto inmunolégico. Los receptores GR, localizados en células
inmunitarias, interactdan directamente con el factor NFkB impidiendo su ligamiento al
ADN, lo cual da lugar a una disminucién de la transcripciéon de citocinas
proinflamatorias (Altonsy et al., 2014; De Bosscher et al., 2000; Unlap y Jope, 1995).
Ademés, los glucocorticoides promueven la transcripcion y traduccién de reguladores
antiinflamatorios tales como la IL-10 (Hayashi et al., 2004). Los glucocorticoides,
también, parecen suprimir la actividad de otros elementos del sistema inmunitario,
como los implicados en la respuesta antiviral, aumentando la susceptibilidad a ciertas

enfermedades infecciosas y también al cancer (Antoni y Dhabhar, 2019).

45



Introduccion
Estrés social y depresion

Sin embargo, el papel de los glucocorticoides durante el estrés no es tiinicamente
suprimir la respuesta inflamatoria. Tal y como describen Sapolsky et al. (2000), los
glucocorticoides tienen a menudo acciones preparatorias que facilitan respuestas
inflamatorias ante estimulos futuros. Asi, se sabe que los glucocorticoides producen el
priming de monocitos/macréfagos circulantes critico para su migracién al cerebro
(Niraula et al., 2018), aumentan los niveles de la prostaglandina E2 (PGE2) (Garcia-Bueno
et al., 2005) y facilitan respuestas inflamatorias futuras contribuyendo al priming de la
microglia mediante la regulacién de receptores inhibidores de la microglia (Frank et al.,
2012; Liu, 2018). De acuerdo con estos autores cuando los glucocorticoides alcanzan
cierto umbral debido a la exposicién a un estresor, podrian modular el inmunofenotipo
de la microglia y sensibilizar los mecanismos de la inmunidad innata central ante
sucesivos estimulos proinflamatorios, proporcionando asi una ventaja para la
supervivencia. Se ha sugerido también que, la reduccion en la sensibilidad
glucocorticoidea observada en respuesta al estrés psicosocial agudo (Rohleder et al.,
2003) y al ejercicio (Derijk et al., 1996) facilitaria el aumento inicial de citocinas
proinflamatorias, aunque la disminucién de la sensibilidad de receptores GR ha sido

fundamentalmente observada tras un estrés crénico..

Por altimo, no hay que olvidar que las catecolaminas liberadas en situaciones de
estrés pueden también afectar a la liberaciéon de citocinas. Estos neurotransmisores
tienen propiedades tanto pro- como anti-inflamatorias, independientes de NF-kB, en
funcién del estado de activacion en el que se encuentra el sistema inmunitario (Johnson
et al., 2019). Mcnamee et al. (2010) demostraron que la administracién in vivo de un
agonista del receptor B-adrenérgico induce la produccién de IL-1f3 en el cerebro cuando
no hay ningtin reto inmunolégico, pero disminuye cuando es administrado junto con la

endotoxina LPS.

1.2.2.2.2.  Estrés cronico y citocinas proinflamatorias.

Las amenazas procedentes del entorno social son, por su naturaleza, de caracter
crénico y dan lugar a que la respuesta de estrés se mantenga activada durante largos
periodos de tiempo, produciendo un agotamiento y una sobrecarga alostatica (McEwen,

2004). En el caso de la respuesta inmunitaria, como ya hemos visto, el incremento a corto
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plazo de las citocinas se presenta como una respuesta adaptativa que aumenta la
supervivencia de los sujetos en situaciones en las que hubiera que afrontar las
consecuencias de una herida. Sin embargo, el aumento sostenido de estas moléculas
provocan una inflamacion crénica, que a su vez, contribuye al desarrollo de
enfermedades proinflamatorias y autoinmunes (Elenkov y Chrousos, 2002; Gouin et al.,
2012), ademas de algunas psicopatologias, como los trastornos depresivos (Brites y
Fernandes, 2015; Dantzer, 2012; Furtado y Katzman, 2015). Diversos estudios han puesto
en evidencia que personas sometidas a un estrés psicolégico o social crénico presentan
niveles elevados de marcadores inflamatorios. Asi, familiares a cargo del cuidado de
personas con demencia muestran niveles elevados de la citocina proinflamatoria IL-6 y
de la proteina C reactiva (CRP) en plasma (Gouin et al., 2012; Lutgendorf et al., 1999;
Mausbach et al., 2011; von Kanel et al., 2006). Del mismo modo, algunos estudios han
encontrado una asociacion entre niveles socioecondémicos bajos y niveles elevados de
CRP (Deverts et al., 2012; Gimeno et al., 2007) y entre interacciones sociales negativas del
dia a dia y un aumento de la actividad inflamatoria (Chiang et al., 2012; Fuligni et al.,
2009; Marin et al., 2009). Se han encontrado datos similares en estudios realizados en
animales. Roedores que fueron sometidos a un estrés crénico por derrota social,
mostraron niveles mas elevados de TNFa (Savignac et al., 2011), IL-13 (Munshi et al.,
2019) e IL-6 en plasma (Munshi et al., 2019; Savignac et al., 2011). Esto podria ser debido
a que el aumento sostenido o excesivo de los niveles de glucocorticoides producen una
resistencia de los GR localizados en diferentes tipos de células (Yehuda et al., 1993),
incluidas las inmunitarias, dando lugar a una menor sensibilidad a los efectos
antiinflamatorias de los glucocorticoides (Schleimer, 1993) y a un aumento sostenido de

la inflamacién (Antoni y Dhabhar, 2019).

Teniendo en cuenta que las diferentes estrategias de afrontamiento al estrés van
acompafiadas de una respuesta fisioldgica especifica, cabe esperar que el estrés produzca
efectos diferentes sobre el sistema inmunitario en funcién de la estrategia de
afrontamiento empleada por cada sujeto. Existen pocos trabajos que estudien la
variabilidad individual en la secrecion citocinas ante una situacién de estrés crénico.
Estudios en nuestro laboratorio encontraron que los sujetos con un perfil conductual
pasivo tras la derrota social crénica presentaban mayores niveles de IL-6 y de TNF-a en
el bazo (Goémez-Lazaro et al.,, 2011). Trabajos mds recientes han encontrado un

incremento de los niveles plasmaticos de IL-6 en aquellos ratones mas susceptibles a los
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efectos negativos del estrés, que se caracterizan por una mayor evitacién social (Hodes
et al., 2014). A nivel central también se han encontrado niveles mas elevados de IL-1{3 en
el hipotdlamo e hipocampo, de IL-6 en el hipotalamo, amigdala y locus coeruleus, y de
TNEF-a en el locus coeruleus en roedores con estrategias pasivas sometidas a derrota

social (Finnell et al., 2017; Peréz-Tejada et al., 2016).

48



CAPITULO 1.3.

CANCER Y DEPRESION






Introduccion
Céncer y depresion

1.3.1. CANCER.

El cancer representa més de 200 enfermedades diferentes y actualmente es uno
de los mayores problemas de salud en gran parte del mundo (Malyguine et al., 2013). Su
nombre proviene de “karkinos”, que significa cangrejo en griego, propuesto por
Hippocrates, pero mucho antes, afio 3000 a.C., ya se habian realizado las primeras
descripciones de cancer en Egipto. En 1952, Willis lo describié como “masa anormal de
tejido cuyo crecimiento excede del de los tejidos normales y no estd coordinado con estos, y que

persiste del mismo modo excesivo atin después de finalizar el estimulo que le dio origen”.

La incidencia de cancer en el afio 2018 fue de 18,1 millones y se estima que en el
afio 2040 habré 29,5 millones de nuevos casos en todo el mundo (Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica, 2019). A pesar de que sigue siendo una de las enfermedades maés
dificiles de tratar, el avance realizado durante las tltimas décadas, tanto en prevencion,
deteccion y tratamiento son un punto muy positivo de cara a cumplir uno de los
objetivos principales de la sanidad actual: que el cancer deje de ser una enfermedad

mortal.

1.3.1.1. Biologia del tumor.

El céncer se origina a partir células normales que aumentan su capacidad para
proliferar sin control y que en algunos casos se convierten en malignas. Estas células
cancerigenas crecen mediante clonacién y se convierten en tumores (Lobo et al., 2007).
Pero el tumor es mas que una masa aislada de células cancerigenas que proliferan. Son
tejidos complejos compuestos por numerosos tipos celulares que participan en
interacciones heterotipicas entre ellas. Ademas, el estroma que estd alrededor del tumor,
no es un testigo pasivo sino que participa activamente en la génesis del mismo. Durante
las dltimas décadas estas ideas han tomado fuerza, afianzando la hipétesis de que la
biologia del tumor no se puede entender simplemente analizando las caracteristicas de
las células tumorales sino que se debe incluir las implicaciones que tiene el entorno del
tumor en su génesis (Hanahan y Weinberg, 2011). Para entender la biologia del tumor,

Hanahan y Weinberg (2011) proponen 6 caracteristicas principales:

1. Mantener la sefial de proliferacion. Los tejidos normales controlan la produccién y

liberacién de las sefiales que promueven el crecimiento asegurdndose la
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homeostasis del ntimero de células y manteniendo la estructura y el
funcionamiento normal del tejido. Las células cancerigenas, por el contrario,
sufren una desregularizacion de la sefial perdiendo asi el control de su
produccién.

2. Evadir los supresores de crecimiento. Existen docenas de supresores que limitan el
crecimiento y proliferacion de las células mediante diferentes vias, las cuales se
encuentran inactivas en numerosos canceres.

3. Resistir la muerte celular. La muerte celular mediante apoptosis es una barrera
natural contra el desarrollo del cdncer, y numerosos estudios han demostrado la
disminucién de la apoptosis celular en aquellos tumores que se desarrollan hasta
alcanzar un alto grado de neoplasia y resistencia a las terapias (Adams y Cory,
2007; Lowe et al., 2004)

4. Tener una replicabilidad inmortal. La mayoria de las lineas celulares son capaces de
pasar por un nimero limitado de ciclos de crecimiento y division, mientras que
las células cancerosas, para poder formar tumores macroscopicos requieren de
un potencial de replicabilidad ilimitado.

5. Inducir angiogénesis. Los tumores también necesitan alimento en forma de
nutrientes y oxigeno, ademéas de poder evacuar restos metabédlicos y diéxido de
carbono. Para ello, se generan nuevos vasos sanguineos asociados al tumor
mediante angiogénesis. Durante el desarrollo tumoral este proceso estara
activado en casi todo momento causando que el resto de la vasculatura esté en
reposo para continuamente formar nuevos vasos sanguineos alrededor del
tumor que ayuden a mantener la expansién neoplésica (Hanahan y Folkman,
1996).

6. Activar la invasion y la metdstasis. La invasion y la metastasis se da en diferentes
pasos conocido como la cascada de invasion-metastasis (Fidler, 2003; Talmadge
y Fidler, 2010). Comienza con una invasion local hasta que las células cancerosas
invaden los vasos sanguineos y linfaticos cercanos pasando asi al sistema
hematolégico y linfatico. Posteriormente, estas células escapan de los lamenes de
estos vasos hacia el parénquima de tejidos mas alejados. Estos forman pequefios
ndédulos de células cancerosas y finalmente las lesiones micrometastasicas se

convierten en tumores macroscOopicos.
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1.3.1.1.1. El melanoma maligno.

Existen muchos tipos de canceres, y entre ellos el melanoma maligno ha sido el
elegido como modelo tumoral experimental para este trabajo. Es un tumor de piel
canceroso, formado por células de aspecto estrellado o dendritico (melanocitos) que

poseen la capacidad de elaborar y secretar melanina.

De todos los canceres de piel, el melanoma es de los menos frecuentes, pero el
mas peligroso, especialmente cuando ya se ha extendido. Este tumor fue descrito por
primera vez en 1787 por John Hunter, y desde entonces su incidencia ha ido
incrementando paulatinamente en ambos sexos. Durante el afio 2018 se diagnosticaron
287.723 nuevos casos de melanoma en todo el mundo, representando aproximadamente
el 1,6% de los tumores, y hubo 60.712 muertes relacionadas con el melanoma (Bray et al.,
2018). Segun los datos de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM, 2017), en
Espafia durante el afio 2017 se diagnosticaron 5.186 nuevos casos de melanoma, lo que
supone una incidencia de 9.7 casos por 100.000 habitantes. La supervivencia ha mejorado
en los ultimos afios, situdndose en torno al 75% para los hombres y al 84% para las
mujeres. Esto se debe a la precocidad de los diagndsticos mas que a auténticas mejoras
en el tratamiento, aunque también podria reflejar cambios poblacionales en cuanto a los

hébitos de exposicion solar.

A pesar de que las razones del crecimiento de este tumor no estan claras, se sabe
que la exposiciéon a la luz ultravioleta podria desempefiar un papel clave en su
desarrollo. Por otro lado, el riesgo de padecer un melanoma es mayor si familiares de
primer grado (madre, padre, hermano/a, hijo/a) han tenido melanoma, y se ha
observado que aproximadamente un 10% de todas las personas con melanoma tienen
antecedentes familiares de esta enfermedad. Esto podria deberse a que estos familiares
compartieron un estilo de vida de exposicion frecuente al sol, que sea una familia de piel
muy blanca, que haya ciertos cambios genéticos que son més frecuentes en una familia,
o lo que es mas probable, que haya una combinacién de estos factores (American Cancer

Society, 2019).

La evolucién del melanoma ha suscitado gran interés entre los investigadores
debido a su imprevisibilidad. Por un lado, se distingue por ser uno de los tumores mas

virulentos, con una diseminacion rdpida y evolucion fatal en pocas semanas o meses, y

53



Introduccion

Cancer y depresion

en cambio, en otras ocasiones puede evolucionar de manera relativamente benigna. Asi,
en la progresiéon del melanoma se reconocen tanto, tumores benignos, intermedios y
completamente malignos, lo cuales son facilmente visualizados en la piel. En
consecuencia, las lesiones se suelen clasificar en un espectro cuyos extremos serian
“totalmente benigno” y “totalmente maligno”, y es por ello que las lesiones intermedias
presentan dificultades en su diagndstico ya que contienen caracteristicas tanto de

lesiones benignas como malignas (Elder, 2016).

En el 20% de los pacientes el tumor invade tejidos blandos (piel, tejido celular
subcutaneo y ganglios linfaticos) y en el 80% restante se disemina a nivel visceral
(higado, pulmén y hueso), viéndose afectado el 45% de los pacientes con metastasis a
nivel del SNC durante algan momento de la evolucion de la enfermedad. El tratamiento
y el prondstico varfan segin la etapa de desarrollo que se encuentre la enfermedad,
siendo la cirugia un tratamiento efectivo en los estadios precoces. Por el contrario, el
melanoma metastdsico, es practicamente una enfermedad incurable, con una
supervivencia de 6-9 meses (Tsao et al., 2004), donde para su tratamiento ademaés de la
cirugia, se usa la quimioterapia, radioterapia y la inmunoterapia, tanto individualmente

como en diferentes combinaciones (Atallah y Flaherty, 2005).

El melanoma es especialmente inmunogénico (capaz de inducir respuesta
inmunitaria mediada por células). A pesar de que el melanoma maligno supone sélo el
1,8% de todos los canceres, cuenta con el 11% de regresiones esponténeas (entre cinco y
seis veces mas de lo esperado). La regresién espontanea supone la desapariciéon completa
o parcial del tumor maligno sin ningtn tipo de tratamiento y la mayoria de los datos
sugieren que existe un mecanismo inmunitario implicado en la regresién del tumor. Por

todo ello, la inmunoterapia es un tratamiento habitual en los casos de melanoma.

Una parte importante del sistema inmunolégico tiene la capacidad de evitar por
si solo el ataque a células normales en el cuerpo mediante “puntos de control” y en
ocasiones, las células del melanoma usan estos puntos de control para evitar ser atacadas
por el sistema inmunolégico. Por ello, la inmunoterapia, inhibe los puntos de control
inmunitario haciendo que el sistema inmunolégico reconozca y destruya las células
cancerosas con maés eficacia. Pero este tratamiento también tiene efectos secundarios, y

estos pueden ser leves, como cansancio, tos, ndusea, comezoén, sarpullido en la piel,
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disminucién del apetito, estrefiimiento, dolores en las articulaciones y diarrea, o graves,
ya que pueden causar que el sistema inmunolégico ataque a otras partes del cuerpo,
conduciendo a graves problemas en los intestinos, el higado, las glandulas productoras
de hormonas, los nervios, la piel, los ojos u otros érganos. En algunas personas, estos
efectos secundarios han sido fatales (American Cancer Society, 2019; Hodi et al., 2014;
Robert et al., 2015; Scortegagna et al., 2015; Topalian et al., 2012; Wolchok et al., 2013). Por
otra parte, la administracién de citocinas, como el interferén-alfa y la interleucina-2 (IL-
2), pueden ayudar a reducir el tamafio de los melanomas avanzados en un 10%-20% de
los pacientes cuando son usados solos, y sus sintomas secundarios pueden incluir
dolencias parecidas a las que se presentan con la gripe, tal como fiebre, escalofrios,
dolores, cansancio intenso, somnolencia y bajos recuentos sanguineos (American Cancer

Society, 2019).
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1.3.2. CANCER, SISTEMA INMUNITARIO Y DEPRESION.

1.3.2.1. Sistema inmunitario frente al cancer.

La relacion del sistema inmunitario en el desarrollo de tumores fue
primeramente observada por William B. Coley en 1891, quien observé la remisiéon
completa de un tumor en un paciente que presentaba una infecciéon bacteriana. Este
cirujano del hospital Memorial de Nueva York, concluyé que la infeccién bacteriana
habia instrumentado la regresion tumoral (Coley, 1893) y asi se ponia en marcha la idea
de que el SI podia frenar el desarrollo del cancer. Méas adelante, Ehrlich (1909) propuso
que el sistema inmunitario analizaba el cuerpo y prevenia el crecimiento de carcinomas
que de otro modo se daria con una alta frecuencia. En 1957 Macfarlane Burnett propuso
su teoria de la inmunovigilancia del cancer, donde apoyaba la idea de que el sistema
inmunitario puede reorganizar y eliminar el tumor y proponia que antigenos nuevos

especificos del tumor podian suscitar una inmunidad protectora (Burnet, 1957a, 1957b).

Actualmente, existen numerosos ejemplos que muestran coémo el sistema
inmunitario es capaz de reconocer los antigenos del tumor y eliminar o controlar el
crecimiento de las células cancerosas y su propagacién. Como hemos visto en el apartado
1.1.2. Sistema inmunitario, la distincion entre lo propio y lo extrafio por parte del SI, se
basa en el reconocimiento de las moléculas que se encuentran en la superficie de todas
las células de nuestro organismo y que se denominan Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH I y CMH II). Su objetivo final es proteger al organismo de la

accion bélica de su propio sistema de defensa frente a invasores extrafios.

Para que ocurra una reaccién inmunitaria frente al tumor, en primer lugar, las
células presentadoras de antigenos (CPA) deben captar el antigeno tumoral, procesarlo
en pequeiios fragmentos peptidicos y re-expresarlo en la membrana celular dentro de la
huella de una molécula CMH. Cuando el antigeno procesado se presenta sobre una
molécula CMH-I, el complejo es reconocido por un linfocito T citotéxico CD8+, y cuando
se presenta sobre una molécula CMH-II, es reconocido por el receptor de una célula T
cooperadora CD4+. Los receptores de las células T (TCR) deben adecuarse tanto a la

huella de la molécula CMH como al péptido que portan.
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Aun asi, en muchas ocasiones, los tumores son capaces de escapar del control del

sistema inmunitario dando lugar al inicio y desarrollo del cancer. Este escape de la
vigilancia del sistema inmunitario es el resultado de cambios inducidos por el propio
tumor sobre las mismas células cancerosas, pero también sobre los tejidos del estroma
adyacentes y sobre el sistema inmunitario. Se ha visto que el céncer utiliza diferentes
mecanismos para evitar, suprimir y polarizar ambas respuestas inmunes, la respuesta
“” b /A °_ . , . .

anti-tumor” innata y la adquirida, por lo que ambas respuestas estarian disfuncionales

en el microentorno del tumor (Malyguine et al., 2013).

Por otra parte, las células asesinas naturales (NK) poseen una capacidad de
destruccion celular bien demostrada y constituyen una parte importante tanto de la
inmunidad innata como de la inmunidad adquirida. Como parte del sistema de
inmunidad innata tienen capacidad para sacrificar tejidos malignos, células infectadas
por virus, o células injertadas incompatibles que son reconocidas como diferentes del

tejido propio.

La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) también actda como
una herramienta importante para eliminar patégenos intracelulares y células tumorales.
Para ello, las citocinas IL-1 (secretada por macréfagos) e IL-2 (secretada por linfocitos T
helper 1 (Th1)), junto con el estimulo de las citocinas IL-4, IL-5 (factores estimuladores
de la proliferaciéon de células B) e IL-6 (factor diferenciador de las células B) activan las
células B (Park et al., 2009) y hacen que estas se diferencien y se expandan clénicamente
en forma de células plasmaticas secretoras de anticuerpo (Casadevall y Pirofski, 2003), o
actiien directamente sobre la célula tumoral tras reconocer, por parte del anticuerpo, las

estructuras criticas para la proliferacién celular (Candollfi et al., 2011).

1.3.2.2. Tumor, citocinas y depresion.

El estudio de la relacion entre el cancer y la depresién ha cobrado importancia
estos dltimos afios, ya que los resultados aportados por diferentes investigaciones han
revelado datos que son dificiles de ignorar. La depresién mayor es una trastorno comun
entre los pacientes de cancer, en los cuales se observa una prevalencia entre el 15% y el

30% (Cardoso et al., 2016), es decir, cuatro veces mayor que en la poblacion general
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(Lutgendorf y Andersen, 2015). Ademads, aquellos pacientes que desarrollan sintomas
depresivos tienen més hospitalizaciones y mas duraderas, lo que reduce su calidad de
vida y la adhesién al tratamiento (Pelletier et al., 2002), y conduce a un peor pronodstico
y mayor mortalidad (Satin et al., 2009). Por el contrario, el tratamiento de la depresién se
ha visto asociado a una mayor supervivencia en mujeres con cancer metastasico (Giese-

Davis et al., 2011).

Esta relacion entre el cdncer y la depresion, puede ser debida a varios factores,
tales como el distrés, el estrés psicolégico debido al diagndstico, el tratamiento, etc. Sin
embargo, las evidencias que indican que los sintomas pueden aparecer antes del
establecimiento de un diagnoéstico de céncer (Cosci et al., 2015; Schrepf et al., 2015),
sugieren la posibilidad de que compartan un comportamiento biolégico comun
(Bortolato et al., 2017). En las altimas décadas se ha hipotetizado sobre la activacion
inmune como mecanismo biol6égico comtn en ambas enfermedades (Hughes et al., 2014;
Jehn et al., 2015; Kurz et al., 2011; Lebefia et al., 2014; Wei et al., 2009). Ademas, en el
microambiente de tumores soélidos, las células tumorales y no-tumorales secretan
mediadores inflamatorios que promueven su propio crecimiento, desarrollo y metastasis
(Santos y Pyter, 2018; Schrepf et al., 2015; Sheu et al., 2008; Valpione et al., 2015), y que
pueden comunicar con el cerebro a través de vias neuronales y humorales (Langgartner
et al., 2019) dando lugar a una neuroinflamacién que puede influir en la conducta (Jehn

et al., 2015; Schrepf et al., 2015).

Estudios en humanos han encontrado una estrecha relacién entre factores
inflamatorios y depresion en pacientes con cancer. Por un lado, se ha observado que los
enfermos de cancer muestran elevados niveles de citocinas proinflamatorias circulantes
(Jehn et al., 2015; Lamkin et al., 2011; Massie, 2004). Ademas, se ha podido establecer una
correlacion positiva entre conductas depresivas y los niveles de citocinas
proinflamatorias en pacientes de cdncer que se someten a tratamientos de quimioterapia,
los cuales conllevan un aumento de citocinas proinflamatorias (Raison y Miller, 2003).
También se ha podido observar esta relacién en pacientes que no se han sometido al
tratamiento de quimioterapia. Asi, Bouchard ef al. (2016) encontraron una relacién entre
una mayor sintomatologia depresiva y niveles elevados de TNF-a, IL-1p e IL-6 en

pacientes con cancer de mama que todavia no habian sido sometidos a dicho
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tratamiento. Cabe recordar que precisamente estos datos representan una de las

evidencias de la hipétesis inflamatoria de la depresion.

Con la utilizaciéon de modelos animales se pretende ahondar en este
conocimiento, ya que permiten la diferenciacion de factores biopsicosociales y el estudio
empirico de los mecanismos subyacentes. Esencialmente, los modelos de tumor en
roedores son comparables a los pacientes con cancer antes del diagnéstico. La mayoria
de los estudios han encontrado un aumento en conductas de tipo-depresivas y de
citocinas proinflamatorias en un amplio rango de modelos de tumor sélido. Lamkin et
al. (2011) observaron un incremento de los niveles de la citocina IL-6 en plasma y una
disminucién en el consumo de sacarosa, conducta caracteristica de la anhedonia, en
ratones con cancer de ovario. Pyter et al. (2009) también observaron estos mismos
sintomas de anhedonia en ratas con tumores mamarios. En otros estudios realizados en
nuestro laboratorio con cancer de melanoma, se detecté un incremento en la expresién
de ARNm de IL-6 y TNF-a en el hipocampo y del nivel de IL-6 en plasma, acompafiado
de una pérdida de peso y mayor inmovilidad en la prueba de suspensién por la cola
(Tail suspension test) (Lebefia et al., 2014), caracteristicas de la conducta tipo-depresiva.
En la misma linea, Norden et al. (2015) encontraron que los sujetos inoculados con células
tumorales de colon, permanecfan mas tiempo inmoéviles en la prueba de nataciéon
forzada y mostraban niveles elevados de la expresion de la citocina IL-1P en el
hipocampo. Hay que sefialar que cada vez son mdas abundantes las evidencias que
indican que el incremento central de citocinas se debe a las citocinas periféricas
producidas por las propias células tumorales, méas que a las producidas por el propio
huésped en presencia del tumor (Baltgalvis ef al., 2010; Candido y Hagemann, 2013;
Norden et al., 2015; Rebeca et al., 2008).
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1.3.3. ESTRES, DESARROLLO TUMORAL Y DEPRESION.

Aunque no existe una clara evidencia sobre la relacién entre el estrés crénico con
el inicio del cancer, numerosos estudios han encontrado una relacién entre el estrés
crénico y la progresion del cancer, tanto en humanos (Palesh et al., 2007; Spiegel et al.,

2007), como en animales (Frick et al., 2009; Sommershof et al., 2017; Thaker et al., 2006).

Un gran namero de evidencias preclinicas y clinicas apoyan la idea de que las
sustancias liberadas en situaciones de estrés pueden afectar bien directa o
indirectamente a la biologia del tumor, a través de receptores de glucocorticoides y
catecolaminas presentes tanto en células tumorales (o de su microambiente) como en
células inmunitarias. Los glucocorticoides, ademas de producir un aumento sostenido
de la inflamacién (Antoni y Dhabhar, 2019), estimulan el crecimiento tumoral mediante
la inhibicién de la via de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) que
protegen las células tumorales de la apoptosis (Wu et al., 2005). Por otra parte, el aumento
de la transmisién adrenérgica promueve la angiogénesis, la cual estimula la produccién
de citocinas inflamatorias y el factor vascular de crecimiento endotelial (VEGF) (Armaiz-
Pena et al., 2013). Ademas, la activacion de los receptores adrenérgicos (ADRs), que se
expresan en cantidades considerables en las células tumorales y en el microentorno del
tumor, puede frenar la apoptosis de las células tumorales y la reparacién del ADN (Jin
Shin et al., 2016). Recientemente, Antoni y Dhabhar (2019), han propuesto que, los efectos
que el estrés cronico tienen sobre el sistema inmunitario, como la supresion de niimeros
aspectos de la inmunidad protectora, la activacién de mecanismos inmunosupresores y
el incremento de la inflamacién crénica, podrian incrementar la susceptibilidad al
cancer. Se ha observado que el estrés cronico puede suprimir la respuesta mediada por
linfocitos T (Sephton et al., 2009) y la citotoxicidad de las células NK (Lutgendorf et al.,
2005), y aumentar el ndmero y reclutamiento de células T supresoras hacia el
microambiente del tumor, donde suprimen la inmunidad protectora antitumoral
(Boucek et al., 2010; Saul et al., 2005). Méas recientemente, se ha considerado que la
inflamacién crénica inducidas por el estrés puede ser un factor critico en el crecimiento
y la progresion tumoral (Lutgendorf y Andersen, 2015), ya que aumentan el estrés
oxidativo, inducen mutaciones del ADN y aumentan la liberacién de diferentes factores
que permiten la invasién tumoral e inducen angiogénesis y metdstasis del tumor

(Coussens y Werb, 2010; Il'yasova et al., 2005; Lu, 2006).
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Por tanto, el incremento de la inflamacién inducida por el estrés psicosocial,
ademds de aumentar la vulnerabilidad a la depresion en individuos sin enfermedad
orgédnica, puede afectar al desarrollo tumoral, contribuyendo a un aumento de la
vulnerabilidad al desarrollo de depresion en pacientes con cancer. Estos datos sugieren
la existencia de una conexioén entre diferentes vias bioconductuales, que unen estrés,
depresiéon y progresion del cancer mediante un mecanismo biolégico comun, la

inflamacién (Bortolato et al., 2017).

Como ya hemos visto, los cambios neuroendocrinos e inmunitarios asociados a
la respuesta de estrés pueden variar en funcién de la estrategia de afrontamiento de cada
individuo y, por tanto, es de esperar que estas influyan sobre el desarrollo tumoral.
Varios estudios sefialan que la actitud a la hora de hacer frente al estrés puede influir
sobre el curso de la enfermedad (Greer et al., 1979; Temoshok, 1985). Penninx et al. (1998)
observaron que la desesperaciéon y la depresién podrian predecir la mortalidad en
enfermos de cancer. Esta relacion entre diferencias individuales y desarrollo tumoral
podria estar mediada por la actividad de las citocinas proinflamatorias. Esta hipétesis ha
sido apoyada por estudios recientes, donde han encontrado que las mujeres
supervivientes de cancer de mama con estrategias mas pasivas, caracterizadas por
conductas de evitacién y autofocalizacién negativa, muestran niveles mas elevados de
TNFa en plasma (Pérez-Tejada et al., 2019). Estos datos dejan en evidencia la importancia
de las intervenciones psicolégicas que permitan adquirir las estrategias adecuadas que
favorezcan la supervivencia. Varios meta-analisis donde se analizan diferentes estudios
acerca de la influencia de intervenciones psicosociales en la supervivencia de enfermos
con cancer, encontraron que los grupos que recibieron una intervencién psicosocial
obtuvieron mejores resultados en términos de supervivencia en comparacién a los
grupos que recibieron algtn otro tipo de intervencién o los que no recibieron ninguna
(Fuet al., 2016). Estudios en animales realizados en nuestro laboratorio, mostraron que
los sujetos expuestos a estrés agudo, caracterizados por altos niveles de inmovilidad y
baja exploracion, presentaban un mayor desarrollo tumoral (melanoma B16F10) que los
sujetos activos (Vegas et al., 2006). Otros estudios también han proporcionado datos
similares. Por ejemplo, se encontré un mayor namero de focos metastdsicos grandes de
tumor subcutdneo (MADS 106) en ratas caracterizadas por su pasividad en una situaciéon

de campo abierto (Sajti et al., 2004) y un menor desarrollo de tumores de sarcoma
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inducidos por virus en aquellos sujetos que mostraban conductas de lucha esponténeas

cuando se alojaban en grupo (Amkraut y Solomon, 1972).

Entender las causas de estas diferencias individuales y sus consecuencias en
términos de capacidad adaptativa y vulnerabilidad individual a patologias es uno de los
mayores cambios en la investigacion biomédica moderna. Esta nueva visiéon estd dando
lugar a nuevos estudios para intentar identificar los mecanismos neurales que subyacen
a las diferencias en la capacidad de respuesta de los individuos al estrés, ya que pueden
proporcionar nueva informacion sobre los mecanismos de regulacién del estrés en el
cerebro e identificar la fisiologia de diferentes trastornos relacionados con el estrés, y,
por tanto, ayudar a identificar nuevos objetivos que ayuden a mitigar los efectos

negativos del estrés (McEwen, 2008).
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Objetivos e hipotesis

Estudios recientes indican que el 4,4% de la poblacion general es diagnosticada de
depresién cada afio (OMS, 2017), siendo esta la complicacién mas comudn en casi todas
las condiciones médicas serias y enfermedades crénicas, como el cancer (Ivbijaro, 2010).
Los datos hallados en humanos vienen corroborados por estudios con animales que
muestran que animales inoculados con células tumorales presentan cambios
conductuales caracteristicos de un estado depresivo (Lebena et al., 2014; Pyter et al.,

2009).

A pesar de la amplia investigacion llevada a cabo durante las altimas décadas, la
comprension de la etiologia de la depresién sigue siendo incompleta. En los altimos afios
se ha establecido una correlacién positiva entre sintomas de depresiéon y niveles de
citocinas proinflamatorias (Dowlati et al., 2010; Haapakoski et al., 2015). La relacién entre
depresion y céancer, y la implicacion de procesos inflamatorios en ambas patologias,
explica la apariciéon de la denominada “hipétesis inflamatoria de la depresiéon” (Maes,
1995). Segtin esta hipétesis, la inflamacién observada en presencia de células tumorales
y/o en pacientes deprimidos (con o sin comorbilidad), seria la responsable de las
anomalias centrales observadas en la depresion. Investigaciones realizadas hasta la
actualidad han propuesto una serie de mediadores regulados por las citocinas y/o
glucocorticoides, entre los que se encuentran las enzimas IDO/TDO e iNOS, como
posibles mecanismos a través de las cuales, la inflamacién altera la actividad del SNC y

la conducta (Peng et al., 2012; Qin et al., 2018).

La investigacién clinica y preclinica reconoce que el estrés social crénico derivado
de las interacciones personales puede jugar un papel critico en el desarrollo de trastornos
depresivos, existiendo, ademads, numerosas evidencias que sugieren una estrecha
relacion entre estrés psicosocial e inflamacién, tanto en humanos como en animales. Uno
de los modelos animales de estrés social mas utilizado es el modelo de derrota social en
el que un individuo pierde la confrontacién debido a la exposicion ineludible a un
animal coespecifico agresivo (dominante) (Hollis y Kabbaj, 2014). Varios estudios han
encontrado que la derrota social induce un aumento de citocinas inflamatorias, junto a
conductas tipo-depresivas (Finnell et al., 2017, Hammels et al., 2015). La pérdida de
estatus inducida por la derrota social en animales se ha propuesto como un modelo de
pérdida de autoestima y depresion en humanos (Deussing, 2006). Pero hay que tener en

cuenta que no todos los sujetos que se someten a situaciones de estrés social desarrollan

69



Objetivos e hipétesis

patologia, por lo que resulta de gran interés estudiar las diferencias individuales que
haran a un sujeto mas susceptible o resiliente ante situaciones de estrés social. El impacto
del estrés dependera de la manera en que el sujeto perciba, afronte y module la situacion,
siendo esto observable en la respuesta conductual que cada sujeto manifiesta ante una
misma situacion estresante. Por ello, durante las tltimas décadas numerosos autores han
intentado determinar y clasificar a estos animales segtn sus estilos de afrontamiento
ante un estresor (de Boer et al., 2017; Koolhaas et al., 2010; Koolhaas et al., 1999; Korte et
al., 1992) y el modelo de estrés por derrota social ha demostrado ser un modelo valido
para observar las diferentes estrategias de afrontamiento, y poder asi, examinar su
implicacién en las consecuencias fisiologicas y conductuales del estrés social crénico
(Bartolomucci et al., 2005; Koolhaas et al., 1997; Kudryavtseva et al., 1991). Estudios
realizados en nuestro laboratorio han observado diferencias en la actividad inmunitaria
en funcién de la estrategia de afrontamiento manifestadas tras una derrota social crénica

(Gémez-Lazaro et al., 2011; Peréz-Tejada et al., 2016).

Por altimo, la relacién entre estrés, desarrollo tumoral y citocinas inflamatorias
resulta compleja, ya que los factores psicosociales pueden a su vez afectar a la progresiéon
del cancer (Armaiz-Pena et al., 2013; Feller et al., 2019; Moreno-Smith et al., 2010; Payne,
2014). Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que el estrés
social incrementa el desarrollo metastatico pulmonar de melanoma B16, y apuntan a la
existencia de diferencias en funcion de la estrategia de afrontamiento empleada (Vegas

et al., 2006).

Teniendo en cuenta estos datos, el objetivo general de este trabajo es analizar los
efectos del estrés, tanto agudo como crénico, sobre el desarrollo tumoral, la actividad
inmunitaria y neuroendocrina, y sobre la conducta tipo-ansioso/depresiva, en funcién
de las distintas estrategias conductuales observadas en la interaccién social. Se pretende
también analizar los efectos del tumor y de su interaccién con el estrés sobre las mismas

variables inmunitarias, neuroendocrinas y conductuales.
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Para abordar dicho objetivo se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Establecer diferentes estrategias de afrontamiento en los sujetos derrotados de
forma aguda y crénica, en funcién de las respuestas conductuales que adoptan

ante la primera confrontacién social.

2. Evaluar los cambios conductuales que se puedan producir en interaccioén social

tras 9 dias de derrota social.

3. Estudiar los efectos del estrés social agudo y crénico sobre diferentes variables

biolégicas, en funcion de la estrategia de afrontamiento utilizada por los sujetos:

o Actividad del eje HPA: analizando los niveles de corticosterona en sangre

basales y los obtenidos a lo largo del experimento.

o Actividad inmunitaria: analizando el peso del bazo y los niveles de
expresion de las enzimas IDO e iNOS, y las citocinas proinflamatorias
IL-6 y TNF-a en el estriado e hipocampo una vez finalizado el

procedimiento experimental.

o Nivel de expresion de la enzima TDO en el estriado e hipocampo una vez

finalizado el procedimiento experimental.

4. Evaluar los efectos del estrés social agudo y crénico sobre la conducta tipo-
ansioso/depresiva analizada mediante el test de preferencia de sacarosa, el test
de natacién forzada, la prueba de campo abierto y la prueba de interaccién social,

en funcion de la estrategia de afrontamiento utilizada por los sujetos.

5. Analizar los efectos del estrés social agudo y crénico sobre el desarrollo tumoral,

en funcién de la estrategia de afrontamiento utilizada por los sujetos.

6. Estudiar los efectos producidos por el desarrollo tumoral y por la interaccién de
este con el estrés social, sobre la conducta tipo-ansioso/depresiva y las variables

biol6gicas antes mencionadas.
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Hipotesis:

En este trabajo esperamos encontrar sujetos con un patron fisiolégico y
conductual diferencial para cada estrategia manifestada frente al estrés social, indicativo
de una diferente vulnerabilidad al desarrollo de conductas depresivas y de metéstasis
tumorales. Ademas, esperamos que el estrés social cronico produzca mayor impacto que
el estrés agudo sobre el eje HPA, el desarrollo tumoral y los marcadores inflamatorios,
que sera diferente en funcién de las estrategias de afrontamiento. Esperamos, también,
que el desarrollo tumoral incremente tanto los niveles de expresion de marcadores
inflamatorios, como la sintomatologia tipo-ansioso/depresiva en los ratones inoculados

con células tumorales B16F10.
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Material y métodos

3.1. INSTALACIONES, ANIMALES UTILIZADOS Y CONDICIONES
GENERALES DE MANTENIMIENTO.

Los experimentos descritos a continuacién, junto con el aprendizaje de las
capacidades y técnicas necesarias para su realizacion, se llevaron a cabo en el laboratorio

de psicobiologia de la Universidad del Pais Vasco.

En ambos experimentos se usaron ratones macho OF1, linea no-consanguinea
(Charles River, Oncins, Francia). A su llegada al estabulario, los animales fueron alojados
individualmente en cajas de plastico transparentes de 24.5 x 45.5 x 15 cm?, donde
permanecieron en condiciones estables de 22 + 1°C, una humedad relativa de 55 % y un
ciclo artificial de iluminacién revertido, para asegurar que los ensayos conductuales se
realizaran en la fase activa de los animales correspondiente al ciclo de oscuridad (12
horas de oscuridad, 07:00 - 19:00, y 12 horas de luz, 19:00 - 07:00). Para la realizacién de
los procedimientos en la fase de oscuridad se emple6é una tenue luz roja en una sala
cercana. Asimismo, todos los animales tuvieron en todo momento libre acceso a agua y

comida.

Todos los procedimientos de manipulacién animal se llevaron a cabo respetando
la Directiva Europea sobre protecciéon de animales utilizados con fines cientificos
(2010/63/UE), siendo ademas aprobados y controlados por el Comité Etico de Bienestar
Animal de la Universidad del Pais Vasco (CEBA) y por la Diputacién Foral de Guiptizcoa
(PRO-AE-S5-062).
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3.2. DISENO EXPERIMENTAL.

3.2.1.1% FASE EXPERIMENTAL.

Tras el periodo de habituacion (8 dias), se obtuvieron muestras basales de sangre
mediante puncién submandibular y cuatro dias después se dividieron aleatoriamente
los animales (n = 123) en dos grupos en funcién de que fueran inoculados (n = 69) o no
(n=54) con células de melanoma B16F10. Seis dias después de la inoculacién, ambos
grupos se dividieron en otros dos subgrupos, estresados (n = 99) y no-estresados (n =
24). El grupo de los estresados (que incluia animales con tumor y sin tumor) fueron
expuestos a un modelo de estrés social mediante contacto sensorial durante 24 horas
(Kudryavtseva et al., 1991) . Para ello, los sujetos fueron introducidos en la jaula de otro
animal previamente seleccionado y entrenado para que fuese agresivo (Ver apartado
3.4.1.). Durante este tiempo se realizaron tres interacciones directas de 5 minutos y el
resto del tiempo se mantuvieron separados con un separador perforado de metacrilato
mediante el cual se podian oler y ver (manteniendo asi el contacto sensorial), pero
permanecian protegidos de ataques fisicos (Ver apartado 3.4.2.1.). Tras 40 minutos de la
altima interaccién directa (dia 7, coincidiendo con el final del periodo de estrés) y 7 dias
después de finalizar el periodo de estrés (dia 14) se obtuvieron muestras de sangre
mediante punciéon submandibular. Para la evaluacion de la conducta tipo-
ansioso/depresiva se aplicaron tres pruebas: la prueba de preferencia de sacarosa (SPT),
17 dias después de la inoculacién; el test de campo abierto (OFT), 18 dias tras la
inoculacién; y el test de natacion forzada (FST), 21 dias después de la inoculacion. Tras
finalizar la prueba FST, los animales fueron sacrificados y se procedi6 a la extraccién del

estriado y el hipocampo para determinar las variables biolégicas (Figura 4).
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Figura 4. Cronograma del 1° disefio experimental.
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3.2.2. 2% FASE EXPERIMENTAL.

Del mismo modo que en la 1% fase experimental, en esta 2* fase también se
obtuvieron muestras de sangre basales tras el periodo de habituacion (n = 102), y cuatro
dias después fueron divididos en dos grupos en funciéon de que fueran inoculados (n=51)
o no (n=51) con células de melanoma B16F10. Al dia siguiente a la inoculacién un
subgrupo de cada grupo (grupo estresado, n = 73) se enfrent6 a su primera exposiciéon
directa (5 minutos) con el animal agresivo y seguidamente tuvieron otros 5 minutos de
interaccion indirecta, donde el animal agresivo fue bloqueado con un contenedor
perforado, permitiendo asi al sujeto experimental moverse con libertad por la caja. Tras
los 10 minutos de interaccién, la caja se dividi6é en dos mitades mediante el separador
perforado de metacrilato que permitia el contacto sensorial. Los animales permanecieron
en estas condiciones durante 18 dias (Ver apartado 3.4.2.2.). Todos los dias rotaron de
caja, enfrentdndose asi a un oponente agresivo nuevo cada dia, con el cual
interaccionaban de forma directa por un periodo muy breve (que finalizaba con el
primer ataque) y se volvian a separar. Se realiz6 otra nueva interacciéon directa de 5
minutos, seguida por otra interaccion indirecta de otros 5 minutos el dia 9. El dia 18 solo
se llevo a cabo una interaccién indirecta de 5 minutos como prueba de Interaccién social
(IS) (Ver apartado 3.5.4.). Todas las interacciones fueron grabadas y 40 minutos después
de las mismas se obtuvieron muestras de sangre mediante puncién submandibular. Los
animales no-estresados (n = 29) fueron alojados individualmente durante todo el
experimento. La conducta tipo-ansioso/depresiva fue evaluada del mismo modo que en
la 1% fase; SPT, el dia 19; OFT, el dia 20; y FST, el dia 21. Entre 5 y 10 minutos después de
finalizar la prueba FST se obtuvieron muestras de sangre por puncién submandibular y
seguidamente se procedi6 al sacrificio de los animales (Figura 5). Una vez sacrificados,

se extrajeron el estriado y el hipocampo para determinar las variables biol6gicas.
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Figura 5. Cronograma del 2° disefio experimental.
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3.3. CELULAS DE MALANOMA B16F10

3.3.1. CULTIVO DE CELULAS.

Los cultivos celulares llevados a cabo durante los dos experimentos fueron
manipulados dentro de una campana de flujo laminar Cultair BC 100 (Cultair S. L.,
Madrid, Espafia). Las células de melanoma B16F10 se descongelaron y se mantuvieron
in vitro a 37°C en una estufa de cultivo (Jouan, Saint Herblain, Francia), en una atmosfera
humidificada al 5% de CO? a una concentracién de 105 células/ml en frascos de cultivo
de 75 cm3 (Corning Inc., Corning, NY, EE.UU.) en un medio de cultivo RPMI-1640 con
HEPES y L-glutamina (Lonza, Basilea, Suiza). Dada su propiedad adherente, estas
células de melanoma permanecen adheridas a la base del frasco de cultivo, por ello para
ser despegadas fueron expuestas a una solucién de PBS al 0,02% de 4cido exilien diamino
tetracético (EDTA) durante 5 minutos. Inmediatamente después, se les afiadié 40 ml de
medio RPMI-1640 y se centrifugaron a 400 x g y a 4°C durante 5 minutos. Se elimin6
todo el liquido sobrenadante y las células se volvieron a resuspender en 1ml de medio,
para posteriormente contar la cantidad de células que habia en 50pl y asi estimar la
cantidad total de células y ajustar las concentraciones a 1 x 105 células/ml en el caso de
seguir manteniendo el cultivo, o a 5 x 105 células/ml en caso de proceder a la inoculacién
tumoral. Esta seleccion tuvo como objetivo fundamental producir un desarrollo tumoral
moderado, cumpliendo con una de las sugerencias de los principios de las tres erres de

la experimentacion animal, el refinamiento.

3.3.2. CONTEO CELULAR.

Estos analisis se realizaron mediante una cdmara cuentaglébulos Biirker (Brand,
Wertheim/Main, Alemania), con un area cuadriculada de dimensiones conocidas y un
microscopio invertido (Olympus CK2. Tokio. Jap6én). Una muestra de la suspensién
celular (50pl) se diluy6 en 200ul de medio (dilucién 1:5) y tras resuspender esta diluciéon
se volvieron a coger 50ul para diluirlos en otros 50ul de tincién azul tripan (dilucién 1:10)
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa). Por altimo, esta dilucién fue colocada en la cdmara de

recuento para proceder al conteo de 3 areas, para posteriormente obtener una media. El

83



Material y métodos

azul tripan es una molécula coloreada de gran peso molecular que sélo es capaz de entrar
en las células que tienen la membrana alterada, de esta manera que permite identificar

y contar las células vivas (incoloras por dentro, y con bordes azules).

3.3.3. INOCULACION TUMORAL.

Las células de melanoma fueron inoculadas de forma intravenosa (iv). Para ello,
los animales fueron pesados y anestesiados via intraperitoneal (ip) con Nembutal
(pentobarbital s6dico; 60 mg/kg). Tras asegurar una sedacién completa, se procedi6 a la
inoculaciéon de 50.000 células de melanoma B16F10 en 0,1 ml de medio en la vena lateral
de la cola, calentada previamente con una almohadilla térmica para facilitar la
vasodilatacién. Para la inyeccion se utilizaron agujas de calibre 30%.. Para asegurar el
éxito de la inoculacién tumoral, se eliminaron del experimento a todos aquellos sujetos
que habian recibido mas de dos pinchazos hasta alcanzar la vena caudal o no recibieron
la dosis de forma completa durante el primer pinchazo. Los animales que no fueron
inoculados con tumor (grupos sin-tumor) también recibieron la misma dosis de

anestesia.

3.3.4. CUANTIFICACION DEL DESARROLLO TUMORAL.

Para determinar del ntimero y area de los focos metastasicos pulmonares, tras su
extraccion, los pulmones fueron introducidos en una solucién de Bouin que dado el
componente acuoso del acido picrico, tiene una gran propiedad de fijacion. Esto permiti6
destacar los focos tumorales (negros-grisaceos) sobre un fondo amarillo intenso,
facilitando la determinacion final del nimero de focos metastasicos pulmonares. Tras
varios dias en solucién de Bouin, un l6bulo pulmonar fue separado cuidadosamente
para realizar el recuento de los focos metastasicos visibles bajo una lupa binocular (Zoom

Estereo Olympus SZ30) (Figura 6).
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Figura 6. Desarrollo tumoral. Ejemplos de las imagenes obtenidas del I6bulo superior del pulmén izquierdo
(anverso y reverso), de un sujeto sin desarrollo tumoral (izquierda) y otro con desarrollo de melanoma
pulmonar (derecha).
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3.4. MODELO DE ESTRES SOCIAL POR CONTACTO SENSORIAL.

3.4.1. SELECCION Y ENTRENAMIENTO DE RATONES AGRESIVOS.

Los ratones que se utilizaron fueron los mismos que los experimentales, ratones
machos de la cepa OF1, que, ademads, se caracterizan por su alto nivel de agresividad. En
primer lugar, se enfrentaron parejas de ratones al azar en una caja neutra, hasta observar
las primeras conductas de ataque por parte de uno de los contrincantes. Una vez
establecida la jerarquia (dominantes vs sumisos), se llevé a cabo un segundo
enfrentamiento, en el cual los sumisos se enfrentaron como intrusos a los dominantes,
con el objetivo de registrar la latencia de ataque de estos tltimos. Se establecieron tres
grupos de ratones en funcion de la latencia de ataque; ratones que atacaban en menos
de 15 segundos, ratones que tardaban mds en atacar (pero siempre en menos de 1
minuto) y ratones sumisos. Con el objetivo de igualar la latencia de ataque, se llevo a
cabo un entrenamiento de la agresividad de los sujetos dominantes que tardaban en
atacar, que consisti6 en enfrentar los ratones dominantes con los sumisos siendo estos
altimos los intrusos. Asi, se afianz6 esta conducta de ataque en todos los dominantes,
con una latencia inferior a los 10 segundos, previo a la primera interaccion directa con el
sujeto experimental. Por lo tanto, los animales seleccionados y entrenados tenian de
media 7 experiencias previas de victorias acumuladas, mientras que el grupo
experimental no tenia ninguna. De esta forma, se logré6 homogeneizar las caracteristicas
del estimulo estresor agresivo, que posteriormente iba a ser utilizado como residente

durante la situacién de estrés social, frente a un ratén experimental.
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3.4.2. ESTRES SOCIAL MEDIANTE EL MODELO DE CONTACTO
SENSORIAL.

3.4.2.1. 1° fase experimental (estrés agudo).

Se realizaron interacciones residente-intruso utilizando el modelo de contacto
sensorial propuesto por Kudryavtseva et al. (1991) y modificado por Vegas et al. (2004).
Los animales del grupo estresado se enfrentaron como intrusos a animales agresivos
residentes, que habian sido previamente entrenados, durante un periodo de 24 horas
(Figura 7). Durante este periodo de tiempo, los animales fueron sometidos a interaccion
fisica- directa (IFD) s6lo en tres intervalos de 5 minutos cada uno. (8:00h-8:05h, 20:00h-
20:05h y al dia siguiente 8:00h-8:05h). El resto del tiempo, los animales intrusos
experimentales fueron fisicamente protegidos de los animales agresivos residentes
mediante un separador de metacrilato perforado, que permitia que el enfrentamiento
continuase de una manera sensorial-indirecta en la misma jaula del sujeto dominante.
De esta manera, los ratones se olian y se vefan, pero no podian agredirse, con lo cual
evitamos que se produjeran heridas que pudiesen poner en marcha el sistema
inmunitario e interfiriesen en los resultados. A pesar de que, durante las interacciones
con el sujeto agresivo, los sujetos experimentales recibieron algunas mordeduras, la
mayoria de ellos no mostro heridas visibles. Los periodos de interaccién fisica-directa se
llevaron a cabo en una habitacién contigua al estabulario, en la que las conductas
manifestadas por los sujetos experimentales durante las dos primeras sesiones de 5
minutos de interaccién social fueron grabadas con una cdmara de video digital (JVC,
GZ-MG77E). Con la introduccién del separador de metacrilato terminaba la interacciéon
directa, y los sujetos eran trasladados al estabulario para continuar en interaccién
sensorial-indirecta. La aplicacion de este modelo de estrés por interaccion social fisica y
sensorial de 24 horas, se denominard estrés agudo como en estudios previos realizados
en nuestro laboratorio, y ademas, en este trabajo en contraposicion al modelo de estrés
crénico aplicado en el segundo experimento. Aunque existe un mayor acuerdo sobre la
denominacion de estrés crénico, la denominacion de estrés agudo incluye multitud de
modelos que varfan en la intensidad y tiempo de aplicacién, no siendo equiparable

nuestro modelo de estrés agudo a un estrés puntual.
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Figura 7: Representacién del Modelo de Estrés Social Agudo. [Ratén rojo] Animal Experimental Intruso;
[Ratén negro] Animal Agresivo Residente; [Camara] Filmacion.

3.4.2.2. 2% fase experimental (estrés cronico).

Basandonos en el mismo modelo de estrés social por contacto sensorial utilizado
para el estrés agudo, los animales sometidos a estrés permanecieron en las jaulas de los
agresivos durante 18 dias (Figura 8). Los animales estresados cambiaban de oponente y
por lo tanto de jaula (ya que los estresados siempre eran los intrusos) todos los dias. El
cambio comenzaba con una IFD (entre las 8:00h - 9:00h) que se cortaba tras el primer
ataque para posteriormente permanecer separados mediante la barrera perforada de
metracrilato durante las siguientes 24 horas. Ademas, los dias 1 y 9, la IFD duré 5
minutos, y tras este periodo, se volvi6 a registrar la conducta de los animales estresados
durante otros 5 minutos en una interaccién no-fisica (INF): los sujetos agresivos fueron
cubiertos con un cubilete perforado que les impedia atacar al sujeto experimental. Asi se
pudo evaluar la conducta del animal experimental sin que el agresivo interfiriese sobre
el mismo. Esta interaccion no-fisica se volvio a llevar a cabo el dia 18, justo antes de la
finalizacion del periodo de estrés cronico. Del mismo modo que en el estrés agudo, las
IFD y INF que fueron grabadas se llevaron a cabo en una habitaciéon separada, mientras
que las interacciones directas breves y el resto del tiempo permanecieron en el

estabulario.
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Figura 8: Representacién del Modelo de Estrés Social Crénico. [Ratén rojo] Animal Experimental Intruso;
[Raton negro] Animal Agresivo Residente; [Camara] Filmacién.
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3.4.3. EVALUACION CONDUCTUAL Y ESTABLECIMIENTO DE LAS
ESTRATEGIAS DE AFRONTAMIENTO.

Los videos de las conductas manifestadas por los sujetos experimentales durante
la primera sesién de interaccién fisica directa y de la interaccién no-fisica (este tltimo
solo en el segundo experimento), fueron evaluadas utilizando un programa informético
THE OBSERVER 14.0 (Noldus, IT, Wageningen, Holanda). Este programa permite
cuantificar el tiempo que cada sujeto dedica a cada una de las categorias conductuales
establecidas. La evaluacion se realizé en base al etograma del ratéon elaborado por el
investigador Brain (1972), y detalladamente descrito por Martinez et al. (1998). Dicho
etograma contempla 52 pautas conductuales agrupadas en 11 categorias:

1. Escarbar

2. Exploracién Social

3. Exploracién a Distancia
4. Ataque

5. Amenaza

6. Evitacion/Huida

7. Defensa/Sumisién

8. Inmovilidad

9. Autoaseo

10. Exploracién No-social

11. Conducta Sexual

En el presente trabajo se evaluaron 12 conductas, ya que la evitacién y la huida
fueron evaluadas como 2 conductas diferentes (para la descripciéon detallada de cada
una de las pautas conductuales evaluadas ver ANEXO I). Una vez finalizada la
evaluacion conductual, se obtuvo el porcentaje de tiempo dedicado a cada una de las

categorias conductuales evaluadas para utilizar como variable de analisis.
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3.5. EVALUACION DE LA CONDUCTA TIPO-
ANSIOSO/DEPRESIVA

3.5.1. PRUEBA DE NATACION FORZADA (FORCED SWIMMING
TEST - FST).

La prueba FST fue llevada a cabo siguiendo el modelo descrito por Duarte et al.
(2006). Los ratones fueron introducidos individualmente en un recipiente cilindrico (18,5
cm de altura y 12,5 cm de didmetro) que contenia 13,5 cm de agua a 25 + 1°C. El agua de
los recipientes fue cambiada tras cada sesion. La prueba tuvo una duracién de 5 minutos,
los cuales fueron grabados (JVC, GZ-MG77E) para posteriormente evaluar el tiempo que
los animales dedicaron a las conductas de inmovilidad, natacién y escalada utilizando
la version 14 del software Observer (Noldus, ITC, Wageningen, Holanda). Los
movimientos minimos realizados con el objetivo de mantenerse a flote también fueron
considerados como un estado de inmovilidad. La conducta de natacién implica
movimientos activos de las patas delanteras, bien en direccién horizontal cruzando el
recipiente, o bien girando en circulo (Kaster et al., 2012). Por dltimo, la conducta de
escalada se considera, cuando el animal realiza movimientos verticales intentado salir
del recipiente. A la hora de realizar los analisis estadisticos se tuvo en cuenta el

porcentaje de tiempo dedicado a cada conducta.

Probablemente, éste modelo de depresion sea el mas utilizado a la hora de
estudiar la efectividad de los tratamientos antidepresivos (Duman y Monteggia, 2006).
Segtin este paradigma, el hecho de que los ratones estén mas tiempo inméviles indica

un estado de indefensién que puede ser revertido con antidepresivos (Porsolt, 2000).

3.5.2. PRUEBA DE CAMPO ABIERTO (OPEN FIELD TEST - OFT).

El test de campo abierto inicialmente fue disefiado para estudiar la defecacién de
los roedores como sintoma de su “emocionalidad” (Hall, 1934). Mas tarde, se us6 para
medir los cambios conductuales inducidos por diferentes intervenciones, como la
administracion de psicofdrmacos. Posteriormente, Broadhurst (1957, 1958), determiné

que los movimientos durante la prueba de campo abierto sobre todo se daban por la
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motivacion de los roedores explorar. En 1977, Royce, incluy¢ el andlisis de periferia
centro, y concluy6 que los animales que permanecian mas tiempo en el centro de la caja
indicaba una conducta menos ansiosa que aquellos sujetos que permanecian mas tiempo

en la periferia.

La prueba se llevé a cabo tal y como describe Zomkowski et al. (2002), con el
objetivo de evaluar la actividad locomotora de los animales. El area del campo abierto
consistié en una caja de plexiglas (40 x 40 x 30 cm). Al comenzar la prueba se colocé el
ratén en el centro de la caja y se le permiti6 explorar libremente durante 5 minutos. La
conducta fue grabada para posteriormente ser evaluada con la versiéon 4.96 del software
ANY-maze© (Stoelting Europe, Dublin, Irlanda). Con la ayuda de este software, la caja
fue virtualmente dividida en dos zonas (periferia y centro) para posteriormente
determinar el tiempo (seg) que cada animal permanece en cada una de las zonas.
Ademés, se tuvo en cuenta a qué distancia (m) del centro permanecian los animales de
media, la distancia (m) recorrida por cada sujeto, asi como el tiempo (seg) que cada sujeto
permanecia inmévil. La caja se limpi6 entre los ensayos con una solucion de acido acético

al 0,5%.

3.5.3. PRUEBA DE PREFERENCIA DE SACAROSA (SUCROSE
PREFERENCE TEST - SPT).

El consumo de sacarosa es una prueba disefiada para evaluar la sensibilidad a la
recompensa, por lo que es indicativa de la conducta anhedénica, uno de los sintoma
principales de la depresién mayor (Monleon et al., 1995). En este caso, se ha utilizado un
paradigma de doble botella, en el cual los ratones pueden elegir entre consumir de una
botella de agua y de una botella que contiene una solucién de sacarosa al 1%. Con el fin
de evitar cualquier preferencia de lugar, la mitad de los animales de cada grupo tuvieron
la botella con sacarosa en el lado izquierdo y la otra mitad en el derecho. La prueba se
realiz6 en la propia jaula de los ratones, los cuales no fueron en ningtin momento
privados de comida ni de agua. Partiendo de la diferencia entre el peso de las botellas
antes y después de cada sesién, se calcularon dos variables. Por un lado, el consumo de
sacarosa (g), dividido por el peso corporal de cada ratén, que se expresé como la ratio

de consumo por cada gramo de peso corporal mediante la siguiente férmula:
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sacarosa consumida (g)
Consumo de sacarosa = - x 100
Peso del animal (g)

Por otro lado, se determin¢ la preferencia de sacarosa mediante la relaciéon entre

la ingesta de sacarosa y la ingesta de agua, calculada de acuerdo con la siguiente férmula:

sacarosa consumida (g)

Preferencia de sacarosa = - _ x 100
sacarosa consumida (g) + agua consumida (g)

3.54. PRUEBA DE INTERACCION SOCIAL (IS).

El dia 18 del estrés crénico, se llevé a cabo la prueba de interaccién social, donde
después de la ultima interaccion fisica directa se permitié a los animales estresados
explorar libremente el drea y a su oponente habiendo bloqueado previamente al
oponente mediante un cubilete perforado. En este caso se analiz6 el tiempo que los
animales permanecieron inmoviles y el tiempo que estos pasaban cenca del animal
oponente. Para ello, se limité un drea de 15cm alrededor del oponente y se registr6 el

tiempo que permanecian dentro y fuera de esa area.
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3.6. EXTRACCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS.

3.6.1. EXTRACCION DE SANGRE.

La extraccién de sangre se llevé a cabo mediante dos técnicas diferentes. Por un
lado, mediante puncién submandibular, la cual permite extraer muestras sanguineas de
ratones in vivo. Esta técnica, consiste en un procedimiento propuesto por Golde et al.
(2005), como una alternativa a técnicas mds agresivas y que a menudo resultan
complicadas. Esta técnica permite obtener voltiimenes suficientes de sangre (100-250 pl),
de una manera muy rdpida, realizando una puncién sobre la vena submandibular
(Figura 9) con una lanceta de 5 mm (Lancetas 5mm Goldenrod, Medipoint International
Inc., EE.UU). Para ello tinicamente es necesario inmovilizar al animal manualmente, sin
necesidad de utilizar anestesia. Por otro lado, mediante puncién cardiaca. En este caso,
tras la dislocacion cervical, los sujetos se colocan en posicion dorsal y se desinfecta el
area del pinchazo, posteriormente, se introduce la aguja en el segundo o tercer espacio
intercostal del lado izquierdo, coincidiendo con el ventriculo izquierdo. Esta dltima
técnica permite obtener volimenes de sangre mayores (1 ml aprox.) pero solo se puede
realizar en el momento del sacrificio. En ambos casos, la sangre fue recolectada en tubos
revestidos con heparina, los cuales se mantuvieron 1 hora a temperatura ambiente para
ser posteriormente centrifugados a 3000 x g durante 15 minutos a 4°C. El plasma
resultante fue transferido a un microvial que fue almacenado a -80°C hasta su

procesamiento y posterior andlisis.

Figura 9: llustraciéon de la vena submandibular de ratén. La venas retro-orbital (arriba) y submandibular
(abajo), procedentes de la vena yugular, drenan la cara del ratén. Imagen tomada de (Golde et al., 2005).
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3.6.2. EXTRACCION DEL CEREBRO, ESTRUCTURAS CEREBRALES Y
ORGANOS.

En una plataforma de aluminio colocada sobre hielo en escamas a 4°C, se
extrajeron los bazos y pulmones de los sujetos. Posteriormente, los animales fueron
decapitados para la extraccion del cerebro y se procedi6 a diseccionar el hipocampo y el
nucleo estriado (Figura 10). Cada estructura extraida fue guardada en viales libres de

ARN que fueron primero congelados en nitrégeno liquido, y luego almacenados a -80°C

para su posterior analisis.

Figura 10: Ejemplo de la extraccion de algunas estructuras cerebrales. En este caso, se ilustra la extraccion
del hipocampo. Imagen tomada de (Spijker, 2011).
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3.7. ANALISIS DE MUESTRAS BIOLOGICAS

3.7.1. EXPRESION GENICA DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS
IL-6 Y TNF-a Y DE LAS ENZIMAS IDO, TDO E iNOS EN EL
CEREBRO (REAL TIME RT-PCR).

En todos los procedimientos que se describen a continuacion se tomaron todas
las medidas de esterilidad pertinentes con el fin de evitar la contaminacién de las
muestras. Asi mismo, todo el material pléastico utilizado esta fabricado libre de ARNasa

y ADNasa.

Extraccion de acido ribonucleico (ARN).

La extracciéon de ARN de cada estructura se llev6 a cabo con el Kit NucleoSpin
RNA Plus (Macherey Nagel, Alemania), con capacidad para procesar muestras de hasta
30 mg. Para empezar, se mezclaron bolas de 6xido de circonio de 0,5 mm y 1 mm de
diametro en una proporcion del 50%. Posteriormente, se afiadieron a cada muestra una
cantidad de bolas equivalente a su volumen junto con 350 pl de buffer guanidina
tiozianato y se introdujeron en el agitador Bullet Blender (BBY24M Bullet Blender Storm,
Next, Advance, New York, USA), a una velocidad 8 durante 3 minutos para que las bolas
rompiesen las células y homogeneizasen la muestra. A continuacién, se centrifugé la
muestra durante 1 minuto a 11000 x g (Microfuge 22R Centrifuge, Beckman Coulter).
Tras la centrifugaciéon se obtuvo un precipitado con dos fases. Una fase acuosa en la
superficie que contiene el ARN de las muestras y una fase orgédnica compuesta
fundamentalmente por proteinas en el fondo. La fase acuosa de la superficie fue
transferida a un nuevo tubo para eliminar el ADN genémico y se centrifugé durante 30
segundos a 11000 x g. Asi, el ADN genémico se uni6 al filtro, mientras que el ARN fue
precipitado al tubo colector. Este tltimo fue mezclado con 100pl de Binding Solution y
se pipeteo a un filtro con membrana de silice, lo que hizo que el ARN se quedase unido
a este filtro, mientras que el resto de material que no era ARN se precipit6 al tubo, y
permitié aislar el ARN. Por dltimo, se incorporé un nuevo tubo colector al filtro de
membrana de silice, se afiadieron 40 pl de agua y se centrifugé durante 1 minuto a 11000
x g. De este modo se obtuvo el ARN disuelto en agua y las muestras fueron almacenadas

a -80°C hasta el siguiente procedimiento.
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Valoracion de la calidad y la cantidad de ARN de las muestras procesadas por

espectrofotometria.

Es recomendable conocer tanto la calidad como la cantidad del ARN obtenido
antes de realizar el anélisis de los dcidos nucleicos. Para ello, se depositaron 2 microlitros
de cada muestra en una placa multivolumen Take 3 disefiada para la cuantificacién de
proteinas y acidos nucleicos. Se introdujo la placa en un lector Synergy HT, y se analiz6é
la cantidad de ARN mediante el programa Gen 5 1.11 (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, EE.UU). Asi, se obtuvieron dos datos:

o La calidad de las muestras: mediante la divisién de los valores de absorbancia para
cada longitud de onda (A260/ A280) se obtuvo un indice que indica la calidad de
nuestras muestras. Las muestras mostraron valores comprendidos entre 1,8 y 2.
Indices menores indicarian la presencia de proteinas, fenol u otros
contaminantes.

e  Lacantidad de ARN en las muestras: ésta fue calculada teniendo en cuenta que una
unidad de absorbancia a 260 nm equivale aproximadamente a 40 mg/ml de
ARN, por lo que se aplic6 la siguiente férmula para cada muestra: (A260 x 100 x

40) / 1000 = cantidad de ARN en pg/ml.

Por dltimo, considerando que lo adecuado seria que todas las muestras partan de
la misma cantidad de ARN en el proceso de amplificacion, todas ellas fueron ajustadas
a la misma concentracion en un volumen de 8 pl utilizando la cantidad de agua libre de
ARNasa y ADNasa necesaria para cada caso. La concentracion elegida la determiné la
muestra que presentaba menor cantidad de ARN. Finalmente, las muestras fueron

almacenadas a -80°C hasta el siguiente procedimiento.
Reaccion en cadena de la polimerasa en transcripcion reversa.

El analisis por RT-PCR se realiz6 en dos etapas, primeramente, se realiz6 la
retrotranscripcion del ARN y posteriormente se realizé el proceso de amplificacion, tal
y como se explica a continuacion. Sin embargo, antes de determinar la expresién génica
es necesario seleccionar, disefiar y fabricar los cebadores o primers directos e inversos
de cada gen a analizar. Para obtener la secuencia genémica de los genes a analizar se

utiliz6 la base de datos GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Una vez obtenida la secuencia, se procedi6é a la seleccion y al disefio de los
cebadores utilizando el programa informatico Primer Express 3.0 de Applied
Biosystems. Para saber si los primers seleccionados eran especificos de cada uno de los
genes a analizar se utiliz6 el programa BLAST (http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
La fabricacion de los cebadores se le encargé a Applied Biosystems. Los cebadores son
entregados por la casa comercial en estado liofilizado en una concentracién de 10 nM,
por lo que es necesario reconstituirlos afiadiendo agua libre de ARNasa y ADNasa

consiguiendo una concentracion final de 13 pM.

- Retrotranscripcion del ARN: En este proceso, parte del ARN de las muestras se
transcribié6 a ADNc (ADN complementario). En primer lugar, se afiadieron 8 pl de las
muestras a un nuevo tubo térmico especial para RT-PCR el cual contenia una mezcla
compuesta por 16 pl de tampoén para el enzima retrotrascriptasa, 4 pl del enzima Prime
Script RT, 4 pl de cebadores hexaméricos aleatorios (Random Primers), 4 pl de cebador
disefiado para iniciar la sintesis de ADNc (Oligo dT) y 44 pl de agua libre de ADN y
ARN (Takara, Madrid, Espafia). A continuacién, las muestras se introdujeron en la PCR
y se puso en marcha la reaccién de retrotranscripcion en las siguientes condiciones: 37°C
durante 15 minutos, 85°C durante 5 segundos y finalmente la muestra alcanza 4 °C, en

ese momento las muestras fueron extraidas de la PCR y almacenadas a -20°C.

- Amplificacion del ADNc: Una vez obtenido el ADNc mediante transcripcion
reversa, se determiné la expresién génica mediante PCR a tiempo real (PCR 7500 Real
time PCR System, Applied Biosystems, Madrid, Espafia). Para ello, se emplearon
microplacas de 96 pocillos especificas para PCR y en cada pocillo se afiadieron 25 pl de
la siguiente reaccién: 9 pl de agua libre de ARNasa y ADNasa, 12,5 pl de QuantiTect
SYBR Premix Ex Taq II como fluorocromo (Takara, Madrid, Espafia), 0,5 pl del
fluorocromo ROX utilizado para normalizar la sefial, 0,5 pl del cebador directo y 0,5 pul
del cebador inverso, ambos especificos de cada gen analizado. Una vez completada la
placa, se aftadieron 2 pl del ADNc de cada una de las muestras por triplicado. La placa
fue sellada y centrifugada a 400 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. Tras la
centrifugacion, la placa se introdujo en la PCR y se dio comienzo al proceso de
amplificacion (Figura 11). Las condiciones de tiempo y temperatura utilizados fueron las
mismas para todos los genes, excepto la temperatura de fusioén (Tf) que es especifica para

cada gen. Asf, las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un primer ciclo de
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30 segundos a 95°C, a continuacién 40 ciclos de amplificacién (5 segundos a 95°C, 34

segundos a Tf) y por ultimo una fase para obtener la curva de fusién o melt curve (15

segundos a 95°C, un minuto a Tf y 15 segundos a 95°C).

REPETICION
DELCICLO

ADN

desnaturalizacion por calor

N
Enfriamiento
Primers hibridizan

-

3 é
e -

Extension del primer

Dos nuevos hibridos
ADN formados

Figura 11. Amplificacién del ADN en la PCR.

Siguiendo este protocolo, se determiné la expresion génica de los siguientes

genes: IL-6, TNF-a, IDO, TDO e iNOS (Tabla 1). E1 GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa) y el HPRT (hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa) se utilizaron

como genes enddgenos de control para todas las muestras.

Tabla 1.
Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion de los genes.
Gen Descripcion Secuencia del cebador (5°-3") GenBank n°
. F: GCCAGAGTCCTTCAGAGA
IL-6 Interleucina 6 R: CCTTAGCCACTCCTTCTGT NM_031168.1
Factor de Necrosis F: ACGTGGAACTGGCAGAAGAG
TNFa Tumoral Alfa R: TGCCACAAGCAGGAATGAGA NM_013693.2
. Oxido Nitrico Sintasa F: GGATCTTCCCAGGCAACCA
iINOS Inducible R: CAATCCACAACTCGCTCCAA NM010927.3
Indoleamina 2,3- F: AAAGCAATCCCCACTGTATCCA
DO dioxigenasa R: TGCCTTTTCCAATGCTTTCAG BC049951.1
TDO Triptéfano 2,3- F: CGATTCCAGGTCCCTTTCCA
dioxigenasa R: AGCCTTGGTGCCCAGCAT
Gliceraldehido-3-fosfato F: CGGCCGCATCTTCTTGTG
GAPDH | 4. chidrogenasa R: GTGACCAGGCGCCCAATAC NM_008084.2
Hipoxantina-guanina- F: TGGGAGGCCATCACATTGT
HPRT fosforribosil-transferasa R: TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAC NM_013556.2
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Valoracion de los resultados

La medida de la expresiéon génica del ARNm por medio de RT-PCR es una
cuantificacion relativa que se sustenta en la comparacion entre el nivel de expresion del
gen a estudiar y los genes enddgenos de control. Para determinar la expresion relativa
de los genes, se tuvieron en cuenta los valores de Ct correspondintes a la cantidad de
ciclos necesarias para un incremento significativo de fluorescencia durante la reaccién,
y los datos obtenidos se procesaron mediante la aplicacion del método 2- AAt (Livak eta

Schmittgen, 2001).
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3.7.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CORTICOSTERONA
EN PLASMA (ELISA).

La determinacion de los niveles de corticosterona en plasma se realiz6 utilizando
el kit comercial de ensayo inmunoenzimatico competitivo DetectX de Arbor Assays
(AntibodyBcn, Barcelona, Espafia), tipo “sandwich” (ELISA). Cada kit contiene una
placa de 96 pocillos pre-tratada con un anticuerpo policlonal de oveja especifico para
corticosterona. El ensayo fue llevado a cabo de acuerdo con las instrucciones
recomendadas por el fabricante y tnicamente fueron utilizados los reactivos que
proporciona el kit, los cuales fueron estabilizados a temperatura ambiente 15 minutos

antes de ser utilizados.

Preparacion de los reactivos, los estaindares y las muestras.

El tampo6n de ensayo fue previamente diluido, afiadiendo una parte del mismo
por cada cuatro partes de agua desionizada (diluciéon 1:5). Asi mismo, el tampén de
lavado también fue diluido afiadiendo una parte de este por cada diecinueve partes de

agua desionizada (dilucién 1:20).

Para generar la curva estdndar, el kit proporciona un vial de solucién stock de
corticosterona con una concentracién de 200.000 pg/ml, a partir del cual, se prepararon
5 rangos de concentraciones: 20.000 pg/ml, 4.000 pg/ml, 800 pg/ml, 160 pg/ml y 22
pg/ml. Las muestras se diluyeron a una concentracién de 1:300, para ello, se afiadio 1 pl

de muestra en 299 pl de buffer (Tris Buffered Saline).

Adicién de la curva estandar y las muestras.

Primeramente, se disefi6 la placa teniendo en cuenta el nimero de pocillos
necesarios en funcion de la cantidad de muestras, estdandares, pocillos de maxima unién
(BO - 0 pg / ml) y pocillos de unién no especifica (NSB). De esta forma, se tuvieron
identificados todos los pocillos durante todo el proceso. Se afiadieron por duplicado 100
pl de cada uno de los estandares y de las muestras en sus pocillos correspondientes.
Posteriormente, se pipetearon por duplicado 50 pl de tampoén de ensayo en los pocillos
NSB y 50 pl en los pocillos B0. Estos pocillos sirvieron de controles de la capacidad de

unioén de la corticosterona.
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Incubacién con el conjugado y el anticuerpo de corticosterona.

Una vez ahadidas las muestras, los estandares y los controles, se afiadieron 50 pl
del conjugado de corticosterona (corticosterona peroxidasa conjugada en una solucién
estabilizadora) a cada pocillo, utilizando una pipeta multicanal. Finalmente, se
afiadieron 50 pl del anticuerpo policlonal de corticosterona a cada pocillo, excepto los
pocillos NSB, para dar inicio a la unién. Posteriormente, la placa fue sellada y agitada
durante una hora a temperatura ambiente en un agitador de placas a ~500 rpm
(Minishaker, IKA). Durante este periodo de incubacién, se produce el llamado

“sandwich” anticuerpo-antigeno-anticuerpo.

Lavado y adicién del sustrato.

Tras el periodo de incubacién, todos los pocillos fueron lavados cuatro veces con
300 pl de tampon de lavado. Tras el daltimo lavado, la placa fue escurrida sobre papel
absorbente y se afiadieron 200 pl del sustrato p-Npp (fosfato p-nitrofenol) en cada
pocillo, el cual reacciona con el conjugado de corticosterona peroxidasa unido.

Posteriormente, la placa fue incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Detencién y revelado de la reaccién enzimatica.

Tras este dltimo periodo de incubacién, se afiadieron 50 pl de una solucién de
fosfato trisodio a todos los pocillos para detener la reaccion enzimatica. Seguidamente,
la placa fue leida con un lector de placas Synergy HT micro-plaka (Bio-Tek Instruments,
Inc., Winooski, VE., EE.UU) con un filtro de absorbancia de 450 nm de longitud de onda,
con el objetivo de detectar la intensidad del color generado por cada pocillo y obtener la

densidad 6ptica (DO).

Valoracion de los resultados.

En primer lugar, se calcularon las medias de las Dos de los pocillos duplicados
para cada uno de los estdndares, muestras y controles. A estas DO medias se les sustrajo
la DO media de los pocillos NSB. Posteriormente estos valores fueron divididos por la
DO media de los pocillos BO y multiplicados por 100 (%B/B0). Con estos valores, se cre6

una curva estandar que tenia en consideracion la concentracion de corticosterona y el
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porcentaje de union segin la DO. De tal forma que, a mayor porcentaje de unién, menor
concentracién de corticosterona y menor DO media. Partiendo de esta curva logistica, se
calcularon las concentraciones de corticosterona de cada una de las muestras con la
ayuda de la aplicacion online My assays (www.myassays.com/arbor-assays-
corticosteroneenzyme-immunoassay-kit.assay). Posteriormente, los valores obtenidos
fueron multiplicados por el factor de dilucién de las muestras (1:100) y convertidos a

ng/ml.
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3.8. ANALISIS ESTADISTICOS

Previo al andlisis de los datos correspondientes a cada experimento, se
examinaron todas las variables dependientes con el objetivo de descartar valores atipicos
y distribuciones no normales. Todos los andlisis que se presentan a continuacién se
llevaron a cabo con el programa de analisis estadisticos SPSS 24.0 para Windows XP
(SPSS Inc., Chicago, Illinois, EE.UU). En todos los casos se consideré un valor de p < 0,05
como estadisticamente significativo y se obtuvo el tamafio del efecto mediante la d de
Cohen (d = 0.2: pequefio; d = 0.5: mediano; d = 0.8: grande) cuando se comparaba 2
grupos, y la ETA parcial al cuadrado (1,2 = 0,01: pequefio; 7,2 = 0.059: mediano; 7,2 =
0.138: grande) para los analisis factores con mas de 2 categorias, interacciones y medidas
repetidas. También se tuvieron en cuenta aquellos resultados que teniendo un p cercana
a la significacién (p<0.70), obtenian un tamafio del efecto mediano grande (d de Cohen

> 0.7 o 17,2> 0.100).

Para el establecimiento y caracterizacion de las estrategias de afrontamiento del
estrés social crénico se realiz6 una combinacién de andlisis clister y analisis
discriminante. Para el anélisis cltster se aplicé el Método de conglomeracion de Ward.
Con el objetivo de estudiar y confirmar la bondad de los cltsteres obtenidos se realizaron
un andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor y un analisis discriminante utilizando
el método de inclusién por pasos Lambda de Wilks. Ademas, mediante un analisis de
Chi-cuadrado se analiz6 la distribucion de los sujetos en las diferentes estrategias (AA,
ANA y PR) en funcién del tumor (tumor y no-tumor) y se obtuvo el tamafio del efecto
mediante V de Cramer (V de cramer = 0.00 - 0.01 insignificante; 0.10-0.20 débil; 0.20-0.40
moderado; 0.40-0.60 relativamente fuerte; 0.60-0.80 fuerte; 0.80-1.00 muy fuerte).

Para determinar si el estrés influy6 sobre el desarrollo tumoral, se llevé a cabo un
ANOVA de un factor en el cual el factor estrés agudo y crénico (estresados vs. no-
estresados) constituyeron el factor intersujeto. Para el resto de variables conductuales y
fisiol6gicos se us6 un ANOVA de dos factores en el cual el tumor (tumor vs. no-tumor)
y el estrés (estresados vs. no-estresados) constituyeron los factores intersujetos. Ademas,
mediante este andlisis se pudo establecer si existia una interaccion entre estas variables:
tumor x estrés, y posteriormente analizar las posibles diferencias entre los subgrupos

(estresados con tumor / estresados sin tumor / no estresados con tumor / no estresados
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sin tumor) mediante el andlisis post hoc Tukey. Las posibles diferencias entre las
estrategias de afrontamiento en las variables conductuales y fisiol6gicas se determinaron
mediante un ANOVA de un factor en el cual las estrategias (NE vs. AA vs. ANA vs. PR)
constituyeron el factor intersujeto. En el caso de que el andlisis resultara significativo, se
procedia a analizar las diferencias entre los cuatro grupos experimentales a través de la
prueba post hoc HSD de Tukey para comparaciones multiples. En el caso de encontrar
diferencias significativas del factor tumor, se realizaron analisis independientes tanto en
el grupo de animales con tumor como en el sin tumor en funcién de las estrategias. En
el caso de la corticosterona y el peso corporal, se realiz6 un ANOVA de tres factores
(tiempo x estrés x tumor) o dos factores (tiempo x estrategias) con medidas repetidas.
Ademés, se realizaron andlisis de correlaciones bivariadas de Pearson para estudiar las
posibles relaciones entre los niveles de corticosterona con el desarrollo tumoral y con los
niveles de TDO, y entre las enzimas IDO e iNOS y las citocinas. Se consideraron aquellos

resultados que mostraron una p<0.05 junto a una r >0.300.

Por ultimo, para las representaciones gréaficas, se utilizaron los valores de la

media * el error estandar de la media (E.E.M).
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41.1. ANALISIS DE LAS DIFERENCIAS INDIVIDUALES EN EL
AFRONTAMIENTO CONDUCTUAL DEL ESTRES SOCIAL.

Teniendo en cuenta que sélo el grupo de sujetos estresados es susceptible de ser
evaluado y analizado conductualmente, se procedié a agrupar a los sujetos en funcién
de las caracteristicas conductuales manifestadas durante la primera interaccién directa
de 5 minutos. Para ello, se realizé un analisis claster utilizando el porcentaje medio de
tiempo dedicado a cada una de las conductas evaluadas y se obtuvieron tres grupos o
conglomerados de sujetos, claster 1, claster 2 y claster 3, con diferentes caracteristicas
conductuales. Para conocer las diferencias que presentan las variables conductuales en
cada uno de los clasteres obtenidos, se realiz6 un anélisis de la varianza (Figura 12).

Todas las conductas mostraron diferencias significativas entre al menos dos grupos:
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Figura 12. Porcentajes medios (+ E.E.M.) de tiempo que dedican a cada conducta durante la primera
interaccién fisica directa, mediante los cuales se ha realizado la clasificacion de los sujetos en el primer
experimento. *p<0.05; **p<0.01; **p<0.001.

Para confirmar la validez estadistica de los dos grupos obtenidos y determinar
las variables conductuales mas eficientes a la hora de discriminar entre ambos grupos,
se aplic6 un analisis discriminante utilizando el método Lambda de Wilks de inclusiéon por
pasos. La conducta de inmovilidad resulté ser la variable conductual que mejor
discriminaba entre los grupos, ya que fue la primera en ser seleccionada para su
inclusién en el modelo discriminante. En las fases posteriores del procedimiento por

pasos, el modelo explicativo fue incluyendo sucesivamente las conductas de
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defensa/sumisién, exploracién no social, exploracién social, amenaza y escarbar,

incrementando asi la discriminacién entre los grupos. El resto de conductas no fueron

incluidas dentro del modelo explicativo debido a que no contribuyeron

significativamente en esa discriminacién, en funcién de los valores Lambda de Wilks (Tabla

2).

Tabla 2.
Resumen del andlisis discriminante.

Variables incluidas en el

PRI Etapa Lambda F para entrar Significacion

analisis
Inmovilidad 1 0,229 161,653 <0,001
Defensa/sumision 2 0,157 72,266 <0,001
Exploracién no-social 3 0,127 56,479 <0,001
Exploracién social 4 0,114 45,501 <0,001
Amenaza 5 0,093 41,973 <0,001
Escarbar 6 0,085 36,906 <0,001

Nota. En cada etapa se introduce la variable que minimiza la Lambda de Wilks Global. La Lambda de Wilks
es un estadistico que expresa el poder de discriminacién del modelo. Su valor esta comprendido entre 0y 1.
Un valor de Lambda cercano a cero significa poder perfecto de discriminacién.

Esta funcién discriminante también fue utilizada para confirmar la validez de los

clasteres obtenidos. Asi, las estimaciones del modelo discriminante aplicado coinciden

en el 97 % de los casos con la clasificacién realizada por el analisis de conglomerados

jerarquicos (Tabla 3).

Tabla 3.
Matriz de clasificacion para el andlisis discriminante.

Claster de pertenencia pronosticado

n real Claster 1 Claster 2 Claster % correctos
Cluster 1 19 18 1 0 94.7
Cluster 2 35 2 33 0 94.3
Cluster 3 45 0 0 45 100

Una vez confirmada la descripcién de los grupos mediante el analisis de la

varianza y la funcién discriminante, procedimos a caracterizar los dos grupos de la

siguiente manera (Figura 12):

e Claster 1, Activos/agresivos (AA) (n=19: Tumor=13; No-tumor=6). Agrupa a los
sujetos que frente a un oponente agresivo responden fundamentalmente con
conductas de exploracion (exploracién no-social, exploracion social y
exploracion a distancia) y agresividad (ataque y amenaza), mientras que dedican

muy poco tiempo a las conductas de defensa/sumision, huida e inmovilidad.
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o Claster 2, Activos/no-agresivos (ANA) (n=35: Tumor =;22 No-tumor=13).
Agrupa a los sujetos que reaccionan con conductas de exploracién (exploracion
no-social y exploracién a distancia), altos niveles de defensa/sumisién y huida,
y niveles intermedios de inmovilidad.

e Claster 3, Pasivos/reactivos (PR) (n=45; Tumor=22; No-tumor=23). Agrupa a los
sujetos que responden fundamentalmente con conductas de defensa/sumision,
huida e inmovilidad y que dedican muy poco tiempo a la exploracion

(exploracién no-social, exploracién social y exploracion a distancia).

Cabe aclarar que el analisis estadistico Chi-cuadrado no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas en la distribucién de los sujetos en las diferentes
estrategias de afrontamiento en funcién del tumor (X2(2) = 2.705, p = 0.259; V de Cramer

= 0.165).
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411. EFECTO DEL ESTRES AGUDO Y DE LAS ESTRATEGIAS DE
AFRONTAMIENTO AL ESTRES SOBRE EL DESARROLLO
TUMORAL.

Con el objetivo de determinar los efectos del estrés agudo y de las estrategias de
afrontamiento al estrés sobre el desarrollo tumoral (nimero de focos tumorales) 21 dias
después de la inoculacion de las células, se realiz6 el andlisis de varianza de un factor, el
cual no mostré diferencias significativas en funciéon del estrés agudo (Fp1,67=0.018;
p=0.894; d Cohen=0.03) (Figura 13a), ni tampoco en funcion de las estrategias de
afrontamiento al estrés (F3,65=0.896; p=0.448; 1,2=0.002) (Figura 13b).
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Figura 13. Valores medios (+ E.E.M.) del nimero de focos tumorales encontrados de los sujetos estresados
(ES) y no-estresados (NE) (a); y los animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados
en diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y
pasivos/reactivos (PR) (b).
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412. ESTUDIO DEL ESTRES AGUDO SOBRE LA CONDUCTA
ANSIOSO/DEPRESIVA EN ANIMALES INOCULADOS Y NO-
INOCULADOS CON MELANOMA B16F10

4.1.21. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de

afrontamiento al estrés sobre la preferencia de sacarosa.

El analisis de varianza con dos factores (tumor x estrés agudo) no mostr6
diferencias significativas en la preferencia de sacarosa ni del factor tumor (Fp,1191=0.234;
p=0.629; d Cohen=0.15), ni del factor estrés agudo (F1,119=0.877; p=0.351; d Cohen=0.24),
ni una interaccién entre el tumor y estrés agudo (Fji,119=3.461; p=0.065; 1,2=0.028).
Ademés, el andlisis post hoc no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los
subgrupos. Al desglosar los estresados en estrategias de afrontamiento, tampoco se

observaron diferencias en la preferencia de sacarosa (F3,1191=0.864; p=0.462; 1,2=0.016).

En cuanto al consumo de sacarosa, tampoco se encontraron diferencias ni del
factor tumor (Fj1,119=0.031; p=0.862; d Cohen=0.06), ni del factor estrés agudo
(Fr1,1191=0.482; p=0.489; d Cohen=0.16), ni una interaccion entre el tumor y estrés agudo
(F,119=0.631; p=0.429; 1,2=0.005). Ademas, el andlisis post hoc no revel6 diferencias
significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 14a). En este caso tampoco se
encontraron diferencias en el consumo de sacarosa en funcién de la estrategia de

afrontamiento (Fi3119=0.705; p=0.551; 17,2=0.010) (Figura 14b).
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Figura 14. Porcentaje medio (+ E.E.M.) de la sacarosa (g) y agua consumida (g) de los sujetos estresados (ES)
con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y consumo de sacarosa
los animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
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4.1.2.2. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de
afrontamiento al estrés sobre la conducta en la prueba de nataciéon

forzada (FST).

El analisis de varianza de dos factores no mostré diferencias significativas en
ninguna de las conductas del FST ni en funcién del tumor (inmovilidad: Fj1,116=0.192;
p=0.662; d Cohen=0.02 / natacién: Fji,116=0.543; p=0.463; d Cohen=0.08 / escalada:
F1,116=0.256; p=0.614; d Cohen=0.03), ni del estrés agudo (inmovilidad: Fj1,116=0.586;
p=0.445; d Cohen=0.17 / natacién: Fj1,116=1.982; p=0.162; d Cohen=0.33 / escalada:
F1,116=0.077; p=0.782; d Cohen=0.03), ni una interaccién entre el tumor y el estrés agudo
(inmovilidad: Fp1,116=0.276; p=0.600; 17,2=0.002 / natacioén: F1,116/=0.270; p=0.604; 17,2=0.002
/ escalada: Fj1,116=0.013; p=0.911; 7,2=0.001). Ademas, el andlisis post hoc no revelo

diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje medio

—~

+ E.E.M.) de tiempo dedicado a la inmovilidad (a), natacién (b) y escalada (c)
en el test de natacion forzada de los sujetos estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-
estresados (NE) con tumor y sin tumor.

Al desglosar los estresados en estrategias de afrontamiento, tampoco se
observaron diferencias en el tiempo dedicado a cada conducta de FST (inmovilidad:
Fi3,116=1.749; p=0.161; 1,2=0.039 / natacién; Fj3116=1.959; p=0.124; 1,2=0.045 / escalada:
Fp1,116=0.435; p=0.729; 1,2=0.008) (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje medio (+ E.E.M.) de tiempo dedicado a la inmovilidad (a), natacién (b) y escalada (c)
en el test de natacién forzada los animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados

en diferentes estrategias de afrontamiento; activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) vy
pasivos/reactivos (PR).

4.1.2.3. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de

afrontamiento al estrés sobre la conducta en la prueba de campo

abierto (OFT).

El anélisis de varianza de dos factores no mostré diferencias significativas en el

tiempo que los animales transcurren inmoviles ni del factor tumor (Fj1,118=1.911; p=0.169;

d Cohen=0.02), ni del factor estrés agudo (F1,118=0.276; p=0.601; d Cohen=0.13). Si se

encontrdé una interaccién entre las variables tumor y estrés agudo con un tamafio del

efecto pequeno (F1,118=5.319; p=0.023; #,2=0.043), sin embargo, el andlisis post hoc no

revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 17a). Al

desglosar a los estresados en las estrategias, el andlisis de varianza de un factor no

mostré diferencias en el tiempo que los animales permanecian inméviles (Fi3,118=0.397;

p=0.755; 1,2=0.008) (Figura 17b).
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Figura 17. Promedio (+ E.E.M.) de tiempo (seg) inmovil de los sujetos estresados (ES) con tumor y sin tumor,
y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los animales no-estresados (NE) junto con
los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA),
activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).

Los resultados son muy parecidos cuando analizamos la distancia recorrida. El
analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) indic6 que no habia
diferencias ni del factor tumor (F1,115=1.913; p=0.169; d Cohen=0.04), ni del factor estrés
agudo (Fj1,118=0.679; p=0.412; d Cohen=0.18). Si se observ6 una interaccién entre el tumor
y el estrés agudo (Fj1,118=4.266; p=0.041; 1,2=0.060), sin embargo, el analisis post hoc
revel6 que no habia diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura
18a). En este caso, tampoco se observaron diferencias cuando se analiz6 la distancia
recorrida en funcién de las estrategias de afrontamiento (F3,115=0.395; p=0.757; 11,2=0.006)

(Figura 18b).
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Figura 18. Promedio (+ E.E.M.) de la distancia recorrida (m) de los sujetos estresados (ES) con tumor y sin
tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los animales no-estresados (NE)
junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos
(AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
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En cuanto al tiempo transcurrido en el centro de la caja y la distancia media desde
el centro de la caja en la que permanecian los animales, no se encontraron diferencias ni
del factor tumor (tiempo en el centro: Fi1,115=0.480; p=0.490; d Cohen=0.08 / distancia
media al centro: Fj1,115=1.388; p=0.241; d Cohen=0.32), ni del factor estrés agudo (tiempo
en el centro: F3118=0.226; p=0.635; d Cohen=0.12 / distancia media al centro: Fy3,118=0.437;
p=0.510; d Cohen=0.12), ni una interaccién entre el tumor y el estrés agudo (tiempo en el
centro: Fi1,118=0.389; p=0.534; 17,2=0.003 / distancia media al centro: Fj1,1181=0.170; p=0.681;
1,2=0.001). Ademas, el andlisis post hoc no revel6 diferencias significativas entre
ninguno de los subgrupos (Figura 19a,c). El analisis de varianza de un factor tampoco
mostré diferencias en funcion de las estrategias de afrontamiento (tiempo en el centro
Fp3,118=0.516; p=0.672; 1,2=0.013 / distancia media al centro: F5115=0.430; p=0.732;
1,2=0.000) (Figura 19b,d).
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Figura 19. Promedio (+ E.E.M.) de tiempo (seg) en el centro de la caja inmévil de los sujetos estresados (ES)
con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los animales no-
estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de afrontamiento:
activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). Promedio (+ E.E.M.) de
distancia (m) al centro de la caja de los sujetos estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-
estresados (NE) con tumor y sin tumor (c); y de los animales no-estresados (NE) junto con los sujetos
estresados clasificados en diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-
agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (d).
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413. ESTUDIO DEL ESTRES AGUDO SOBRE VARIABLES
FISIOLOGICAS EN ANIMALES INOCULADOS Y NO-
INOCULADOS CON MELANOMA B16F10.

4.1.3.1. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre los niveles plasmaticos de

corticosterona.

El analisis de varianza de tres factores (tiempo x estrés agudo x tumor) con
medidas repetidas revel6 diferencias significativas y un tamafio del efecto grande del
factor tiempo (F1,48=8.738; p=0.005; 1,2=0.154) y tiempo x estrés agudo (F1,45=29.540;
p<0.001; #,2=0.381) entre los niveles de corticosterona basales y los obtenidos los dias 7 y
14. Solo los animales estresados mostraron un incremento de los niveles de
corticosterona el dia 7 (Fp1,1191=14.919; p<0.001; 7,2=0.111), esto es, 40 minutos después de
terminar las 24 horas de estrés agudo (Figura 20). Por el contrario, estos andlisis no
mostraron diferencias significativas en la interaccién entre tiempo x tumor (F1,45=3.879;
p=0.055; 71,2=0.075), ni tiempo x estrés x tumor (Fp1,45=0.251; p=0.618; 1,2=0.005). El
analisis post hoc revelé que los dos subgrupos de estresados (tumor / no-tumor)
mostraron un incremento de los niveles de corticosterona no observado en ambos
subgrupos de no-estresados (tumor / no-tumor) tras finalizar el estrés (estresados con
tumor - no estresados con tumor: p<0.001 d Cohen=0.85 / estresados con tumor - no
estresados sin tumor: p<0.001 d Cohen=1.22 / estresados sin tumor - no estresados con
tumor: p=0.017 d Cohen=0.77 / estresados sin tumor - no estresados sin tumor: p=0.004
d Cohen=1.14) (Figura 20). Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas

entre ningtn grupo el dia 14, es decir, 7 dias después de finalizar el estrés.
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Figura 20. Niveles medios (+ E.EM.) de corticosterona en plasma (ng/ml) obtenidos por puncién
submandibular durante diferentes momentos del experimento de los sujetos estresados (ES) con tumor y sin
tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor. ***p<0.001.0: Diferencias significativas
entre los subgrupos p<0.001; O: Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.001.

El anélisis de varianza de dos factores (tiempo x estrategias) con medidas
repetidas revel6 diferencias significativas de la interaccién entre tiempo x estrategias
(Fr3,48=10.417; p=0.001; 17,2=0.394) en los niveles de corticosterona. Pero en este caso, solo
eran los animales no-estresados los que mostraron niveles menores de corticosterona
que los animales AA (p=0.015; d Cohen=1.20), ANA (p<0.001; d Cohen=1.22) y PR
(p<0.001; d Cohen=0.72) (Figura 21) tras el final del periodo de estrés, mientras que no se

encontraron diferencias entre las tres estrategias de afrontamiento al estrés.
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Figura 21. Niveles medios (+ E.E.M.) de corticosterona en plasma (ng/ml) obtenidos por puncién
submandibular durante diferentes momentos del experimento de los animales no-estresados (NE) junto con
los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA),
activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR). ***p<0.001.
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4.1.3.2. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de

afrontamiento del estrés sobre el peso del bazo.

El analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) revel6 que el bazo
de los ratones estresados tenia un peso proporcional al peso corporal mayor que el bazo
de los animales no-estresados. (Fj1115=4.524; p=0.036; d Cohen=0.51) (Figura 22a),
mientras que no se encontraron diferencias ni del factor tumor (F1,115=0.066; p=0.798; d
Cohen=0.06), ni una interaccién entre el tumor y el estrés agudo (F1,115=0.498; p=0.482;
1,2=0.004). Ademads, el andlisis post hoc no revel6 diferencias significativas entre
ninguno de los subgrupos. El anélisis de varianza con un factor mostré diferencias
significativas en el peso del bazo en funcién de la estrategia de afrontamiento
(F3,118=4.893; p=0.003; 17,2=0.100). El anélisis post hoc revelé que los sujetos ANA eran
los que tenian un bazo de mayor peso que los ratones AA (p=0.016; 4 Cohen=0.86) y que

los sujetos no-estresados (p=0.025; d Cohen=0.74). Ademas, los valores fueron cercanos

e~

a la significacion y mostraron un tamafio del efecto mediano, casi grande, al observar la
diferencia entre los PR y los AA (p=0.063; d Cohen=0.73), por lo que el bazo de los sujetos
PR podria ser mayor que el de los AA (Figura 22b).
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Figura 22. Peso medio (+ E.E.M.) del bazo ((peso del bazo (g) / peso corporal (g)) * 100) de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los
animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). *p<0.05;
#p>0.05 pero d Cohen>0.70.
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4.1.3.3. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de

afrontamiento del estrés sobre el peso corporal.

El analisis de varianza de tres factores (tiempo x estrés agudo x tumor) con
medidas repetidas revel6 diferencias significativas del factor tiempo (Fj1,119=5.407;
p=0.022; 17,2=0.043) y tiempo x estrés agudo (Fp1,1191=12.940; p<0.001; 17,2=0.098) en el peso
corporal de los animales. Los animales estresados tenian un menor peso corporal que los
sujetos no-estresados tras las 24 horas del periodo de estrés (F1,1211=17.959; p<0.001;
1,2=0.129) (Figura 23), pero los siguientes 7 dias, es decir, entre los dias 7 y 14, los
estresados tuvieron un mayor incremento de peso (F1,1211=15.088; p<0.001; #,2=0.111). A
partir de alli, la ganancia de peso no se diferenci6 entre los grupos (F1,1211=0.015; p=0.902;
1,2=0.000). Por el contrario, estos analisis no mostraron diferencias significativas al
analizar la interaccién entre el tiempo x tumor (Fj1,119=0.821; p=0.367; #,2=0.007), ni

tiempo x estrés agudo x tumor (Fj1,119=0.745; p=0.390; 1,2=0.006).
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Figura 23. Peso (g) corporal medio (+ E.E.M.) de los sujetos estresados (ES) y no-estresados (NE) durante
diferentes momentos del experimento. ***p<0.001.

El anélisis de varianza de dos factores (tiempo x estrategias) reveld diferencias
entre tiempo x estrategias (F31191=4.447; p=0.005; 1,2=0.101). El analisis post hoc reveld
que fueron los animales no-estresados los que tuvieron un mayor incremento de peso el
dia 7 en comparacién a los AA (p<0.001; d Cohen=1.50), ANA (p<0.001; d Cohen=1.64) y
PR (p<0.001; d Cohen=1.33), mientras que no se encontraron diferencias entre las tres

estrategias AA, ANA y PR (Figura 24).
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Figura 24. Peso (g) corporal medio (+ E.E.M.) los animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados
clasificados en diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos
(ANA) y pasivos/reactivos (PR), durante diferentes momentos del experimento. ***Diferencias
significativas de los animales NE con los AA, ANA y PR, p<0.001.

4.1.3.4. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre la expresion de la enzima IDO en

el estriado y en el hipocampo.

Andlisis de la expresion de la enzima IDO en el estriado.

El analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) no mostrd
diferencias significativas ni del factor tumor (Fj1,1199=0.183; p=0.670; d Cohen=0.21), ni del
factor estrés agudo (F1,119=0.505; p=0.479; d Cohen=0.13). Si se observé una interaccién
significativa entre ambos factores (F1,119=5.272; p=0.023; #,2=0.042) con un tamafio del
efecto pequefio, sin embargo, el andlisis post hoc no revelé diferencias significativas
entre ninguno de los subgrupos (Figura 25a). Por otro lado, el analisis de varianza de un
factor no revel6 diferencias significativas en cuanto a la estrategia de afrontamiento

(F3,1191=0.587; p=0.625; 1,2=0.015) (Figura 25b).
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Figura 25. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la enzima IDO en el estriado de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los
animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).

Andlisis de la expresion de la enzima IDO en el hipocampo.

El anédlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) no reveld
diferencias significativas ni del factor tumor (F1,118/=1.872; p=0.174; d Cohen=0.23), ni del
factor estrés agudo (Fj1,118=0.016; p=0.900; d Cohen=0.04), ni una interaccién entre el
tumor y el estrés agudo (Fj1,115=0.348; p=0.556; 17,2=0.003). Ademas, el analisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 26a). El
analisis de varianza de un factor mostré que no habia diferencias en funcién de las

estrategias de afrontamiento (Fy3,118=1.077; p=0.361; 1,2=0.025) (Figura 26b).
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Figura 26. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la enzima IDO en el hipocampo de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los
animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
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4.1.3.5. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre la expresion de la enzima TDO en

el estriado e hipocampo.

Andlisis de la expresion de la enzima TDO en el estriado.

No se lleg6 a detectar la expresiéon de TDO en el estriado mediante la técnica de

RT-PCR.

Andlisis de la expresion de la enzima TDO en el hipocampo.

El anédlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) no reveld
diferencias significativas ni del factor tumor (F1,118/=1.177; p=0.280; d Cohen=0.05), ni del
factor estrés agudo (Fj1,118=1.166; p=0.283; d Cohen=0.23), ni una interaccién entre el
tumor y el estrés agudo (Fp1,118=1.747; p=0.189; 17,2=0.015). Ademés, el andlisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 27a). El
analisis de varianza de un factor no mostré diferencias segn la estrategia de

afrontamiento utilizado (F3,11=0.558; p=0.644; 1,2=0.013) (Figura 27b).
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Figura 27. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la enzima TDO en el hipocampo de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los
animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
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4.1.3.6. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre la expresion de la enzima iNOS en

el estriado y en el hipocampo.

Andlisis de la expresion de la enzima iNOS en el estriado.

El analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) no revel6
significativas ni del factor tumor (Fj1,119=2.418; p=0.123; d Cohen=0.21), ni del factor
estrés agudo (Fj1,119=3.383; p=0.068; d Cohen=0.45), ni una interaccion entre el tumor y el
estrés agudo (Fp1,119=1.506; p=0.222; 17,2=0.012). Ademas, el analisis post hoc no revel6
diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 28a). El analisis de
varianza de un factor no mostré diferencias en funcién de la estrategia de afrontamiento

utilizado (Fis119=1.524; p=0.212; 1,2=0.037) (Figuira 28b).
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Figura 28. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la enzima iNOS en el estriado de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los
animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).

Andlisis de la expresion de la enzima iNOS en el hipocampo.

El analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) no revel6
diferencias significativas ni del factor tumor (F1,118=0.043; p=0.837; d Cohen=0.07), ni del
factor estrés agudo (F1,118=0.007; p=0.933; d Cohen=0.03), ni una interaccién entre el
tumor y el estrés agudo (F1,118=0.017; p=0.897; 17,2=0.000). Ademas, el andlisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 29a). El
andlisis de varianza de un factor mostr6 que no habia diferencias en funcién de la

estrategia de afrontamiento utilizado (Fy3,118=1.083; p=0.359; #,2=0.026) (Figura 29b).
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Figura 29. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la enzima TDO en el hipocampo de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los
animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
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4.1.3.7. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre la expresion de la citocina IL-6 en

el estriado y en el hipocampo.

Andlisis de la expresion de la citocina IL-6 en el estriado.

El analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) no revel6
diferencias significativas ni del factor tumor (F1,119=0.445; p=0.506; d Cohen=0.23), ni del
factor estrés agudo (Fj3,119=0.348; p=0.556; d Cohen=0.16,) ni una interaccién entre el
tumor y el estrés agudo (F1,119=0.269; p=0.605; 17,2=0.002). Ademés, el andlisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 30a). El
analisis de varianza de un factor no mostré diferencias en funcién de la estrategia de
afrontamiento utilizado (F3,119=1.806; p=0.150; #,2=0.042) (Figura 300).
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Figura 30. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la citocina IL-6 en el estriado de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los
animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).

—
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Andlisis de la expresion de la citocina IL-6 IDO en el hipocampo.

El anédlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) no reveld
diferencias significativas ni del factor tumor (Fj1,11/=0.023; p=0.879; d Cohen=0.03), ni del
factor estrés agudo (Fj1,118=1.803; p=0.182; d Cohen=0.28), ni una interacciéon entre el
tumor y el estrés agudo (F1,115=0.006; p=0.941; 17,2=0.000). Ademas, el analisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 31a). El
analisis de varianza de un factor no mostré diferencias en funcién de la estrategia de

afrontamiento utilizado (Fy3,118=0.642; p=0.589; 1,2=0.016) (Figura 31b).
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Figura 31. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la citosina IL-6 en el hipocampo de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los
animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).

4.1.3.8. Efecto del tumor, del estrés agudo y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre la expresion de la citocina TNF-a

en el estriado y en el hipocampo.

Andlisis de la expresion de la citocina TNFa en el estriado.

El analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) no revel6
diferencias significativas ni del factor tumor (F1,119=2.766; p=0.099; d Cohen=0.34), ni del
factor estrés agudo (Fi,119=1.421; p=0.236; d Cohen=0.31), ni una interaccién entre el
tumor y el estrés agudo (Fpi,119= 0.174; p=0.678; 17,2=0.001). Ademas, el analisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 332a). El
andlisis de varianza de un factor no mostré diferencias en funcién de la estrategia de

afrontamiento utilizado (Fp,119=1.354; p=0.260; 1,2=0.032) (Figura 32b).
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Figura 32. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la citosina TNFa en el estriado de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los
animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).

Andlisis de la expresion de la citocina TNFa en el hipocampo.

El analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés agudo) no revel6
diferencias significativas ni del factor tumor (F1,118=2.473; p=0.119; d Cohen=0.33), ni del
factor estrés agudo (Fj1,118=0.654; p=0.420; d Cohen=0.16), ni una interaccién entre el
tumor y el estrés agudo (F1,118=0.025; p=0.875; 17,2=0.000). Ademas, el analisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 33a). El
analisis de varianza de un factor no mostré diferencias en funcién la estrategia de

afrontamiento utilizado (F3,118=0.231; p=0.874; 1,2=0.006) (Figura 33b).
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Figura 33. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresion génica de la citosina TNFa en el hipocampo de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los
animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
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4.1.4. CORRELACIONES

4.1.4.1. Correlaciones entre los niveles de corticosterona y el desarrollo
tumoral.
Las correlaciones bivariadas revelaron que no habia relacién entre los niveles de
corticosterona basales y los obtenidos los dias 7 y 14 del experimento con el namero de

focos encontrados el dia 21 desde la inoculacién (en todos los casos p>0.143) (Tabla 4).

Tabla 4.
Correlaciones entre niveles de corticosterona y el niimero de focos tumorales del 1° experimento.
. Dia 7 .
Grupo Variable Basal (post estrés) Dia 14
Estrés Ntumero de focos dia 21 0,047 -0,024 0,403
No-estrés Nuamero de focos dia 21 -0,229 0,442 0,202
Tumor Nuamero de focos dia 21 0,017 0,107 0,295

4.1.4.2. Correlaciones entre los niveles de corticosterona y expresién de

la enzima TDO en el hipocampo.

Las correlaciones bivariadas mostraron una correlacion positiva entre los niveles
de TDO en el hipocampo y los niveles de corticosterona del dia 7 (r=0.366; p=0.002) entre

los sujetos con tumor (Tabla 5).

Tabla 5.
Correlaciones entre niveles de corticosterona y niveles de TDO en el hipocampo del 1°
experimento dentro de los animales estresados.

Dia 7

Grupo Variable Basal (post estrés) Dia 14
Estrés TDO del hipocampo -0,077 0,179 -0,108
No-estrés TDO del hipocampo -0,286 -0,156 0,001
Tumor TDO del hipocampo 0,008 0,366** 0,224
No-tumor  TDO del hipocampo -0,263 -0,104 -0,343
Todos TDO del hipocampo -0,102 0,159 -0,044

Nota. **p<0.01
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4.1.4.3. Correlaciones entre los niveles de expresion de citocinas y de las

enzimas IDO e iNOS.

El estudio de las correlaciones entre la expresion de las enzimas IDO e iNOS y
las citocinas IL-6 y TNFa mostré una correlacion positiva dentro de los animales
estresados entre iNOS con TNFa (r=0.432; p<0.001) y con IL-6 (r=0.302; p=0.002) del
estriado y entre INOS con IDO (r=0.430; p<0.001) y con TNFa (r=0.532; p<0.001) e, IDO
con TNFa (r=0.339; p=0.001) en el hipocampo (Tabla 6).

Tabla 6.
Correlaciones entre niveles de citocinas y enzimas IDO e iNOS hipocampo del 1°
experimento dentro de los animales estresados.

iNOS IDO  IL6 TNFa iNOS IDO IL6 TNFa
Est  Est  Est Est HC HC HC  HC
NOS 1 0069 0.802% 0432 NOS 1 04s0% 0083 0582
Est HC
IDO IDO -
Eat 1 0110 0.033 HC 1 0011 0339
IL-6 X IL-6
Est 1 0.257 HC 1 0066
TNFa ; TNFa .
Est HC

Nota. **p<0.01; **p<0.001

En cuanto a los sujetos no estresados también se encontraron correlaciones, entre
los niveles de INOS y TNFa (r=0.775; p<0.001) en el estriado y entre los niveles de INOS
con IL-6 (r=0.501; p=0.013) y con TNFa (r=0.453; p=0.026) y entre IL-6 con IDO (r=0.450;
p=0.027) y con TNFa (r=0.490; p=0.015) (Tabla 7).

Tabla 7.

Correlaciones entre niveles de citocinas y enzimas IDO e iNOS hipocampo del 1° experimento

dentro de los animales no-estresados.

iNOS IDO IL-6 TNFa Est iNOS IDO IL-6 TNFa
Est Est Est HC HC HC HC
iNOS 1 -0.197 -0.075  0.775%** iNOS 1 0.220 0.501*  0.453*
Est HC
IDO IDO .
Est 1 0.193 -0.042 HC 1 0.450 0.171
IL-6 IL-6 .
Est 1 0.171 HC 1 0.490
TNFa 1 TNFa 1
Est HC

Nota. *p<0.05; ***p<0.001
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Entre los sujetos con tumor las correlaciones significativas observadas fueron
entre INOS con IL-6 (r=0332; p=0.005) y con TNFa (r=0.508; p<0.001) en el estriado y
entre INOS con IDO (r=0.468; p<0.001) y con TNFa (r=0.629; p<0.001) e IDO con TNFa
(r=0.509; p<0.001) en el hipocampo (Tabla 8).

Tabla 8.

Correlaciones entre niveles de citocinas y enzimas IDO e iNOS hipocampo del 1° experimento
dentro de los animales con tumor.

iNOS IDO IL-6 TNFa iNOS  IDO IL-6 TNFa
Est Est Est Est HC HC HC HC

i iNOS

iNOS 1 0.068  0,332*  (0.508*** ! 1 0,468*** 0,129  0,629***
Est HC

IDO 1 0,179 0.066 IDO 1 -0.010  0.509%**
Est HC

IL-6 1 0.142 IL-6 1 0,178
Est HC

TNFa 1 TNFa 1
Est HC

Nota. **p<0.01; **p<0.001

Ademas, entre los sujetos que no tuvieron una inoculacién tumoral también se
encontraron correlaciones positivas entre los niveles de TNFa con INOS (r=0.457;
p=0.001) y con IL-6 (r=0.367; p=0.006) en el estriado y entre TNFa con INOS (r=0.321;
p=0.018) e, IDO con IL-6 (r=0.335; p=0.013) en el hipocampo (Tabla 9).

Tabla 9.

Correlaciones entre niveles de citocinas y enzimas IDO e iNOS hipocampo del 1° experimento dentro de
los animales sin tumor.

iNOS  IDO IL-6 TNFa iNOS IDO IL-6 TNFa
Est Est Est Est HC HC HC HC

iNOS 1 -0,095 0,091 0,457* iNOS 1 0,251 0,219 0,321*
Est HC

IDO 1 -0,005 -0,101 IDO 1 0,335* -0,093
Est HC
IL-6 1 0,367** IL-6 1 0,165
Est HC

TNFa 1 TNFa 1
Est HC

Nota. *p<0.05; **p<0.01
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Por tltimo, también observamos correlaciones positivas al realizar correlaciones

bivariadas con todos los sujetos entre los niveles de INOS con TNFa en el estriado

(r=0.494; p<0.001) y entre INOS con TNFa (r=0.514; p<0.001) e IDO (r=0.388; p<0.001) y
TNFa con IDO (r=0.305; p=0.001) en el hipocampo (Tabla 10).

Tabla 10.

Correlaciones entre niveles de citocinas y enzimas IDO e iNOS hipocampo del 1° experimento en

todos los sujetos.

iNOS IDO IL-6 TNFa iNOS IL-6 TNFa
Est Est Est Est HC IDO HC HC HC

iNOS 1 0.020  0,246**  0,494%* iNOS 1 0,388*** 0,165  0,514***
Est HC

IDO 1 0.119 0.018 IDO 1 0,119  0,305**
Est HC
IL-6 1 0.243** IL-6 1 0,171
Est HC

TNFa 1 TNFa )
Est HC

Nota. **p<0.01; *p<0.001
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421. ANALISIS DE LAS DIFERENCIAS INDIVIDUALES EN EL
AFRONTAMIENTO CONDUCTUAL DEL ESTRES SOCIAL.

Al igual que en el primer experimento, sélo el grupo de sujetos estresados fue
susceptible de ser evaluado y analizado conductualmente, asi, se procedi6é a agrupar a
los sujetos en funcién de las caracteristicas conductuales manifestadas durante la
primera interaccion fisica directa (IFD) y la primera interaccion no-fisica (INF). Para ello,
se realiz6 un analisis cltaster utilizando el porcentaje medio de tiempo dedicado a cada
una de las conductas evaluadas y se obtuvieron tres grupos o conglomerados de sujetos
derrotados, claster 1, claster 2 y claster 3, con diferentes caracteristicas conductuales.
Para conocer las diferencias que presentan las variables conductuales en cada uno de los
clasteres obtenidos, se realiz6 un andlisis de la varianza (Figura 34). El claster se llevé a
cabo con aquellas conductas que mostraron diferencias significativas entre al menos dos

estrategias de afrontamiento:

a b
90 - %
* %k
20
80 ok
70 70
W Cluster 1
* %k .
50 0 B Cluster 2
**
ECluster 3
O 50 1 o
aQ * %k g- =0
g ** * %%k v
S w0 ok = * %k
1 10 *kok
R ES -
30 10
20
10
L o |
N
& X
0,50 N
S &0
> &
) (<\
& N
NS
o
&

Figura 34. Porcentajes medios (+ E.E.M.) de tiempo que dedican a cada conducta en las interacciones
(Interaccién Fisica Directa (IFD) e Interaccion No-Fisica (INF)) del dia 1, mediante los cuales se ha realizado
la clasificacién de los sujetos en el segundo experimento. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Para confirmar la validez estadistica de los dos grupos obtenidos y determinar
las variables conductuales mas eficientes a la hora de discriminar entre ambos grupos,
se aplic6 un analisis discriminante utilizando el método Lambda de Wilks de inclusion por
pasos. La conducta de inmovilidad result6 ser la variable conductual que mejor
discriminaba entre los grupos, ya que fue la primera en ser seleccionada para su
inclusién en el modelo discriminante. En las fases posteriores del procedimiento por
pasos, el modelo explicativo fue incluyendo sucesivamente las conductas de huida en
IFD, exploraciéon no social en IFD, defensa/sumisiéon en IFD, inmovilidad en INF y
amenaza en IFD, incrementando asi la discriminacion entre los grupos. El resto de
conductas no fueron incluidas dentro del modelo explicativo debido a que no
contribuyeron significativamente en esa discriminacién, en funcién de los valores

Lambda de Wilks (Tabla 11).

Tabla 11.
Resumen del andlisis discriminante.
Variables incluidas en el anilisis Etapa Lambda F para entrar Significacion

Inmovilidad en IFD 1 0,483 36,360 <0,001
Huida en IFD 2 0,343 23,735 <0,001
Exploracién no-social en IFD 3 0,171 31,271 <0,001
Defensa/sumision en IFD 4 0,148 25,927 <0,001
Inmovilidad en INF 5 0,114 25,086 <0,001
Amenaza en IFD 6 0,102 22,446 <0,001

Nota. En cada etapa se introduce la variable que minimiza la Lambda de Wilks Global. La Lambda de Wilks
es un estadistico que expresa el poder de discriminacién del modelo. Su valor esta comprendido entre Oy 1.
Un valor de Lambda cercano a cero significa poder perfecto de discriminacién.

Esta funcion discriminante también fue utilizada para confirmar la validez de los
clasters obtenidos. Asi, las estimaciones del modelo discriminante aplicado coinciden en
el 94.4 % de los casos con la clasificacion realizada por el andlisis de conglomerados
jerarquicos (Tabla 12).

Tabla 12.

Matriz de clasificacion para el andlisis discriminante.
Cluster de pertenencia pronosticado

n real Claster 1 Claster 2 Claster 3 % correctos
Claster 1 32 31 1 0 96.9
Claster 2 25 3 22 0 88
Claster 3 14 0 0 14 100

Una vez confirmada la descripcién de los grupos mediante el andlisis de la
varianza y la funcién discriminante, procedimos a caracterizar los dos grupos de la

siguiente manera (Figura 34):
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e Claster 1, Activos/agresivos (AA) (n=32: Tumor=12; No-tumor=20). Agrupa a
los sujetos que frente a un oponente agresivo responden fundamentalmente con
conductas de exploraciéon (exploracién no-social y exploracion a distancia) y
agresividad (ataque y amenaza), mientras que dedican muy poco tiempo a las
conductas de defensa/sumisién, huida e inmovilidad.

e Claster 2, Activos/no-agresivos (ANA) (n=25: Tumor =17; No-tumor=8).
Agrupa a los sujetos que reaccionan con conductas de exploracién (sobre todo
durante la exploracion no-social en las INF), altos niveles de defensa/sumision y
huida, y niveles intermedios de inmovilidad durante la IFD.

e Claster 3, Pasivos/reactivos (PR) (n=14; Tumor=6; No-tumor=8). Agrupa a los
sujetos que responden fundamentalmente con conductas de inmovilidad y
niveles intermedios de defensa/sumisiéon y huida, mientras que dedican muy
poco tiempo a la exploracién, tanto del medio (exploracién no-social), como de

su oponente (exploracion a distancia).

Cabe aclarar que el analisis estadistico Chi-cuadrado no mostré diferencias
estadisticamente significativas en la distribucién de los sujetos en las diferentes
estrategias de afrontamiento en funcién del tumor, (X2(2) = 5.513, p = 0.064; V de
cramer=0.279).

4.21.1. Estudio de los cambios conductuales producidos entre las
interacciones del dia1y 9.

El anélisis de varianza de un factor (tiempo) con medidas repetidas llevado a
cabo para cada una de las estrategias, mostr6 que el porcentaje de tiempo que dedicaban
a conducta vari6 tras los 9 dias de derrota social. Todas las estrategias redujeron el
tiempo que dedicaron a la amenaza (AA: Fj130=133.210, p<0.001, #,2=0.816; ANA:
Fp24=11.139, p=0.003, 7,2=0.317; PR: Fp1,13=3.915, p=0.069, 1,2=0.231), ataque (AA:
Fp1,30=57.514, p<0.001, #,2=0.657; ANA: Fj1,24=8.046, p=0.009, 1,2=0.251; PR: Fj1,15=4.325,
p=0.058, 1,2=0.250), exploracién no-social (AA: F1,301=36.519, p<0.001, #,2=0.549; ANA:
Fp1,24=13.285, p=0.001, 77,2=0.356; y PR: F1,13=6.704; p=0.022, 1,2=0.340) e incrementaron
el tiempo transcurrido inméviles (AA: Fji30=163.141, p<0.001, 7,2=0.845; ANA:
Fp1,24=118.256, p=0.001, 1,2=0.831; y PR: Fy1,13=17.801, p=0.001, #,2=0.578) durante la IFD.
Ademas, los animales AA también incrementaron la conducta de huida (Fj1,30=39.891,
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p<0.001, #,2=0.571); mientras, el grupo ANA mostr6 niveles mdas bajos de
defensa/sumision (F1,24=6.066, p=0.021, 7,2=0.202) y exploracién a distancia (F14=
7.651, p=0.011, 7,2=0.242) durante la IFD. En cuanto a la INF, el grupo ANA mostré
cambios grandes, incrementando la conducta de inmovilidad (F1,24=16.784, p<0.001,
1,2=0.412) y reduciendo la exploracion no-social (F124=27.894, p<0.001; 7,2=0.538),

mientras que no se observaron cambios para los grupos AA y PR (Tabla 13).

Tabla 13.
Cambios conductuales segiin las estrategias de afrontamiento al estrés.
Dial Dia 9
Estrategia
M SD M SD F 12
AA 12.97 +1.14 > 0.05 +0.04 133.210%** 0.816
Amel‘;ga en ANA 266 080 > 0.00  0.00  11.139** 0.317
PR 3.21 +1.52 > 024 +0.18 3.915# 0.231
AA 5.19 +0.72 > 0.02 +0.02 57 .514%** 0.657
Ataque en IFD ANA 1.01 10.35 > 0.00 +0.00 8.046** 0.251
PR 2.20 +1.06 > 0.01 +0.01 4.325# 0.250
AA 6.74 +0.69 = 929 +0.90 2.361 0.073
Defensa /
sumision en ANA 14.07 +1.39 > 963 +1.00 6.066* 0.202
IFD PR 820  +138 = 1037 +1.99 0901 0.065
AA 1.42 +0.27 < 6.96 +0.83 39.891*** 0.571
Huida en IFD ANA 6.75 +0.74 = 541 +0.51 2.634 0.099
PR 3.98 +0.65 = 475 +0.80 0.853 0.062
E .2 AA 3.67 +0.30 > 141 +0.23 25.734%** 0.462
xploracién a
distancia en ANA 2.37 +0.26 > 143 +0.21 7.651* 0.242
IFD PR 188 037 > 073 024  12129% 0.483
AA 40.20 +1.26 > 26.16 +1.90 36.519*** 0.549
Exploracién no- ANA 3196 170 > 2235 4242 13.285% 0.356
social en IFD
PR 26.82 +3.25 > 17.86 +2.39 6.704* 0.340
N AA 26.30 +1.11 < 5493 +2.20 163.141*** 0.845
Inmovilidad en
IFD ANA 38.92 +1.41 < 5977 +1.95 118.256*** 0.831
PR 5091 +4.99 < 65.77 +3.22 17.801** 0.578
AA 70.72 +1.86 =  67.59 +2.95 1.205 0.039
Exploracién no- ANA 7599  +145 > 5663 4329  27.894% 0.538
social en INF
PR 45.64 +2.69 = 50.08 +5.05 0.999 0.071
N AA 13.10 +1.34 = 15.88 +2.21 1.906 0.058
Inmovilidad en
INF ANA 11.49 +1.03 < 2553 +3.29 16.784*** 0.412
PR 36.49 +2.74 =  32.68 +5.22 0.503 0.037

Nota. Porcentajes medios (+ E.E.M.) de tiempo que dedican a cada conducta en las interacciones (IFD y INF)
delos dias 1y 9 para cada estrategia de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA)
y pasivos/reactivos (PR). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; #p>0.05 pero #2>0.138.
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El analisis de varianza de un factor (estrategias) mostr6 que durante la
interaccion del dia 9, seguia habiendo conductas en las que los sujetos de las diferentes
estrategias dedicaban diferentes cantidades de tiempo. Las conductas en las que las
estrategias mostraron diferencias fueron la exploracién no social, tanto durante la IFD
(Fr,671=3.291, p=0.043; 1,2=0.082), como durante la INF (Fj1,67=6.081, p=0.004; 17,2=0.133),
y lainmovilidad, en este caso también en ambas interacciones, IFD (F1,67=4.962, p=0.010;
1,2=0.114) y INF (Fp,67=6.671, p=0.002; 7,2=0.152), y en todas ellas se encontraron
diferencias significativas y un tamafio del efecto grande entre el grupo AA y PR
(exploracion no social en IFD: p=0.039, d Cohen=0.89; exploracién no social en INF:
p=0.007, d Cohen=0.97; inmovilidad en IFD: p=0.008; d Cohen=0.93; inmovilidad en INF:
p=0.003; d Cohen=1.04) (Fig. 3). Pero, ademas, los ANA también se diferenciaron de los
AA en las INF (Exploracion no social en INF: p=0.037; d Cohen=0.71; inmovilidad en
INEF: p=0.016; d Cohen=0.79) (Figura 35).
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Figura 35. Porcentajes medios (+ E.E.M.) de tiempo dedicado a cada una de las variables conductuales
analizadas en la interaccion fisica directa e interaccién no-fisica del dia 9 en el segundo experimento. *p<0.05;
**p<0.01.
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Por otro lado, el analisis de varianza de dos factores (tiempo x tumor) mostré
diferencias estadisticamente significativas para 3 de las conductas observadas durante
las interacciones del dia 1 y 9 en funcién del tumor; ataque (Fj1,71;=11.666, p=0.001,
1,2=0.143) y huida (Fj1,71;=4.376, p=0.040, 17,2=0.058) de la IFD y la exploracién no-social
de la INF (Fj1,685=6.500, p=0.013, 1,2=0.087) (Tabla 14).

Tabla 14.
Cambios conductuales seqiin la presencia del tumor.
Dia1l Dia 9 Tiempo*Tumor
Conducta
M SD MD SD F 2
Tumor 6.41 +1,37 0.01 +0.01
IFD Amenaza 0.358 0.005
No-tumor 7.55 +0.97 0.13 +0.08
Tumor 1.76 +0,41 0.00 +0.00 -
IFD Ataque No-tumor 443 10,72 0.02 +0.01 11.666 0.143
T 10.21 +1.15 8.86 +0,83
IFD Defensa/  “umor 1.348 0.019
sumision No-tumor 9.55 +0,96 10.46 +0,95
X Tumor 4.67 +0,55 5.39 +0.53
IFD huida 4.376* 0.058
No-tumor 3.13 +0,58 6.49 +0.67
IFD Tumor 2.93 +0.30 1.46 +0.21
Exploracién a 0.104 0.001
distancia No-tumor 2.80 +0,26 1.18 +.019
IFD Tumor 33.04 +1.62 21.40 +1.66
Exploracién No- 0.075 0.001
social No-tumor 3588 163 2505  £1.99
IFD Tumor 39.15 +2.49 61.64 +2.01
. ors 0.081 0.001
inmovilidad  No-tumor 32.54 +1.91 55.88 +1.84
INF Tumor 69.48 +2.32 56.01 +2.68
Exploracién No- 6.500* 0.087
Social No-tumor 65.65 255  63.88 3.4
INF Tumor 18.15 +1.82 23.65 +2.20
oqs 0.019 0.000
Inmovilidad  No-tumor 16.77 +2.24 22.02 +3.29

Nota. Porcentajes medios (+ E.E.M.) de tiempo que dedican a cada conducta en las interacciones (IFD y INF)
de los dias 1 y 9 en funcién del tumor. *p<0.05; **p<0.01.
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4.2.2. ESTUDIO DEL ESTRES CRONICO Y DE LAS ESTRATEGIAS DE
AFRONTAMIENTO AL ESTRES SOBRE EL DESARROLLO
TUMORAL.

El andlisis de varianza de un factor (estrés crénico) indic6 que 21 dias después de
la inoculacién tumoral los animales estresados desarrollaron mds focos tumorales que
los animales no-estresados (Fi1,49=6.618; p=0.013; d Cohen=0.91) (Figura 36a). Ademas, el
analisis de varianza de un factor revel6 diferencias segiin la estrategia de afrontamiento
(Fp3.45=12.445; p<0.001; 77,2=0.312). El analisis post hoc indic6é que eran los sujetos PR los
que mas focos tumorales tenian respecto a los animales no-estresados (p<0.001 4
Cohen=4.53), los AA (p=0.001; d Cohen=1.79) y los ANA (p=0.002; d Cohen=2.73).
Ademas, también se observé un mayor ntimero de focos tumorales en los sujetos ANA
en comparacion con los no-estresados (p=0.014; d Cohen=1.44) (Figura 36b).
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Figura 36. Valores medios (+ E.E.M.) del numero de focos tumorales encontrados de los sujetos estresados
(ES) y no-estresados (NE) (a); y los animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados
en diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y
pasivos/reactivos (PR) (b). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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42.3. ESTUDIO DEL ESTRES CRONICO SOBRE LA CONDCUTA
ANSIOSO/DEPRESIVA EN ANIMALES INOCULADOS Y NO-
INOCULADOS CON MELANOMA B16F10.

4.2.3.1. Efecto del tumor, del estrés cronico y de las estrategias de

afrontamiento al estrés sobre SPT.

El andlisis de varianza no mostré diferencias significativas ni del factor tumor
(Fr,91=0.890; p=0.348; d Cohen=0.21), ni del factor estrés crénico, (F1,97=3.046; p=0.084; d
Cohen=0.45), ni una interaccién entre el tumor y el estrés crénico (F1,97=0.010; p=0.921;
1,2=0.000) en la preferencia de sacarosa. Ademads, el andlisis post hoc no reveld
diferencias significativas en ninguno de los subgrupos. Por el contrario, si se encontraron
diferencias estadisticamente significativas y un tamafio del efecto grande en el consumo
de sacarosa para el factor estrés cronico (Fj1,97=13.723; p<0.001; 4 Cohen=0.80), siendo los
sujetos estresados lo que menos sacarosa consumieron en comparaciéon a los no-
estresados, mientras que no se observaron diferencias entre estos sujetos en cuanto al
consumo de agua (Fj1,97=0.213; p=0.646; d Cohen=0.13) (Figura 37a). En cuanto al tumor,
tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en el consumo de
sacarosa (F1,97=1.427; p=0.235; d Cohen=0.28), ni una interaccion entre el tumor y estrés
crénico (Fj1,97=0.004; p=0.952; 1,2=0.000). El anélisis post hoc revel6é que los animales no
estresados sin tumor consumieron mas sacarosa que los estresados con tumor (p=0.003;
d Cohen=1.27) y que los estresados sin tumor (p=0.047; d=0.91), ademas también se
encontré una diferencia cercana a la significacién y con un tamafio del efecto mediano -
alto entre los no estresados con tumor y los estresados con tumor (p=0.052; d=0.70)

(Figura 37a).

El analisis de varianza de un factor (estrategias de afrontamiento) mostré
diferencias significativas en el peso del bazo entre los 3 cltsteres y los animales no-
estresados (F3,95=5.167; p=0.002; #,2=0.123), es decir, los animales no-estresados
consumieron maés sacarosa que los sujetos AA (p=0.033; d Cohen=0.74), ANA (p=0.019; d
Cohen=0.76) y PR (p=0.005; d Cohen=1.01), mientras que no se observaron diferencias
significativas entre las 3 estrategias AA, ANA y PR (Figura 37b).
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Figura 37. Porcentaje medio (+ E.E.M.) de la sacarosa (g) y agua consumida (g) de los sujetos estresados (ES)

con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y consumo de sacarosa
los animales no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001. Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.001; O: Diferencias significativas
entre los subgrupos p<0.01; O: Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.05; A: Diferencias no
significativas pero con un tamafio del efecto grande entre los subgrupos.

4.23.2. Efecto del tumor, del estrés cronico y de las estrategias de

afrontamiento al estrés sobre la conducta en FST.

El andlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) para el tiempo que
permanecieron inmoviles en la prueba de FST no mostré diferencias ni del factor tumor
(Fr,98=1.326; p=0.252; d Cohen=0.37), ni del factor estrés cronico (Fj1,95=0.236; p=0.628; d
Cohen=0.10), ni una interaccién entre el tumor y el estrés cronico (F1,05=1.576; p=0.212;
1?=0.016). Ademas, el andlisis post hoc no revel6 diferencias significativas entre ninguno
de los subgrupos (Figura 38a). Por otro lado, el andlisis de varianza de un factor revel6
diferencias entre las estrategias de afrontamiento (Fj39=3.181; p=0.027; 17,2=0.083). El
analisis post hoc indicé que estas diferencias se debian a que los animales PR
permanecieron mas tiempo inmoviles en la prueba de nataciéon forzada que los sujetos

AA (p=0.023; d Cohen=1.18) y los ANA (p=0.040; d Cohen=0.89) (Figura 38d).

Los resultados fueron muy similares en la conducta de nataciéon. No se
observaron diferencias ni del factor tumor (Fj1,08=0.413; p=0.522; d Cohen=0.27), ni del
factor estrés crénico (Fi1,951=0.000; p=0.989; d Cohen=0.003), ni una interaccién entre el
tumor y el estrés créonico (F1,98=1.962; p=0.164; 1,2=0.020). Ademas, el analisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 38b). En este
caso, al igual que en la conducta de inmovilidad, se encontraron diferencias en cuanto a

las estrategias de afrontamiento (F3,96=5.536; p=0.002; 17,2=0.129). En este caso el anélisis
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post hoc revel6 que los animales PR nadaron durante menos tiempo que los sujetos AA

(p=0.002; d Cohen=1.41), los ANA (p=0.002; d Cohen=1.37) y los no-estresados (p=0.008;
d Cohen=1.07) (Figura 38e).

Por dltimo, el andlisis de varianza no revel6 diferencias significativas en la
conducta de escalada ni del factor tumor (Fj1,98=1.676, p=0.167; d Cohen=0.26), ni del
factor estrés créonico (Fp s =0.523, p=0.471; d Cohen=0.16), ni una interaccién entre el
tumor y el estrés crénico (F1,98=0.108, p=0.743; 1,2=0.001). Ademads, el analisis post hoc
no revelé diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 38c).
Tampoco se encontraron diferencias en la conducta de escalada para las diferentes

estrategias de afrontamiento al estrés (Fp,06=0.676, p=0.569; 1,2=0.020) (Figura 38f).
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Figura 38. Porcentaje medio (+ E.E.M.) de tiempo dedicado a la inmovilidad (a), natacién (b) y escalada (c)
en el test de natacion forzada de los sujetos estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-
estresados (NE) con tumor y sin tumor. Porcentaje medio (+ E.E.M.) de tiempo dedicado a la inmovilidad
(d), natacioén (e) y escalada (f) en el test de natacién forzada de los animales no-estresados (NE) junto con
los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de afrontamiento; activos/agresivos (AA),
activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR). *p<0.05; **p<0.01.
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4.2.3.3. Efecto del tumor, del estrés crénico y de las estrategias de

afrontamiento al estrés sobre la conducta en el OFT.

El andlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) para el tiempo que
los animales permanecieron inméviles en la prueba de OFT no mostré diferencias ni del
factor tumor (Fj1,08=0.720; p=0.398; d Cohen=0.15), ni del factor estrés crénico
(Fr,08=2.248; p=0.137; d Cohen=0.34), ni una interaccién entre el tumor y el estrés crénico
(Fr1,981=0.098; p=0.755; d Cohen=0.001). Ademas, el analisis post hoc no revel6 diferencias
significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 39a). Por el contrario, al desglosar
a los sujetos estresados en estrategias, si se observaron diferencias significativas
(F3o61=4.260; p=0.007; 7,2=0.105). El andlisis post hoc revel6 que los animales PR
permanecieron mas tiempo inmoviles que los sujetos no-estresados (p=0.018; 4

Cohen=0.94) y los AA (p=0.015; d Cohen=1.02) (Figura 390).
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Figura 39. Promedio (+ E.E.M.) de tiempo (seg) inmévil de los sujetos estresados (ES) con tumor y sin tumor,
y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los animales no-estresados (NE) junto
con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA),
activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). *p<0.05.

Los resultados fueron muy similares en cuanto a la distancia recorrida. No se
observaron diferencias del factor tumor (F1,95=0.064; p=0.800; 4 Cohen=0.08), ni del
factor estrés crénico (Fj1,98=3.385; p=0.069; d Cohen=0.42), ni una interaccién entre el
tumor y el estrés créonico (F1,95=0.032; p=0.859; #,2=0.000). Ademas, el analisis post hoc
no revel¢ diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 40a). Aligual
que en el tiempo inmévil, si se encontraron diferencias en funcién de las estrategias de
afrontamiento (Fp396=3.527; p=0.018; 7,2=0.090). El andlisis post hoc revel6 que los
animales PR recorrieron menos distancia que los sujetos no-estresados (p=0.015; d

Cohen=1.00) y los AA (p=0.046; d Cohen=0.89) (Figura 40D).
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Figura 40. Promedio (+ E.E.M.) de la distancia recorrida (m) de los sujetos estresados (ES) con tumor y sin
tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los animales no-estresados (NE)
junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos
(AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). *p<0.05.

Por otro lado, con el objetivo de observar la conducta tipo-ansiosa de los ratones,
se analizo6 el tiempo transcurrido en el centro de la caja y la distancia media en la que los
animales se mantuvieron del centro. El andlisis de varianza de dos factores (tumor x
estrés cronico) mostré diferencias significativas para el factor tumor en el tiempo
transcurrido en el centro de la caja (Fp1,98=6.943; p=0.010; d Cohen=0.46) y en la distancia
media al centro de la caja (F1,95=14.006; p<0.001; Cohen-en d=0.96), siendo los animales
con tumor los que menos tiempo pasaron y mads lejos permanecieron del centro en
comparacion a los animales sin tumor (Figura 41a,c). Por el contrario, no se encontraron
diferencias en el tiempo trascurrido en el centro del factor estrés crénico (Tiempo en el
centro: Fj1,98=0.356;, p=0.552; d Cohen=0.11 / Distancia media al centro: Fi,95=2.505;
p=0.117; d Cohen=0.33), ni una interaccién entre el tumor y el estrés crénico (Tiempo en
el centro: Fpi95=1.589; p=0.211; 7,2=0.016 / Distancia media al centro: Fji,95=2.177;
p=0.143; 7,2=0.022). El anélisis post hoc revelé diferencias significativas entre los
subgrupos en la distancia medial al centro, siendo los animales estresados con tumor lo
que maés lejos permanecen del centro en comparacién a los animales estresados-sin
tumor (p<0.001; d Cohen=1.17) y a los no estresados-sin tumor (p=0.001; 4 Cohen=1.11)
(Figura 41a,c).

En cuanto a las estrategias de afrontamiento, no se encontraron diferencias en el
tiempo transcurrido en el centro (Fi3,9=0.660; p=0.579; 7,2=0.020), ni en la distancia
media que mantuvieron del centro de la caja (Fp396=2.386; p=0.074; 1,2=0.064) (Figura
41b,d). Ademas, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
funcién de las estrategias al analizar solo los sujetos con tumor (Tiempo en el centro:

F3,45=0.939; p=0.430; 1,2=0.056 / Distancia media al centro: F345=1.484; p=0.323;
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1,2=0.083
Distancia media al centro: F347=0.685; p=0.566; 1,2=0.040).
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Figura 41. Promedio (+ E.E.M.) de tiempo (seg) en el centro de la caja inmovil de los sujetos estresados (ES)

con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y los animales no-
estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en diferentes estrategias de afrontamiento:
activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). Promedio (+ E.E.M.) de
distancia (m) al centro de la caja de los sujetos estresados (ES) con tumor y sin tumor, y de los sujetos no-
estresados (NE) con tumor y sin tumor (c); y de los animales no-estresados (NE) junto con los sujetos
estresados clasificados en las diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-
agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (d). *p<0.05; ***p<0.001. O: Diferencias significativas entre los
subgrupos p<0.001; O: Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.01.

=
—

4.2.3.4. Efecto del tumor y de las estrategias de afrontamiento al estrés

sobre la conducta en la prueba de IS.

Con el objetivo de observar el efecto del tumor sobre la conducta tras el periodo
de estrés cronico, se analizo el tiempo que los animales estresados permanecian cerca del
oponente durante la interacciéon no-fisica llevada a cabo el daltimo dia de estrés (dia 18).
El andlisis de varianza de un factor (tumor) revel6 que los animales con tumor
permanecieron menos tiempo cerca del animal oponente durante esta prueba
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(Fp,70=8.477; p=0.005; d Cohen=0.76) (Figura 42a). Por otra parte, no se encontraron
diferencias para esta variable en funcién de las estrategias de afrontamiento (F2,671=1.165;
p=0.318; 1,2=0.032) (Figura 42b). Tampoco se encontraron diferencias en funcién de las
estrategias dentro de los animales con tumor (F232=0.414; p=0.664; 1,2=0.025) y sin tumor

(Fr2321=0.719; p=0.495; 1,2=0.041).
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Figura 42. Porcentaje medio (+ E.E.M.) de tiempo (seg) dentro del area del oponente durante la interaccién
no-fisica del dia 18 de los animales estresados con tumor y sin tumor, y de (a); y de los sujetos estresados
clasificados en las diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos
(ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). **p<0.01.

Por otro lado, también se analizé el tiempo que los animales estresados
permanecian inméviles durante esta prueba, en la cual, no se encontraron diferencias en
funcién del tumor (Fj1,70=1.637; p=0.205; d Cohen=0.30) (Figura 43a), pero si en funcién
de las estrategias (Fj2,671=7.716; p=0.001; 7,2=0.158). El andlisis post hoc revel6 que los
sujetos PR estuvieron mds tiempo inmoéviles que los animales AA (p=0.001; 4
Cohen=1.25). Ademés, los ratones ANA, también permanecieron mas tiempo inmoviles

que los animales AA (p=0.046; d Cohen=0.71) (Figura 43b).
a b

%k %
30 - ‘

S [

20 4

w
S

~
el

)
=1

-
@

15 4

Tiempo inmovil
Tiempo inmovil

=}

TUMOR NO-TUMOR AA ANA PR

Figura 43. Porcentaje medio (+ E.E.M.) de tiempo (seg) dedicados a la inmovilidad durante la interaccién no-
fisica del dia 18 de los animales estresados con tumor y sin tumor, y de (a); y de los sujetos estresados
clasificados en las diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos
(ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). *p<0.05; **p<0.01.
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424. ESTUDIO DEL ESTRES CRONICO SOBRE VARIABLES
FISIOLOGICAS EN ANIMALES INOCULADOS Y NO-
INOCULADOS CON MELANOMA B16F10.

4.24.1. Efecto del tumor, del estrés cronico y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre los niveles plasmaticos de

corticosterona.

El andlisis de varianza de tres factores (tiempo x estrés crénico x tumor) con
medidas repetidas revel6 diferencias significativas y un tamafio del efecto grande del
factor tiempo (Fp1,93=91.736; p<0.001; 77,2=0.497) y tiempo x estrés crénico (Fp1,93=74.192;
p<0.001; 17,2=0.444) entre los niveles de corticosterona basales y los obtenidos 40 minutos
después de las interacciones de los dias 1 y 9. Los animales estresados mostraron
mayores niveles de corticosterona que los sujetos no-estresados tras las interacciones
(Figura 44a), siendo los niveles del dia 9 significativamente inferiores que los del dia 1
(Fn,93=241.512; p<0.001; 7,2=0.711). Por el contrario, estos andlisis no mostraron
diferencias significativas al analizar la interaccién entre tiempo x tumor (F1,93=2.253;
p=0.137; 1,2=0.024), ni la interaccién entre tiempo x tumor x estrés (F1,93=0.127; p=0.722;
1,2=0.001). Ademas, el anélisis post hoc revel6 que los dos subgrupos de estresados
(tumor / no-tumor) mostraron un mayor incremento de los niveles de corticosterona
que ambos grupos de no-estresados (tumor / no-tumor) tanto después de la interaccién
del dia 1 (estresados con tumor - no estresados con tumor: p<0.001 4 Cohen=2.76 /
estresados con tumor - no estresados sin tumor: p<0.001 4 Cohen=2.81 / estresados sin
tumor - no estresados con tumor: p<0.001 d Cohen=0.84 / estresados sin tumor - no
estresados sin tumor: p<0.001 d Cohen=2.63), como del dia 9 (estresados con tumor - no
estresados con tumor: p<0.001 d Cohen=2.55 / estresados con tumor - no estresados sin
tumor: p<0.001 4 Cohen=2.28 / estresados sin tumor - no estresados con tumor: p<0.001
d Cohen=2.64 / estresados sin tumor - no estresados sin tumor: p<0.001 4 Cohen=2.39)

(Figura 44a).

Por dltimo, con el objetivo de obtener un nivel final de corticosterona, se
extrajeron las muestras a todos los sujetos antes del sacrificio de los mismos, esto es, 5-
10 minutos después de la prueba FST. El anélisis de varianza de dos factores (tumor y

estrés crénico) mostré diferencias significativas en funcion del estrés crénico, siendo los
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sujetos estresados los que tenian mayores niveles de corticosterona en comparacién a los
animales no-estresados (Fj1,0=11.933; p=0.001; d Cohen=0.77) (Figura 44b). Por el
contrario, no se encontraron diferencias en funcién del tumor (Fp,96=1.325; p=0.253; d
Cohen=0.12), ni una interaccion entre el tumor y el estrés cronico (Fj1,96=1.156; p=0.285;
1,2=0.012). El analisis post hoc revel6 que los animales no-estresados con tumor, tenian
niveles menores que los sujetos estresados con tumor (p=0.012; d Cohen=1.04) y los

estresados sin tumor (p=0.011; d Cohen=1.00) (Figura 44b).
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Figqura 44. Niveles medios (+ E.E.M.) de corticosterona en plasma (ng/ml) obtenidos por puncién
submandibular antes del estrés y los dias 1y 9 de estrés (a) y tras la prueba FST del dia 21 (b) de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor y los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor. **p<0.01;
***p<0.001.0 : Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.001; O : Diferencias significativas entre los
subgrupos p<0.001; A: Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.05; X: Diferencias significativas
entre los subgrupos p<0.05.

En cuanto a las estrategias de afrontamiento al estrés, en analisis de varianza de
un factor mostré diferencias significativas entre el factor tiempo x estrategias (Fp3 o1 =
29.427; p<0.001; 17,°=0.492). El andlisis post hoc revelé que los animales no estresados
tenian niveles menores que las tres estrategias de afrontamiento tanto después de la
interaccion del dia 1 (AA: p<0.001; d Cohen=2.62 / ANA: p<0.001; d Cohen=2.89 / PR:
p<0.001; d Cohen=2.84) como tras la interaccién del dia 9 (AA: p<0.001; d Cohen=2.44 /
ANA: p<0.001; d Cohen=2.52 / PR: p<0.001; d Cohen=2.94) y ademas, los sujetos ANA
mostraron mayores niveles de corticosterona en comparacién con los animales AA tras
la interaccion del dia 1 (p=0.028; d Cohen=0.66) (Figura 45a). Por ultimo, también se
encontraron diferencias significativas en los niveles de corticosterona el dia 21 en funcién
de las estrategias (Fjo4 = 3.913; p=0.011; 1,°=0.111), siendo otra vez los sujetos con
estrategias ANA los tinicos que mostraron niveles més elevados de corticosterona en

comparacion a los no-estresados el dia 21 (p=0.012; d Cohen=0.91) (Figura 45D).
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Figura 45. Niveles medios (+ E.EIM.) de corticosterona en plasma (ng/ml) obtenidos por puncién
submandibular antes del estrés y los dias 1 y 9 de estrés (a) y tras la prueba FST del dia 21 (b) de los sujetos
no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR). *p<0.05;
**+<0.001.

4.24.2. Efecto del tumor, del estrés crénico y de las estrategias de

afrontamiento del estrés sobre el peso del bazo.

El andlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) revel6 que el bazo
de los animales estresados tenia un peso proporcional al peso corporal mayor que el
bazo de los sujetos no-estresados (Fj1,98=47.480; p<0.001; 1,2=0.326) (Figura 46a), mientras
que no se encontraron diferencias del factor tumor (Fj1,98=0.048; p=0.828; d Cohen=0.05),
ni una interaccién entre el tumor y el estrés cronico (Fp,98=0.215; p=0.644; 17,2=0.002). El
analisis post hoc revel6 que los dos subgrupos de estresados (tumor / no-tumor)
mostraron un menor consumo de sacarosa que ambos grupos de no-estresados (tumor
/ no-tumor) (estresados con tumor - no estresados con tumor: p<0.001; 4 Cohen=2.20 /
estresados con tumor - no estresados sin tumor: p<0.001; d Cohen=1.78 / estresados sin
tumor - no estresados con tumor: p<0.001; d Cohen=1.21 / estresados sin tumor - no
estresados sin tumor: p<0.001; 4 Cohen=1.65) (Figura 46a). El andlisis de varianza de un
factor (estrategias de afrontamiento) mostré diferencias en el peso del bazo
(F,961=15.697; p<0.001; 7,2=0.248), siendo los sujetos no-estresados los que tenian un
menor peso del bazo en comparacién a los AA (p<0.001; 4 Cohen=1.52), ANA (p<0.001;
d Cohen=1.30) y PR (p<0.001; d Cohen=1.33), mientras que no se observaron diferencias
significativas entre las estrategias AA, ANA y PR (Figura 46b).
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Figura 46. Peso (g) medio (+ E.E.M.) del bazo de los sujetos estresados (ES) con tumor y sin tumor y los
sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos
estresados clasificados en las diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-
agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). ***p<0.001. O: Diferencias significativas entre los subgrupos
p<0.001; O : Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.001. A: Diferencias significativas entre los
subgrupos p<0.001; X: Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.001

—

4.24.3. Efecto del tumor, del estrés crénico y de las estrategias de

afrontamiento del estrés sobre el peso corporal.

El andlisis de varianza de tres factores (tiempo x estrés crénico x tumor) con
medidas repetidas revel6 diferencias significativas del factor tiempo (F1,98=24.197;
p<0.001; 17,2=0.198) y tiempo x estrés crénico (Fj1,98=23.823; p<0.001; #7,2=0.196) en el peso
corporal de los animales. Los ratones estresados mostraron un menor incremento del
peso corporal que los sujetos no-estresados tras 9 dias de estrés (Fj1,102=37.068; p<0.001;
1,2=0.267). Del dia 9 al dia 21, no se encontraron diferencias significativas en el
incremento del peso en funcién del estrés (Fji1,85=0.000, p=0.994, 1,2=0.000), por lo que los
animales estresados tuvieron un menor incremento del peso corporal durante todo el
experimento (F1,85=22.231, p<0.001, 1,2=0.207) (Figura 47). Por el contrario, estos andlisis
no mostraron diferencias significativas al analizar la interaccion entre tiempo x tumor
(Fr,08=1.799; p=0.183; 1,2=0.018), aunque si se observé una interaccién entre tiempo x
estrés cronico x tumor con un tamano del efecto pequefio (Fi,95=4.291; p=0.041;
1,2=0.042). El analisis post hoc revel6 que los animales no estresados con tumor tuvieron
un incremento mayor que los animales estresados con tumor (p=0.001; 4 Cohen=1.21) y

los estresados sin tumor (p<0.001; 4 Cohen=1.75).
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Figura 47. Peso corporal (g) medio (+ E.E.M.) de los sujetos estresados (ES) y los sujetos no-estresados (NE)
durante diferentes momentos del experimento. ***p<0.001.

El analisis de varianza de dos factores (tiempo x estrategias) revel6 diferencias
significativas en la interaccién tiempo x estrategias (Fy3,96=7.436; p<0.001; 17,2=0.189) en el
incremento del peso corporal, pero el andlisis post hoc revel6é que eran los no estresados
los que aumentaban mas de peso el dia 9 en comparaciéon a los AA (p<0.001; 4
Cohen=1.48), ANA (p<0.001; d Cohen=1.14) y PR (p=0.003; d Cohen=1.31), mientras que
no se encontraron diferencias entre las tres estrategias AA, ANA y PR. Ademas, como
ocurria con el factor estrés, se encontraron diferencias en el peso aumentado desde el
inicio hasta el final del experimento en funcién de las estrategias (Fis9=7.805; p<0.001;
1,2=0.196), pero el analisis post hoc revelé que solo los animales no estresados tuvieron
un mayor incremento de peso corporal en comparaciéon alos AA (p<0.001; 4 Cohen=1.10)

y ANA (p=0.011; d Cohen=0.90) (Figura 48).
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Figura 48. Peso corporal (g) medio (+ E.E.M.) de los sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos
estresados clasificados en las diferentes estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-
agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR), durante diferentes momentos del experimento. ***Diferencias
significativas de los animales NE con los AA, ANA y PR, p<0.01. $®PDiferencias significativas de los
animales NE con los AA y ANA, p<0.05.
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4.2.4.4. Efecto del tumor, del estrés crénico y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre la expresion de la enzima IDO en

el estriado y en el hipocampo.

Andlisis de la expresion de la enzima IDO en el estriado.

El andlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) no mostréd
diferencias significativas ni del factor tumor (Fp1,96=0.307; p=0.581; d Cohen=0.24), ni del
factor estrés croénico (Fii,96=0.023; p=0.879; d Cohen=0.03), ni una interacciéon entre el
tumor y el estrés crénico (Fp1,96=1.355; p=0.247; 1,2=0.014). Ademas, el analisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 49a). El
analisis de varianza de un grupo no revel6 diferencias significativas referentes a la

estrategia de afrontamiento al estrés (F3,94=1.973; p=0.123; 17,2=0.056) (Figura 49b).
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Figura 49. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresiéon génica de la enzima IDO en el estriado de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor y los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los
sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).

Andlisis de la expresion de la enzima IDO en el hipocampo.

El andlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) mostr6é que los
animales con tumor tenian mayores niveles de la enzima IDO en el hipocampo que los
animales sin tumor (Fy1,97=13.456; p<0.001; d Cohen=0.77) (Figura 50a). Mientras que no
se observaron diferencias en funcién ni del factor estrés crénico (Fj1,97=3.188; p=0.077; d
Cohen=0.35), ni una interaccién entre el tumor y el estrés crénico (Fp1,97=0.132; p=0.717;
1,2=0.001). El anélisis post hoc mostré que los sujetos estresados-sin tumor tenian niveles
menores de IDO en el hipocampo que los estresados con tumor (p=0.012; d Cohen=0.79)
y que los no estresados-con tumor (p=0.001; d Cohen=1.03) (Figura 50a). El anélisis de
varianza de un factor indicé que no habia diferencias en funcién de las estrategias de
afrontamiento (Fp395=0.953; p=0.418; 1,2=0.028) (Figura 50b). Ademas, tampoco se
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encontraron diferencias en funcion de las estrategias dentro los animales con tumor
(Fp3.45=1.862; p=0.150; 17,2=0.099) y dentro de los animales sin tumor (Fj3,46=0.355; p=0.785;
1,2=0.022).
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Figura 50. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la enzima IDO en el hipocampo de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor y los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los
sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
***p<0.001.0: Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.01;0: Diferencias significativas entre los
subgrupos p<0.05.

4.24.5. Efecto del tumor, del estrés cronico y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre la expresion de la enzima TDO en

el estriado y en el hipocampo.

Andlisis de la expresion de la enzima TDO en el estriado.

El analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) mostré que los
animales con tumor tenian mayores niveles de la enzima TDO en el estriado que los
animales sin tumor (Fj1,98=15.802; p<0.001; d Cohen=1.02) (Figura 51a). Mientras que no
se observaron diferencias ni del factor estrés crénico (Fp1,98=0.020; p=0.887; d
Cohen=0.01), ni una interaccién entre el tumor y el estrés crénico (F,05=2.338; p=0.130;
1,2=0.023). El analisis post hoc mostré que los animales estresados sin tumor tenian
niveles més bajos de TDO en el estriado que los sujetos estresados con tumor (p<0.001; 4
Cohen=1.23) y los no estresados-con tumor (p=0.025; d Cohen=1.07). Ademas, los ratones
estresados con tumor tenian niveles mas elevados que los animales no estresados sin
tumor (p=0.035; d Cohen=0.73) (Figura 51a). El andlisis de varianza de un grupo revel6
que no habia diferencias significativas referentes a la estrategia de afrontamiento al
estrés (Fp3,96=0.403; p=0.751; 1,2=0.012) (Figura 51b). Tampoco se encontraron diferencias
en funcion de las estrategias entre los sujetos con tumor (F3,45=0.673; p=0.573; 17,2=0.041)
y sin tumor (Fp,47=0.597; p=0.620; 17,2=0.035).
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Figura 51. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresion génica de la enzima TDO en el estriado de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor y los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los
sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
**+<0.001.0O: Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.001; O: Diferencias significativas entre los
subgrupos p<0.05; A : Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.05.

Andlisis de la expresion de la enzima TDO en el hipocampo.

El andlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) no mostréd
diferencias significativas ni del factor tumor (Fj1,05=0.879; p=0.351; d Cohen=0.04), ni del
factor estrés cronico (Fj1,05=0.488; p=0.487; d Cohen=0.16), ni una interaccion entre el
tumor y el estrés crénico (Fpi,95=2.579; p=0.112; 1,°=0.026). Ademas, el analisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 52a). El
andlisis de varianza de un grupo mostré diferencias significativas en funciéon de las
estrategias de afrontamiento al estrés (F394-5.762; p=0.001; 7,2=0.134), siendo los
animales ANA los que tenian niveles méas bajo de TDO del hipocampo en comparacién

a los sujetos PR (p=0.001; d Cohen=1.38) (Figura 52b).
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Figura 52. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la enzima TDO en el hipocampo de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor y los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los
sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). **p<0.01.
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4.2.4.6. Efecto del tumor, del estrés crénico y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre la expresion de la enzima iNOS en

el estriado y en el hipocampo.

Andlisis de la expresion de la enzima iNOS en el estriado.

El andlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) no mostréd
diferencias significativas ni del factor tumor (Fj1,0=1.001; p=0.320; d Cohen=0.23), ni del
factor estrés cronico (Fp,08=2.974; p=0.088; d Cohen=0.39), ni una interaccién entre el
tumor y el estrés cronico (Fy1,081=0.007; p=0.933; 17,°=0.000). Ademas, el andlisis post hoc
no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 53a). El
analisis de varianza de un grupo revel6 diferencias significativas en funcién de las
estrategias de afrontamiento al estrés crénico (F[3,96]=0.403; p=0.041; np2=0.076). El
analisis post hoc revel6 que los animales ANA tenian niveles mas altos de iNOS del

estriado que los sujetos no-estresados (p=0.031; d Cohen=0.72) (Figura 53D).

a ETUMOR b
EINO-TUMOR *

16 1 B
9 4] 9 141
212 N PR
T 08 1 E g 0,8 4
2 oe n 0]
% 0,4 A \ \i % 049
T 02 A : 02 1

0 & & it o

ES NE NE AA ANA PR

Figura 53. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la enzima iNOS en el estriado de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor, los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor y los animales
(a); y de los sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes
estrategias de afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos
(PR)(b). *p<0.05.

Andlisis de la expresion de la enzima iNOS en el hipocampo.

El analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) mostré diferencias
estadisticamente significativas en funcién del factor estrés créonico (F1,96=6.653; p=0.011;
d Cohen=0.56). Los animales estresados tenian niveles de iNOS del hipocampo més
elevado que los sujetos no-estresados (Figura 54a). Mientras, no se observaron
diferencias ni del factor tumor (Fp1,96=2.598; p=0.110; d Cohen=0.41), ni una interacciéon
entre el tumor y el estrés cronico (Fj1,06=0.343; p=0.559; 17,2=0.004). El analisis post hoc

mostré que los animales estresados sin tumor tenian niveles mas elevados de iNOS en
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el hipocampo que los sujetos no estresados-con tumor (p=0.020; d Cohen=0.92) (Figura
54a). El andlisis de varianza de un grupo no revel6 diferencias significativas referentes a

la estrategia de afrontamiento al estrés (Fs,06=2.357; p=0.077; 1,2=0.065) (Figura 54b).
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Figura 54. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la enzima iNOS en el hipocampo de los sujetos

estresados (ES) con tumor y sin tumor y los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los
sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). *p<0.05.
.0O: Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.05.

—

4.24.7. Efecto del tumor, del estrés cronico y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre la expresion de la citocina IL-6 en

el estriado y en el hipocampo.

Andlisis de la expresion de la citocina IL-6 en el estriado.

El analisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) mostré que los
animales con tumor tenian mayores niveles de la citocina IL-6 en el estriado que los
animales sin tumor (Fj1,98=18.402; p<0.001; d Cohen=0.87) (Figura 55a). Mientras que no
se observaron diferencias ni del factor estrés crénico (Fp198=3.120; p=0.080; d
Cohen=0.38), ni una interaccién entre el tumor y el estrés cronico (F1,98=0.533; p=0.467;
1,2=0.005). El anélisis post hoc mostré que los animales estresados con tumor tenian
niveles mas elevados de IL-6 que los sujetos estresados sin tumor (p=0.006; d
Cohen=0.76) y los no estresados sin tumor (p<0.001; d Cohen=1.27). Ademas, los ratones
no estresados con tumor tenian niveles més elevados de IL-6 que los no estresados sin
tumor (p=0.019; d Cohen=1.22) (Figura 55a). El andlisis de varianza de un factor no revel6
diferencias significativas en funcién de las estrategias de afrontamiento al estrés
(F,961=2.095; p=0.106; 1,2=0.058) (Figura 55b). Tampoco se encontraron diferencias en
funcion de las estrategias entre los sujetos con tumor (Fj3,45=0.694; p=0.561; #,2=0.042) y
sin tumor (Fp3,47=1.359; p=0.267; 11,2=0.074).
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Figura 55. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la cicotina IL-6 en el estriado de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor y los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los
sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
***p<0.001.0: Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.001; O: Diferencias significativas entre los
subgrupos p<0.01; A : Diferencias significativas entre los subgrupos p<0.05.

Andlisis de la expresion de la citocina IL-6 en el hipocampo.

El andlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) no mostrd
diferencias significativas ni del factor tumor (Fp1,911=0.030; p=0.862; d Cohen=0.20), ni del
factor estrés cronico (Fp1,011=0.492; p=0.485; d Cohen=0.17). Si se observé una interaccion
entre el tumor y el estrés cronico, con un tamano del efecto pequefio (Fj1,91=5.072;
p=0.027; 1,2=0.053), sin embargo, el andlisis post hoc revel6 que no habia diferencias
significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 56a). El anélisis de varianza de un
factor no revel6 diferencias significativas en funcién de las estrategias de afrontamiento

al estrés (Fj3,80=0.651; p=0.584; 1,2=0.021) (Figura 56b).
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Figura 56. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresion génica de la citosina IL-6 en el hipocampo de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor y los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los
sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
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4.2.4.8. Efecto del tumor, del estrés crénico y de las estrategias de
afrontamiento del estrés sobre la expresién de la citocina TNF-a

en el estriado y en el hipocampo.

Andlisis de la expresion de la citocina TNFa en el estriado.

El andlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) mostré diferencias
estadisticamente significativas en funcion del factor estrés crénico (Fy1,98=6.394; p=0.013;
d Cohen=0.54). Los estresados tenian niveles de TNFa del estriado més elevado que los
no-estresados (Figura 57a). Por el contrario, no se observaron diferencias ni del factor
tumor (F1,05=0.562; p=0.455; d Cohen=0.26), ni una interacciéon entre el tumor y el estrés
crénico (Fp1,98=0.909; p=0.343; #,2=0.009). Ademas, el andlisis post hoc no revel6
diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos. El anélisis de varianza de un
factor revel6 diferencias significativas referentes a la estrategia de afrontamiento al estrés
(F3,96=4.628; p=0.005; 7,2=0.112), siendo los animales ANA los que tenian niveles
mayores de TNFa del estriado en comparacién al grupo de los no-estresados (p=0.015; d
Cohen=0.84) y los PR (p=0.065; d Cohen=0.94), aunque en este tltimo los valores no

llegaron a la significacién, mostraron un tamario del efecto grande (Figura 57b).

a B TUMOR b
* #
* A NO-TUMOR
16 16 7
[¢]
_8 1,4 4 ‘g 1,4 4
g 12 4 T - E 1,2 4
% 14 & i — — ? 1
T 98 A T [ i @ 038 4
Q , = ©
_g 06 1 \ \ B3 06T
0,2 2
NN N\t O
0
ES NE NE AA ANA PR

Figura 57. Niveles medios (+ E.E.M.) de expresién génica de la citosina TNFa en el estriado de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor y los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los
sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b). *p<0.05;
#p>0.05 pero d Cohen>0.70.

Andlisis de la expresion de la citocina TNFa en el hipocampo.

El andlisis de varianza de dos factores (tumor x estrés crénico) no mostréd
diferencias significativas ni del factor tumor (Fp1,96=3.178; p=0.078; d Cohen=0.36), ni del
factor estrés cronico (F1,96=0.139; p=0.710; d Cohen=0.08), ni una interaccién entre el
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tumor y el estrés crénico (F1,96=0.067; p=0.797; 1,2=0.001). Ademas, el analisis post hoc

no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los subgrupos (Figura 58a). El

analisis de varianza de un factor revel6 que no habia diferencias significativas en funciéon
de la estrategia de afrontamiento al estrés (F394=2.132; p=0.303; 17,2=0.036) (Figura 58b).
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Figura 58. Niveles medios (£ E.E.M.) de expresién génica de la citosina TNFa en el hipocampo de los sujetos
estresados (ES) con tumor y sin tumor y los sujetos no-estresados (NE) con tumor y sin tumor (a); y de los
sujetos no-estresados (NE) junto con los sujetos estresados clasificados en las diferentes estrategias de
afrontamiento: activos/agresivos (AA), activos/no-agresivos (ANA) y pasivos/reactivos (PR) (b).
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4.2.,5. CORRELACIONES

4.2.5.1. Correlaciones entre los niveles de corticosterona y el desarrollo
tumoral.

Las correlaciones bivariadas realizadas en todos los animales con tumor
mostraron una correlaciéon positiva entre el nimero de focos tumorales y los niveles de
corticosterona obtenidos tras las interacciones sociales del dia 1 (r=0.425; p=0.002) y dia

9 (r=0.473; p=0.001) (Tabla 15).

Tabla 15.
Correlaciones entre niveles de corticosterona y niimero de focos tumorales del 2° experimento.
. Dia1l Dia 9 Dia 21 (post
Grupo Variable Basal (post estrés)  (post estrés) FST)
Estrés Nuamero de focos dia 21 0,123 0,145 0,166 -0.271
No-estrés Nimero de focos dia 21 0,018 -0,157 0,206 0,204
Tumor Nuamero de focos dia 21 0,072 0,425** 0,473** 0,061

Nota: *p<0.01

4.2.5.2. Correlaciones entre los niveles de corticosterona y los niveles de
TDO en el hipocampo y estriado.

Entre los animales estresados, se observé una correlacién negativa entre los
niveles de corticosterona obtenidos el dia 9 y los niveles de TDO en el estriado (r=-0.341;
p=0.003), mientras que los niveles de corticosterona del dia 1 correlacionaron
negativamente con los niveles de TDO del hipocampo (r=-0.325; p=0.005) (Tabla 16).

Tabla 16.

Correlaciones entre niveles de corticosterona y niveles de TDO en el estriado e hipocampo del 2°
experimento.

Grupo Tiempo corticosterona Basal (poglss:rés) (polzl:sgrés) Dlalfsl,g) ost
Estrés TDO del estriado -0.121 -0.92 -0.341** -0.227
TDO del hipocampo 0.063 -0.325** -0.111 -0.142
, TDO del estriado 0,010 0,333 -0,338 -0,092

No-estrés .

TDO del hipocampo -0,039 0,232 -0,373 -0,057
Tumor TDO del estriado 0,149 0,099 -0,136 -0,125
TDO del hipocampo 0,074 -,293* -0,115 -0,100
No-tumor TDO del estriado -0,259 -0,193 -,281* -0,207
TDO del hipocampo 0,020 0,032 -0,025 -0,098
Todos TDO del estriado -0.111 0.004 -0.246* -0.233*
TDO del hipocampo 0.043 -0.110 -0.060 -0.074

Nota: *p<0.01; *p<0.05
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4.2.5.3. Correlaciones entre los niveles de citocinas y la expresién de las
enzimas IDO e iNOS.

El estudio de correlaciones entre la expresion de las enzimas IDO e iNOS y las

citocinas IL-6 y TFNa, tinicamente mostré una correlacion positiva entre los niveles de

iNOS con TFNa (r=0.358; p=0.011) en el hipocampo entre los sujetos con tumor (Tabla
19).

Tabla 17.
Correlaciones entre niveles de citocinas y enzimas IDO e iNOS hipocampo del 2° experimento
dentro de los animales estresados.
iNOS IDO IL-6 TNFa iNOS IDO IL-6 TNFa
Est Est Est Est HC HC HC HC
iNOS R iNOS R
Est 1 0,064 0,189 0,231 HC 1 0,104 -0,043 0,256
IDO IDO
Est 1 -0,030 -0,068 HC 1 0179 0,098
IL-6 IL-6
Est 1 0,135 HC 1 0,153
TNFa 1 TNFa 1
Est HC
Nota; *p<0.05

Tabla 18.
Correlaciones entre niveles de citocinas y enzimas IDO e iNOS hipocampo del 2° experimento
dentro de los animales no-estresados.
iNOS IDO 1IL-6 TNFa iNOS IDO IL-6 TNFa
Est Est Est Est HC HC HC HC
iNOS iNOS
Est 1 -0,251 0,167 0,244 HC 1 -0.285 -0,009 0,290
IDO IDO
Est 1 0,013 0,079 HC 1 0,068 0,129
IL-6 IL-6
Est 1 0,051 HC 1 0,010
TNFa 1 TNFa 1
Est HC
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Tabla 19.
Correlaciones entre niveles de citocinas y enzimas IDO e iNOS hipocampo del 2° experimento
dentro de los animales con tumor.

iNOs IDO [ .. TNFa iNOS IDO IL-6 TNFa
Est Est P ESL st HC HC HC  HC
iNOS iNOS 0,026 0,037 ,358*
Eot 1 0,087 0152 0,256 HC 1
IDO IDO 0,085 0,066
Est 1 0,001  -0,025 HC 1
IL-6 IL-6 0,204
ot 1 0,202 HC 1
TNFa 1 TNFa .
Est HC

Nota: *p<0.05

Tabla 20.
Correlaciones entre niveles de citocinas y enzimas IDO e iNOS hipocampo del 1° experimento
dentro de los animales sin tumor.

iNOS IDO IL-6 TNFa iNOS IDO IL-6 TNFa
Est Est Est Est HC HC HC HC
iNOS iNOS
Est 1 0,055 0,181 0,252 HC 1 -0.018 -0,137 0,149
IDO IDO
Est 1 0,058 0,000 HC 1 0,171 0,097
IL-6 IL-6
Est 1 0,012 HC 1 0.007
TNFa 1 TNFa 1
Est HC
Tabla 21.

Correlaciones entre niveles de citocinas y enzimas IDO e iNOS hipocampo del 1° experimento en
todos los sujetos.

iNOS IDO IL-6 TNFa iNOS IDO IL-6 TNFa
Est Est Est Est HC HC HC HC
iNOS iNOS N
Est 1 -0.066 0,093 0,182 HC 1 -0.035 -0.005 0,247
IDO IDO
Est 1 -0,022 0,001 HC 1 0,155 0,073
IL-6 IL-6
Est 1 0,101 HC 1 0.083
TNFa 1 TNFa 1
Est HC

Nota: *p<0.01.
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Discusion

El anédlisis de la conducta llevada a cabo en los sujetos estresados durante la
primera interaccion social en ambos experimentos permitio clasificar a los ratones en tres
grupos diferentes segtin sus estrategias de afrontamiento al estrés, independientemente
de la inoculacién tumoral. Un grupo de sujetos, al que denominamos activo/agresivo
(AA), present6 un patréon conductual reflejo claro de una estrategia proactiva, ya que, en
interaccion directa, era el grupo que mas tiempo invertia en conductas de ataque y
amenaza. De acuerdo con muchos autores los niveles de agresividad de los animales,
reflejan estilos generales de afrontamiento en otras situaciones (de Boer et al., 2017;
Koolhaas et al., 1999, 2007), siendo la agresioén abierta parte de un conjunto mayor de
caracteristicas de comportamiento que componen la estrategia de afrontamiento
proactiva (Koolhaas et al., 1999). A este respecto, una mayor dedicacién a la conducta de
exploracién no-social y menor a la de inmovilidad fueron también caracteristicas
distintivas de este claster. Otro grupo de sujetos, ademds de no manifestar conductas de
ataque y amenaza, presenté una baja exploracion no-social y dedicé mas tiempo que el
resto de los grupos a la conducta de inmovilidad. A este grupo con una estrategia
reactiva, se le denominé pasivo/reactivo (PR). Finalmente, el claster defini6é un tercer
grupo intermedio de sujetos, al que denominamos activo/no-agresivo (ANA), el cual,
sin manifestar conductas de ataque y amenaza, mantuvo un nivel de actividad mayor
que el grupo PR. Es importante sefialar, de acuerdo con diversos autores, que la
estrategia proactiva puede no expresarse con igual claridad en todas las situaciones de
reto (de Boer et al., 2017). En esta linea, y de acuerdo con la hipétesis de Homberg (2012),
podriamos pensar que, en nuestro modelo, la situacion de sumision generada por la
imposibilidad de resultar dominantes, no coincida con la estrategia de afrontamiento,
mas bien proactiva, del grupo ANA. Asi, la inclusion en el segundo experimento de la
interacciéon indirecta, en la que los sujetos no presentaban riesgo de ser agredidos,
confirmo la existencia de este tercer grupo. Cuando se les permitié6 moverse con libertad,
sin riesgo de ser agredidos, los sujetos ANA, exploraron el entorno y permanecieron
muy poco tiempo inméviles, al igual que los sujetos AA. Por tanto, este grupo
corresponderia a sujetos que podrian agruparse en un grupo intermedio, con

caracteristicas tanto del grupo AA como del grupo PR.

Mediante la aplicacion del estrés crénico, en el segundo experimento, pudimos
observar los cambios conductuales que manifestaron los sujetos tras 9 dias de estrés

social. Tras la derrota repetida todos los grupos modificaron su conducta hacia
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conductas menos activo/agresivas, reduciéndose las diferencias conductuales
observadas durante la primera interaccion social. Sin embargo, en nuestro caso no
podemos descartar la influencia del desarrollo tumoral, junto al estrés social crénico, en
el cambio conductual observado, ya que algunas conductas se vieron afectadas por este
(ataque y huida de la IFD y exploracion no-social de la INF). Aunque,
independientemente del tumor, en todas las estrategias se observé un incremento
significativo de la inmovilidad tras 9 dias de estrés crénico, solo el grupo ANA mostré
un incremento significativo de la inmovilidad en la INF, igualdndose al grupo PR. Esto
podria indicar un cambio o una transicién de estrategia de afrontamiento del grupo
ANA hacia un afrontamiento més reactivo. En esta linea, Paul ef al. (2011) refieren que
la derrota social repetida resulté en un cambio desde conductas de afrontamiento
proactivo hacia conductas de afrontamiento reactivo. Por otro lado, es importante
sefalar que durante la interaccion del dia 9, ya no se observaron conductas de amenaza
y ataque, lo que indica que todos los sujetos fueron sometidos por los ratones residentes.
Numerosos estudios han encontrado cambios en relaciéon a la conducta de los ratones
subordinados tras la derrota social repetida, observando una disminucién de la
interaccion social (Avgustinovich et al., 1997; Kudryavtseva, 1994; Kudryavtseva et al.,
1991; Meerlo et al., 1996; Van de Poll et al., 1982). Aunque Albonetti y Farabollini (1994)
no encontraron diferencias en la interaccién social, si existe un acuerdo general en que
la derrota continua reduce los niveles de agresividad (Albonetti y Farabollini, 1994;
Andrade et al., 1989; Flanneliy y Lore, 1975; Flannelly et al., 1984), e incrementa la
conducta de defensa/sumisién (Andrade et al., 1989; Flannelly et al., 1984; Kudryavtseva
et al., 1991; Tornatzky y Miczek, 1994).

En cuanto a los efectos del estrés social sobre el desarrollo tumoral, los resultados
de los experimentos llevados a cabo en este trabajo muestran efectos diferentes en

funcién de su aplicaciéon aguda o crénica.

Al igual que en trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio con ratones
C57BL6 (Lebena et al., 2017), el estrés agudo no afect6 al desarrollo tumoral. Sin embargo,
en trabajos previos si encontramos un efecto significativo de este modelo de estrés agudo
sobre el desarrollo metastatico pulmonar (Vegas et al., 2006). Estas diferencias de
resultados se deben probablemente al menor desarrollo tumoral inducido en el presente
trabajo al seleccionar especificamente lineas celulares con menor indice proliferativo (ver

pagina 83). Estos resultados sugieren que, ademaés de variables como la cepa o la edad
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del sujeto, también el grado de induccion tumoral puede ser un factor importante a la

hora de observar efectos del estrés agudo sobre el desarrollo del tumor.

La aplicacién del modelo de estrés social de forma crénica si produjo un aumento
significativo del desarrollo tumoral de los animales que fueron inoculados con células
de melanoma B16F10, confirmando estudios previos que han revelado que el estrés
psicosocial crénico puede ser un potente modulador de la progresiéon del cancer en
diferentes modelos de tumor (Armaiz-Pena et al., 2013; Feller et al., 2019; Moreno-Smith
et al., 2010; Payne, 2014). Ademas, el desarrollo tumoral mostré diferencias en funcién
de las estrategias de afrontamiento manifestadas ante el estrés social. Asi, fue la
estrategia PR la que presenté un mayor desarrollo tumoral frente a los sujetos estresados
AA 'y ANA, asi como frente a los NE. Sajti et al. (2004) también encontraron un mayor
namero de focos metastaticos de tumor subcutdneo en ratas caracterizadas por su
pasividad en el test de campo abierto. En el presente estudio, los sujetos AA no se vieron
afectados en relacion al desarrollo tumoral, en linea con lo hallado por Amkraut y
Solomon (1972), donde los animales que mostraban lucha espontanea desarrollaron
tumores de sarcoma mas pequeiios que aquellos que no luchaban. Vegas et al. (2006)
ademads de encontrar un mayor desarrollo tumoral en los ratones estresados, también
observaron que emplearse en conductas de ataque y presentar altos niveles de
exploracion del entorno en situacién de conflicto social, estaba relacionado con menores
niveles de desarrollo tumoral. Estos datos sugieren que la estrategia proactiva,
acompafiada de respuestas ofensivas y gran actividad exploratoria protege de los efectos
del estrés crénico sobre el desarrollo tumoral. En cuanto a los sujetos ANA, que no
manifestaron conductas ofensivas, pero si actividad exploratoria, mostraron un
desarrollo tumoral moderado. Asi, nuestros resultados sugieren que la estrategia activa
y no especificamente la conducta agresiva manifestada podria proteger a los ratones de
un mayor desarrollo tumoral. Estos resultados ponen de relieve la importancia que las
diferentes estrategias de afrontamiento al estrés tienen sobre los efectos negativos
observados del estrés cronico en el desarrollo tumoral y sefialan un mejor prondstico
para aquellos sujetos con estrategias activas, no necesariamente agresivas. Estos datos
experimentales subrayan la importancia de abordar el estudio de las caracteristicas
individuales de los sujetos para promover intervenciones psicosociales adecuadas que
puedan paliar los efectos negativos del estrés en pacientes con cancer (Antoni y Dhabhar,

2019; Pérez-Tejada et al., 2019; Reynolds et al., 2000).

175



Discusion

La derrota social produjo una intensa activacion del eje HPA tras las interacciones
directas tanto ante el estrés agudo, como ante un estrés crénico. Mientras que tras varios
dias de haber finalizado el estrés agudo desaparecieron las diferencias en los niveles de
corticosterona, en el caso de estrés cronico estas diferencias se mantuvieron tres dias
después del final de la exposicion al estrés social, al igual que lo encontrado por otros
autores (Becker et al., 2008; Ruis et al., 1999). El menor incremento de los niveles de
corticosterona observado tras 9 dias de estrés, podria sugerir una adaptacion del eje HPA
ante el estrés repetido (Macedo et al., 2018), sin embargo resultados hallados por otros
autores no apoyan esta idea. Gémez-Lazaro et al. (2011) y Pérez-Tejada et al. (2013)
encontraron niveles igualmente altos incluso tras 21 dias de estrés mediante un modelo
de estrés social similar al utilizado en este trabajo. Los niveles mas elevados de
corticosterona hallados en los estresados justo después de la prueba FST, es decir, 3 dias
después de la finalizacién del estrés social, podrian indicar una alteraciéon del eje HPA
como consecuencia de la derrota repetida, aunque su analisis tras esta prueba
conductual no permite descartar un restablecimiento o una disminucién de los niveles
basales trascurridos varios dias desde cualquier manipulacién del animal (Gémez-

Lazaro et al., 2011; Macedo et al., 2018).

Por otra parte, es interesante destacar que fue el grupo ANA quien presento los
mayores niveles de corticosterona tras la primera interaccion social y tras la prueba FST,
tres dias después de finalizar el estrés crénico. Estos sujetos no presentaron conductas
de lucha, como ataque y amenaza, que pudieran moderar la respuesta del eje HPA, tal y
como se ha observado en otros trabajos (Walker et al., 2009). Es posible que, en sujetos
con una predisposicion proactiva, al no tener oportunidad de manifestar tales conductas,
la derrota sea para ellos mas estresante, presentando una mayor reactividad al estrés y
una mayor respuesta del eje en la primera interaccién. Este resultado apoyaria la idea de
que los estilos de afrontamiento pueden influir en las consecuencias de experimentar
estrés por subordinacién social (Boersma et al., 2017). Aunque los niveles de
corticosterona se igualaron en todos los grupos tras nueve dias de estrés, no podemos
descartar que la mayor reactividad previa del eje HPA observada en el grupo ANA haya
producido un impacto a largo plazo en este grupo. En este sentido, y como discutiremos
mas adelante, este grupo presentd un perfil alterado especifico de la expresiéon de

algunos marcadores inflamatorios.
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Aunque no se observaron diferencias significativas en los niveles de
corticosterona en funciéon del tumor, la correlacién observada entre los niveles de esta
hormona y el desarrollo tumoral tras el estrés crénico no permite descartar una
implicacion del eje HPA en la progresiéon del tumor. Sin embargo, nuevas evidencias
apuntan a que no sélo los glucocorticoides, sino también las catecolaminas liberadas
durante la respuesta de estrés, juegan un papel importante en distintas etapas del
proceso metastatico, a través de los cambios que estas producen en la actividad
inmunitaria (Armaiz-Pena et al., 2013; Feller et al., 2019; Wu et al., 2005). Es por tanto
posible que el mayor desarrollo tumoral observado en los sujetos PR esté mediado
también por las catecolaminas, u otros mecanismos y vias relacionas con el estrés (Vegas

et al., 2009; Wu et al., 2005; Xia et al., 2019).

Cuando se analizaron las consecuencias del estrés y del desarrollo tumoral sobre
la conducta, se observaron efectos diferentes en funciéon de cada factor. El estrés cronico
redujo el consumo de sacarosa, indicativo de conducta tipo-depresiva, en todos los
ratones estresados, independientemente de la estrategia. Aunque la mayoria de los
estudios refieren una reducciéon de la preferencia de sacarosa por estrés crénico
(Covington et al., 2010; Tang et al., 2018; Yu et al., 2011), también hay trabajos que no
encuentran dicha reduccion (ver Hammels et al., 2015). Estas discrepancias pueden ser
debidas a diferencias en el protocolo utilizado, pero también a la duracién del estresor,
ya que en el primer experimento, en el que se aplicé un estrés agudo, no se observa una
reduccién en el consumo de sacarosa al igual que en otros trabajos donde la derrota se

limité a cinco dias (Croft et al., 2005) o a un dia (Razzoli et al., 2011).

Los resultados de este trabajo con ratones macho OF1 inoculados con células de
melanoma indican que el tumor no afect6 al consumo de sacarosa, tal vez debido al
moderado desarrollo tumoral alcanzado por los sujetos experimentales. Sin embargo,
otros factores como la especie, el sexo o el tipo tumoral utilizado también podrian influir
en los resultados. Asi, mientras algunos autores encontraron una reduccién del consumo
de sacarosa en ratonas C57BL/6 con tumor de ovario (Lamkin et al., 2011) y BALB/c con
tumor mamario (Nashed et al., 2015), otros no encontraron diferencias en ratonas hembra
BALB/c x DBA/2 F1 (CD2F1) con tumor de colon (Norden et al., 2015), ni en ratas

hembra con tumores mamarios (Pyter et al., 2009).
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La conducta manifestada en FST, cominmente utilizado para determinar
conductas tipo-depresivas en roedores, no se vio afectada por efecto del estrés agudo o
crénico. Los resultados obtenidos en relacion a los efectos del estrés crénico sobre la
conducta tipo-depresiva, concuerdan con los estudios llevados a cabo por Stepanichev
et al. (2016), quienes observaron una menor preferencia de sacarosa, pero no encontraron
diferencias en el tiempo transcurrido inméviles en la prueba FST tras aplicar varios tipos
de estresores croénicos. De acuerdo con la literatura, los efectos del estrés sobre la
conducta en el FST parecen ser més consistentes en el caso de las ratas, donde se ha
descrito un aumento de inmovilidad tras la derrota social aguda o crénica (Becker et al.,
2008; Hayashida et al., 2010), pero en ratones los resultados no son tan robustos y parecen
variar en funcién del procedimiento utilizado (Gémez-Lazaro et al., 2011, 2012; Kinsey
et al., 2007; Krishnan et al., 2007; Tang et al., 2018). En el presente trabajo, aunque las
conductas de inmovilidad y natacién no se vieron alteradas por efecto del estrés,
pertenecer a un determinado grupo de estrategias conductuales, si determiné una
respuesta diferente cuando los animales eran sometidos a un estrés crénico.
Concretamente, los PR mostraron mas inmovilidad y menos natacién que los sujetos
pertenecientes a los grupos AA o ANA, e incluso, en el caso de la natacion, fueron los
tnicos que se diferenciaron del grupo de no-estresados. Asi, las consecuencias del estrés
cronico sobre las conductas en el FST, asociadas a la depresion, parecen ser més intensas
en los sujetos con una estrategia inicial PR. Varios autores han sugerido que las
manifestaciones conductuales desplegadas por los animales en esta prueba podrian ser
propias de una estrategia conductual mds que indicativas de conductas tipo-depresivas
(Commons et al., 2017; de Boer et al., 2017; Koolhaas et al., 2010), de manera que una
mayor inmovilidad serfa una caracteristica de una estrategia pasiva (Commons et al.,
2017; De Kloet y Molendijk, 2016). Sin embargo, esta idea no parece sustentarse en el
presente trabajo, ya que cuando se aplicé un estrés agudo, los sujetos del grupo PR no
presentaron diferencias en inmovilidad y nataciéon en relacién a los otros grupos, como

cabria esperar si estas conductas fueran caracteristicas de la estrategia.

La presencia del tumor no alter6 la conducta de los ratones en el FST, a diferencia
de otros estudios (Nashed et al., 2015; Norden et al., 2015). Esta discrepancia puede ser
atribuida, bien a las diferencias en el sujeto experimental o modelo tumoral utilizado, o

bien al moderado desarrollo tumoral mencionado anteriormente.
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En relacion al OFT, utilizado tanto para determinar los niveles de ansiedad como
para medir la actividad motora en roedores, (Crawley, 1985), se han encontrado
diferentes resultados en funciéon del pardmetro analizado. El estrés por derrota, no
produjo cambios en los pardmetros indicativos de ansiedad (tiempo en el centro) al igual
que lo hallado por otros autores en ratas (Liu et al., 2017) y en oposicién a otros estudios
(Di et al., 2016; Kinsey et al., 2007; Patki et al., 2013). Del mismo modo, no se encontraron
diferencias significativas en el tiempo inmévil y en la distancia recorrida en funcién del
estrés. A este respecto también existen datos contradictorios, ya que mientras algunos
autores no encontraron diferencias (Kinn ef al., 2008; Mercier et al., 2003; Trainor et al.,
2011), otros observan tanto un incremento (Venzala et al., 2012) como una disminucién
(Ricciardella et al., 2010; Rygula et al., 2005) de la actividad locomotora en roedores
estresados. Es posible que el método, el periodo del procedimiento de estrés por derrota,
asi como la especie utilizada haya dado lugar a resultados contradictorios. Al igual que
en el FST, sin embargo, si se observaron diferencias en funcién de las estrategias tras el
estrés cronico, siendo de nuevo el grupo PR quien mostré mayor inmovilidad, y junto
con los ANA, también, menor distancia recorrida. Estos resultados indicarian de nuevo
una mayor afectacion del grupo PR, asi como un leve efecto en el grupo ANA, que solo

se muestra tras el estrés cronico.

En cuanto al efecto del tumor, pudimos observar que no redujo la distancia
recorrida en ninguno de los experimentos, es decir, la actividad motora no fue alterada,
en concordancia con lo observado por otros autores con otros modelos de tumor
(Norden et al., 2015; Pyter et al., 2017). Aunque la fatiga si es uno de los sintomas
observados en pacientes con cancer, de acuerdo con Norden et al. (2015), esta no irfa
necesariamente asociada a la actividad locomotora general. En cuanto a las conductas
indicativas de ansiedad, no se encontraron diferencias en funcion del tumor durante el
primer experimento, pero si en el segundo, donde se observé un mayor desarrollo
tumoral. Concretamente, fueron los animales portadores de tumor los que menos tiempo
permanecieron en el centro y los que se situaron més cerca de la periferia, en
comparacioén a los animales sin tumor. Estos datos sugieren que el mayor desarrollo
tumoral observado en el segundo experimento podria contribuir a la apariciéon de

sintomatologia tipo-ansiosa.

En el caso de la conducta de acercamiento social, prueba que se llevé a cabo

Unicamente en sujetos crénicamente estresados, el tumor produjo una reduccién del
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tiempo dentro del area del oponente. Esta conducta que ha sido interpretada por otros
autores como una inhibicién social asociada a la susceptibilidad a los efectos del estrés y
a la depresion (Dadomo et al., 2011; Lagace et al., 2010; Venzala et al., 2012), sugiere la
presencia de sintomatologia tipo-depresiva en sujetos con desarrollo tumoral. Aunque
no se encontraron diferencias en funcion de las estrategias en el tiempo trascurrido cerca
del oponente, si se observaron en la inmovilidad, siendo los sujetos PR y ANA quienes
mostraron mayor inmovilidad. La menor actividad motora de estos sujetos podria
reflejar junto con los resultados encontrados en el FST y OFT, mayor conducta tipo-

depresiva.

En cuanto a la actividad inmunitaria, en este trabajo se midieron diferentes
pardmetros (las enzimas IDO, TDO e iNOS vy las citocinas IL-6 y TNFa del estriado e
hipocampo) para observar los mecanismos inmunitarios que pueden ser alterados a
nivel del SNC por la presencia de células tumorales periféricas, situaciones estresantes
y/o las diferentes estrategias empleadas para hacer frente a situaciones de estrés. Los
resultados parecen indicar que los cambios observados en estos pardmetros indicativos
de la actividad inmunitaria varian diferencialmente en funcién del tumor o del estrés.
Este efecto especifico de cada factor se vio reflejado también en los cambios conductuales

observados.

El estrés agudo produjo un incremento en el peso del bazo que podria ser
indicativo de una mayor actividad inmunitaria dirigida por este 6rgano, encargado de
diferentes funciones inmunitarias (ver revision de Bronte y Pittet, 2013). Ademas, las
diferencias observadas en funcién de la estrategia, sugieren que este efecto se debe al
mayor peso del bazo observado en las estrategias PR y ANA. Puesto que los niveles de
corticosterona fueron similares en todos los grupos estresados, es posible que una mayor
actividad simpética (u otro mecanismo independiente de glucocorticoides) sea la
responsable del mayor peso de bazo observado en estos grupos. El aumento del tamafio
del bazo no se tradujo en alteraciones inmunitarias a nivel central, ya que no se encontré
ningtn efecto del estrés agudo, ni de las estrategias, sobre los niveles de expresién de
IDO, iNOS e interleucinas. A este respecto se han encontrado datos contradictorios, ya
que algunos muestran un aumento de citocinas proinflamatorias junto a la disminucién
de antiinflamatorias (Blandino et al., 2006; Nguyen et al., 1998; Ostrowski et al., 1999;
Savignac et al., 2011), y otros indican lo contrario (Elenkov y Chrousos, 2002). Ademas,

en los trabajos en los que se aplica un estrés agudo a roedores con tumor se han
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encontrado cambios inmunitarios minimos (Pyter, 2016). Por otro lado, aunque se
observo un aumento en los niveles de corticosterona plasmatica tras el estrés agudo, no
se encontraron diferencias en los niveles de TDO a nivel central. Esta ausencia de
diferencias en pardmetros analizados en funcién del estrés agudo podria justificar la

ausencia de cambios conductuales observada en el primer experimento.

Tras el estrés cronico se produjo una hipertrofia del bazo mayor a la observada
tras el estrés agudo. Esto podria indicar una mayor actividad del sistema inmunitario
periférico que en el caso del estrés agudo, aunque para confirmarlo hubiera sido

necesario determinar parametros inmunitarios periféricos.

A nivel central, el estrés cronico produjo un aumento en los niveles de expresion
de la enzima iNOS en el hipocampo y de la citocina TNFa en el estriado en todos los
sujetos estresados. Estos datos van en la misma linea que lo encontrado por otros autores
que observaron niveles mas elevados de expresién de iNOS (Olivenza et al. 2000) y TNFa
(Munhoz et al., 2004) en la corteza cerebral de las ratas sometidas a varias semanas de
estrés mediante inmovilizacion. Ademas, el incremento significativo en el grupo ANA
de los niveles de expresiéon de TNFa e iNOS del estriado, revela que existe un efecto del
estrés cronico sobre estas variables dependientes de las estrategias. En un estudio previo
en nuestro laboratorio también se encontraron diferencias en los niveles de expresién de
iNOS y TNFa en la corteza prefrontal en funcion de la estrategia observada en sujetos
derrotados, pero no en el hipocampo (Peréz-Tejada et al., 2016). Esta diferencia en la
expresion de citocinas proinflamatorias en funcién del drea cerebral también ha sido
observada en diferentes trabajos, y podria deberse a que las diferentes vias activadas en
distintas situaciones de estrés y/o en funcion de la estrategia podrian actuar sobre
estructuras cerebrales especificas y activar diferentes genes relacionados con la
expresion de citocinas (Johnson et al., 2005; Kolmus et al., 2015; Rohleder, 2011). Aun asi,
no podemos descartar otros factores como las posibles diferencias entre el intervalo de
tiempo de expresiéon de cada una de las citocinas y el tiempo elegido para su analisis

(Gibb et al., 2011; Johnson et al., 2005).

Por otro lado, nuestro estudio mostré que los animales sometidos a un estrés
crénico con un perfil conductual ANA, tuvieron niveles de expresiéon de la enzima TDO
del hipocampo mas bajos que los sujetos PR. Esto podria ser debido a que los niveles

mas elevados de corticosterona encontrados a lo largo del experimento en el grupo ANA
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estén generando una resistencia a los glucocorticoides en estos sujetos que podria ser
perjudicial si se prolonga en el tiempo (Dhabhar y McEwen, 1997). La resistencia a los
glucocorticoides propuesta, viene apoyada por la correlaciéon negativa observada en los

animales estresados entre los niveles de corticosterona y expresion de TDO.

El aumento de la expresién de TNFa en el estriado y de iNOS en el hipocampo,
estructuras implicadas en el sistema de refuerzo (Haber y Knutson, 2010; Jiang et al.,
2010; Russo y Nestler, 2013), pueden ser responsables de la anhedonia observada en los
sujetos estresados. El grupo de Peng et al. (2012) observé un aumento de la expresion de
iNOS en la corteza cerebral en sujetos sometidos a estrés crénico leve impredecible junto
con una menor preferencia de sacarosa. El grupo ANA, siendo el subgrupo con niveles
mas elevados de expresiéon de iNOS y TNFa en el estriado, solo mostré6 una menor
actividad motora en el OFT, y junto al PR en la prueba de IS, no alcanzando diferencias
significativas en anhedonia con respecto a las demés estrategias. Por otra parte, los PR,
pese a no mostrar una alteracién inmunitaria diferencial respecto a los no-estresados,
fueron los que mayor alteracion conductual presentaron, tanto en el OFT como FST. A
estas diferencias conductuales entre las estrategias ANA y PR podrian contribuir los
niveles significativamente mds bajos de TDO observados en el hipocampo del grupo
ANA. Es posible que la resistencia a los glucocorticoides sugerida anteriormente en el
grupo ANA, se presente inicialmente como un mecanismo adaptativo en esta estrategia
y modere su respuesta conductual. Asi, los datos sugieren que, ademas de las
caracteristicas conductuales, la estrategia ANA presenta unas caracteristicas fisiologicas
especificas. Aunque para confirmar la relacién entre estas caracteristicas conductuales y
fisiolégicas seria necesario determinar si los cambios en pardmetros inmunitarios y en
TDO observados en esta estrategia han conseguido alterar los metabolitos del triptéfano
y la disponibilidad del cofactor BH4, como sefiala la hipodtesis inflamatoria de la
depresion. Por otra parte, la peor respuesta en FST manifestada por los sujetos PR,
seflalada anteriormente, no puede ser atribuida a cambios en estos pardmetros
fisiolégicos inducidos por el estrés, puesto que el grupo PR no present6 un perfil
especifico de cambios en los mismos, a excepcion de la diferencia observada en los
niveles de expresion de TDO en relacién al grupo ANA. No obstante, no podemos
descartar la existencia de diferencias en otras estructuras y/o pardmetros no analizados
en este trabajo y que podrian contribuir a los cambios en la conducta tipo-depresiva

observada en el grupo PR, tales como la corteza prefrontal y la amigdala (Audet et al.,
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2011; Piser, 2010), o las catecolaminas liberadas por el sistema SAM (Koolhaas, 2008;
Koolhaas et al., 2007; Sgoifo et al., 1996).

Por otra parte, era de esperar que la propia presencia del tumor aumentara la
actividad inmunitaria periférica (Landskron et al., 2014; Pyter et al., 2009) que a través de
vias de comunicacién con el cerebro incrementara la liberacién de citocinas en el SNC
(Pyter et al., 2009; Yang et al., 2014). Sin embargo, en el primer experimento no
observamos diferencias ni en el peso del bazo, ni en los niveles de citocinas, ni en la
expresion de IDO e iNOS. Tampoco se encontraron diferencias en la expresiéon de la
enzima TDO, lo cual era de esperar dado que los niveles de corticosterona no fueron
diferentes en funcién del tumor. La ausencia de los efectos del tumor sobre el sistema
inmunitario, podrian deberse a que el reducido desarrollo tumoral inducido no consigue
activar los parametros inmunitarios analizados. Si bien, la estabulacién conjunta en este
primer experimento de los animales con y sin tumor ha podido influir en los resultados,
tal y como otros autores han observado en animales que cohabitaban en la misma jaula
(Alves et al., 2010; Tomiyoshi et al., 2009), el bajo desarrollo tumoral inducido en este

trabajo minimiza esta posibilidad.

Por el contrario, si se observaron cambios en los pardmetros inmunitarios
centrales en funcién del tumor cuando el experimento incluy6 el estrés crénico. Esto
podria ser debido al mayor desarrollo tumoral que encontramos tras el estrés crénico, ya
que en este caso la cantidad de focos tumorales fue mas del doble que tras un estrés
agudo. Los animales con tumor, mostraron niveles mas elevados de la expresion de la
enzima IDO en el hipocampo y de la citocina IL-6 en el estriado, ademas de la enzima
TDO en esta tltima estructura. La correlacion encontrada entre el desarrollo tumoral y
los niveles de corticosterona en el segundo experimento podria explicar el aumento de
los niveles de expresién de TDO en sujetos con tumor, de la misma manera, que la falta
de correlacién encontrada en el primer experimento podria explicar la ausencia de estas
diferencias. Trabajos realizados en nuestro laboratorio también encontraron un
incremento de la expresion de IL-6 (Lebefia et al., 2014), pero en el hipocampo y solo en
aquellos sujetos con gran desarrollo tumoral. La condicién de un gran desarrollo tumoral
para poder observar estos cambios, unido al menor desarrollo tumoral inducido en este
experimento podria explicar la falta de diferencias observables en el hipocampo. Sin
embargo, el incremento observado en los niveles de expresion de IDO en los sujetos con

tumor en el hipocampo sugiere la existencia de una inflamacién moderada producida
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por el tumor. Este efecto del tumor en el hipocampo podria deberse a otras citocinas, ya
que ademads de las analizadas en este estudio, el IFNy/, el INFa y la IL-1f, también tienen
la capacidad de inducir la enzima IDO (Babcock y Carlin, 2000; Maes et al., 2011; Shirey
et al., 2006; Wichers y Maes, 2004). Estas alteraciones a nivel de sistema nervioso central
podrian explicar la conducta ansioso-depresiva observada en el OFT y en la prueba de
IS en los sujetos con desarrollo tumoral, quienes permanecieron mas tiempo en la

periferia y alejados del oponente.

En general, podemos concluir que tanto el estrés crénico como el tumor
produjeron cambios inmunitarios y conductuales diferentes en funcion de cada uno de
estos factores. Ademads, los datos indican que para observar estos efectos del tumor es
necesario alcanzar un determinado desarrollo tumoral, observado unicamente en
condiciones de estrés crénico. Por otro lado, a pesar de que la derrota repetida vaya
igualando el perfil conductual en interaccién social de todos los sujetos hacia una
conducta de subordinacién en todos los sujetos, las consecuencias del estrés crénico son
diferentes en funcién de la estrategia inicial, indicando que las diferencias individuales
a la hora de hacer frente al estrés repercuten en sus efectos. Asi, la estrategia PR result6
ser la mas vulnerable a los efectos del estrés crénico con un mayor desarrollo tumoral y
mayor afectacion conductual. Sin embargo, estos sujetos no mostraron los cambios
inmunitarios esperados en sujetos con una mayor afectacion conductual. Es posible que
la fisiologia particular de cada estrategia repercuta en el intervalo de tiempo entre el final
del estrés y la expresion de citocinas, y que ademas este intervalo sea diferente en
funcién de la citocina y de la estructura cerebral analizada. Por otra parte, hubiera sido
interesante analizar estas diferencias individuales en funcién de la presencia de tumor,
pero esta ha sido la mayor limitacién encontrada en este trabajo debido a que el nimero
de sujetos perteneciente a cada subgrupo no lo permitié. El procedimiento para la
clasificacion de los sujetos en cltusteres basados en un etograma completo es una
metodologia consolidada por su gran validez etolégica, pero no permite establecer a
priori el nimero de sujetos en cada grupo. Ademads, al analizar trabajos en este campo
se hacen evidentes las diferencias en metodologia a la hora de aplicar modelos de estrés
y de desarrollo tumoral, y en la muestra (sexos, razas, cepas, etc.), que pueden contribuir

a las discrepancias en resultados.
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Conclusiones

En las siguientes lineas se presentan las principales conclusiones que podemos

extraer de los datos presentados en este trabajo de investigacion:

1. El desarrollo tumoral leve de melanoma B16F10 inducido experimentalmente se
incrementa sélo tras la aplicaciéon de un estrés social crénico y no tras la
aplicacion de un estrés agudo, lo que reduce la probabilidad de observar

diferencias en funcién del tumor tras un estrés agudo.

2. En interaccién social los ratones macho OF1 muestran diferentes estrategias de
afrontamiento que, en funcién de la actividad y/o agresividad, pueden
clasificarse ~en: activa/agresiva (AA), activa/no-agresiva (ANA) vy

pasiva/reactiva (PR).

3. El efecto observado del estrés crénico sobre el desarrollo tumoral muestra
diferencias en funcion de las estrategias de afrontamiento, siendo los sujetos PR
los que presentan un mayor desarrollo tumoral. Aunque el estrés social
incrementa también el desarrollo tumoral en los sujetos ANA, estos no se
diferencian de los AA, revelando que la estrategia fundamentalmente activa y no
especificamente la conducta agresiva manifestada podria proteger a los ratones

de un mayor desarrollo tumoral.

4. El modelo de estrés social utilizado, tanto agudo como crénico, produce una
activacion del eje HPA indicativa de una respuesta fisiol6gica de estrés, asi como
un aumento del peso del bazo, sin embargo, sélo el estrés crénico produce

alteraciones conductuales e inmunitarias en el SNC.

5. El estrés cronico produce un incremento de la expresion de iNOS en el

hipocampo y de TNFa en el estriado, acompafiado de conducta anhedénica.
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6. Los sujetos sometidos a estrés social crénico presentan un perfil inmunitario,
neuroendocrino y conductual diferente en funcion de su estrategia de

afrontamiento.

6.a. Los sujetos ANA muestran un perfil fisiolégico diferente al de los grupos
AA 'y PR, con mayores niveles de expresion de iNOS y TNFa en el estriado y
mayor actividad del eje HPA, y manifestando ademas de anhedonia, una

disminucién de la actividad locomotora (OFT, IS).

6.b. Los sujetos PR muestran mayor conducta tipo-depresiva, presentando
ademds de anhedonia y una menor actividad locomotora (OFT, IS), mas
conductas indicativas de depresion en FST, no atribuible a ninguno de los

parametros inmunitarios y/o neuroendocrinos analizados.

6.c. Los sujetos AA son los que presentan una menor vulnerabilidad a los

efectos observados del estrés crénico.

7. El desarrollo tumoral generado tras el estrés crénico produce cambios en la
actividad inmunitaria central, con un incremento de los niveles de la expresion
de la enzima IDO en el hipocampo y de la citocina IL-6 en el estriado, asi como
un aumento de la expresiéon de TDO en el estriado, acompafiado de conductas

indicativas de ansiedad (OFT) y depresién (IS).

8. La evaluacién de las estrategias se revela como un factor fundamental a la hora
de estudiar los efectos que el estrés tiene sobre la salud, ya que las diferencias
conductuales y fisiolégicas asociadas a cada una de ellas desaparecen cuando

estas no son tenidas en cuenta.
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ANEXO I. CATEGORIAS CONDUCTUALES

A continuacién de especifican las caracteristicas que definen a cada una de las pautas

conductuales del raton (Martinez y cols., 1986):

1. CUIDADO CORPORAL:

a) Aseo abreviado. El animal pasa las patas delanteras desde la parte posterior de la cabeza

a la nariz.
b) Autoaseo. El animal se lame la piel de los flancos, del abdomen y el rabo.

¢) Lavado. El animal se lame las patas delanteras y a continuacién las pasa desde las orejas

a la nariz.
d) Sacudida. Un breve y ligero estremecimiento de todo el cuerpo.

e) Rascarse. El animal se rasca con las patas traseras los flancos y la cabeza.

2. ESCARBAR:
a) Escarbar. El animal remueve el serrin utilizando las patas delanteras.
b) Escarbar hacia atrds. El animal tira el serrin hacia atrds utilizando para ello las patas
traseras.
c) Escarbar hacia adelante. El animal tira el serrin hacia adelante utilizando para ello las

patas delanteras.

3. EXPLORACION NO SOCIAL:
a) Exploracion. El animal deambula dirigiendo su atencién, aparentemente, hacia el
ambiente fisico.
b) Salto. El animal salta con las cuatro patas. ANEXOS
288
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c) Erguido. El animal explora el ambiente en postura bipeda.

d) Erquido apoyindose en la pared. Postura similar a la anterior, excepto en que las patas
delanteras las apoya en la pared de la jaula.

e) Ojear. El animal en posicion cuadrapeda, mueve la cabeza de un lado a otro,

dirigiendo su atencion al ambiente y no hacia el oponente.

4. EXPLORACION A DISTANCIA:
a) Aproximacion. El animal anda hacia el oponente dirigiendo su atencién hacia éste.
b) Atencion. El animal dirige su atencion hacia el oponente desde una distancia.
c) Circulo. El animal hace un recorrido, acercindose y alejandose del oponente sin
detenerse.
d) Atencion extrema. Postura similar a la atencion, excepto en que el animal se inclina
hacia delante estirando la cabeza y el cuello.

e) Cabeza orientada. El animal gira la cabeza hacia el oponente.

5. EXPLORACION SOCIAL:
a) Andando encima. El animal pasa por encima del oponente, apoyando las patas
delanteras sobre su lomo.
b) Andando debajo. El animal mete la cabeza y parte anterior del cuerpo debajo del
oponente.
c) Andando alrededor. El animal se mueve alrededor del oponente con la cabeza dirigida
hacia éste.
d) Sequimiento. El animal camina detras del oponente que se aleja.
e) Empujando. Los dos animales, en un momento del recorrido, llegan a contactar
lateralmente.
f) Aseo corporal. El animal, usando la boca, asea al oponente en alguna regién del cuerpo,
excepto la cabeza.
g) Aseo de la cabeza. El animal asea la cabeza del oponente.
h) Olfateo corporal. El animal olfatea alguna regioén del cuerpo del oponente, excepto la
cabeza.
i) Olfateo de la nariz. El animal olfatea la cabeza o la nariz del oponente.

j) Olfateo ano-genital. El animal olfatea la region ano-genital del oponente.
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6. AMENAZA:
a) Aseo agresivo. El animal asea rigurosamente al oponente, desde una posicion lateral,
con los dientes y patas delanteras.
b) Ofensa vertical. El animal junto al oponente, en una postura bipeda y con el lomo
encorvado e inclinado hacia éste, presenta los ojos entreabiertos y las orejas gachas, y a
menudo el pelo erizado.
c) Ofensa lateral. El animal amenaza al oponente, en un apostura tripedal, desde una
posicion lateral, con los ojos entreabiertos y las orejas agachadas, presenta a menudo el
pelo erizado

d) Golpeteo con el rabo. El animal realiza rapidos movimientos con el rabo.

7. ATAQUE:
a) Ataque mordaz. El animal muerde al oponente.
b) Persecucion. El animal corre detrds del oponente que huye.
c) Carga. El animal corre hacia el oponente.
d) Embestida. El animal se abalanza sobre el oponente, como si fuera a morderle, pero

llegando solo a contacto lateral.

8. EVITACION-HUIDA:
a) Alejamiento. El animal deambula lejos del oponente.
b) Retirada. El animal se aleja corriendo al aproximarse el oponente.
c) Salto. El animal salta al acercarse el oponente
d) Rebote. El animal salta apoyandose en las paredes de la jaula.
e) Sobresalto. El animal realiza un stibito movimiento al acercarse el oponente.
f) Apretado contra la pared. El animal en posicién bipeda, se aprieta contra la pared de la
jaula, con la superficie ventral de su cuerpo extendiendo los miembros delanteros.
g) Retroceso. El animal retira rdpidamente la cabeza ante el oponente.
h) Escape. El animal mueve lentamente la parte anterior del cuerpo y/o cabeza, para
evitar al oponente.

i) Girar. El animal se vuelve de espaldas al acercarse el oponente.
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9. DEFENSA-SUMISION:
a) Defensa lateral. El animal ante la cercania del oponente, adopta una posicion tripedal
lateral a éste, con lo ojos abiertos y las orejas extendidas.
b) Defensa vertical. El animal ante la cercania del oponente, adopta una posiciéon bipeda,
con los ojos abiertos y las orejas extendidas.
c) Sumision vertical. Es una forma extrema de “defensa vertical”, en la que el animal retira

la cabeza hacia atras.

10. CONDUCTA SEXUAL:
a) Intento de monta. El animal intenta montar dorsalmente al oponente, pero de forma
incompleta.
b) Monta. El animal, situado encima del oponente y agarrado a los flancos de éste, realiza

movimientos pélvicos.

11. INMOVILIDAD:
a) Agachado. El animal permanece en completa inmovilidad, con las cuatro patas
apoyadas en el suelo.
b) Arrastrarse. Postura similar a la anterior, excepto en que el animal se apoya en las

paredes de la jaula y se arrastra lejos del oponente.
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