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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar de qué manera el estrés cronico
leve (ECL) influye en los comportamientos tipo ansiosos y depresivos en ratones adultos de
dos cepas endogamicas, BALB/c y C57BL/6NCrl. Para esto, se utilizaron 106 ratones
machos (n=51) y hembras (n=27) de la cepa BALB/c y 28 ratones adultos machos (n=13) y
hembras (n=15) de la cepa C57BL/6NCrl, los cuales fueron expuestos a un protocolo de ECL
durante 5 semanas. Para medir los comportamientos tipo ansiosos se usaron dos pruebas
comportamentales: Test de la caja clara — oscura y el Test de laberinto elevado en cruz.
Asimismo, para medir los comportamientos tipo depresivos se usaron las pruebas
comportamentales: Test de splash (apatia), test de nado forzado y el test de suspension por la
cola. Los datos fueron analizados usando el test estadistico ANOVA. Los resultados
mostraron diferencias basales bien definidas en los comportamientos tipo ansiosos y
depresivos entre ambas cepas, donde los ratones machos y hembras de la cepa BALB/c
muestran comportamientos tipo ansiosos reducidos y comportamientos tipo depresivos
incrementados en comparacion con los ratones de la cepa C57BL/6NCrl. La exposicion al
protocolo ECL redujo los comportamientos tipo ansiosos de los ratones machos de ambas
cepas, pero no tuvo efecto en los comportamientos tipo ansiosos de las hembras de ninguna

de las cepas.

Palabras clave: Estrés cronico leve, ansiedad, depresion, cepas endogamicas.
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ABSTRACT
The present investigation aimed to determine how mild chronic stress (LCS) influences
anxious and depressive-like behaviors in adult mice of two inbred strains, BALB/c and
C57BL/6NCrl. For this, 106 male (n=51) and female (n=27) mice of the BALB/c strain and
28 male (n=13) and female (n=15) adult mice of the C57BL/6NCrl strain were used. which
were exposed to an ECL protocol for 5 weeks. To measure anxious-type behaviors, two
behavioral tests were used: the light-dark box test and the elevated plus maze test. Likewise,
to measure depressive-type behaviors, behavioral tests were used: splash test (apathy), forced
swimming test, and the suspension test by the tail. Data were analyzed using the ANOVA
statistical test. The results showed well-defined baseline differences in anxiety-like and
depressive-like behaviors between both strains, with male and female BALB/c mice showing
reduced anxiety-like behaviors and increased depressive-like behaviors compared to C57BL/
strain mice. 6NCrl. Exposure to the ECL protocol reduced anxiety-like behaviors in male

mice of both strains, but had no effect on anxiety-like behaviors in females of either strain.

Keywords: Mild chronic stress, anxiety, depression, inbred strains.
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CAPITULO |
INTRODUCCION
1.1. Planteamiento del Problema

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar de qué manera el estrés
crénico leve afecta los comportamientos tipo ansiosos y depresivos en ratones adultos de dos
cepas endogamicas. Los trastornos del estado de animo relacionados con el estrés, como la
ansiedad y la depresién, son muy frecuentes en la poblacion y afectan significativamente a
la capacidad de los individuos para desarrollarse y llevar una vida gratificante. Para que un
individuo sea diagnosticado con trastorno depresivo mayor, se requiere la presencia de cinco
de los nueve sintomas estén presentes durando el periodo de dos semanas, uno de esos
sintomas debe ser el estado de animo deprimido o la anhedonia que es la perdida de interés
o placer. Otros de los sintomas que caracteriza este trastorno es el cambio en el peso corporal
0 apetito, insomnio o hipersomnia, retraso psicomotor o agitacion, perdida de energia o
fatiga, culpabilidad, dificultad de concentracion o indecision e ideacion suicida (Uher y otros,
2014). Las mujeres tienen mayor riesgo de padecer estos trastornos y su susceptibilidad esta

influenciada por factores genéticos, ambientales y psicolégicos.

En la actualidad, aproximadamente 970.1 millones de personas en el mundo padecen
de trastornos mentales, dentro de ellos en el trastorno de la depresion, se estima que 279.6
millones de personas padecen de este trastorno, y existe una mayor prevalencia de presentar
este trastorno en mujeres con 107.4 millones de personas frente a 109.2 millones de varones,
asi mismo en el trastorno de ansiedad refleja una mayor prevalencia en mujeres con 187.5
millones de personas frente a 113.9 millones de varones (GBD 2019 Mental Disorders

Collaborators, 2022). Por otro lado, los efectos psicologicos de la pandemia COVID- 19,
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sumado a las circunstancias econdémicas y sociales de la poblacion, podrian aumentar de
manera significativa la carga mundial de trastornos mentales comunes. (Daly y otros, 2020).
Asi también, segun Diez-Canseco y otros (2014) en Per0 los trastornos neuropsiquiatricos
ocupaban el primer lugar de los indicadores de carga de enfermedad; entre las patologias se
encuentra la depresion y ansiedad, que es ademas la mas prevalente en pacientes con
patologias crénicas no transmisibles. Respecto a ello, uno de los estudios epidemioldgicos
realizados en el Per( hace un poco mas de una década fue el del Instituto Especializado de
Salud Mental Honorio Delgado Hideyo Noguchi, el cual ha reportado que aproximadamente
un 37% de poblacién peruana estudiada habria tenido la probabilidad de padecer algun
trastorno psicoldgico alguna vez en su vida y que la proporcion de personas que tuvieron o
tienen depresion en Lima Metropolitana era de 18,2% , 16,2% en la sierray 21,4% en la selva
(Ronddn, 2006). Asi mismo en un estudio mas reciente indican que la prevalencia de la
depresion en la poblacion peruana adulta mayor es de un (14,3%), influyen factores de riesgo
como la condicion de mujer, la edad avanzada, pobreza, residir en zonas rurales, carencia de

educacioén y discapacidad fisica (Martina y otros, 2017).

Aungue la informacion sobre los sintomas y la epidemiologia de la depresion estan
bien documentados, no se conocen las causas claras de este trastorno. Sin embargo, se
considera que varios factores, incluyendo los biol6gicos, genéticos, ambientales y
psicosociales, pueden incrementar el riesgo de desarrollar el trastorno. (Pérez y otros, 2017).
De entre estos factores, los factores genéticos pueden tener una influencia de 30-40% en la
susceptibilidad para la depresidn, mientras que factores no genéticos, como los psicosociales
y ambientales, solos o en interaccion con el factor genético, pueden explicar el 60-70% de

variacion en la susceptibilidad para la depresion (Sullivan y otros, 2000). Entre los factores
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ambientales, la exposicién a eventos estresantes cronicos (variables, impredecibles e
incontrolables) en la vida es considerado un precipitante importante en el desarrollo de

trastornos como la ansiedad y depresion (Kessler R. , 1997).

Aproximadamente solo el 50% de los pacientes deprimidos tratados con farmacos
logran una remision completa, esto refleja que los tratamientos disponibles para la depresién
no son Optimos. A pesar de los importantes avances que existen para determinar las causas
de la depresidn y las bases neuroldgicas atn no se logra su comprension plena (Prinsy otros,
2011). Frente a ello, resulta relevante la creacién de modelos animales robustos para conocer
las respuestas de ansiedad y depresion y poder comprender la etiologia de los trastornos
mentales como la ansiedad y la depresién, asi como la contribucion de los antecedentes
genéticos en la susceptibilidad para el desarrollo de estos trastornos. A su vez, el resultado
de estos conocimientos puede contribuir a pensar en nuevas estrategias de tratamientos
terapéuticos eficientes y menos invasivos para poder revertir la sintomatologia de la

depresion.

El estrés cronico leve (ECL) es un modelo animal de depresion que imita los cambios
de comportamiento inducidos por el estrés que se asemejan a ciertas caracteristicas del
trastorno de depresion en humanos (Willner P. , 1997). Ademas, estos cambios de
comportamiento inducidos por estrés se pueden aliviar con tratamientos antidepresivos
(Willner, 2017b). Los estudios preclinicos que usan el modelo de ECL en ratones han
mostrado diferencias en la sensibilidad al estrés (Mozhui y otros, 2010), asi como diferencias
entre cepas en respuesta a farmacos en otros modelos comportamentales de depresion (Yalcin
y otros, 2008), sugiriendo que los factores geneticos y diferencias en el estresor pueden

contribuir a los efectos comportamentales en los modelos de depresion.
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Los ratones de las cepas C57BL/6NCrl y BALB/c son los mas usadas en estudios
biomédicos basicos y difieren en su sensibilidad a diferentes estresores, siendo que ratones
de la cepa BALB/c son descritos en la literatura como animales mas ansiosos (An y otros,
2011) y mas vulnerables a estresores sociales (Razzoli y otros, 2011) y a un protocolo de
ECL (Ducottet & Belzung, 2005), sugiriendo que su sensibilidad al ECL para desarrollar

fenotipos ansiosos y depresivos puede ser diferente.

Este proyecto tuvo por objetivo principal determinar las potenciales diferencias en
los comportamientos de ansiedad y depresion inducidos por ECL en ratones de dos cepas
endogdmicas, C57BL/6NCrl y BALB/c. Asimismo, en este estudio se propuso determinar si
la susceptibilidad al ECL para desarrollar fenotipos tipo depresivos y ansiosos puede ser

dependiente del sexo.
1.2. Formulacién del Problema
1.2.1. Problema general

¢De qué manera el estrés cronico leve afecta los comportamientos tipo ansiosos y

depresivos en ratones adultos de dos cepas endogamicas, Cusco 2022?
1.2.2. Problemas especificos

e En qué medida el estrés cronico leve influye sobre los comportamientos tipo ansiosos

en los ratones de la cepa C57BL/6NCrl segln el sexo?

e En qué manera el estrés cronico leve influye sobre los comportamientos tipo ansiosos

en los ratones de la cepa BALB/c segln el sexo?

e En gué medida el estrés crénico leve influye sobre los comportamientos tipo depresivos

en los ratones de la cepa C57BL/6NCrl segun el sexo?
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e En qué medida el estrés crénico leve influye sobre los comportamientos tipo depresivos

en los ratones de la cepa BALB/c segun el sexo?

e En qué manera el estrés cronico leve influye sobre los comportamientos tipo ansiosos

en los ratones machos segun la cepa?

e En qué medida el estrés cronico leve influye sobre los comportamientos tipo ansiosos

en los ratones hembras segln la cepa?

e En qué manera el estrés cronico leve influye sobre los comportamientos tipo depresivos

en los ratones machos segun la cepa?

e En qué medida el estrés cronico leve influye sobre los comportamientos tipo depresivos

en los ratones hembras segln la cepa?
1.3. Justificacion
1.3.1. Conveniencia

Hacer uso del modelo de ECL, es considerado un modelo de animal de depresion que
tiene mayor validez y potencial traslacional, de manera que nos permitié tener una
aproximacion para entender como es la etiologia de la depresion y la ansiedad, los mismos
que son problemas psicopatolégicos que afectan a la sociedad actualmente, y asi mismo
evidenciar como contribuye el contexto o situaciones adversas para que se desencadene el
desarrollo de estas patologias. Ademas, este modelo estresor se utilizd en el macroproyecto
que busca generar nuevas estrategias terapéuticas para tratar la ansiedad y la depresion,

usando compuestos semisintéticos de las macamidas.
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1.3.2. Relevancia social

Al hacer uso de un modelo traslacional se puede dar mayores indicios sobre la
etiologia de la depresion y la ansiedad, debido a que estos dos trastornos mentales perjudican
significativamente el desarrollo del individuo en diferentes contextos, de tal manera la
investigacién muestra su relevancia social en vista de que a partir de los resultados se puede
obtener un modelo experimental robusto, que es fundamental para desarrollar nuevos
estudios de exploracion farmacoldgica y tratamientos oportunos a estas, siendo beneficiosa

para la comunidad cientifica y para la sociedad en su conjunto.
1.3.3. Implicancias practicas

Los resultados de la investigacion, puede dar lugar a nuevos tratamientos adecuados
y menos invasivos para los trastornos como la depresion y la ansiedad, a través de modelos
de animales que demuestren eficacia y validez. Por consiguiente, los resultados obtenidos
sugieren que, aunque ambas cepas de ratones sometidos a estrés crénico, muestran una
reduccion de comportamientos similares a la depresion y ansiedad, siendo asi que los ratones
de la cepa BALBI/c, evidencian un perfil mejorado en este tipo de comportamientos. Estos
hallazgos pueden tener implicancias practicas en la investigacion basica experimental de esta
cepa, como un modelo potencial de resiliencia y poder explorar acerca de los mecanismos

neurobioldgicos que subyacen este tipo de trastornos.
Valor tedrico

El desarrollo de la investigacion permitié un mayor conocimiento tedrico sobre los
mecanismos genéticos o neurobioldgicos, mediante los cuales el estrés puede inducir

cambios duraderos generando fenotipos ansiosos o depresivos, siendo causas ambientales o
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predisposiciones genéticas que contribuyen a la aparicion de estos trastornos. Ademas, los
hallazgos de esta investigacion también han permitido explorar los efectos del estrés crénico
y los mecanismos que influyen en el desarrollo de trastornos depresivos y ansiosos, por lo
cual significa generar conocimiento Util en areas como la etiopatogenia y el desarrollo

psicoafectivo.
Utilidad metodologica

La utilidad metodolégica de la presente investigacion se presentd al comprobar la
validez del modelo animal, en dos cepas de ratones a través del modelo de Estrés cronico
leve. Este protocolo es ampliamente usado en ratones y ratas para explorar los efectos a largo
plazo del estrés cronico, su replicabilidad depende del tipo de cepa, métodos de evaluacién
aplicados y el laboratorio. Dicho lo anterior, los resultados de esta investigacion son de
utilidad metodoldgica al contribuir con evidencia de que las dos cepas de ratones utilizadas,
ambas procedentes del bioterio de la Universidad Andina del Cusco, no demuestran ser un

buen modelo para estudiar los efectos del Estrés cronico leve en la depresion y ansiedad.
Viabilidad

La universidad cuenta con un bioterio en el cual se producen las cepas de ratones
C57BL/6NCrl y BALBI/c, con los cuales se realizo este estudio. Ademas, dispone de todos
los requerimientos y estandares para controlar el desarrollo y la crianza de los ejemplares.
Asimismo, el trabajo se desarrolld con apoyo de un equipo multidisciplinar, el cual esta
conformado por biélogos moleculares, psicologos, farmacélogos, veterinarios, médicos y
neurocientificos; con una gran trayectoria y experticia en proyectos de investigacion

experimental. La presente propuesta se ejecutd como parte del proyecto marco Incorporacion

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
. Andina Repositorio Digital

del Cusco

de Investigadores FONDECyYT-Banco Mundial (Proyecto 025-2019-F-BM), de modo que, la

presente investigacion tuvo financiamiento de este fondo.
1.4. Obijetivos de la investigacion
1.4.1. Objetivo general

Determinar en qué medida el estrés cronico leve influye en los comportamientos tipo

ansiosos y depresivos en ratones adultos de dos cepas endogamicas, Cusco 2022.
1.4.2. Obijetivos especificos

e Establecer el efecto del estrés crénico leve sobre los comportamientos tipo ansiosos

en los ratones de la cepa C57BL/6NCrl segun el sexo

e Establecer el efecto del estrés crénico leve sobre los comportamientos tipo ansiosos

en los ratones de la cepa BALB/c segun el sexo

e Establecer el efecto del estrés cronico leve sobre los comportamientos tipo depresivos

en los ratones de la cepa C57BL/6NCrl segun el sexo

e Establecer el efecto del estrés crénico leve sobre los comportamientos tipo depresivos

en los ratones de la cepa BALB/c segun el sexo

e Establecer el efecto del estrés crénico leve sobre los comportamientos tipo ansiosos

en los ratones machos segun la cepa

e Establecer el efecto del estrés cronico leve sobre los comportamientos tipo ansiosos

en los ratones hembras segln la cepa

e Establecer el efecto del estrés cronico leve sobre los comportamientos tipo depresivos

en los ratones machos segun la cepa
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e Establecer el efecto del estrés cronico leve sobre los comportamientos tipo depresivos

en los ratones hembras segun la cepa
1.5. Delimitacion del Estudio
1.5.1. Delimitacion espacial

El estudio se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Investigacion en
Neurociencias de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Andina del Cusco,

ubicada en la C.C. Qollana, en el distrito de San Jerénimo, provincia de Cusco, Peru.
1.5.2. Delimitacion temporal

La presente investigacion se realizé entre los meses de junio de 2021 a mayo del

2022,
1.6. Aspectos éticos

Toda manipulacion y procedimientos experimentales involucrando animales fue
realizada siguiendo las directrices internacionales para manejo de animales de experimentos
y bajo la aprobacion del Comité de Etica de la Universidad Andina del Cusco (Protocolo

#2019-001-IACUC-1).
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CAPITULO II
MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio

Las cepas de ratones BALB/c y C57BL/6 son las mas usados en los estudios de
comportamiento en relacion al estrés, miedo, funciones cognitivas y desarrollo modelos de
exploracién farmacoldgica de trastornos mentales y enfermedades neurodegenerativas.
Ambas cepas de ratones han sido disefiadas en laboratorio y difieren, principalmente, en su
genotipo para desarrollar respuestas inmunes innatas. Varios autores han demostrado que
existen diferencias comportamentales entre estas dos cepas de ratones, siendo descritas la
cepa BALB/c como méas emocional y la cepa C57BL/6 como menos emocional. Conocer
cdémo ambas cepas difieren en sus respuestas comportamentales emocionales basales o bajo
exposicion a estresores ambientales es clave para predecir la contribucion del factor genético
en la susceptibilidad para desarrollar comportamientos tipo ansiosos o depresivos. A
continuacién, se detallan las diferencias comportamentales basales en sus respuestas

comportamentales tipo ansiosas y depresivas de las cepas BALB/c y C57BL/6.

En el afio (1982) Crawley & Davis, realizaron una investigacion denominada
“Baseline Exploratory Activity Predicts Anxiolytic Responsiveness to Diazepam in Five
Mouse Strains”, en la que sometieron a ratones de las cepas BALB/cJ, CF-1, Swiss
Webster/HSD, C57B1/6J, Swiss Webster/NIH, con el objetivo de cuantificar la respuesta a
los benzodiacepinas, utilizando un modelo de exploracion de la ansiedad en ratones, los
autores evaluaron a las cepas con la prueba comportamental de campo abierto. En este estudio
los autores encontraron que la cepa C57B1/6J muestra un comportamiento basal y un nimero

de transiciones exploratorias superior a la cepa BALB/cJ, los BALB/cJ mostraron el
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comportamiento exploratorio mas bajo de la linea de base, acompafiado de ninguna respuesta
al diazepam. La metodologia de este estudio es experimental. Si bien existen diferencias
basales en las respuestas ansiosas y depresivas en estas dos cepas, también estas dos cepas
se alteran de manera diferente, cuando son expuestos a estresores, a continuacion, se detallan

los trabajos que demuestran tales diferencias.

Lepicard y otros (2000). realizaron la investigacion titulada “Balance control and
posture differences in the anxious BALB/cByJ mice compared to the non anxious C57BL/6J
mice”. El objetivo del estudio fue someter a ratones de las cepas BALB/cByJy C57BL/6J a
distintas pruebas comportamentales para evaluar las respuestas ansiosas de los animales,
como son la prueba de la escalera, la prueba de luz/oscuridad y la prueba del laberinto
elevado, y luego evaluaron cémo estas respuestas comportamentales varian luego de un
tratamiento con un ansiolitico comercial como el diazepam, este estudio es tipo experimental.
En la comparacion del perfil de respuestas comportamentales entre cepas, en cada uno de
estos test, los autores encontraron que los ratones de la cepa C57BL/6J presentaban una
elevada actividad basal y de exploracién en un nuevo entorno que los ratones de la cepa
BALB/cByJ, lo que sugiere que los primeros tienen un bajo C57BL/6J nivel de ansiedad o
son menos emocionales que los segundos. Por otro lado, los ratones BALB/cByJ mostraron
una mayor frecuencia de comportamientos defensivos y de evaluacién de riesgo, con una
exploracion limitada de un nuevo entorno junto con una baja actividad locomotora que los
ratones de la cepa C57BL/6J. Cuando expuestos a un tratamiento con diazepam, si bien en
ambas cepas observaron un efecto ansiolitico, una baja dosis de diazepam caus6 una mayor

alteracion tanto los comportamientos de exploracién como en la actividad locomotora de los
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ratones BALB/cByJ, sugiriendo que estos animales son mas sensibles con diazepam que los

ratones BALB/cByJ y que son mas ansiosos.

En el afio (2007) Depino & Gross, realizaron la investigacion llamada “Simultaneous
assessment of autonomic function and anxiety-related behavior in BALB/c and C57BL/6
mice”, encontraron que, al exponer a un campo abierto nuevo, los ratones BALB/c mostraron
un mayor comportamiento relacionado con la ansiedad, una menor frecuencia cardiaca y una
mayor variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC) en comparacion con los ratones
C57BL/6. Asi mismo, El andlisis conductual de los ratones BALB/c y C57BL/6 en las
pruebas de campo abierto y pruebas de exploracion libre confirmaron los informes anteriores
de mayor evitacién y menor locomocién de los animales BALB/c cuando se exponen a un
entorno desconocido. Por otro lado, los autores también encontraron que las respuestas de la
frecuencia cardiaca, la VFC y la temperatura corporal provocadas por la exposicion al campo
abierto y un entorno desconocido, fueron exageradas en los ratones BALB/c en comparacion
con los ratones C57BL/6. La conclusion de este estudio indica que incluso las condiciones
experimentales en las que la manipulacion no confunde las respuestas relacionadas con la

ansiedad, los ratones BALB/c muestran una respuesta autonémica reducida a la novedad.

Por su parte Nunes y otros (2018), realizaron la investigacion llamada “Distinctive
stress sensitivity and anxiety-like behavior in female mice: strain differences matter”, el
siguiente estudio tuvo como objetivo principal, investigar las diferencias de ansiedad de las
hembras de dos cepas de ratones y también estudiar sus alteraciones conductuales y
bioguimicas expuestas al estrés. La metodologia de este estudio es experimental. Como
resultado de la investigacion obtuvieron que los ratones C57BL/6 hembra presentaban

niveles mas bajos de comportamiento ansioso, como muestran los resultados de Respuesta
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de Sobresalto Acustico y Laberinto elevado en Cruz en comparacion con los ratones hembra
Swiss, las hembras Swiss parecen ser mas resistentes al estrés que las hembras C57BL/6, asi
mismo los C57BL/6 mostraron un comportamiento anhedonico, caracterizado por una menor

preferencia por una solucion de sacarosa. (Nunes y otros, 2018)

Como se observa en estos estudios, estas dos cepas de ratones muestran respuestas
comportamentales ansiosas y depresivas distintas, sean estas basales o expuestas a estresores.
También en la literatura se han descrito caracteristicas que son distintas dentro de cada cepa
en funcion del sexo. A continuacién, se detallan tales estudios mostrando diferencias entre

machos y hembras dentro de cada cepa.

En el afio (2006) Mineur y otros., realizaron una investigacion Titulada “Effects of
unpredictable chronic mild stress on anxiety and depression-like behavior in mice” con el
objetivo de someter a ratones de las cepas C57BL/6J, BALB/cJy DBA/2J, exponiéndolas al
modelo animal de estrés cronico leve impredecible, que simula la depresion. Esta
investigacion es de tipo experimental. Se evaluaron a las cepas con pruebas
comportamentales como laberinto elevado en cruz, campo abierto, caja clara- oscura,
suspension de cola, nado forzado, reflejo de sobresalto y estado de pelaje. En la prueba de
laberinto elevado en cruz, los autores encontraron que la cepa C57BL/6J machos y hembras,
tuvieron mayor permanencia en los brazos abiertos a diferencia de la cepa BALB/cJ machos
y hembras. En la prueba de nado forzado, los BALB/cJ machos y hembras tuvieron méas
tiempo de inmovilidad que la cepa C57BL/6J, en la prueba de suspensién de cola los machos
de las cepas BALB/cJ tienen mayor tiempo de inmovilidad que las hembras de la misma
cepa, en la prueba de campo abierto, las hembras mas no los machos de la cepa BALB/cJ,

incrementan su actividad locomotora. Por otro los animales machos y hembras de la cepa
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C57BL/6J su nivel de actividad locomotora no se altera al estresor, sin embargo las hembras
incrementan su comportamiento de exploracion en la periferia (en las paredes del laberinto),
lo cual sugiere un incremento en los niveles de ansiedad inducidos por el estrés cronico leve
impredecible, los autores también encontraron en la evaluacion de estado de pelaje que en la
cepa BALBI/cJ, los machos muestran mas deterioro del pelaje a comparacion de las hembras,
de igual manera en la cepa C57BL/6J los machos tienen un mayor porcentaje de deterioro de
pelaje a comparacion de las hembras de la misma cepa, siendo los machos mas susceptibles

al estrés cronico leve impredecible.

En el afio (2011) An y otros., realizaron una investigacion experimental titulada
“Strain and Sex Differences in Anxiety-Like and Social Behaviors in C57BL/6J and BALB/cJ
Mice”, el objetivo de este estudio fue someter a ratones de la cepa C57BL/6J y BALB/cJ, a
una serie de pruebas comportamentales como, campo abierto, laberinto elevado en cruz,
prueba de interaccion social. La metodologia de este estudio es experimental. Los autores
encontraron como resultado, que en la prueba de campo abierto la cepa C57BL/6J, las
hembras tuvieron un mayor numero de transiciones a comparacion de los machos, a
diferencia de la cepa BALB/cJ, los machos y hembras tuvieron una actividad locomotora
reducida, mostrando mayores niveles de ansiedad. Por otro lado, los autores refieren que, en
la prueba de laberinto elevado en cruz, los machos de la cepa C57BL/6J pasaron més tiempo
en los brazos abiertos, siendo méas explotarios a comparacién de las hembras de la misma
cepa, asi mismo la cepa BALB/cJ, demostr6 un nimero reducido de transiciones y la
exploracion en los brazos abiertos fue minima. En la prueba de interaccion social, los machos

de la cepa C57BL/6J mostraron un nivel mayor de exploracion social y un bajo nivel en la
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cepa BA.LB/cJ machos y hembras. Los resultados demuestran que la cepa BALB/cJ,

presentan fenotipos ansiosos, siendo esta cepa menos exploratoria y sociable.

El objetivo de la presente propuesta fue estudiar coOmo estas caracteristicas
comportamentales fenotipicas, se inducen bajo un tipo de estrés cronico, como es el protocolo
de estrés cronico leve. Como mencionaremos mas adelante, este protocolo intenta modelar,
la depresion mayor en humanos. A continuacién, se reportan los escasos estudios que han
caracterizado el efecto de este protocolo, analizando, sea comparativamente o

individualmente, en estas dos cepas.

En el afio (2017) Karisetty y otros., realizaron un estudio experimental denominado
“Sex differences in the effect of chronic mild stress on mouse prefrontal cortical BDNF
levels: A role of major ovarian hormones”, con el objetivo de evaluar el efecto de las
hormonas sexuales y ovaricas sobre los fenotipos de depresion en ratones expuestos a un
paradigma de Estrés Cronico Variable sometiendo a ratones de la cepa C57BL/6,.Se evalu6
a la cepa C57BL/6 con las siguientes pruebas comportamentales, como, peso corporal,
laberinto elevado en cruz, campo abierto, nado forzado, preferencia de sacarosa. En el peso
corporal los machos y hembras pierden peso desde el dia 4, seguidamente se observo un
aumento de peso, pero no significativo. En la prueba de laberinto elevado en cruz, las
hembras que pasaron por el estresor, fueron mas activas y realizaron un mayor recorrido. En
la prueba de campo abierto, tanto hembras como machos, mostraron una mayor actividad
locomotora, pasando la mayor parte del tiempo explorando la periferia y la parte central. Asi
mismo lo autores encontraron que en la prueba de nado forzado, machos y hembras de la
cepa C57BL/6 mostraron un mayor tiempo de inmovilidad y una menor latencia. En la prueba

de preferencia de sacarosa, las hembras mostraron una reduccion por la preferencia de
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sacarosa, mostrando un comportamiento anhedénico. Los resultados referentes al
comportamiento de la cepa C57BL/6 indican que las hembras de esta cepa se mostraron mas

activas a comparacion de los machos dentro del mismo grupo expuesta al estresor.

En el afio (2020) Tsuchimine y otros, realizaron la investigacion titulada
“Comparison of physiological and behavioral responses to chronic restraint stress between
C57BL/6J and BALB/c mice” con el objetivo de exponer a ratones de las cepas C57BL/6J
(B6) y BALBI/c, a un modelo de estrés cronico por restriccion, que se utiliza para simular un
trastorno depresivo. Se evaluaron a las cepas con las pruebas comportamentales como Nado
forzado, suspension de cola, preferencia de sacarosa. Los animales expuestos al estrés
crénico perdieron peso durante todo el periodo de exposicion al protocolo, siendo que los
ratones de la cepa BALB/c, mostraron una pérdida dias antes, a diferencia de las cepas
C57BL/6J (B6). Los autores también evaluaron el tamafio de las glandulas adrenales y la
concentracion de la hormona corticosterona en el pelo de los animales, al término del
protocolo encontraron que el tamafio de las glandulas adrenales y la concentracion de la
corticosterona, se encontraban aumentadas en los animales expuestos a estrés crénico
independientemente de la cepa, siendo que el incremento en la corticosterona de la cepa
BALBI/c, fue aproximadamente tres veces mas que para la cepa C57BL/6J (B6). En el test
de suspensién de cola y natacion forzada, los autores no encontraron ningun efecto del
estresor para ninguna de las cepas. En cuanto a la medida de anhedonia, realizada mediante
el test de preferencia de sacarosa, ellos encontraron una interaccion entre el estresor y la cepa,
siendo que la cepa BALB/c mostrdé una reduccion de preferencia de sacarosa, la cepa

C57BL/6J (B6) no mostrd ninguna variacion. Estos resultados sugieren que los ratones de la
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cepa BALB/c son mas reactivos al estresor y mas susceptible a desarrollar fenotipos

depresivos.

Por su parte, (2020) Patucha y otros, realizaron el estudio denominado “The influence
of the duration of chronic unpredictable mild stress on the behavioural responses of
C57BL/6J mice” con el objetivo de someter a las cepas C57BL/6J, al modelo animal estrés
crénico leve impredecible induciendo comportamientos depresivos producidos por el estrés.
Evaluaron a la cepa C57BL/6J con las siguientes pruebas comportamentales, suspension de
cola, nado forzado y splash test, peso corporal y nivel de corticosterona. En el test de
suspension de cola y natacion forzada, los autores no encontraron ningln efecto significativo
del estresor para esta cepa. En cuanto a la medida de Apatia, realizada a través de Splash test,
encontraron efecto del estresor o la cepa, demostrando una disminucién del acicalamiento en
esta cepa de ratones, que es un comportamiento relacionado a la Apatia. Asi mismo los
autores evaluaron el peso corporal y encontraron que desde el dia 28 hubo una reduccion
significativa de peso hasta el dia de término del protocolo que fue el dia 46, esta reduccion
de peso puede no estar correlacionada con los cambios de comportamiento. En la evaluacion
de los niveles de corticosterona, encontraron que los efectos se debilitaron o desaparecieron
en el dia 36. Estos resultados sugieren que la cepa C57BL/6J, a pesar de demostrar cambios
a nivel fisioldgico en el sistema de respuestas al estrés y cambios en la ganancia de peso, no
desarrolla un fenotipo depresivo, lo que sugiere que la cepa C57BL/6J, no es susceptible al

estrés cronico leve impredecible.
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2.2. Basesteoricas
Depresion cronica inducida por estrés

Segun Lang & Borgwardt (2013) la depresion mayor es un trastorno mental
caracterizado por episodios frecuentes de tristeza profunda, pérdida de interés por actividades
antes placenteras, sensacion de culpa, los cuales va acompafiado también de disminucién en
la concentracidn, alteraciones del suefio, pérdida o aumento del apetito. Estos eventos pueden
tornarse recurrentes o crénicos al punto de alterar profundamente la habilidad de la persona
para cuidar de si mismo y dar cuenta de sus responsabilidades del dia a dia, Pérez y otros
(2017) mencionan que incluso, en una forma mas severa, las personas con depresion

manifiestan ideaciones suicidas, intentos de autolesién o suicidio.

Una de las explicaciones que se da para la etiologia de la depresion mayor es el
modelo de diatesis- estrés. Este modelo propone que el estrés puede activar una
vulnerabilidad y generar predisposicion para desarrollar este trastorno (Colodro y otros,
2018). Este modelo sugiere que las personas que desarrollan depresion tienen una
sensibilidad al entorno como resultante de la interaccion genética y ambiente, y la depresion
es explicada por el factor herencia en un 31y 42% respecto a otros factores (Sullivan y otros,
2000). Se ha descrito, por ejemplo, que las personas que desarrollan depresion presentan un

polimorfismo en el gen del transportador de serotonina.

Dentro de esta explicacion de la depresion, las interacciones entre los factores
genéticos y experiencias traumaticas tempranas, pueden persistir en la edad adulta debido a
alteraciones en los sistemas mediadores de las respuestas de estrés, como serian los sistemas
hipotalamo hipofisario adrenal y noradrenérgica. Estos sistemas hiperactivos explicarian una

respuesta exagerada de las personas para diversos estresores y la cual puede desencadenar la

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
. Andina Repositorio Digital

del Cusco

aparicion de otros trastornos mentales (Trucco, 2002). Ademas, se cree que las personas con
vulnerabilidad genética cuando expuestas ciertas situaciones adversas incontrolables,
impredecibles, de intensidad grande y que amenace directamente la vida de la persona,

pueden desencadenar trastornos del estado del &nimo como el de la depresion.
Sintomas clinicos

Segun la American Psychiatric Association (2013) el trastorno depresivo se
caracteriza por presentar cinco o mas de los nueve sintomas siguientes, los cuales deben haber
estado presentes durante el mismo periodo de tiempo de dos semanas: 1) Estado de animo
deprimido, 2) pérdida del placer, 3) cambio de peso o apetito, 4) insomnio o hipersomnia, 5)
retraso psicomotor o agitacion, 6) perdida de energia o fatiga, 7) invalidez o culpabilidad, 8)
dificultad de concentracion y 9) pensamientos de muerte, ideacion o intento de suicidio. La
aparicion de estos sintomas puede causar angustia o deterioro significativo en la persona y
estos no deben explicados por alguna condicién médica previa, o trastorno de tipo psicético,

episodio maniaco o hipomaniaco.
Modelos teoricos de la depresion

En el campo de la psicologia existen varias teorias que han explicado la depresion

dentro de las que se encuentran la teoria conductual y la teoria cognitiva.
Teoria conductual de la depresion

La teoria conductual enfatiza la importancia del ambiente en la formacion del
comportamiento. Esta teoria explica que la depresion seria la resultante de la interaccion de
la persona con su ambiente a través de comportamientos que el individuo aprende mediante

condicionamiento clasico, condicionamiento operante y aprendizaje social. Esta teoria
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propone que la depresion seria aprendida mediante la asociacion de ciertos estimulos
negativos con estados emocionales negativos o que esta podria ser causada por una reduccion
o retirada de un refuerzo positivo. De la misma manera esta teoria conductual considera que
la depresion es la consecuencia de una falta de eventos reforzantes, las habilidades personales
para actuar en el entorno, el impacto de ciertos eventos o una combinacion de estos. Esto
quiere decir que, en circunstancias de mayores niveles de estrés causados por eventos
inesperados, los individuos experimentan una baja respuesta para las conductas que mejoren
su estado de animo, y una mayor respuesta de refuerzo positivo para las conductas depresivas

(Davidson y otros, 2004).
Teoria cognitiva de la depresién

La teoria cognitiva propone que la depresion es el resultado de un sesgo negativo en
el proceso de pensamiento del cual surgen sus sintomas emocionales, comportamentales y
fisicos. Los sintomas emocionales negativos que acompafian a la depresion, asi como los
psicosomaticos y fisioldgicos tendrian su origen en los esquemas cognitivos desadaptados
del propio individuo. Estos esquemas cognitivos rigidos sobre si mismo, sobre su entorno y
sobre el futuro interferirian con el procesamiento de la informacion positiva, produciendo
pensamientos automaticos negativos y sesgados desencadenando en problemas emocionales.
Asi, esta teoria enfatiza en que el estado emocional de un individuo depende de las creencias
que tiene sobre sus experiencias de vida (Clark & Beck, 2010) (Beck, 2008) y las distorsiones
cognitivas junto a un estresor relevante aumentaria la probabilidad de aparicion de un

episodio depresivo (Davidson y otros, 2004).
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Teoria Diatesis- Estrés

Una de las teorias psicoldgicas de la etiologia de la depresion es el modelo diatesis-
estrés, este modelo afirma que el estrés puede activar una diatesis o vulnerabilidad,
predisponiendo al individuo a la psicopatologia. Segun esta teoria, la combinacion de una
diatesis con un estresor produciria un evento mayor al que cada uno por separado podria
producir en la salud mental de individuo, aumentando el riesgo de desarrollar depresion

(Colodro y otros, 2018).

Segln Robins & Block (1989) este modelo, las actitudes disfuncionales y los estilos
de atribucion negativos o positivos a los eventos, aumentan la probabilidad de depresion solo
en la medida en que se activan por acontecimientos vitales estresantes. Semejante a la teoria
cognitiva, este modelo sugiere que los factores cognitivos negativos surgen durante las
situaciones de estrés y esta reactividad cognitiva hace que los individuos sean susceptibles a

la depresion y genera la aparicion, recaida y recurrencia de este trastorno.
Hipotesis monoaminérgica de la depresion

En el campo de la neurobiologia existe la hipdtesis monoaminérgica de la depresion.
Esta hipotesis estd basada en el uso de drogas que atentan ciertos sintomas clinicos de la
depresion. Especificamente, postula que la depresion es causada por una alteracion en los
niveles de una 0 m&s monoaminas, incluyendo la serotonina (5-HT), la norepinefrina (NE) y
la dopamina (DA) (revisado en (Dean & Keshavanb, 2017). Las personas con depresion
tendrian un desequilibrio en la neurotransmision serotoninérgica y noradrenérgica,
principalmente en la sensibilidad de los receptores y autorreceptores serotoninértgicos (5-
HT1A, 5-HT1A, 5-HT2) y receptores noradrenérgicos (heterorreceptores b-adrenérgicos y

a2-adrenérgicos) (Massart & Mongeau, 2012).
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Dentro de esta hipotesis, la explicacion de por qué las personas que desarrollan
depresidn presentan alteraciones en los sistemas de neurotransmision de las monoaminas ha
sido atribuida a los polimorfismos genéticos en el transportador de 5-HT, principalmente en
la amigdala. Asi, el funcionamiento de este nucleo cerebral en personas con depresion estaria
mas reactiva en respuesta a los acontecimientos negativos, mediando asi un sesgo atencional
negativo. Este sesgo atencional hacia los acontecimientos negativos conduciria a distorsiones
cognitivas como la personalizacién, la sobre generalizacion y la exageracion, que a su vez
conduciria a actitudes disfuncionales respecto a la valia personal y la aceptabilidad. A su vez,
la activacion repetida de estas actitudes acabaria creando esquemas cognitivos negativos, los
gue a su vez activaria el eje HPA en respuesta a la mala interpretacion de los acontecimientos

externos (Beck, 2008)
Ansiedad

Segun Sierra y otros (2003) la ansiedad seria la manifestacion de preocupacion y
miedos excesivos y continuos ante situaciones cotidianas que no representan peligros reales
para la persona. Esta manifestacion seria acompafiando de sensaciones de aprension,
reacciones fisioldgicas y respuestas motoras alteradas frecuentes que interfieren con la vida

cotidiana de la persona.
Modelos Teoricos de la Ansiedad

Las teorias de la ansiedad se caracterizan principalmente por ser basados en estudios
con animales, principalmente derivadas de la tradicion etoldgica. Semejante a las teorias de
la depresion, también existe una teoria conductual, una teoria fisiolégica y cognitiva, por
mencionar algunas. Brevemente mencionaremos estas, haciendo énfasis en que la teoria que

contempla la interaccion gen-ambiente es la que guia el marco de este trabajo.
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Teoria conductual de la ansiedad

Una de las teorias de ansiedad proviene de Pavlov y Watson. Segun esta teoria, el organismo
aprende a evitar estimulos nocivos a través de algunos mecanismos mediadores. Estos
mecanismos mediadores serian el miedo o la ansiedad. Una respuesta condicionada de miedo
o0 ansiedad seria la resultante de repetidos emparejamientos de un estimulo neutro con un
estimulo incondicionado (que resulta ser nocivo y causar dolor). Este miedo seria aprendido
porgue puede apegarse a estimulos previamente neutros, y puede motivar y reforzar. Basado
en el miedo o ansiedad adquiridos de esta teoria, se han construido otras como la
psicoanalitica, en la que el miedo o ansiedad adquiridos pueden funcionar como impulsos
secundarios y establecer nuevos comportamientos mediante la reduccion del impulso. Un
desarrollo de esta teoria fue realizado por Dollar y Miller en los afios 1950, quiénes
propusieron una teoria comportamental multinivel de la ansiedad, donde la ansiedad tendria
una respuesta emocional central es la base de la ansiedad y que esta puede ser adquirida a
través de condicionamiento aversivo o a través del lenguaje. Uno de los proponentes de esta
teoria es Hans Eysenck, quien a finales de 1950 propuso que la ansiedad depende de dos
grandes dimensiones de su teoria de la personalidad como es la extroversién — introversion
y el neuroticismo. Un individuo neur6tico seria sensible a los estimulos que provocan la
ansiedad y esta sensibilidad estaria basada en su sistema nervioso auténomo, de modo que la
ansiedad seria heredada. Aunque también, considera que la ansiedad también puede
aprenderse mediante los sucesos traumaticos que provocan un miedo incondicionado y se
condicionan con nuevos estimulos produciendo respuestas de ansiedad desadaptadas, como
la ansiedad como un miedo condicionado. Asi, la ansiedad para Eysenck seria tanto innata

como aprendida (Strongman, 1995).
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Teoria cognitiva de la ansiedad

La teoria cognitiva de la ansiedad se centra en la propuesta por Eysenck, quién considera que
el que el sistema cognitivo actia como una puerta de entrada al sistema fisioldgico, de modo
que para considerar la ansiedad se debe considerar los dos sistemas. Esta propuesta considera
que la forma como almacenan informacién a largo plazo es diferente entre las personas con
un rasgo de ansiedad alto y bajo. Este abordaje de la ansiedad basada en la memoria permitiria
entender los cambios en los rasgos de ansiedad que ocurren con el tiempo y también a
explicar el hecho de que algunas personas pueden ser mas susceptibles a la ansiedad en
situaciones estresantes, pero no en otras. Dentro de la teoria cognitiva también hubo una
propuesta del modelo de procesamiento de informacién de la ansiedad desarrollado por
Ohman, a inicio de los afios 1990. De acuerdo a esta teoria, las personas con alta o baja
ansiedad también difieren en su valoracion cognitiva de ambigiedad, lo cual a su vez puede

determinar una percepcién consciente de la amenaza (Strongman, 1995).
Diferencias de género en los trastornos de depresion y ansiedad

Estudios epidemioldgicos han establecido relacion entre la susceptibilidad de
desarrollar depresion con factores bioldgicos de los individuos, en que las mujeres estan mas
predispuestas a desarrollar trastornos depresivos. Es mas, la comorbilidad de los trastornos
de ansiedad es igual de mayor en las mujeres que en los hombres y tener un historial de haber
sufrido ansiedad previa aumenta el riesgo de depresion de forma equivalente en hombres y
mujeres. Sin embargo, si la ansiedad esta presente a lo largo de la vida en las mujeres a
diferencia de los hombres, puede contribuir a incrementar el riesgo de desarrollar depresion
(Kuehner, 2003); (Zahn y otros, 2008). Estas diferencias entre mujeres y hombres para el

riesgo de desarrollar trastorno depresivo mayor, seria debido a una contribucion de la

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
. Andina Repositorio Digital

del Cusco

heredabilidad, el cual se estima que en el caso de las mujeres contribuye con un riesgo de 30-
40% mayor que para los hombres (Flint & Kendler, 2014), (Sullivan y otros, 2000). A estas
diferencias genéticas se suman otras como las hormonales, de temperamento y sociales, que
contribuyen a que las mujeres sean mas susceptibles a desarrollar trastornos de depresién en
relacion a los hombres. En la tabla 1 se presenta un resumen de estas diferencias individuales

en el género basados en el articulo de Albert (2015), Kuehner (2017).

Tabla 1

Susceptibilidad a las diferencias individuales en el género

Susceptibilidad a las diferencias individuales en el género

Predominancia de alelo corto, que reduce la eficacia transcripcional del

Genéticas _
promotor del gen 5-HTT, en mujeres y no en hombres.
Activacidn de las hormonas sexuales, tanto el avance de la etapa puberal,
tras la transicion a pubertad, como el inicio de la pubertad precoz, y a su
Hormonales

vez la menopausia, se relaciona con el aumento del riesgo de depresion

en las mujeres

La afectividad negativa, relacionada con el neuroticismo, afecta méas a
Temperamento mujeres en relacion a los varones, durante la adolescencia y se mantiene

a lo largo de la vida.

La adversidad temprana, como el abuso fisico, emocional y sexual en la
infancia, aumenta los riesgos durante la transicién puberal,
especialmente en las nifias.
l Las mujeres corren mayor riesgo de ser victimas de violencia coercitiva
Socia multiple, sexual y de violencia fisica grave por parte de la pareja a
diferencia de los hombres.
Las mujeres victimas de violencia tienen el doble de probabilidades de

desarrollar depresion y otros trastornos relacionados.

Fuente: Tabla basada en el articulo de Albert (2015), Kuehner (2017).
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Interaccion genética-ambiente y trastornos de depresion y ansiedad

Los estudios genético-ambientales investigan si la susceptibilidad psicolégica
individual a los acontecimientos de vida estresante esta moderada por factores genéticos; a
su vez también examinan el posible efecto moderador del género. Es decir, si la interaccion
gen- ambiente es mas fuerte en los hombres o en las mujeres. Investigaciones que se
realizaron en la region polimérfica ligada al transportador de serotonina (5-HTTLPR),
identificaron un polimorfismo con una variante alélica larga y otra corta. La variante del alelo
corto reduce la eficacia transcripcional del promotor del gen 5-HTT, reduciendo asi la
funcién del 5-HTT. Los resultados del estudio mostraron que los portadores del alelo corto,
suelen desarrollar depresion en respuesta a acontecimientos vitales estresantes y estrés
ambiental (Avshalom y otros, 2003) (Sharpley y otros, 2014). Sin embargo, estos eventos
estresantes o adversos que se vivencian, pueden dar lugar a que se procese de manera eficaz
los acontecimientos traumaticos vividos. Asimismo, se involucra la interaccion genética-

ambiente y factores psicosociales, para el desarrollo de la resiliencia.

Resiliencia seria la capacidad de una persona para adaptarse con éxito al estrés agudo,
al trauma o a formas mas cronicas de adversidad (Rutter, 2007). Por tanto, un individuo
resiliente sigue demostrando respuestas adaptativas, respuestas psicoldgicas y fisiologicas al
estrés, o alostasis psicobioldgica que quiere decir que muestra un cambio para enfrentar un
desafio a causa de situaciones de exigencia o estrés para recuperar su estabilidad a nivel

psicoldgico y bioldgico (Charney, 2004), (McEwen, 2003)

Los cambios estocasticos y epigenéticos que se producen durante el desarrollo del
cerebro serian un medio adicional de generar variabilidad en el comportamiento de los

individuos, preparandolos mejor para una serie de posibles desafios ambientales. Segun lo
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mencionado, los cambios epigenéticos aleatorios que impulsan la resiliencia promoverian la
supervivencia durante periodos de extrema dureza. Por otro lado, los genes del individuo y
su interaccion con los factores ambientales darian forma a los circuitos neuronales los cuales
se reflejarian en las fortalezas psicologicas y comportamientos caracteristicos de los
individuos resilientes. De igual manera, la existencia de polimorfismos genéticos que afectan
a la reactividad limbica y la conectividad prefrontal-limbica de una persona pueden influir
en sus respuestas iniciales a eventos negativos o traumaticos, asi como en su capacidad de
revalorizacion cognitiva de esos acontecimientos. A su vez los circuitos integrados que
median en el estado de animo y las emociones determinarian su capacidad de resiliencia al
estrés y, este se reflejaria finalmente en la estructura psicoldgica del individuo (Feder y otros,

2009).
Estrés cronico y Trastornos de depresion y ansiedad

El estrés cronico es un importante problema de salud mundial y se ha asociado a
muchas enfermedades graves, como la depresion, las enfermedades cardiacas, la diabetes, la

hipertension, y hasta el cancer (Chandrasekhar y otros, 2012)

Por su parte el RDoC, iniciativa que busca explicar trastornos mentales, aplicando la
investigacion clinica, basica y epidemioldgica, se centra en el estudio de la psicopatologia,
como correlato de alteraciones funcionales detectables, bioldgicas y comportamentales
(Woody & Gibb, 2015). Asi mismo el RDoC define el estrés cronico como un estado
emocional aversivo causado por una exposicion prolongada a condiciones, estados o
estimulos internos y/o externos, que son adaptativos para escapar 0 evitar. La exposicion
puede ser real o anticipada; causando cambios en el afecto, la cognicién, la fisiologia y el

comportamiento provocados por la amenaza sostenida, y a su vez persisten en el tiempo a
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pesar que ya no exista amenaza alguna (Vilar y otros, 2019). En tal sentido, la respuesta
humana al estrés, da como resultado la depresion, ansiedad y depresidn ansiosa (Ross y otros,

2017)
Modelos animales de depresidn cronica

La depresion mayor es uno de los principales trastornos mentales que tiene mayor
morbilidad a nivel mundial, este trastorno tiene mucha recurrencia y cronicidad y tiene poca
respuesta a tratamientos antidepresivos, es por ello que se requieren modelos de animales
validos, estos modelos actuales se basan en la manipulacion del entorno al que estan
expuestos los roedores, durante diversas etapas de su desarrollo. Estas manipulaciones
pueden generar alteraciones conductuales o bioldgicas que se pueden relacionar con la

sintomatologia y fisiopatologias de la depresién mayor.

Estos modelos consisten en aplicar factores de estrés durante el periodo de desarrollo
0 en la edad adulta de los roedores, imitando eventos vitales adversos. A continuacion, se

detallan los modelos de roedores mas usados para inducir inducen depresion cronica:
e Adversidad en la vida temprana:

Los roedores, como las ratas o los ratones, nacen inmaduros y dependen
exclusivamente para sobrevivir del cuidado materno durante las dos primeras semanas de
vida postnatal. La. separacion materna durante este periodo temprano es considerada un
evento estresor importante capaz de afectar el comportamiento y el fenotipo bioldgico de las
crias en la adultez. Estos efectos incluyen retraso en las habilidades de aprendizaje y la
memoria (en cepas de ratones BALB/c), desarrollo de comportamientos de tipo depresivo

(en ratones BALB/c y en ratones C57BL/6) y comportamientos tipo ansiosos (en ambas
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cepas). A nivel bioldgico estas manipulaciones inducen cambios en los factores de
crecimiento neuronales, el desarrollo del sistema de respuesta al estrés y alteraciones
estructurales y funcionales en areas cerebrales involucradas en el procesamiento del estrés

(Planchez y otros, 2019)

Los siguientes modelos consisten en aplicar cierto tipo de estresores impredecibles
y/o incontrolables en la vida adulta de los roedores y que resultan en alteraciones draméticas
del comportamiento emocional. Estos modelos incluyen la indefension aprendida, derrota
social, inestabilidad social crénica, estrés por depredadores y estrés cronico leve

imprevisible. A continuacion de describen brevemente cada uno de ellos.
e Indefensién aprendida:

Propuesto Martin Seligman a finales de los afios 1960, este modelo propone que
la exposicion de un animal a un estresor inescapable como un shock eléctrico fuerte,
induce una falla en el aprendizaje de evitar o escapar del estimulo, lo que resulta con el
tiempo en un aprendizaje de indefension. La explicacion a nivel neurobioldgico de este
resultado comportamental seria que, la exposicién a shock eléctrico induciria una fuerte
activacion de las neuronas en el nacleo rafe dorsal, llevando a una liberacion aguda de 5-
HT lo que provoca una desensibilizacion duradera de los auto receptores de 5-HT1A en
ese nucleo. Asimismo, la exposicidn al estresor incrementaria los niveles de neurotrofinas
y la hormona del estrés, alterando de manera prolongada estos sistemas. La validez
predictiva de este modelo se basa en que las personas con depresion clinica también
presentan alteraciones neurobioldgicas semejantes a los descritos para los roedores

(Planchez y otros, 2019)
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e Derrota social:

En este modelo, un roedor macho que es expuesto por varios dias consecutivos a
una jaula con un residente agresivo nuevo cada vez (generalmente un animal de la misma
especie de tamafio mayor), desarrolla comportamientos de retraimiento social y
anhedonia, llamado de derrota social. Este modelo induce cambios neurobioldgicos
relevantes para la depresién clinica como la alteracion de la corteza prefrontal
desencadenando un incremento de la actividad de la amigdala, alteracion de los sistemas
de respuesta al estrés, el sistema inmunoldgico, entre otros eventos fisioldgicos alterados.
Este modelo es sensible al tratamiento crénico usando drogas inhibidoras de la

recaptacion de serotonina y de ketamina (Planchez y otros, 2019).
e Inestabilidad social cronica:

Este modelo es generalmente usado en roedores hembras, debido a que las
hembras son mas vulnerables a estrés psicosociales y son mas propensas a desarrollar
sintomas depresivos. Este paradigma consiste en exponer durante varias semanas a un
ambiente de inestabilidad social como alternar fases de aislamiento o de hacinamiento de
animales en una caja durante 1-48 h. Este procedimiento es capaz de provocar una
disminucion del apetito, cambios en el ciclo circadiano, elevacion de los niveles de
adrenalina y corticosterona y disminucién de preferencia por la sacarosa, que refleja la

anhedonia (Planchez y otros, 2019)
e Estrés por depredador:

Este modelo es parecido al de derrota social, donde el roedor es confrontado ante

un depredador fisico o el olor de este. Esta exposicion puede inducir un fenotipo tipo
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depresivo, que se refleja en la disminucion de preferencia de sacarosa, comportamientos
de ansiedad en el test de campo abierto y de interaccion social. Estos efectos pueden ser
atenuados mediante tratamiento crénico de fluoxetina, indicando la validez predictiva del
modelo. Sin embargo, este modelo imitaria un evento traumatico, como el trastorno de
estrés postraumatico, por lo que su respuesta a un antidepresivo no seria suficiente para
ser considerado como modelo de depresion, pues no seria especifico (Planchez y otros,

2019)
e Estrés crénico leve imprevisible:

Este modelo consiste en someter a los roedores a una amplia variedad de micro
estresores, con caracteristicas de ser leves en cuanto a su intensidad, es decir no inducen
dolor fisico; cronicos, ya que se repiten durante semanas, se producen de manera
imprevisible, se exponen a diversos estimulos diferentes a lo largo de dias/ semanas, la
duracién varia en cada estresor. Este modelo induce efectos neurobioldgicos que se
observan en el trastorno depresivo (Planchez y otros, 2019). Este es el modelo que se uso6

para el estudio, el cual se detalla a continuacion.
Modelo de Estrés cronico leve

El modelo de estrés cronico leve (Chronic Mild Stress) se desarrollé a finales de la
década de 1980 como un modelo animal de depresion que se diferenciaba en tres aspectos
importantes de otros modelos disponibles en ese momento: las condiciones de induccion eran
relativamente realistas, el modelo se centraba en un sintoma central de la depresion, la
anhedonia y la prolongada duracion del modelo era adecuado para investigar los efectos de
los tratamientos farmacol6gicos cronicos (Willner P. , 2017a). De modo que, el

procedimiento de Estrés cronico leve fue disefiado involucrando la exposicion del animal a
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una serie de factores estresores continuos e imprevisibles, como periodos de privacion de
agua y comida, pequefas disminuciones de temperatura y otro tipo de manipulaciones leves
analogas. Los animales sometidos a estos "micro estresores™ por este periodo de tiempo,
desarrollan un extenso espectro de alteraciones conductuales, neurobioldgicas y fisioldgicas

que podran revertirse eficazmente con un tratamiento antidepresivo cronico (Willner, 2017b).

El modelo genéricamente se denomina Estrés cronico leve, pero diversos
investigadores describieron su procedimiento como Estrés cronico leve de diversas maneras,
esto plantea que las distintas denominaciones denotan procedimientos diferentes, si el
término “imprevisible” refiere que el procedimiento es mas aleatorio, y si el término es “leve”

refiere que el procedimiento es menos severo. (Willner, 2017b)

El procedimiento fue disefiado originalmente para ser una version mas suave de un
protocolo de estrés crénico variado descrito por Katz y otros (Willner, 2017b) que incluye
una serie de elementos severamente estresantes. Por lo tanto, el Estrés cronico leve imita los
cambios conductuales inducidos por el estrés que se asemejan a ciertas caracteristicas del

Trastorno depresivo mayor (Strekalova y otros, 2022).

Tabla 2

Sintomas de la depresion mayor en el aspecto traslacional

Sintomas humanos Sintomas ratones/ ratas
e Inhibicion psicomotora
e Anhedonia e Anhedonia
o Desesperanza e Desesperanza
o Déficit de afrontamiento o Déficit de afrontamiento
e Deterioro cognitivo e Deterioro cognitivo
e Trastornos del suefio e Trastornos del suefio
e Sintomas vegetativos ¢ Sintomas vegetativos
e Cambios de peso e Cambios de peso

Fuente: Strekalova y otros (2022)
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La depresion mayor se caracteriza por la aparicion de al menos un sintoma principal
que es la Anhedonia, que suele ir acompafiado de una serie de sintomas secundarios. Alguno
de estos sintomas es exclusivamente humano, sin embargo, pueden replicarse en roedores.

Tabla basada en el articulo de (Strekalova y otros, 2022).

Por otro lado, con respecto a este modelo se exponen cronicamente a las ratas o
ratones a un bombardeo constante de micro estresores imprevisibles, 1o que provoca
alteraciones en el comportamiento del animal, como una disminucion en su respuesta a las
recompensas, llamado también anhedonia, un sintoma central de la depresion en humanos.
En el modelo, la respuesta comportamental a la recompensa se evalla mediante pruebas
periddicas en las que el animal tiene acceso a una solucion dulce muy preferida, 0 a una
eleccion entre una solucion dulce y agua. El consumo o la preferencia por la recompensa
dulce disminuye a lo largo de las semanas de exposicion a los estresores, pero puede
restablecerse a los niveles normales mediante un tratamiento crénico con farmacos

antidepresivos (Willner, 2017b)
Validez del Modelo de Estrés cronico leve

En relacion con la validez de los modelos de animales de depresion, la validez
predictiva se refiere a la capacidad de respuesta especifica y selectiva a los antidepresivos.
Es decir, si un farmaco es eficaz en pacientes con depresion clinica, éste deberia actuar de la
misma forma en un modelo animal de depresion crdnica. Por otro lado, la validez facial se
refiere a las similitudes fenomenoldgicas que comparten el modelo animal y la
sintomatologia descrito en humanos. Es decir, la evaluacion es realizada basado en los
sintomas descritos en el DSM-V, especialmente con los sintomas centrales de la depresion.

La validez de constructo del modelo se fundamenta en la similitud de constructos desde una

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
. Andina Repositorio Digital

del Cusco

perspectiva psicologica. Uno de estos constructos se centra en la anhedonia y también en los
correlatos neurobioldgicos subyacentes a la depresion clinica, especialmente basados en los
efectos neurobioldgicos al estrés crénico leve y las alteraciones coincidentes en poblaciones

clinicamente diagnosticadas con depresion clinica (Planchez y otros, 2019).

El modelo de Estrés crénico leve fue el primero que se investigd sistematicamente
utilizando estos criterios. En cuanto a su validez predictiva, este modelo demostrd respuesta
a la administracion cronica, pero no a la aguda, de una amplia gama de antidepresivos
establecidos. Los diversos estudios que utilizan este modelo de Estrés cronico leve,
contribuyen a la construccion de relatos tedricos de los procesos psicobiol6gicos inmersos
en la depresion y la accion antidepresiva, reforzando ain mas la validez de constructo de este

modelo (Willner, 2017b)
Dimensiones del Estrés cronico leve

De acuerdo a lo manifestado por Willner (2017b) las dimensiones del Estrés cronico

leve son:
A. Variedad de estimulos

Refiere a la presentacion de estresores aleatorios frente a los fijos, y a su vez
comprenden diferentes indicadores: Numero de micro estimulos usados durante las semanas
del modelo, Frecuencia de aplicacion de micro estimulos por dia, Alternancia de aplicacion

de micro estimulos por dia, Frecuencia de aplicacion de micro estimulos por semana.

De acuerdo al experimento y para evaluar el efecto de la variedad de estimulos se ha

considerado los siguientes items:

a. Numero de micro estimulos usados durante 5 semanas
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b. Frecuencia de aplicacion de micro estimulos por dia.

c. Alternancia de aplicacion de micro estimulos por dia.

d. Frecuencia de aplicacion de micro estimulos por semana
B. Severidad de Estimulos

Referente a la gravedad es mas recondita, debido a que la severidad de los estimulos
depende de los diferentes procedimientos de estrés. los diferentes micro estresores que se
aplican en el Estrés cronico leve se clasificaron en cuanto a su gravedad, en una escala de 5

puntos (Willner, 2017b)

De acuerdo al experimento y para evaluar el efecto de la severidad de estimulos se ha

considerado los siguientes items:
a. Proporcion de micro estimulos aplicados por dia.
b. Duracion de micro estimulos aplicados por dia.
c. Duracion de micro estimulos por semana
Dimensiones de la depresion en modelos animales

Dentro de las dimensiones sobre los comportamientos depresivos se consideran
sintomas como la impotencia y la inhibicién psicomotora en los humanos, en los ratones
estos sintomas se evallan a traves del test de natacion forzada de Porsolt y se manifiestan
con una prolongacion de la conducta de flotacién pasiva (inmovilidad) y una latencia

reducida para dejar de nadar y empezar a flotar (Strekalova y otros, 2022)

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
. Andina Repositorio Digital

del Cusco
A. Escape/desesperacion: Conductas dirigidas a la huida, desarrollan una postura
inmovil cuando se les coloca en una situacion estresante ineludible (Cryan y otros,

2005)

De acuerdo al experimento y para evaluar Escape/desesperacion, se ha considerado

los siguientes items:
a. Latencia para entrar en inmovilidad
b. Duracion de la inmovilidad

B. Signos fisiologicos/ inmovilidad flotacion: Son conductas provocadas previamente
a un factor de estrés que se cree que induce un estado de desesperacion conductual ya
que los animales se vuelven mas inmoviles a medida que avanza la prueba (Bogdanova
y otros, 2013). De acuerdo al experimento y para evaluar Signos fisioldgicos/ inmovilidad

flotacion, se ha considerado los siguientes items:
a. Numero de bolos fecales al final de cada evaluacion
b. Latencia para entrar en inmovilidad o flotacion
c. Duracion de la inmovilidad/flotacion

C. Anhedonia: Son conductas de auto acicalamiento o auto asistencia en los roedores y
estos comportamientos se ven alterados si se presenta sintomas depresivos y anhedonia
que producen una reduccion del acicalamiento en ellos (Yalcin y otros, 2008), (Butelman

y otros, 2019)

De acuerdo al experimento y para evaluar la Anhedonia, se ha considerado los

siguientes items:
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a. Latencia para iniciar comportamiento de acicalamiento
b. Duracion total de los eventos de acicalamiento
Dimensiones de Ansiedad de modelo animal

De acuerdo a Bourin & Hascoét (2003) menciona que los ratones tienen una aversion
innata a las zonas iluminadas y su comportamiento exploratorio espontaneo se ve afectado
en respuesta a factores de estrés leves, asimismo, Montgomery (1955) manifiesta que los
roedores demuestran miedo a la novedad ambiental lo cual evoca en ellos el miedo a la
exploracién, a continuacion, se menciona las dimensiones de los comportamientos tipo

ansiosos.

A. Exploracion: Una situacion de conflicto natural se produce cuando un animal se
expone a un entorno desconocido o0 a objetos nuevos, el conflicto se produce entre la
tendencia a explorar y la tendencia inicial a evitar lo desconocido (neofobia). La
actividad exploratoria refleja el resultado combinado de estas tendencias en

situaciones nuevas (Bourin & Hascoét, 2003).

De acuerdo al experimento y para evaluar la exploracion, se ha considerado

los siguientes items:
a. Latencia en Caja Oscura
b. Latencia en Caja Clara

B. Aproximacién-evitacion de lugares abiertos, elevados e iluminados: Cuya
premisa es que la novedad ambiental evoca simultdneamente el miedo y la curiosidad,

creando asi un conflicto de aproximacion y evitacion (Rodgers & Dalvi, 1997).
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De acuerdo al experimento y para evaluar la aproximacién — evitacion de

lugares abiertos, elevados e iluminados, se ha considerado los siguientes items:
a. Numero de entradas a brazos abiertos

b. Tiempo en brazos abiertos.

Método para evaluar comportamientos de ansiedad en roedores

Se han disefiado diferentes pruebas para evaluar comportamientos tipo ansiosos en
los roedores, sin embargo, para evaluar sintomatologia del Trastorno depresivo mayor se
utilizan la exposicién forzada de un roedor con un entorno nuevo, por ejemplo, un laberinto
abierto o elevado, una caja de luz/oscuridad o evitar espacios abiertos. Seguidamente se
detalla las pruebas comportamentales que se utilizan para evaluar comportamientos tipo

ansiosos en roedores.

e Test Laberinto elevado en cruz: Es una de las pruebas comportamentales para medir
conductas tipo ansiosas en roedores. La prueba se basa en la tendencia natural de los
roedores a evitar los lugares abiertos o elevados, que se contrapone a su curiosidad innata
por explorar zonas que son nuevas para ellos. Por ende, un ratbn menos ansioso visitara
los brazos abiertos y méas expuestos del laberinto con mas frecuencia, mientras que un
raton con ansiedad elevada tendera a pasar mas tiempo en los brazos cerrados (Kraeuter y
otros, 2019). El instrumento consiste brazos abiertos (sin muros) y brazos cerrados (con

muros) los cuales se cruzan transversalmente en el centro de cada uno de los brazos.

e Test de la Caja clara — oscura: Esta prueba se basa en la aversion innata de los roedores a
las zonas iluminadas y en el comportamiento exploratorio de los roedores. Se da una

situacion de conflicto natural cuando se expone al animal a un entorno desconocido o a
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objetos nuevos, si el animal muestra un tiempo de permanencia menor en la caja clara
respecto a la caja oscura y un nimero menor de transiciones entre cada caja, sugiere

niveles elevados de ansiedad (Bourin & Hascoét, 2003).

e Test de Campo abierto: La prueba de campo abierto se utiliza en los estudios de las bases
neurobioldgicas de la ansiedad y para probar nuevas dianas farmacologicas y compuestos
ansioliticos, este procedimiento utiliza una camara para medir el movimiento del animal
en zonas periféricas y central de una caja y evalGa locomocion, la ansiedad y conductas

estereotipadas como el acicalamiento (Kraeuter y otros, 2019).
Método para evaluar comportamientos de depresion en roedores

A continuacion, se detallan que métodos se usa para evaluar comportamientos de

depresién en roedores:

e Pruebas de desesperacion: Las pruebas habituales que se usan son el test de nado forzado
y de suspension de cola, estas pruebas consisten en colocar al roedor en una situacion
incomoda, en este caso un tanque de agua o que el animal este en una posicion donde esta
suspendido por la cola, de la cual es imposible escapar, los animales muestran episodios
de inmovilidad, que aumentan progresivamente, por ello, la inmovilidad se califica como

“desesperacion” y se considera que refleja estados similares a la depresion (Planchez y

otros, 2019).

e Anhedonia: Son conductas de auto acicalamiento o auto asistencia en los roedores y estos
comportamientos se ven alterados si se presenta sintomas depresivos y anhedonia que
producen una reduccion del acicalamiento en ellos (Yalcin y otros, 2008), (Butelman y

otros, 2019).
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e Apatia: Levy y Dubois (2006) mencionan que la apatia es como un déficit en el
comportamiento dirigido a objetivos, En los roedores, se han propuesto cinco medidas
diferentes para evaluarla, entre ellas construccion de nidos, la alteracion del aseo personal,
reduccion del cuidado maternal, menor interés social y reduccion del interés por los

objetos nuevos (Planchez y otros, 2019).
Diferencias comportamentales de ratones C57BL/6NCrl y BALB/c.

Los ratones de las cepas C57BL/6Ncrl y BALB/c, son las méas usados en estudios de
modelos biomédicos y varian en cuanto a la sensibilidad que tienen estas cepas expuestas a
diferentes estresores, siendo que los ratones de la cepa BALB/c son descritos, como animales
mas ansiosos (Any otros, 2011), y mas susceptibles a estresores ambientales (Razzoli y otros,
2011). Sin embargo, algunos estudios indican que los ratones BALB/c mostraron mayores
niveles de interaccion social que los ratones C57BL/6, asi mismo (An y otros, 2011)

mencionan que los ratones C57BL/6 en comparacion con los BALB/c son méas ansiosos.
2.3. Marco conceptual

» Estrés Crénico Leve: El modelo Estrés cronico leve consiste en la aplicacion secuencial
y cronica, en ratones o ratas, a una serie de micro estresores diarios de intensidad leve e

impredecible (Willner, 2017b)

» Comportamientos tipo depresivos: Los comportamientos tipo depresivos en las ratas o
ratones se manifiesta con cambios en comportamiento, disminucion de la respuesta a las
recompensas y a su vez demuestran conductas del sintoma principal de la depresion que
es la anhedonia. Este sintoma se evalla periddicamente mediante el Test de sacarosa en

la que se le da al animal acceso a una solucién dulce muy preferida, el consumo o la
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preferencia por la recompensa dulce disminuye con las semanas de exposicion al

protocolo (Willner, 2017a)

» Comportamientos tipo ansiosos: En los roedores los comportamientos tipo ansiosos se
presenta en situaciones de conflicto que pueden ser generadas por estados motivacionales
opuestos inducidos por situaciones de aproximacion- evitacion. Las conductas de
aproximacion se dan en entornos nuevos, reflejando un impulso exploratorio, por otro
lado, los impulsos de evitacién también pueden ser no aprendidos, como la aversion a
lugares nuevos, iluminados, abiertos y elevados (Campos y otros, 2013). Por consiguiente,
los ratones con ansiedad son menos exploratorios y evitativos en entornos nuevos,

abiertos, iluminados y elevados.

» Cepa: el termino cepa refiere a la variante genética de ratones, se caracterizan por ser

uniformes fenotipicamente y ser sensibles a cambios del ambiente.
2.4. Hipdtesis de investigacion

Si se somete a dos cepas de ratones C57BL/6NCrl y BALB/c de ambos sexos, durante

6 semanas a un protocolo de estrés cronico leve, se plantean las siguientes hipotesis:
2.4.1. Hipotesis General

HG-1: Los comportamientos tipo ansiosos y depresivos seran significativamente afectados
en ambas cepas, siendo mayor el efecto en ratones de la cepa BALB/c, considerados méas

ansiosos y reactivos a estresores, que de los de la cepa C57BL/6NCrl.

HG-2: Los comportamientos tipo ansiosos y depresivos seran significativamente afectados
en las cepas C57BL/6NCrl y BALBI/c, siendo mayor el efecto en ratones hembras que en

machos.

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad . . . .
. Andina Repositorio Digital
del Cusco

2.5. Variables
2.5.1. ldentificacion de variables

A. Variable Independiente:
V11- Estrés Cronico Leve
VI12: Cepa
V13: Sexo

B. Variable Dependiente:
VD1- Comportamientos tipo ansiosos
VD2- Comportamientos tipo depresivos

C. Variables Controladas
VC1- Condiciones ambientales (temperatura, ciclo de luz y humedad)

VC2- Estabulacion (N° de animales por jaula, material de nido,

alimentacion, agua y control de CO.y O).
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2.5.2. Operacionalizacion de variables

Tabla 3

Operacionalizacién de variables

Repositorio Digital

Variables  Definicion conceptual Definicion operacional Dimensiones Indicadores
NUmero de micro estimulos usados durante 5
, -~ semanas.
De acuerdo a Willner ! modelo Estrés cronico  _ /ariedad de Frecuencia de aplicacion de micro estimulos por dia.
(2016) el estrés cronico leve ~ consiste en la  gegtimylos Alternancia de aplicacion de micro estimulos por dia.
Estrés leve puede inducir este aplicacion  secuencial y Frecuencia de aplicacion de micro estimulos por
L cronica, en ratones o ratas, a semana
cronico efecto, de acuerdo a la . .
. . una serie de micro
leve variedad de estimulos e
severidad de estresores  diarios  de - _ ) _ )
y . . intensidad leve e . Proporcién de micro estimulos aplicados por dia.
estimulos e intensidad . : - Severidad de - . , i .
impredecible. estimulos Duracién de micro estimulos aplicados por dia.
Duracién de micro estimulos por semana
Trastorno mental - Escape/deses Conductas dirigidas a la huida, desarrollan una
. De acuerdo a lo observado, pe postura inmovil.
caracterizado Por o el roceso de peracion Incremento de Inmovilidad del roedor
episodios frecuentes de . P! '
tristeza orofunda experimentacion se ha dad)
. . ' i iqui - Inmovilida -
Comporta  pérdida de interés por gmselr?;r:r?:s Ia:\r;l%ﬁ:l?z\i flotacion Incremento de Inmovilidad del roedor.
mientos actividades antes pa ;
. .. los comportamientos tipo
tipo placenteras, sensacion denresivos:
Depresivos de culpa, alteraciones P ' . - Apatia Reduccion de N° de acicalamientos
~ - Escape/desesperacion,
del suefio, pérdida o i~ L
. Inmovilidad/flotacion,
aumento del apetito p . Perdida del
(Lang & Borgwardt Apatia, perdida del peso - Perdidade -
2013) " corporal. peso Medida en gramos
' corporal

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad

. L d . . Ll
Andina Repositorio Digital
del Cusco

Variables  Definicion conceptual Definicion operacional Dimensiones Indicadores
Manifestacion de
preocupacion, miedos
excesivos y continuos
ante situaciones
cotidianas que no
representan  peligros  De acuerdo a lo observado Exploracié
reales para la persona. en el  proceso de ~ —proracion
Acompafiado de experimentacion se ha
Comportami sintomas COMO  considerado las siguientes Aproximacié
entospti 5 : sensaclones ~ de  dimensiones para analizar n—Fe):vitacién - Evita los espacios nuevos e iluminados
05 P aprension, reacclones Jos comportamientos tipo - Evita espacios abiertos, elevados e iluminados
anslosos fisiologicas y i0s0s" i de lugares
ansiosos:  Exploraciéon 'y abiertos
respuestas  motoras  Aproximacion- evitacion de slevados e
alteradas ~ frecuentes |ygares abiertos, elevados e Huminados

que interfieren con la
vida cotidiana de la
persona. (Sierra,
Ortega, & Zubeidat,
2003)

iluminados.

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




¢ Universidad
Andina
del Cusco

Tabla 4

Repositorio Digital

Operacionalizacién de variables controladas

Variables Definicion ]
) Indicador Naturaleza Escala
Controladas operacional
Se controlara La
temperatura  en
cada sala, asi
mismo el ciclo de
o luz que es el e Temperatura
Condiciones ) o )
] Periodo de Luz Cuantitativa Nominal
ambientales ]
luz/oscuridad y la e Humedad
humedad en cada
ambiente  donde
permanecen  los
ratones.
Son las
instalaciones Cantidad de
donde nacen, ratones por jaula
__viven y se Alimentacion Cuantitativa )
Estabulacion . o Nominal
reproducen los Reproduccion cualitativa
ratones y tienen un Gestacion
mismo tipo de Anidacion
alimentacion.
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CAPITULO Il
METODO
3.1. Alcance del estudio

Esta investigacidon presenta un alcance explicativo, puesto que estan dirigidos a
explicar la ocurrencia de un fenébmeno y en qué condiciones se manifiesta por medio del
empleo de métodos y disefios validos y rigurosos (Hernandez & Mendoza, 2018) (Sanchez
& Reyes, 2015). Asi mismo este trabajo se enfocd en estudiar las respuestas de ansiedad y
depresidén en ratones, basados en modelos experimentales, los cuales estuvieron previamente
estandarizados como son el protocolo de estrés cronico leve y las evaluaciones
comportamentales como laberinto elevado en cruz, natacion forzada, caja clara- oscura,
suspension por la cola, splash test y preferencia de sacarosa. Los resultados de esta
investigacion contribuiran a un mayor conocimiento sobre como los eventos estresantes o

contextos adversos, facilitan el desarrollo de patologias como la ansiedad y la depresion.
3.2. Disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion es experimental pura de tipo factorial 2 x 2, de corte
longitudinal; es decir se manipula la variable independiente. Para el presente estudio, la
unidad experimental fue el animal y se compuso de dos factores, el tratamiento experimental
(control vs tratados) y el sexo (hembras y machos) o cepas (C57BL/6Ncrl y BALB/c). El
estudio contd con dos grupos control y dos grupos experimentales, considerando a las cepas
como unidad experimental, la asignacion de estas fue de modo aleatorio. Para analizar el
cambio de las variables dependientes en relacion con la manipulacion de las variables

independientes en distintos momentos de la experimentacion, la manipulacion de las
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variables independientes se hizo en cuatro grupos experimentales y controles, como se

representa en el siguiente cuadro:

El disefio experimental de tipo factorial 2x2 (tratamiento experimental por sexo) fue

el siguiente:

Tabla b

Disefio experimental de tipo factorial 2x2

Factor B
Factor A Nivel B1(ECL) Nivel B2 (control)
Nivel A1 (macho) AlB1 AlB2
Nivel A2 (hembra) A2B1 A2B2

Tabla 6

El disefio experimental de tipo factorial 2x2 (tratamiento experimental por cepa)

Factor B
Factor A Nivel B1 (ECL) Nivel B2 (control)
Nivel Al (BALB/c) AlB1 AlB2
Nivel A2 (C57BL/6Ncrl) A2B1 A2B2
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3.3. Poblacién

La poblacion de estudio considerada para el desarrollo de la siguiente investigacion
fue ratones del bioterio automatizado de la Universidad Andina del Cusco, los cuales a la

fecha de junio del 2021 eran un total de 300 ratones.
A. Criterios de inclusion

e Ratones adultos entre 4- 6 semanas de edad

e Peso corporal estandar entre 25- 30 g machos y hembras entre 20-26 g.

e Ratones sanos

e Ratones controles

e Nunca expuestos a un procedimiento previo y apareamiento
B. Criterios de Exclusion

e Animales muy pequefios

e Estado del pelaje deteriorado

e Peso por debajo de los valores establecidos

e EXxpuestos a un procedimiento previo

e Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.4. Muestra

Para el presente trabajo de investigacion, la muestra fue seleccionada aleatoriamente
a partir de cada camada. Fueron usados 78 ratones adultos (6-8 semanas) machos (51) y

hembras (27) de la cepa BALB/c y 28 ratones adultos (6-8 semanas) machos (13) y hembras
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(15) de la cepa C57BL/6NCrl, ambas cepas provenientes del Bioterio de la Universidad
Andina del Cusco. Los animales fueron alojados 3-5 animales en jaulas estandares de acrilico
transparente y seran mantenidos en condiciones ambientales estandares de ciclo/luz
oscuridad (12 horas, con inicio del ciclo a las 06h00), a temperatura de 23 £ 2 °C y humedad

a 30 = 2 °C. Todos los animales tendran acceso libre a agua y comida.

Toda manipulacién y procedimientos experimentales contemplados en este estudio
fueron realizados de acuerdo con las directrices de la Guide for the Care and Use of
Laboratory Animal (National Research Council, 2011 y la aprobacién del comité de ética

para estudio con animales de la Universidad Andina del Cusco.
Protocolo para aplicar el Modelo de Estrés Crénico Leve

Una semana antes del inicio del protocolo, todos los animales fueron pesados y este
peso corporal sirvio de referencia para las variaciones que se observaron en las semanas de
ejecucion del protocolo. Para la ejecucion de este procedimiento, jaulas conteniendo 4-5
animales fueron aleatoriamente distribuidos en dos salas separadas, un grupo de animales
formaron el grupo control y el otro el grupo formaré el grupo ECL. Ambas salas estuvieron
bajo las mismas condiciones de ciclo luz/oscuridad, temperatura y humedad que la sala de
estabulacion de animales. Los animales del grupo ECL, ambas salas estuvieron bajo las
mismas condiciones de ciclo luz/oscuridad, temperatura y humedad que la sala de
estabulacion de animales. Los animales del grupo ECL fueron expuestos cada dia a diferentes
secuencias de 2-3 estresores leves e impredecibles: destellos de luz (3 h), estrés acustico (3-
4 h), jaula inclinada (45°) (8-10 h)), lecho himedo (8-10 h), restriccion de movimiento (1 h),
inversion de luz (12h). Estos diferentes estresores se aplicaron aleatoriamente cada semana

para maximizar la impredecibilidad y evitar la habituacion de los animales.
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Se espera que esta secuencia de estimulos estresores e impredecibles induzcan
cambios progresivos en el peso corporal de los animales, asi como en las respuestas
comportamentales de ansiedad y depresion. De modo que, cada semana fueron evaluados el
estado del pelaje y el peso corporal y desde la segunda semana de exposicion, los animales
fueron evaluados con una bateria de pruebas comportamentales. Durante la segunda e inicio
de la tercera semana se iniciaron con evaluaciones comportamentales relacionadas a ansiedad
(caja-clara oscura, laberinto elevado en cruz). Durante la Gltima mitad de la tercera semana
y cuarta semana, se realizaran las evaluaciones de apatia (Splash test) y en comportamientos
tipo depresivos (nado forzado y suspension por la cola) y anhedonia, respectivamente A

continuacion se detallan cada una de estas evaluaciones.
Proceso de evaluacion de Peso corporal y estado del pelaje

El estado del pelaje y el peso corporal serdn evaluados juntos en una sola sesién al
inicio del protocolo ECL (medida basal) y luego al final de cada semana de exposicion al
protocolo ECL. La evaluacion del estado del pelaje consistira en observar 8 partes diferentes
del cuerpo del animal y puntuar el estado de deterioro de acuerdo con protocolos previamente
descritos: Sera observados: cabeza, cuello, pelaje dorsal, pelaje ventral, patas delanteras,
patas traseras, region genital y la cola. El deterioro del pelaje serd considerado cuando el
pelaje se encuentre amarillento, con grumos y sin acicalamiento. Para cada area del cuerpo
observada se puntuara cero (0) si el pelaje se observa en buenas condiciones, 0.5 para pelaje

medianamente deteriorado y 1 para para pelaje completamente deteriorado.
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Evaluaciones comportamentales
Comportamientos tipo ansiosos

La evaluacion de respuestas tipo ansiosas se realizara mediante la exposicion de los
animales a dos tipos de pruebas comportamentales: el laberinto elevado en cruz y la caja

clara/oscura. Ambas pruebas se basan en la tendencia del animal para explorar.
Test de laberinto Elevado en Cruz (LEC)

El laberinto elevado en cruz es una de las pruebas comportamentales para medir
conductas tipo ansiosas en roedores. Esta prueba se basa en una aversién natural del raton
para areas abiertas y elevadas, como también el comportamiento espontaneo de explorar los
ambientes nuevos para él. El instrumento consiste brazos abiertos (sin muros) y brazos
cerrados (con muros) los cuales se cruzan transversalmente en el centro de cada uno de los
brazos. Para la evaluacion, los animales seran transportados a la sala de evaluacién y serén
habituados durante una hora antes del inicio de las pruebas comportamentales. Las
condiciones ambientales de temperatura, humedad e iluminacion serdn mantenidas
semejantes a la sala de estabulacion de los ratones. La evaluacién consistird en colocar al
animal en el &rea central del laberinto, con la cabeza en direccion al brazo abierto opuesto y
dejara al animal explorando el laberinto durante 5 minutos. Al término del test, el animal sera
colocado de vuelta a su jaula con sus congéneres y al término de la evaluacién de todos los
ratones de la jaula, seran devueltos a su sala de estabulacion. Al final de cada evaluacion, el
namero de bolos fecales dejados por el animal sera anotado y en seguida el laberinto sera
limpiado usando papel toalla y alcohol 70%. Toda la evaluacion serd registrada con una
camara de video acoplada a un computador y los siguientes parametros seran analizados: la

latencia para entrar a los brazos abiertos, el tiempo total que el animal pasé en los brazos
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cerrados, el tiempo total que el animal paso en los brazos abiertos, nimero de transiciones

entre brazo abierto- brazo cerrado y viceversa.

El tiempo que el animal pasa los brazos abiertos es un indicador de ansiedad, por lo
gue un tiempo mayor esta area del laberinto sugiere que el raton tiene menores niveles de

ansiedad para la conducta de exploracién en el laberinto (Komada y otros, 2008).
Test de la caja clara- oscura (CO)

Esta prueba evalia comportamientos relacionados a la ansiedad en roedores. El
instrumento consiste en dos cajas, una clara y otra oscura del mismo tamario (23 cm x 15 cm
x 15 cm). La caja clara es iluminada por una lampara de luz blanca colocada en la parte
superior. La caja clara y oscura se comunican a través de una pequefia compuerta (5Xx 5 x 5
cm). Una hora antes de la evaluacion, los animales fueron transportados a la sala de
evaluacion donde permanecieron habituandose a la sala durante 1 hora. El test comenzd
colocando al animal en el centro de la caja clara y se dejé explorar al animal durante 5
minutos. Al término de la evaluacion, el animal fue devuelto a su jaula con sus congéneres y
luego que todos los animales de la jaula hayan sido evaluados, todos fueron llevados a su
sala de estabulacion. Al final de cada evaluacion, el nimero de bolos fecales dejados por el
animal fueron anotados y el instrumento fue limpiado usando papel toalla y alcohol 70%.
Toda la evaluacion se registré usando una cdmara filmadora acoplada a computador. Los
siguientes parametros fueron analizados: la latencia para entrar a la caja oscura, el nmero

de transiciones de una caja a otra y el tiempo de duracién en cada una de las cajas.

Si el animal muestra un tiempo de permanencia menor en la caja clara respecto a la
caja oscura 'y un nimero menor de transiciones entre cada caja, sugiere niveles elevados de

ansiedad (Bourin & Hascoét, 2003)

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
. Andina Repositorio Digital

del Cusco

Comportamientos tipo depresivos

La evaluacion de respuestas de depresion se realizd mediante la exposicion de los
animales a tres tipos de pruebas comportamentales: test de splash, test de nado forzado, test

de suspension por la cola y test de preferencia de sacarosa.
Test de Nado Forzado

El test de nado forzado mide conductas tipo depresivas en ratones y esta basado en la
observacion de la respuesta que presentan los roedores cuando son expuestos a una situacién
estresante sin salida como la del tanque con agua. En esta situacion los ratones inicialmente
muestran movimientos vigorosos de escape y luego una postura inmdvil. Para esta evaluacion
se us6 el protocolo propuesto por Porsolt y otros (2001), el cual fue realizado al inicio de la
cuarta semana de la aplicacion del protocolo ECL. El test se realiz6 en un tanque de acrilico
transparente de 43.5cm de alto x 25cm de diametro de plastico acrilico, el cual se llen6 con
agua a temperatura de 26°C hasta alcanzar los 20 cm desde la base del tanque. Este nivel de
agua se marcé y la temperatura del agua se verifico usando un termémetro. Los animales
fueron habituados a la sala de evaluacion una hora antes del inicio de los test. Para la
evaluacion, el animal se colocé en el tanque del agua y su comportamiento fue observado
durante 6 minutos. Al término de la evaluacion, los animales fueron recogidos del tanque,
secados con un papel toalla en exceso de agua en su cuerpo y de sus respectivas jaulas y
luego devueltos a sus salas de estabulacion. Al final de la evaluacion de cada animal, se
cuantifico el nimero de bolos fecales dejado por el animal en el tanque y estos fueron
recogidos usando un colador. Por cuestiones de logistica, todos los animales de una jaula se
evaluaron en un mismo tanque de agua (4-5 animales) y el agua se renovo para evaluar

animales de diferentes jaulas. Toda la evaluacion se registrd usando una camara de video
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acoplada a computador y los siguientes comportamientos se registraron: la latencia para el
primer evento de inmovilidad y el tiempo total de inmovilidad durante los Gltimos 4 minutos

del test.

Seré considerado inmovilidad cuando el ratén reduzca sus movimientos al minimo
para flotar o quedarse inmovil manteniendo su cabeza fuera del agua. Si el animal muestra
una menor latencia para el primer evento de inmovilidad y un mayor tiempo de inmovilidad
sugiere niveles elevados de depresidn ante esa situacion inescapable (Yankelevitch y otros,

2015)
Splash Test

El dia del test, se prepar6 una solucion de sacarosa al 10% usando agua destilada y
colocando la solucion en botella con atomizador. Para el test, cada animal se colocé en una
jaula limpia sin viruta y se aplico el spray de solucion sacarosa 10% en el lomo del animal.
La solucion de sacarosa en el pelaje del animal inducira un comportamiento de acicalamiento.
La latencia para el primer evento de grooming, nimero de eventos de grooming y duracion
de cada evento de grooming seré registrado durante 5 minutos. La actividad de cada raton
se registrd por medio de archivos de video a través del software andlisis comportamental
Ethovision XT version 15. Se registro de manera simultanea tres ratones. Para ello se emple6

3 cajas en las cuales se designd 3 arenas diferentes.
Test de Suspension por la cola

Semejante al test de nado forzado, el test de suspension por la cola mide
comportamientos tipo depresivos basados en la respuesta de inmovilidad que muestra el

animal luego de vigorosos movimientos iniciales orientados a escapar cuando es colocado en
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una situacion de estrés inescapable, como es la suspensiéon por la cola. El tiempo de
inmovilidad se considera indicador de desesperacion conductual o comportamiento tipo
depresivo (Porsolt y otros, 2001). Los animales fueron habituados a la sala de evaluacion una
hora antes del inicio de los test. Para la evaluacion, los ratones fueron suspendidos por la cola
sobre un arnés colocado en la parte superior (80 cm de la base de la mesa) del aparato
consistente en cuatro compartimentos de madera de color negro de 55 cm de altura x 60 de
largo y 11.5 cm de profundidad), donde se evaluo cuatro ratones al mismo tiempo. “La cola
se aseguro usando velcro adhesivo colocado a 1 cm de la punta de la cola durante 6 minutos.
Al final de la evaluacion el animal se descolg6 y fue colocado en su jaula y cuando todos los
animales de la jaula fueron evaluados, se devolvieron a su sala de estabulacion. Al término
de la evaluacion, se cuantifico el nimero de bolos fecales dejado por el animal y el aparato
fue limpiado con papel toalla y alcohol 70%. Toda la evaluacion se registré usando una
camara de video acoplada a computador y los siguientes comportamientos se registraron: la
latencia para el primer evento de inmovilidad y la duracion de inmovilidad durante los

Gltimos 4 minutos del periodo de test.

Semejante al test de NF, mayor latencia para primer evento de inmovilidad y tiempo

de inmovilidad sugiere niveles elevados de depresion en los ratones.
3.5. Procedimiento

Una semana antes del inicio del protocolo, todos los animales fueron pesados y luego
basados en el peso corporal y se distribuyeron en dos grupos: el grupo control (CTL) y el
grupo estrés cronico leve (ECL) y a lo largo de 5 semanas fueron expuestos al protocolo de

ECL y evaluados en diversas pruebas comportamentales como se ilustra en la Figura 1.
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Una semana antes del inicio del estudio, los animales del grupo ECL se retiraron de
sus estantes de estabulacion automaticos y fueron alojados en la sala de estimulos para
habituacion, los animales de ambos grupos pasaron por un test basal de preferencia de
sacarosa. Durante la primera semana se aplicara los siguientes estimulos: destellos de luz
(DL) cinco veces por semana con una duracion de 3h cada dia, con alternancia de horarios
para que el estimulo no sea predecible por el animal, el estrés acustico (EA) se aplicd 2 h al
dia, seis veces por semana, restriccion de movimiento (RM) este estimulo se aplico tres veces
por semana con 1h de duracion , lecho himedo (LH) tuvo una duracion de 14h dos veces por
semana, jaula inclinada (JI, aproximadamente 45 ° de inclinacion) tuvo una duracion de 13h,
se aplicd una vez por semana, , se evaluo peso corporal y pelaje una vez por semana durante
2h, inversion de luz (IL, 12 horas luz y 12 oscuridad) se aplico este estimulo durante un dia,

12h de luz y 12h de oscuridad.

Figura 1
Linea temporal de experimentacion

Peso corporal/

Peso corporal/ Peso corporal/

Peso corporal/. pelaje pelaje pelaje Pesok corporal/ Peso corporal/
estado de pelaje pelaje ,
pelaje
£ S NF  SC
. PT PS
Habituacion Inicio ECL ‘ \ ‘ \ |
C/0
0 o 4%em
Osem Losem 2°sem 3%em 50sem
Leyenda:

v ECL: Estrés cronico leve.
v C/O: Evaluacion comportamental Caja clara — oscura.

v LEC: Evaluacién comportamental de laberinto elevado en cruz.
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v SPT: Splash Test.
v NF: Evaluacion comportamental de nado forzado.
v SC: Evaluacion comportamental de Suspension de cola.

Desde la segunda semana los animales fueron evaluados con una serie de estimulos
y evaluaciones comportamentales relacionadas a la ansiedad (caja clara- oscura) : destellos
de luz (DL) se aplicd cinco veces por semana con una duracion de 3h cada dia, estrés acustico
(EA) se aplico 2 h al dia cuatro veces por semana, restriccion de movimiento (RM) se aplico
tres veces por semana con 1h de duracién, evaluacion comportamental de caja clara- oscura
se aplico 4h al dia dos veces a la semana, se evalud peso corporal y pelaje una vez por semana
durante 2h, inversién de luz (IL) se aplic este estimulo durante un dia, 12h de luzy 12 de
oscuridad y restriccion de comida (RC) se realizo una vez a la semana durante 14h. La tercera
semana se aplicd la evaluacion comportamental de laberinto elevado en cruz relacionado a
la ansiedad, dos veces a la semana por 4h, restriccion de movimiento (RM) se aplicé tres
veces por semana con 1h de duracion, destellos de luz (DL) se realizo cuatro veces por
semana durante 3h cada dia ,estrés acustico (EA) se aplico 2 h al dia, dos veces por semana,
la mitad de la tercera semana se aplico la evaluacion comportamental de apatia -Splash test,
dos veces por semana con una duracion de 4h, se evalud peso corporal y pelaje una vez por
semana durante 2h e inversion de luz (IL) una vez por semana durante 24h en periodos de
12h de luz y 12h de oscuridad. En la cuarta semana se realizaron evaluaciones
comportamentales tipo depresivos (nado forzado y suspension por la cola), asi mismo se
aplicaron los estimulos como el estrés acustico (EA) dos veces por semana con alternancia
de horarios durante 2h, la prueba comportamental de Nado Forzado durante dos dias

consecutivos por 4 h, destellos de luz (DL) una vez por semana durante 3h, restriccion de
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movimiento (RM) una vez por semana durante 1h, , a mitad de semana se realiz6 la prueba
comportamental de suspension de cola por dos dias durante 4h, se aplico lecho humedo (LH)
como Unico estimulo en el dia durante 9h, inversion de luz (IL) periodo de oscuridad durante
12h, se evalud peso corporal y pelaje una vez por semana durante 2h. Restriccidon de comida
(RC) y de agua durante 19h. En la quinta semana se evalu6 Anhedonia con el test de

preferencia de sacarosa durante 5h.

La Figura 2 muestra la programacion de los estimulos y las pruebas

comportamentales al cual fueron sometidos los animales diariamente y su duracion.

Figura 2

Cronograma de estimulos y pruebas comportamentales

ESTIMULOS
Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo Lunes Martes
et [ect| e Jec| e [Ect| e [ec| et [Ec| e [ea | e | EcL
7-9h peso
7-10h DL 7-9h EA 6-18h IL 7-8h RM 7-10h DL 7-9h EA P o
corporal/Evaluacién
sy de pelaje
12-14h EA 11-14h DL 11-13h DL 11-13h EA 11-12h RM
10-13h EA
18-6h IL
16-17 RM 16-6h LH (luz) 17-6h EA 17-6h JI 14-17h DL 16-6hh LH
4 = = 4 7-9h peso
7-9h EA 7-10h DL 6-18h IL 8-12h Caja 8-12h Caja 7-9h RM p y
(oscuro) corporal/Evaluacion
clara oscura | clara oscura .
11-14h DL 12-14h EA 11-12h DL de pelaje
18-6h IL 10-11h RM
16-6h RC 16-17 RM (luz) 14-17hDL | 14-16hEA | 4, 47 gp 13-16h DL
6-18h IL 7-10h DL 7-9h peso
(oscuro) corporal/Evaluacién
12-14h EA de pelaje
18-6h IL 10-13h EA
- - luz = = 16-17 RM i
14-17h DL 15-16h RM (luz) 14-17hDL | 15-16 RM 1417 DL
8-9h 8-Sh 6-18h IL 7-9h peso
Suspension | Suspension (oscuro) corporal/Evaluacién
7-16h LH .
de cola de cola de pelaje
16-18h EA 15-16h RM 15-17h EA 14- 17h DL 18-6h IL (luz) | 14-9h RC/R de agua
7-9h peso
Colecta de corporal/Evaluacién
encéfalos de pelaje
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Leyenda:

v DL.: destellos de luz.

+  EA: estrés acustico.

«  RM: restricciéon de movimiento

v IL: inversion de luz

+  Jl:jaulainclinada

v RC: restriccion de comida

<  LH: lecho himedo.

3.6. Técnicas (Experimental y registro conductual) e instrumentos de recoleccion de

datos.
Prueba comportamental 1: Test de caja clara — oscura
Prueba comportamental 2: Test de Laberinto elevado en cruz
Prueba comportamental 3: Test de nado forzado
Prueba comportamental 4: Test de suspension de cola

Prueba comportamental 5: Splash test
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Tabla 7

Pruebas comportamentales

Repositorio Digital

Pruebas

Areas de

Autores Aplicacién S Duracion Calificacion Validez y confiablidad
comportamentales evaluacion
Contabilizar el tiempo que el Segun McKinney & Bunney,
. animal permanece en la caja 1969) mencionan que la
Test de caja clara — Crawley y - . . . . .
d Individual Exploracién 5min clara respecto a la caja oscura validez de un modelo animal
oscura Goodwin. L B ; S
y contabilizar el nimero de se determina por lo siguiente:
transiciones entre cada caja. > Sea razonablemente
A L analogo al trastorno
E\:ﬁgg%?]c'doen' Contabilizar el tiempo que el humano, en
Test de Laberinto Montgomery Individual  lugares abiertos 5 min animal pasa en los brazos manlfestauor]es 0
elevado en cruz KC. gares ' abiertos, y numero de sintomatologia.
iluminados y g
elevados transiciones entre cada brazo. _
» Haya un cambio de
Contabilizar el tiempo para la gﬁ?dgortam'ent?nogﬁgrezﬁ
- . . latencia del primer evento de S
Test de nado forzado  Porsolt RD. Individual ~ Desesperacion 6 min inmovilidad y el tiempo total objetivamente.
de inmovilidad .
> Los cambios de
Thierry B, Contabilizar el tiempo para la comportamiento
Test de suspension ~ Steru, Simon | . 0 o) Escape 6mip latencia del primer evento de observados puedan
de cola Py Porsolt P inmovilidad y el tiempo total revertl_rse con los mismos
RD. de inmovilidad tratamientos
farmacol6gicos que son
eficaces en humanos
Ipek Yalcin; Contabilizar el tiempo de (ansioliticos y
Catherine latencia para el primer evento antidepresivos)
Splash test Belzung y Individual Apatia 5 min de acicalamiento, N° de
Alexandre eventos de acicalamiento y > El sistema debe ser
Surget. duracion. reproducible entre

investigadores.
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3.7. Analisis de Datos

Se utilizé6 Microsoft Excel 365 para la tabulacion de datos. Para los analisis
estadisticos y generacidn de graficos se usé programa Graphpad Prism 6.01 (San Diego, CA,
USA). Todos los datos pasaron por el test de normalidad de Kolmogorov- Smirnov y
dependiendo de éste, los datos fueron analizados como paramétricos o no paramétricos. Un
primer nivel de andlisis fue realizado para comparar la interaccion entre el efecto del
tratamiento (control vs ECL) y el sexo (macho vs hembra) dentro de cada cepa, el cual se
realiz6 usando el Test ANOVA de dos vias, seguido del test de Bonferroni. Un segundo nivel
de analisis fue realizado para comparar el efecto del tratamiento (control vs ECL) y las cepas
(C57BL/6NCrl vs BALBI/c), considerando machos y hembras separadamente, para el cual
también se uso el test ANOVA de dos vias, seguido del test de Bonferroni. Para todos los

andlisis estadisticos el nivel de significancia se considerd cuando el valor p fue <0.05.
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CAPITULO IV
RESULTADOS DE LA INVESTIGACION
4.1. Efecto de estrés cronico leve sobre la ganancia de peso corporal

La ganancia de peso corporal fue determinada a lo largo de las 5 semanas de
exposicion al protocolo de ECL, y fue calculada en relacion al peso basal. El analisis de
ANOVA de dos vias repetidas de la ganancia de peso corporal de ratones machos de la cepa
C57BL/6Ncrl, mostré una interaccion significativa entre los factores protocolo X semanas
[F (s,55) = 6.436; p < 0,0001], efecto principal semanas [F (s,55) = 21.41; p< 0,0001] y efecto
principal del tratamiento [F (1,11) = 31.87, p = 0,0001]. Un anélisis post hoc de comparaciones
multiples Sidak revel6 que los ratones ECL mostraron una reduccién significativa en la
ganancia de peso corporal respecto a su control, a partir de la 3 semana hasta el término del
protocolo (Figura 3A). Concerniente a la ganancia de peso en las hembras de la cepa C57
BL/6Ncrl, el analisis mostro efecto significativo del factor semanas [F (1, 11) = 31.8,
p=0,0001], sin significancia para el efecto de tratamiento [F (1, 13) = 0.08; p = 0,77] e
interaccion [F (s, 65) = 2.27; p = 0,05], donde los ratones ECL y Control, muestran semejante

ganancia de peso a lo largo de las semanas de exposicidn al protocolo (Figura 3B).

El andlisis de ANOVA de 2 vias referente a los machos de la cepa BALB/c, mostré
una interaccion significativa [F (s, 230) = 24.4; p< 0,0001] y un efecto principal de las semanas
[F (5, 230) = 58.57; p < 0,0001], mas no se encontrd un efecto significativo de tratamiento [F
(1,46) = 1.253, p = 0,2688]. Un andlisis post hoc de Sidak, reveld que los ratones ECL BALB/c
machos, muestran un incremento significativo en la ganancia de peso corporal en la cuarta
semana comparados a los controles (p <0,001), sin embargo, en la 5ta y 6ta semana este

mismo grupo mostro una reduccion significativa de peso corporal referente a su grupo control
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(p <0,001y p <0,0001 respectivamente). (Figura 3C). Referente a la ganancia de peso en las
hembras de la cepa BALBI/c, el analisis mostr6 una interaccion significativa [F (s, 160) = 5.41,;
p < 0,0001], también se mostro un efecto significativo en el factor semanas [F (s, 160) = 32.0;
p < 0,0001], en el tratamiento no se hall6 significancia [F (1,32) = 0.04, p = 0,84]. Un analisis
Post hoc de Sidak mostré que los ratones ECL hembras de la cepa BALB/c, tuvieron una

ganancia de peso en la 4ta semana respecto a sus pares control (p <0,001) (Figura 3D).

Figura 3

Efecto del ECL en la ganancia de peso corporal en ratones C57BL/6Ncrl y BALB/c.

Ganancia de peso corporal
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Nota: El porcentaje de ganancia corporal respecto al peso basal a lo largo de las 5 semanas de exposicion al
protocolo de ECL en ratones machos (A) y hembras (B) de la cepa C57, y ratones machos (C)y hembras (D)
de la cepa BALBY/c. El porcentaje de ganancia de peso corporal fue calculado respecto al peso basal medido
una semana antes al inicio del protocolo. Los datos mostrados son valores de la media £EPM. N=8-9 por
grupo. ***p<0,001, ****p<0,0001.
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4.2. Resultados del Primer objetivo especifico:

El primer objetivo de este estudio fue establecer el efecto del estrés cronico leve sobre
los comportamientos tipo ansiosos en los ratones de la cepa C57BL/6NCrl segln el sexo.
Para esto, los datos de la evaluacidn en las pruebas de la caja clara/oscura y laberinto elevado
en cruz fueron analizados usando ANOVA de dos vias, considerando los factores protocolo

Yy Sexo.
Test de la Caja clara - oscura

El analisis de la latencia para entrar a la caja oscura mostrd un efecto principal del
sexo [p=0,02] pero no efecto del protocolo o interaccion entre ambos factores [p>0,05]
(Tabla 8), donde los ratones macho muestran una latencia demorada para entrar a la caja
oscura comparado con los ratones hembra de la misma cepa. Por otro lado, el anélisis del
tiempo en la caja clara y el numero de bolos fecales no arrojé significancia para efecto del

protocolo, sexo o interaccion entre ambos factores (Tabla 8).

Tabla 8

Resumen de analisis factorial (protocolo ECL x sexo) del test de la caja clara/oscura

Factores Interaccion

Test de la caja

Sexo Protocolo Sexo x Protocolo
clara/oscura
C57BL/6NCrl
Latencia (s) F (1.24) =5,47, F (124) =0.11, F (124) = 1.08,
p =0,02 p =0,73) p =0,30
Tiempo en caja clara F (124) =1.91, F (1,24) =0.19, F (1,24) =1.95,
(s) p =0,17 p =0.66 p =0,17
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N° bolos fecales

F (124) =2.41,
p=0,13

F (124) =0.01,
0=0,89

Repositorio Digital

F (124) = 0.01,
0 =0,89

Nota: Analisis estadisticamente significativo esta resaltado en negrita

Test de Laberinto elevado en cruz

Referente al comportamiento ansioso en la prueba de laberinto elevado en cruz, el

analisis ANOVA de dos vias no mostrd ningun efecto del sexo, protocolo o interaccién entre

ambos factores, para el desempefio de los ratones de la cepa C57BL/6Ncrl en la prueba de

laberinto elevado en cruz (Tabla 9). Esto sugiere que el desempefio de ratones macho y

hembras de la cepa C57BL/6Ncrl en la prueba de laberinto elevado en cruz son semejantes,

independiente del protocolo.

Tabla9

Resumen de analisis factorial (protocolo ECL x sexo) del test de Laberinto Elevado en

Cruz

Factores

Laberinto elevado en

cruz

C57BL/6NCrl

N° entradas brazos

abiertos

Tiempo en brazos

abierto (s)

N° bolos fecales

Interaccion

Sexo

Protocolo

Sexo x Protocolo

F (1,24) =0,007
p =0,93

F (1,24) :0,52
p =0,47

F (1.24) =0,001
0 =0,96

F (1,24) =0,018
p =0,89

F (1,24) :0,007
p=0,93

F (124) = 0,48
0 =0,49

F (1,24) = 0,92
p =0,76

F (1,24) = 1,39
p =0,24

F (124) =0,77
0=0,38
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4.3. Resultados del segundo objetivo especifico:

Repositorio Digital

El segundo objetivo de este estudio fue establecer el efecto del estrés crénico leve

sobre los comportamientos tipo ansiosos evaluados en el Test de la caja clara — oscura, en los

ratones de la cepa BALB/c segun el sexo. Para esto se realizé un analisis ANOVA de dos

vias considerando los factores sexo y protocolo.

Test de la Caja clara - oscura

El anélisis no mostrd efecto del factor sexo [p = 0,15] o interaccion [p= 0,97] en la

latencia y N° de bolos fecales, sin embargo, mostro un efecto principal del protocolo [p

=0,0001] en el tiempo en la caja clara, mas no se encontrd efecto del factor sexo e interaccion,

donde los machos y hembras ECL pasan mayor tiempo en la caja clara a comparacion de sus

controles. (Tabla 10).

Tabla 10

Resumen de analisis factorial (protocolo ECL x sexo) del test Caja clara — oscura

Factores

Test Caja clara —
oscura

BALB/c

Latencia (s)

Tiempo en caja clara

(s)

Interaccion

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS

Sexo Protocolo Sexo x Protocolo
F (1,56) :1,71 F (1,56) :0,04 F (1,56) :0,04
p=0,19 p =0,82 p =0,82

F (1,56) =2,12 F (156) =20,4 F (1,56) =0,00
p=0,15 p=0,0001 p= 0,97
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N° bolos fecales F (1,56) =1,51 F (156) =3,03 F (156) =0,03
p =0,22 p =0,08 p =0,86

Nota: Andlisis estadisticamente significativo esta resaltado en negrita
Test de Laberinto elevado en cruz

Referente al comportamiento ansioso en la prueba de laberinto elevado en cruz, el
analisis ANOVA de dos vias mostré para el tiempo en los brazos abiertos una interaccion
significativa entre el sexo y protocolo (p<0, 03), sin efectos principal del factor sexo (p =0,24)
y protocolo (p =0,06). El analisis post hoc no mostro significancia, sin embargo, se muestra
una tendencia que los machos ECL y CONTROL pasan tiempo semejante en los brazos
abiertos, las hembras ECL pasan un tiempo significativamente menor que sus controles
(Tabla 11). Respecto al N° de entradas en brazos abiertos no se encontrd interaccion, o efecto
principal del sexo o protocolo. Por otro lado, en el N° de bolos fecales hubo efecto del sexo
(p =0,02) sin efecto del protocolo, e interaccién. Donde los machos tuvieron mayor N° de
bolos fecales a comparacion de las hembras, independiente del protocolo. Estos resultados
sugieren que la exposicion del protocolo ECL, incrementa los niveles de ansiedad en las

hembras BALB/c aunque los machos parecen ser mas reactivos.

Tabla 11

Resumen de analisis factorial (protocolo ECL x sexo) del test Laberinto elevado en cruz

Factores Interaccion

Test de Laberinto Sexo Protocolo Sexo x Protocolo
elevado en cruz

BALB/c
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N° entradas brazos F (1,70) =0,39 F (1,70) =0,21 F (170) =2,16

abiertos p =0,53 p =0,64 p =0,14

Tiempo en brazos F (170) =1,35 F (1,70) =3.54, F (1.70) =4,46,

abierto (s) p= 0,24 p=0,06 p =0,03

N° bolos fecales F (1,70) =5,38 F (1,70) =0,28 F (1,70) =0,28

p =0,02 p=0,59 p =0,59

Nota: Andlisis estadisticamente significativo esta resaltado en negrita

4.4. Resultados del Tercer objetivo especifico:

El tercer objetivo de este estudio fue establecer el efecto del estrés crénico leve sobre
los comportamientos tipo depresivos en los ratones de la cepa C57BL/6NCrl segun el sexo.

Medidos en el Test de Nado forzado.
Test de Nado forzado

Para esto se realizd un analisis ANOVA de dos vias, considerando los factores sexo
y protocolo, el cual mostré una interaccion significativa [p =0,003] en el tiempo de
inmovilidad, sin efectos principal de factor sexo [p=0,06] y protocolo [p =0,09](Tabla 12).
Un analisis post hoc reveld que los machos ECL de la cepa C57BL/6NCrl, incrementan su
tiempo de inmovilidad comparado con sus controles, mientras que las hembras ECL reducen
su tiempo de inmovilidad comparado con sus controles. Respecto a la latencia lera
inmovilidad no hubo efecto del sexo, protocolo e interaccion. Referente a los N° de bolos
fecales hubo efecto principal del protocolo sin efecto del sexo e interaccion, donde los
machos y hembras ECL tuvieron mayor N° de bolos fecales comparado con sus controles.
Estos resultados sugieren que los comportamientos tipo depresivos afectan de manera

opuesta respecto al sexo, donde a pesar que machos y hembras expuestas al protocolo
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muestran mayor reactividad fisiol6gica los machos, incrementan sus comportamientos tipo

depresivos, mientras que las hembras reducen estos comportamientos.

Tabla 12

Resumen de andlisis factorial (protocolo ECL x sexo) del test de Nado Forzado

Factores Interaccion

Test de Nado

Sexo Protocolo Sexo x Protocolo
Forzado
C57BL/6NCrl
Latencia lera F (124) =0,04 F (124) = 4,00 F (124) = 0,38
inmovilidad (s) p=0,83 p=0,05 p =0,54
Tiempo de inmovilidad  F (1,24) =3,62 F (124) =3,07 F (124) =10,5
(s) p=0,06 p=0,09 p=0,003
N° bolos fecales F (1,24) =0,37 F (1,24) =5,18 F (1,24) =0,22
p=0,54 p=0,03 p=0,64

Nota: Analisis estadisticamente significativo esta resaltado en negrita.

Test de Suspensidn de cola

Referente al comportamiento depresivo en la prueba de suspension por la cola, se
realizd un analisis ANOVA de dos vias, el cual mostr6 una interaccién significativa entre el
sexo y protocolo [p=0,04] en el tiempo de inmovilidad, con efectos principales de factor sexo
[p=0,03] sin embargo no hubo del factor protocolo [p=0,86] (Tabla 13). Un andlisis post hoc
revel6 que los machos ECL de la cepa C57BL/6NCrl pasan mayor tiempo de inmovilidad a
a comparacién de sus controles, las hembras ECL reducen su tiempo de inmovilidad respecto
a sus controles. Respecto a la latencia mostro un efecto del protocolo (p=0.04) sin efecto del

sexo e interaccion, donde los machos y hembras ECL mostraron una menor latencia para
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inmovilidad comparado con sus controles. Referente a los N° de bolos fecales no se encontrd
efecto del sexo, protocolo e interaccion. Estos resultados sugieren que, aunque los machos y
hembras expuestas al protocolo muestran una rapida respuesta de inmovilidad, son los
machos que muestran mayor tiempo de inmovilidad esto indica que tienen mayor

comportamientos tipo depresivos a comparacién de las hembras.

Tabla 13

Resumen de analisis factorial (protocolo ECL x sexo) del test de Suspensién de cola

Factores Interaccion

Test de Suspension de

Sexo Protocolo Sexo x Protocolo
cola
C57BL/6NCrl
Latencia lera F (122) = 3,78 F (122 = 4,37 F (122) =0,91
inmovilidad (s) p=0,06 p=0,04 p=0,43
Tiempo de inmovilidad F (122) =5.31 F (122) =0,02 F (122) =4.42,
(s) p=0,03 p=0,86 p=0,04
N° bolos fecales F (1,22) =0,40 F (1,22) = 3.30, F (1,22) =0.05,
p=0,53 p=0,99 p=0,81

Nota: Analisis estadisticamente significativo esta resaltado en negrita

Splash Test

Referente al comportamiento depresivo (apatia) en la prueba de Splash Test, el
anélisis ANOVA de dos vias mostro un efecto principal del protocolo [p=0,004] en el tiempo
de grooming, mas no se encontrd efecto del factor sexo [p=0,49] o interaccion [p=0,62] donde
los machos y hembras ECL tuvieron mayor tiempo de grooming a comparacion de sus

controles (Tabla 14). Referente al N° de bolos fecales no hubo efecto del sexo, protocolo e
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interaccion. Estos resultados sugieren que los machos y hembras ECL incrementaron sus

comportamientos de acicalamiento, mostrando una reduccion de comportamientos tipo

depresivos a comparacion de sus controles en términos de Apatia.

Tabla 14

Resumen de andlisis factorial (protocolo ECL x sexo) del Splash Test

Factores

Splash Test

C57BL/6NCrl

Tiempo de grooming

(s)

N° bolos fecales

Interaccion

Sexo Protocolo Sexo x Protocolo
F (1,24) =0.48, F (1,24) =9,85 F (1,24) = 0.24,
0=0,49 p=0,004 p=0,62

F (124) =1.32, F (1,24) =0.24, F (124) =2.19,
p=0,26 p=0,62 p=0,15

Nota: Analisis estadisticamente significativo esta resaltado en negrita
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4.5. Resultados del Cuarto objetivo especifico:

El cuarto objetivo de este estudio fue establecer el efecto del estrés cronico leve sobre

los comportamientos tipo depresivos en los ratones de la cepa BALB/c segun el sexo.
Test de Nado forzado

Para esto se realizd un analisis ANOVA de dos vias de la Latencia para lera
inmovilidad en el Test de nado forzado, considerando los factores sexo y protocolo y se
encontro un efecto principal del protocolo [p=0,002], mas no se encontré efecto del factor
sexo [p=0,75] o interaccién [p=0,87], donde machos y hembras expuestas al protocolo ECL
muestran una mayor latencia de primera inmovilidad respecto a sus controles (Tabla 15).
Referente al tiempo de inmovilidad se encontré efecto del protocolo (p =0,0009), mas no
efecto del sexo e interaccion, donde los machos y hembras ECL tuvieron un menor tiempo
de inmovilidad respecto a sus controles. Referente al N° de bolos fecales no se encontr
efecto del factor sexo, protocolo e interaccion. Estos resultados sugieren que el protocolo
afecta de manera semejante a los machos y hembras de la cepa BALBI/c, especificamente

reduciendo sus comportamientos tipos depresivos.
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Tabla 15

Resumen de andlisis factorial (protocolo ECL x sexo) del Test de Nado forzado

Factores Interaccion

Test de Nado forzado  Sexo Protocolo Sexo x Protocolo

BALB/c

Latencia lera F (131) =0,09 F (131) =10.6 F (131) =0,02

inmovilidad (s) p=0,75 p=0,002 p=0,87

Tiempo de inmovilidad  F (1,31) =0,27 F (131) =13,3 F (131) =0.63,

(s) p= 0,60 p =0,0009 p=0,42

N° bolos fecales F (1,31) =2,58 F (1,31) =0.06, F (1,31) =0,00
p=0,11 p=0,80 p=0,96

Nota: Andlisis estadisticamente significativo esta resaltado en negrita

Test de Suspension por la cola

Referente al comportamiento depresivo en la prueba de suspension por la cola, se
realiz6 un analisis ANOVA de dos vias, considerando los factores sexo y protocolo, no se
encontr6é ningun efecto del factor sexo [p>0,05], factor protocolo [p>0,05] o interaccion
[p>0,05] en la latencia lera inmovilidad, tiempo de inmovilidad y N° de bolos fecales. Estos
resultados sugieren que machos y hembras de la cepa BALB/c no fueron susceptibles al

protocolo, al menos evaluados en este Test (Tabla 16).
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Tabla 16

Repositorio Digital

Resumen de andlisis factorial (protocolo ECL x sexo) del Test de Suspensién de cola

Factores

Test de Suspension de

cola

BALB/c

Latencia lera

inmovilidad (s)

Tiempo de inmovilidad

(8)

N° bolos fecales

Interaccion

Sexo Protocolo Sexo x Protocolo
F (167) =1,87 F (167) =1,03 F (167) =0,58
p=0,17 p:0,31 p=0’44

F (167) =0,05 F (167) =2,65 F (167) =0,22
p=0,80 p=0,10 p=0,63

F (1,62) :1,57 F (1,62) :0,58, F (1,62) :0,38
p=0,21 p=0,44 p=0,53

Splash Test

Referente al comportamiento depresivo en la prueba de Splash test, el analisis

ANOVA de dos vias encontrd un efecto principal en el sexo [p=0,009], con una tendencia

del factor protocolo [p =0,05] més no interaccion [p=0,64] en el tiempo de grooming (Tabla

17), donde las hembras tuvieron mayor tiempo de grooming a comparacion de los machos,

independiente del protocolo. Los machos y hembras tienden a mostrar mayor tiempo de

grooming a comparacion de sus controles. Referente al N° de bolos fecales hubo efecto del

sexo (p=0,01) y protocolo (p=0,01) mas no en la interaccion (p=0,97). Donde el protocolo
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induce un incremento de N° de bolos fecales en relacion a sus controles, aunque esto es mayor

en los machos a comparacién de las hembras.

Tabla 17

Resumen de andlisis factorial (protocolo ECL x sexo) del Splash Test

Factores Interaccion

Splash Test Sexo Protocolo Sexo x Protocolo

BALB/c

Tiempo de grooming F (174) =7,17 F (174) =3,78 F (174) =0,21

(s) p=0,009 p=0,05 p=0,64

N° bolos fecales F (1,74) =6,88 F (1,74) =6,38 F (1,74) =0,00
p=0,01 p=0,01 p=0,97

Nota: Anélisis estadisticamente significativo esta resaltado en negrita

4.6. Resultados del Quinto objetivo especifico:

El quinto objetivo de este estudio fue establecer el efecto del estrés cronico leve sobre

los comportamientos tipo ansiosos en los ratones machos segun la cepa. Para esto se evaluo

el test comportamental caja clara — oscura en la segunda semana de aplicacion del protocolo

de Estrés cronico leve.

Test de la Caja clara - oscura

El analisis ANOVA de dos vias de la latencia para entrar a la caja oscura en ratones

machos de las cepas C57BL/6Ncrl y BALB/c, se encontro un efecto principal del factor cepa

[F (1,44) = 41.1; p<0,0001], mas no se encontré efecto del factor protocolo [F (1, 44) = 1.11; p
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=0,29] o interaccion [F (1,44) = 1.47; p=0,23], donde los ratones BALB/c tuvieron una menor
latencia a comparacion de la cepa C57BL/6Ncrl (Figura 4A). Concerniente al tiempo de
permanencia en la caja clara, se encontr6 un efecto significativo en el factor cepa [F (1, 44) =
27.5; p=0,0001], y protocolo [F (1,44) = 7,76; p =0,007] no se encontré efecto de la interaccion
[F (1, 44) = 1,39; p=0,24], donde la cepa BALB/c independiente del protocolo pasan mayor
tiempo en la caja clara a comparacion de la cepa C57BL/6Ncrl, asi mismo el efecto del

protocolo indujo un incremento en el tiempo en la caja clara en ambas cepas (Figura 4B).

Referente al N° de bolos fecales no se encontrd un efecto significativo de la cepa [F
(1,44) = 0,39; p=0,5320], protocolo [F (1,24) = 0,62; p=0,4320] o interaccion [F (1,44) = 0,7478;

p=0,3919] (Figura 4C).

Figura 4

Efecto del ECL en el Test comportamental Caja clara — oscura en ratones machos

C57BL/6Ncrl y BALB/c

Test de la caja clara/oscura- machos
A) Latencia para caja oscura B) Tiempo en caja clara C) Ne bolos fecales
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Nota: La latencia en caja clara machos (A), el Tiempo en caja clara de Machos (B), y N° de bolos fecales en
machos (C). Los datos mostrados son valores de la media £EPM. N=8-9 por grupo. ** p<0.01 ***p<0.001,

*xx%0<0,0001.
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Test de Laberinto elevado en cruz

Referente al comportamiento tipo ansioso en la prueba Laberinto elevado en cruz, se
evalud al inicio de la tercera semana de aplicacién del protocolo ECL. El analisis ANOVA
de 2 vias del nimero de entradas en brazos abiertos en ratones macho de las cepas
C57BL/6Ncrl y BALB/c, mostré un efecto principal del factor cepa [F (1,56) = 7,82; p=0,007],
sin efecto principal del protocolo ECL [F (1,s6) = 1,36; p=0,24] o la interaccion [F (1, 56) =
0,34; p=0,55], donde los ratones machos de la cepa BALB/c, tienen mayores nimeros de
entradas en brazos abiertos, a comparacion de los ratones machos de la cepa C57BL/6Ncrl
referente al N° de entradas en los brazos abiertos (Figura 5A). Concerniente al porcentaje de
tiempo de permanencia en los brazos abiertos, no se encontré efecto principal del factor cepa
[F (1, 56) = 0,04; p=0,83], protocolo ECL [F (1, 56) = 0,94; p=0,33] o interaccion [F (1, s6) =
0,56; p=0,45] (Figura 5B). Referente al N° de bolos fecales, se encontré efecto del factor
cepa [F (1, 56) = 23,5; p<0,0001], sin efecto del factor protocolo [F (1,56) = 0,12; p=0,72] 0
interaccion [F (1,56) = 0,17; p=0,67] donde la cepa BALB/c tuvo mayor N° de bolos fecales
a comparacion de la cepa C57(Figura 5C). Estos resultados sugieren que la cepa

C57BL/6NCrl muestran mayor comportamientos tipo ansioso a comparaciéon de la cepa
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BALB/c. los resultados en ambos test nos sugieren que los C57BL/6NCrl muestran mayor

fenotipo ansioso, aungue los ratones BALB/c muestren una mayor reactividad fisioldgica.

Figura
(Efecto del ECL en el Test comportamental Laberinto elevado en cruz en ratones machos

C57BL/6Ncrl y BALB/c.

Test de Laberinto elevado en cruz- machos
A) N° entradas brazos abiertos B) Tiempo en brazos abiertos C) N° bolos fecales
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Nota: N° de entradas en brazos abiertos de machos (A). Porcentaje de tiempo en brazos abiertos en machos
(B) y N° de bolos fecales en machos (C). Los datos mostrados son valores de la media z£EPM. N=8-9 por grupo.

** p<0.01 ***p<0.001, ****p<0.0001.

4.7. Resultados del Sexto objetivo especifico:

El sexto objetivo de este estudio fue establecer el efecto del estrés cronico leve sobre
los comportamientos tipo ansiosos en los ratones hembra segun la cepa. Para esto se evalto
el test comportamental caja clara — oscura, en la segunda semana de aplicacién del protocolo
de ECL. El anélisis ANOVA de 2 vias de la latencia en la caja oscura en ratones hembras de
las cepas C57BL/6Ncrl y BALB/c, mostro una interaccion significativa en el factor cepa [F
(1, 36) = 27,4; p<0,0001], sin efecto principal del protocolo [F (1, 3) = 1,00; p=0,32] o
interaccion [F (1,36) = 1,19; p=0,28], donde los ratones hembras de la cepa BALB/c muestran

una latencia menor para entrar al &rea oscura que los ratones hembras de la cepa
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C57BL/6Ncrl (Figura 6A). Concerniente al tiempo de permanencia en la caja clara, en
analisis ANOVA de 2 vias mostro un efecto significativo en la interaccion [F (1, 36) = 8,45;
p=0,006], y en el factor cepa [F (1, 3s) = 6,63; p=0,01] no se encontrd efecto del protocolo
ECL [F (1, 36) = 0,00; p=0,94], donde la cepa BALB/c pasa un mayor tiempo en la caja clara
que los ratones de la cepa C57BL/6Ncrl. Un analisis post hoc de comparaciones multiples
Sidak revel6 que mientras los ratones ECL de la cepa C57BL/6Ncrl pasan un tiempo
significativamente menor en la caja clara comparado con sus controles, los ratones hembra
ECL de la cepa BALB/c tienden a permanecer un tiempo mayor en la caja clara comparado
con sus controles (Figura 6B). Concerniente al N° de bolos fecales, el analisis ANOVA de
2 vias no encontro efecto del factor cepa [F (1,36) = 0,17; p=0,67], protocolo ECL [F (1,36) =

0,86; p=0,35] o interaccidn [F (1,36) = 1,00; p=0,32] (Figura 6C).
Figura 6

Efecto del ECL en el Test comportamental Caja clara — oscura en ratones hembras

C57BL/6Ncrl y BALB/c

Test de la caja clara/oscura-hembras
A) Latencia para caja oscura B) Tiempo en caja clara C) N° bolos fecales
a Fkkk
§50q _— _ 150+ . 2.0 3 CONTROL
- [e]
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8 S 1004 5
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Nota: La latencia en caja clara hembras (A), el Tiempo en caja clara de hembras (B), y N° de bolos fecales en
hembras (C). Los datos mostrados son valores de la media +EPM. N=8-9 por grupo. ** p<0.01 ***p<0.001,

****p<0.0001.
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Test de Laberinto elevado en cruz

Referente al comportamiento tipo ansioso en la prueba Laberinto elevado en cruz,
evaluado al inicio de la tercera semana de aplicacién del protocolo Estrés cronico leve, el
analisis del N° de entradas en brazos abiertos en ratones hembra de las cepas C57BL/6Ncrl
y BALB/c mediante el test ANOVA de 2 vias no mostré efecto del factor cepa [F (1, 38) =
3,38; p=0,07], efecto del protocolo ECL [F (1,38) = 0,19; p=0,65], 0 de la interaccion [F (1, 3s)
= 0,07; p=0,78] (Figura 7A). El analisis ANOVA de vias del porcentaje de tiempo en los
brazos abiertos no mostro efecto principal del protocolo ECL [F (1, 38) = 3,84; p =0,05], del
factor cepa [F (1, 38) = 1,89; p=0,17] ni interaccion [F (1, 38) = 0,36; p=0,54] (Figura 7B).
Referente al N° de bolos fecales se mostré un efecto del factor cepa [F (1, 38) = 343,2;
p<0,0001], sin efecto del factor protocolo ECL [F (1,38) = 2,03; p=0,16], ni interaccion [F (1,
38) = 2,03; p=0,16], donde la cepa BALB/c independiente del protocolo tuvo mayor N° de

bolos fecales a comparacion de la cepa C57BL/6Ncrl (Figura 7C).
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Figura 7
Efecto del ECL en el Test comportamental Laberinto elevado en cruz en ratones hembras

C57BL/6Ncrl y BALB/c.

Test de Laberinto elevado en cruz- hembras
A) N° entradas brazos abiertos B) Tiempo en brazos abiertos C) N° bolos fecales
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Nota: N° de entradas en brazos abiertos de hembras (A). Porcentaje de tiempo en brazos abiertos en hembras
(B) y N° de bolos fecales en hembras (C). Los datos mostrados son valores de la media tEPM. N=8-9 por

grupo. ** p<0.01 ***p<0.001, ****p<0.0001.

4.8. Resultados del Séptimo objetivo especifico:

El séptimo objetivo de este estudio fue establecer el efecto del estrés cronico leve
sobre los comportamientos tipo depresivos en los ratones machos segun la cepa. Para esto se
evaluo la prueba de nado forzado al inicio de la cuarta semana de aplicacion del protocolo

ECL.
Test de nado forzado

El anélisis ANOVA de 2 vias de la latencia para la primera inmovilidad de ratones
machos de las cepas C57BL/6Ncrl y BALB/c mostr6 una interaccion significativa [F (1,31) =
5,27; p=0,02], sin efecto del factor cepa [F (1,31) = 1,58; p=0,21] ni en el protocolo ECL [F

(1,31) = 1,82; p=0,18]. Un andlisis de post hoc de comparaciones multiples Sidak revelo que,
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mientras los ratones machos ECL de la cepa C57BL/6Ncrl tienen la misma latencia que sus
controles, los ratones machos ECL de la cepa BALB/c mostraron un incremento significativo
en la latencia para el primer evento de inmovilidad comparado a sus controles (Figura 8A).
El anélisis ANOVA de 2 vias del tiempo de inmovilidad mostr6 interaccion significativa [F
(1,31) = 20.9; p<0,0001] y efecto principal del factor cepa [F (1,31) = 37,0; p<0,0001] mas sin
efecto del factor protocolo [F (1, 31) = 0,002; p=0,96] donde la cepa BALB/c independiente
del protocolo pasa un mayor tiempo de inmovilidad a comparacién de la cepa C57BL/6Ncrl
.Un anélisis post hoc de comparaciones multiples Sidak reveld que, mientras los ratones
machos ECL de la cepa C57BL/6Ncrl pasan mas tiempo en inmovilidad que sus controles,
los ratones machos ECL de la cepa BALB/c pasan menos tiempo en inmovilidad que sus
controles (Figura 8B). Referente al N° de bolos fecales, no se encontré significancia en el
factor cepa [F (1, 31) = 0,009; p=0,92], ni en el protocolo ECL [F (1, 31) = 0,73; p=0,39] o
interaccion [F (1, 31) = 0,34; p =0,56] (analisis ANOVA de vias) (Figura 8C).

Figura 8

Efecto del ECL en el Test comportamental de Nado forzado en ratones machos

C57BL/6Ncrl y BALBI/c.
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Nota: La latencia para primera inmovilidad en machos (A), el tiempo de inmovilidad en machos (B) y el N° de
bolos fecales en machos (C). Los datos mostrados son valores de la media xEPM. N=8-9 por grupo. ** p<0.01

***p<0.001, ****p<0.0001.

Test de suspensidon de cola

Referente al comportamiento tipo depresivo en la prueba de Suspensién de cola, el
cual se evalud en la cuarta semana de aplicacion del protocolo Estrés crénico leve, el analisis
ANOVA de dos vias de la latencia para el primer evento de inmovilidad en ratones machos
de las cepas C57BL/6Ncrl y BALB/c, mostrd interaccion significativa [F (1, s6) = 4,78;
p=0,04] sin efectos del factor cepa [F (1,56) = 0,02; p=0,87] y del protocolo ECL [F (1,56) =
0,04; p=0,83]. Aunque la latencia para el primer evento de inmovilidad de los ratones machos
ECL de la cepa C57BL/6Ncrl tiende a ser menor que su control y que la latencia de los
ratones machos ECL de la cepa BALB/c tiende a ser mayor que su control, el anlisis post
hoc de Sidak no revel6 diferencias significativas entre los grupos (Figura 9A). Concerniente
al tiempo de inmovilidad, el analisis ANOVA de 2 vias no mostré efecto principal del factor
cepa [F (1, 56) = 0,45; p=0,50], protocolo ECL [F (1,56) = 0,29; p=0,59] o interaccion [F (1, s6)
= 2,63; p=0,11] (Figura 9B). El analisis estadistico del N° de bolos fecales mostrd
significancia en el factor cepa [F (1,52) = 10,6; p=0,001], sin efecto principal del protocolo

ECL [F (1, 52) = 0,02; p=0,87] o interaccion [F (1, 52) = 0,001; p=0,97] donde los BALB/c
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tuvieron mayor N° de bolos fecales a comparacién de la cepa C57BL/6Ncrl independiente

del protocolo (Figura 9C).
Figura 9

Efecto del ECL en el Test comportamental de Suspension de cola en ratones machos

C57BL/6Ncrl y BALB/c.

Test de Suspension por la cola- machos
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Nota: La latencia para primera inmovilidad en machos (A), el tiempo de inmovilidad en machos (B) y el N° de

bolos fecales en machos (C). Los datos mostrados son valores de la media xEPM. N=8-9 por grupo. ** p<0.01

Splash test

Referente al comportamiento de apatia en la prueba de Splash Test, se evaluo en la
tercera semana de aplicacion del protocolo Estrés crénico leve, el analisis ANOVA de 2 vias
del tiempo de acicalamiento (grooming) en ratones machos de las cepas C57BL/6Ncrl y
BALB/c mostré un efecto principal del factor cepa [F (1, 58) = 56,6; p<0,0001] y un efecto
principal del factor protocolo ECL [F (1, ss) = 8,18; p=0,005] aunque sin interaccion
significativa [F (1,58) = 3,16; p=0,08], donde los ratones machos de la cepa BALB/c muestran
un mayor tiempo de grooming que los ratones machos de la cepa C57BL/6Ncrl,

independiente del protocolo. Asi mismo, los ratones ECL tienden a mostrar un mayor tiempo
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de grooming que los ratones controles, independiente de la cepa (Figura 10A). Esto sugiere

que los ratones de la cepa BALB/c muestran un perfil de menor grooming que los ratones de

la cepa C57BL/6Ncrl y que la exposicion al protocolo ECL incrementa este perfil de

acicalamiento, con una mayor tendencia en la cepa C57BL/6Ncrl. Concerniente al N° de bolo

fecales, el analisis ANOVA de 2 vias mostré un efecto significativo del factor cepa [F (1, 58)

=7,93; p=0,006], sin efecto en el protocolo ECL [F (1,s8) = 0,54; p=0,46] o interaccion [F (1,

58) = ,48; p=0,22] donde los BALB/c tuvieron mayor N° de bolos fecales a comparacion de

la cepa C57 independiente del protocolo. (Figura 10B).

Figura 10

Efecto del ECL en Splash Test en ratones machos C57BL/6Ncrl y BALB/c.

A) Tiempo de grooming
150

*k*k*%

50-

Test de Splash-machos

100 B
L
-
; —

H

Tiempo de grooming (seg)

T T
C57BL/6NCrl BALBI/c

B) N° bolos fecales
3 CONTROL

1-11

T T
C57BL/6NCrl BALBI/c

5 3 ECL
*%*
—l
24 T
I
- 3
(72
o
o
9
[}
-
z

Nota: Tiempo de Grooming en ratones machos (A), y N° de bolos fecales en machos (B). Los datos mostrados

son valores de la media £EPM. N=8-9 por grupo. ** p<0.01, ****p<0.0001.
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4.9. Resultados del Octavo objetivo especifico:

El octavo objetivo de este estudio fue establecer el efecto del estrés cronico leve sobre
los comportamientos tipo depresivos en los ratones hembras segun la cepa. Para esto se
evaluo la prueba de nado forzado al inicio de la cuarta semana de aplicacién del protocolo

Estrés crénico leve.
Test de nado forzado

El anélisis de ANOVA de 2 vias de la latencia para el primer evento de inmovilidad
en ratones hembras de las cepas C57BL/6Ncrl y BALB/c mostro una interaccion significativa
[F (1, 24) = 8,54; p=0,007], sin efecto del factor cepa [F (1,24) = 0,55; p=0,46], ni del protocolo
ECL [F (1, 24) = 1,27; p=0,27]. El analisis post hoc de comparaciones maltiples Sidak no
revel6 diferencias significativas entre los grupos, aunque se observa una tendencia de los
ratones C57 expuestas al protocolo tienden a reducir y los BALB tienden a incrementar la
latencia para lera inmovilidad comparado con sus controles (Figura 11A). El andlisis de
ANOVA de vias del tiempo de inmovilidad en ratones hembras de las cepas C57BL/6Ncrl y
BALB/c mostr6 un efecto significativo en el factor cepa [F (1, 24) = 56,9; p<0,0001] y en el
factor protocolo ECL [F (1, 24) = 5,00; p=0,03] pero sin significancia en la interaccion [F (s,
24) = 0,70; p=0,41], donde los ratones de la cepa BALB/c permanecen mas tiempo en
inmovilidad que los ratones de la cepa C57BL/6Ncrl, independiente del protocolo. Ademas,
la exposicion al protocolo ECL tiende a reducir el tiempo de inmovilidad de los ratones,
independiente de la cepa (Figura 11B). Concerniente al N° de bolos fecales, el analisis
ANOVA de 2 vias no mostro significancia en los factores cepa [F (1, 24) = 2,94; p=0,09],
protocolo ECL [F (1, 24) = 3,72; p=0,06] o interaccion [F (1, 24) = 2,66; p=0,11], mientras que

los ratones BALB/c expuestas al protocolo no incrementa el n°de bolos fecales comparado
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con sus controles, sin embargo, los C57BL/6Ncrl expuestos a protocolo incrementan su N°

de bolos fecales comparado a sus controles (Figura 11C).

Figura 11

Efecto del ECL en el Test comportamental de Nado forzado en ratones hembras C57BL/6Ncrl y

BALB/c.
Test de Nado forzado- hembras
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Nota: La latencia para primera inmovilidad en hembras (A), el tiempo de inmovilidad en hembras (B) y el N°
de bolos fecales en hembras (C). Los datos mostrados son valores de la media £EPM. N=8-9 por grupo. **

P<0.01 ***p<0.001, ****p<0.0001.

Test de suspension de cola

Referente al comportamiento tipo depresivo en la prueba de Suspension de cola, se
evalud en la cuarta semana de aplicacion del protocolo Estrés cronico leve. El analisis
ANOVA de vias de la latencia para la primera inmovilidad en ratones hembras de las cepas
C57BL/6Ncrl y BALB/c, no mostroé significancia en los factores cepa [F (1, 33y = 0,009;
p=0.92], protocolo ECL [F (1, 33) = 0.039; p>0.84] o interaccion [F (1, 33) = 0,14; p=0.70]
(Figura 12A). En el tiempo de inmovilidad, el analisis estadistico mostrd significancia en

los factores cepa [F (1,33) = 5,79; p=0,02], pero no protocolo ECL [F (1,33) = 3, 23; p =0,08]
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o interaccion [F (1,33) = 0,04; p=0,82], donde los BALB, pasan mayor tiempo de inmovilidad
a comparacion de los C57 independiente del protocolo. Asi mismo los ratones de ambas cepas
expuestos a protocolo tienden a reducir su tiempo de inmovilidad comparado a sus controles
(Figura 12B). Referente al N° de bolos fecales no se hall6 significancia en los factores Cepa
[F (1, 32) = 3.31; p=0.07], Protocolo ECL [F (1, 32) = 0.34; P=0.56] e Interaccion [F (1, 32)
= 0.63; p=0.43], sin embargo, se muestra una tendencia que los ratones de la cepa BALB/c

tienen mayor N° de bolos fecales comparado con la cepa C57BL/6Ncrl (Figura 12C).

Figura 12
Efecto del ECL en el Test comportamental de Suspension de cola en ratones hembras

C57BL/6Ncrl y BALB/c.
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Nota: La latencia para primera inmovilidad en hembras (A), el tiempo de inmovilidad en hembras (B) y el N°
de bolos fecales en hembras (C). Los datos mostrados son valores de la media £EPM. N=8-9 por grupo. **

p<0.01

Splash Test

Referente al comportamiento de apatia en la prueba de Splash Test, se evalu6 en la

tercera semana de aplicacion del protocolo Estrés cronico leve. El analisis ANOVA de 2 vias
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del tiempo de Grooming en ratones hembras de las cepas C57BL/6Ncrl y BALB/c, mostrd
un efecto principal del factor cepa [F (1,40) = 52,35; p<0,0001] y del factor protocolo ECL [F
(1, 20) = 8,25; p=0,006] pero no se encontrd interaccion [F (1, 40) = 0,80; p=0,37], donde los
ratones hembra de la cepa BALB/c pasan menos tiempo en grooming que los ratones hembras
de la cepa C57BL/6Ncrl, independiente del protocolo. Ademas, la exposicion al protocolo
ECL induce un incremento en el tiempo grooming independiente de la cepa (Figura 13A).
El analisis estadistico del N° de bolos fecales mostré significancia en los factores cepa [F (1,
40) = 4,27; p=0,04], y en el protocolo ECL [F (1,40) = 5,37; p=0,02] pero sin significancia en
la Interaccion [F (1,40) = 0,66; p=0,41, donde los BALB tuvieron mayor N° de bolos fecales
independiente del protocolo, asi mismo la exposicion al protocolo incremento el N° de bolos

fecales en ambas cepas (Figura 13B).
Figura 13

Figura 13. Efecto del ECL en Splash Test en ratones hembras C57BL/6Ncrl y BALB/c.
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Nota: Tiempo de Grooming en ratones hembras (A), y N° de bolos fecales en hembras (B). Los datos mostrados

son valores de la media zEPM. N=8-9 por grupo. ** p<0.01, ****p<0.0001.
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CAPITULO V
DISCUSION
5.1. Descripcidon de los hallazgos mas relevantes y significativos

El objetivo principal de este estudio fue determinar de qué manera el estrés cronico
leve influye en los comportamientos tipo ansiosos y depresivos en ratones adultos de dos
cepas endogamicas, para esto dos cepas de ratones adultos de ambos sexos fueron sometidos
a un protocolo de Estrés Cronico Leve durante 5 semanas. Durante los cuales pasaron por un
bateria de evaluaciones para determinar comportamientos tipo ansiosos y depresivos, a

continuacién, se detalla los principales hallazgos de este estudio.
Diferencias basales entre sexo en los comportamientos tipo ansiosos y depresivos

Los hallazgos principales de este estudio fueron que al comparar el desempefio en las
pruebas para medir comportamiento tipo ansioso entre ratones machos y hembras de la cepa
C57BL/6NCrl, encontramos que las hembras son més ansiosas que los machos cuando fueron
evaluados a la caja clara — oscura, las cuales pasan menos tiempo en la caja clara. Estas
diferencias de sexo no se encontraron en la prueba de Laberinto elevado en cruz. Por otro
lado, no se encontraron diferencias significativas en la comparacion de comportamientos tipo
ansiosos de ratones machos y hembras de la cepa BALB/c en las pruebas de la caja clara —
oscura y de laberinto elevado en cruz. Esto sugiere que existen diferencias de sexo en los
comportamientos tipo ansioso basales en los ratones de la cepa C57BL/6NCrl, al menos
cuando evaluados mediante el test de la caja clara-oscura, pero estas diferencias basales entre

Sexo0s no parecen estar presentes en los ratones de la cepa BALBI/c.
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Mientras gque otras investigaciones previas mencionan que los machos de la cepa
C57BL/6J pasaron mas tiempo en los brazos abiertos, siendo mas exploratorios a
comparacion de las hembras de la misma cepa. De igual manera los autores refieren que los
machos y hembras de la cepa BALB/cJ, tuvieron una actividad locomotora reducida,
mostrando mayores niveles de ansiedad, en la prueba de campo abierto (An y otros, 2011).
En otro estudio realizado mencionan que las hembras C57BL/6 comparados con otros ratones
hembras de la cepa Swiss, tienen un perfil menos ansioso, cuando evaluados en las pruebas

de Laberinto elevado en cruz y Respuesta de sobresalto acustico (Nunes y otros, 2018).

En lo referente a las diferencias basales entre sexos en los comportamientos tipo
depresivos encontramos que los machos de la cepa C57BL/6NCrl muestran mayores
comportamientos depresivos que las hembras de la misma cepa cuando fueron evaluados en
la prueba de suspension por la cola, donde los machos muestran un mayor tiempo de
inmovilidad que las hembras. Estas diferencias no se encontraron en el test de nado forzado
como tampoco se encontro diferencias entre sexo en el perfil de apatia mediante la evaluacion
del test de splash. Por otra parte, de la comparacion de comportamientos tipo depresivos entre
machos y hembras de la cepa BALB/c no se encontrd diferencias cuando fueron evaluados
en la prueba de nado forzado y suspension de cola, por el contrario. Sin embargo, la
comparacién del desempefio en el test de splash mostré que los machos muestran mayores
niveles de apatia, pues muestran menor tiempo de acicalamiento a comparacion de las
hembras BALB/c. Esto resultados sugieren que los ratones de la cepa C57BL/6NCrl y
BALB/c muestran diferencias basales entre sexos en los comportamientos tipo depresivos,

siendo los machos los que muestran mas comportamientos depresivos que las hembras.
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Nuestros hallazgos referentes a los comportamientos tipo depresivos son opuestos a
otras investigaciones donde mencionan que los machos de las cepas BALB/cJ tienen mayor
tiempo de inmovilidad que las hembras de la misma cepa, en la prueba de suspension de cola,

mostrando un mayor fenotipo depresivo (Mineur y otros, 2006)
Diferencias basales entre cepas en los comportamientos tipo ansiosos.

Los hallazgos principales de este estudio fueron que los machos de la cepa
C57BL/6NCrl muestran mayores niveles de ansiedad que los machos BALB/c, donde los
machos C57BL/6NCrl pasan menos tiempo explorando la caja clara del test de la caja clara-
oscura y realizan menos nimero de transiciones entre los brazos y pasan menos tiempo en
los brazos abiertos en el test de laberinto elevado en cruz en comparacion de los ratones
machos de la cepa BALB/c. Asimismo, encontramos que las hembras C57BL/6NCrl se
muestran méas ansiosas que las hembras de la cepa BALB/c, pues las primeras pasan menos
tiempo en la caja clara del test de la caja clara-oscura. Esta diferencia basal entre cepas para
las hembras no fue observada en la prueba del laberinto elevado en cruz, donde ambas cepas
tienen el mismo perfil de respuesta de ansiedad. De esto se tiene que los machos y hembras
de la cepa C57BL/6NCrl muestran mayores comportamientos tipo ansioso que los ratones de

la cepa BALB/c.

Nuestros hallazgos son distintos a los reportados en otras investigaciones como
Lepicard y otros (2000), quiénes encontraron que los ratones de la cepa C57BL/6J presentan
una elevada actividad basal y de exploracion en un nuevo entorno que los ratones de la cepa
BALB/cByJ, lo que sugiere que los primeros tienen un bajo nivel de ansiedad o son menos
emocionales que los segundos (Crawley & Davis, 1982). Asi mismo, otro estudio ha

reportado que la exposicion a un nuevo ambiente y a un entorno desconocido provoca
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respuestas exageradas en la frecuencia cardiaca y reactividad fisioldgica de la BALBI/c, los
cuales muestran mayores niveles de comportamiento ansioso en comparacion con los ratones

de la cepa C57BL/6 (Depino & Gross, 2007)

Esta contradiccion de nuestros hallazgos con aquellos reportados en la literatura en la
que los ratones de la cepa C57BL/6 son los menos ansiosos en comparacion con los ratones
de la cepa BALB/c, puede ser debido a variaciones genéticas que pueden haber sufrido ambas
cepas de ratones utilizados en el estudio de aquellas que originalmente fueron producidas.
Futuros trabajos de genotipado seran necesarios para verificar que las cepas de ratones de

nuestro estudio conservan aun la genética correspondiente a la cepa BALB/c o C57BL/6N.
Diferencias basales entre cepas en los comportamientos tipo depresivos.

En este estudio encontramos que los ratones machos de la cepa BALB/c tienen
mayores niveles de comportamientos tipo depresivos que los machos de la cepa
C57BL/6NCrl, pues cuando fueron evaluados en la prueba de Nado forzado los primeros
pasan mas tiempo inmoviles que los segundos. Asimismo, en la prueba de Splash Test, los
ratones machos BALB/c muestran menor tiempo de acicalamiento que los ratones
C57BL/6NCrl. Estas diferencias entre cepas no se observaron cuando fueron evaluados en la

prueba de suspensién de cola.

Con respecto a las hembras de la cepa BALB/c, estas muestran mayores niveles de
comportamientos tipo depresivos a comparacion de las hembras de la cepa C57BL/6NCrl.
Este perfil fue observado en el test de nado forzado y suspensién de cola, donde las hembras
BALB/c muestran mayor tiempo de inmovilidad. Asimismo, en el test de splash, las hembras
BALB/c muestran un menor tiempo de acicalamiento comparados con las hembras de la cepa

C57BL/6NCrl. Estos resultados sugieren que los ratones machos y hembras de la cepa
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BALB/c muestran mas comportamientos tipo depresivos basales que los ratones de la cepa

C57BL/6NCrl.
5.2. Comparacion critica con la literatura

Estudios previos han reportado que los ratones de la cepa C57BL/6J machos y
hembras pasan mas tiempo en los brazos abiertos de la prueba de laberinto elevado en cruz
en comparacién con los ratones de la cepa BALB/cJ machos y hembras. Estos resultados
indican que los ratones de la cepa C57BL/6J tienen un fenotipo menos ansioso que la
BALB/cJ. Mineur y otros. (2006). Nuestros resultados son contradictorios con este hallazgo
previos, pues en nuestro estudio los machos de la cepa C57BL/6NCrl muestran mayores
niveles de ansiedad que los machos BALB/c. Asimismo, en nuestro estudio, las hembras de
la cepa C57BL/6NCrl se mostraron mas ansiosas que los machos de la misma cepa cuando
fueron evaluados a la caja clara — oscura pero no se encontraron diferencias en la prueba de
Laberinto elevado en cruz. Este resultado contradice hallazgos previos, en los que las
hembras de la cepa C57BL/6NCrl han sido descritas con bajos niveles de comportamiento
ansioso comparadas con los machos de la misma cepa (Nunes y otros, 2018). No obstante,
cuando evaluados en la prueba de laberinto elevado en cruz, los machos de la cepa C57BL/6J
pasan mas tiempo en los brazos abiertos, siendo mas exploratorios a comparacion de las

hembras de la misma cepa (An y otros, 2011)

Estas discrepancias en nuestros hallazgos con la literatura pueden ser debido a
muchos factores entre los que pueden estar las variaciones del genotipo debido a las
diferencias de las subcepas C576BL/Ncrl, ya que parece ser que las subcepas de los ratones
C57 pueden variar en la expresion de sus niveles de angiotensina Il tipo 1 (AT1), donde las

subcepas que muestran niveles més altos de receptores, presentarias fenotipos mas ansiosos
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en comparacién con las subcepas que presentan menores niveles de expresion de estos

receptores (Golding y otros, 2011)
Efectos del estrés crénico en los comportamientos tipo ansiosos.

En nuestra investigacién encontramos que los ratones macho de las cepas
C57BL/6NCrl y BALB/c expuestos al protocolo ECL redujeron sus comportamientos tipo
ansiosos en comparacion de sus controles. Especificamente, los ratones expuestos al
protocolo ECL se mostraron mas exploratorios de lugares abiertos e iluminados como el del
test de la caja clara oscura. Este efecto no se encontro en la evaluacion del test de laberinto
elevado en cruz en ninguna de las cepas. Por otro lado, no se observo efecto del protocolo
ECL en los comportamientos tipo ansioso de las hembras de ninguna de las cepas. Estos
resultados sugieren que los ratones macho de las cepas C57BL/6NCrl y BALB/c son
resilientes a los efectos cronicos del ECL en los comportamientos tipo ansiosos y que los
comportamientos tipo ansiosos de las hembras de ambas cepas no son sensibles de alteracion

por los efectos del ECL.

Nuestros hallazgos son similares a otro estudio respecto al efecto del protocolo
induciendo mejores mecanismos de afrontamiento en las cepas, donde los autores refieren
que las hembras de la cepa C57BL/6 que pasaron por el protocolo fueron mas activas y
realizaron un mayor recorrido en la prueba de Laberinto elevado en cruz, de igual manera se
evidencio un aumento de la actividad locomotora tanto en machos y hembras en la prueba
de campo abierto, estos resultados refieren que las hembras fueron més activas expuestas a

estresor (Karisetty y otros, 2017).
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Efectos del estrés cronico en los comportamientos tipo depresivos

En nuestra investigacion encontramos que los ratones machos, pero no las hembras
de la cepa C57BL/6NCrl expuestos al protocolo ECL incrementaron sus comportamientos
tipo depresivos en comparacion gque sus controles. Especificamente, si bien la exposicion al
protocolo ECL redujo los niveles de apatia (test de splash) en los ratones machos y hembras
de la cepa C57BL/6NCrl en comparacion con sus respectivos controles, los machos ECL de
esta cepa incrementaron y las hembras redujeron sus niveles de inmovilidad en el test nado
forzado. Por otro lado, los ratones machos y hembras de la cepa BALB/c expuestos al
protocolo ECL redujeron considerablemente sus niveles de inmovilidad en el test de nado
forzado, asi como su comportamiento de apatia (test de splash) en comparacién con sus
controles. En el test de Suspension de cola no se encontrd ningun efecto del protocolo para

los comportamientos depresivos en ambas cepas.

Estos resultados sugieren que los machos, pero no las hembras de la cepa
C57BL/6NCrl son mas vulnerables a los efectos cronicos del ECL en los comportamientos
tipo depresivos comparado con los ratones de la cepa BALB/c, mientras que estos Gltimos
parecen ser resilientes a estos efectos, independiente del sexo. Resultados similares al nuestro
han sido previamente reportados, en la que ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6J
expuestos al protocolo ECL y evaluados en las pruebas comportamentales de suspension de
cola y natacion forzada no mostraron alteraciones en sus comportamientos tipo depresivos
(Tsuchiminea y otros, 2020). Asi mismo otro estudio no encontraron ningin efecto
significativo del ECL en los comportamientos tipo de depresivos para la cepa C57BL/6J
(Paluchay otros, 2020). Sin embargo, los mismos autores han reportado que la exposicion al

ECL, induce una reduccion en el nimero de acicalamientos en los ratones de la cepa de
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ratones C57BL/6J, que es un comportamiento relacionado con la apatia (Palucha y otros,

2020)

Estas diferencias en los resultados para la exposicion al ECL podrian ser debido a
variaciones genéticas, ya mencionadas mas arriba, asi como a las condiciones de alojamiento

y las condiciones de evaluacién usados entre los estudios.
5.3. Limitaciones del estudio

Nuestra investigacion muestra que el protocolo ECL no afecta en la direccion
esperada los comportamientos tipo ansiosos y depresivos de los ratones de las cepas
C57BL/6NCrl y BALBI/c, por lo que consideramos que hubo factores implicados como la
edad de los ratones de la cepa C57BL/6NCrl que fue distinta al de los ratones de la cepa
BALBI/c, los C57BL/6NCrl eran méas adultos que los BALB/c. De igual manera no hay un
estudio adecuado sobre la variabilidad del genotipo en las cepas, esto comprobaria si las

cepas utilizadas en el estudio aun conservan su linaje predeterminado.

Finalmente, es posible que los ratones debido a otros estresores puedan haberse
adaptado de mejor manera, mostrando conductas resilientes como las que encontramos al

exponerlos al protocolo ECL.
5.4.  Implicancias del estudio

Este estudio, muestra que la exposicion a Estrés cronico leve no incrementa los
comportamientos tipo ansiosos en las cepas C57BL/6NCrl y BALB/c, pero incrementa el
comportamiento tipo depresivos de los ratones machos de la cepa C57BL/6NCrl. Estos
hallazgos no fueron los esperados, pues nuestra hip6tesis era que aquella cepa descrita como

mas ansiosa y reactiva a los estresores, es decir los ratones de la BALB/c, fueran mas
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vulnerables a los efectos del ECL, pero nuestros hallazgos han mostrado que la exposicién a
este tipo de estresor crénico incrementa los comportamientos exploratorios en esta cepa de
ratones, sugiriendo respuestas resilientes. Consideramos que, el protocolo ECL podria ser
usado en este tipo de cepas de ratones para ver la relacion que existe con los comportamientos

resilientes y los mecanismos neurobiolégicos involucrados en este tipo de respuestas.
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CONCLUSIONES

Primera conclusion: EI ECL no indujo alteraciones en los comportamientos tipo ansioso

tanto en machos y hembras de las cepas C57BL/6NCrl

Segunda conclusién: El ECL redujo los niveles de ansiedad de manera semejantes en los

ratones macho y hembras de la cepa BALB/c.

Tercera conclusion: ElI ECL increment6 los comportamientos tipo depresivos de los
ratones macho de la cepa C57BL/6NCrl pero no alter6 el de las hembras de la misma cepa

expuestas al ECL.

Cuarta conclusion: ElI ECL redujo de manera semejante los comportamientos tipo

depresivos de ratones macho y hembras de la cepa BALBI/c.

Quinta conclusion: Los comportamientos tipo ansiosos de los ratones machos de ambas

cepas son resilientes a los efectos cronicos del ECL.

Sexta conclusién: Los comportamientos tipo ansiosos de ratones hembra de las cepas

C57BL/6NCrl y BALB/c no fueron afectados por la exposicion al ECL.

Séptima conclusion: Los comportamientos tipo depresivos de los ratones machos de la
cepa C57BL/6NCrl fueron incrementados por la exposicion al ECL, mientras que los
comportamientos tipo depresivos de los ratones machos de la cepa BALB/c fueron

reducidos, sugiriendo un efecto resiliente del ECL en estos altimos.

Octava conclusion: Los comportamientos tipo depresivo de ratones hembras de ambas
cepas expuestas al protocolo ECL fueron reducidos, sugiriendo también un efecto

resiliente dependiente del sexo.
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ANEXos:

Matriz de consistencia

Repositorio Digital

Efecto del Estrés cronico leve en los comportamientos tipo ansiosos y depresivos en ratones adultos de dos cepas

endogamicas, Cusco 2022

Problema Objetivos Hipdtesis Variables Metodologia
General: General: HG-1: Los comportamientos Independiente: Alcance de
tipo ansiosos y depresivos seran  VI1  Exposicion  a Investigacion:
¢De que manera el estrés Determinar de qué manera el significativamente afectados en  Estrés Cronico Leve Explicativo
cronico leve afecta los estrés cronico leve influye en ambas cepas, siendo mayor el
comportamientos tipo ansiosos los  comportamientos  tipo efecto en ratones de la cepa Disefio de

y depresivos en ratones adultos
de dos cepas endogamicas,
Cusco 2022?

ansiosos y depresivos en
ratones adultos de dos cepas
endogamicas, Cusco 2022.

Especificos:

Especificos:

¢(En qué medida el estrés
crénico leve influye sobre los
comportamientos tipo ansiosos
en los ratones de la cepa
C57BL/6NCrl segun el sexo?

Establecer el efecto del estrés
cronico  leve  sobre los
comportamientos tipo ansiosos
en los ratones de la cepa
C57BL/6NCrl segun el sexo.

¢(En qué medida el estrés
cronico leve influye sobre los
comportamientos tipo ansiosos
en los ratones de la cepa
BALBI/c segun el sexo?

Establecer el efecto del estrés
cronico leve  sobre  los
comportamientos tipo ansiosos
en los ratones de la cepa
BALBI/c segun el sexo

BALB/c, considerados mas
ansiosos y reactivos a estresores,
que de los de la cepa
C57BL/6NCrl.

HG-2: Los
comportamientos tipo ansiosos y
depresivos seran
significativamente afectados en
las cepas C57BL/6NCrl vy
BALB/c, siendo mayor el efecto
en ratones hembras que en
machos.

Dependiente:

VD1-
Comportamientos tipo
depresivos

VD2-
Comportamientos tipo
ansiosos

Control

Vcl: Cepa
Vc2: Sexo

investigacion:

Disefio experimental
puro de tipo factorial

Sujetos:
106 ratones de las cepas
C57BL/6NCrl y BALB/c
(64 machos y 42
hembras)

Metodologia:
Estrés crénico leve
Recoleccion de datos:

- Test de la caja clara —
oscura
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Repositorio Digital

¢En qué medida el estrés
cronico leve influye sobre los
comportamientos tipo
depresivos en los ratones de la
cepa C57BL/6NCrl segun el
sexo?

Establecer el efecto del estrés
cronico  leve  sobre  los
comportamientos tipo
depresivos en los ratones de la
cepa C57BL/6NCrl segun el
Sexo.

¢En qué medida el estrés
cronico leve influye sobre los
comportamientos tipo
depresivos en los ratones de la
cepa BALB/c segun el sexo?

Establecer el efecto del estrés
cronico leve  sobre  los
comportamientos tipo
depresivos en los ratones de la
cepa BALB/c segun el sexo

¢(En qué medida el estrés
cronico leve influye sobre los
comportamientos tipo ansiosos
en los ratones machos segun la
cepa?

Establecer el efecto del estrés
cronico  leve  sobre  los
comportamientos tipo ansiosos
en los ratones machos segun la
cepa

En qué medida el estrés cronico
leve influye sobre los
comportamientos tipo ansiosos
en los ratones hembras segin la
cepa?

Establecer el efecto del estrés
cronico leve  sobre  los
comportamientos tipo ansiosos
en los ratones hembras segun la
cepa

¢En qué medida el estrés
cronico leve influye sobre los
comportamientos tipo
depresivos en los ratones
machos segun la cepa?

Establecer el efecto del estrés
cronico leve  sobre  los
comportamientos tipo
depresivos en los ratones
machos segun la cepa

¢En qué medida el estrés
crénico leve influye sobre los
comportamientos tipo
depresivos en los ratones
hembras segun la cepa?

Establecer el efecto del estrés
cronico  leve  sobre  los
comportamientos tipo
depresivos en los ratones
hembras segun la cepa

- Test de laberinto elevado
en cruz

- Test de Nado forzado

- Test de suspension de
cola

- Splash Test

Andlisis estadisticos:

- GraphPad Prism 6.01
-ANOVA de 2 factores
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Matriz de operacionalizacion del instrumento de investigacion

Alternancia de
aplicacion de micro
estimulos por dia

Frecuencia de
aplicacion de micro
estimulos por
semana

Un micro estimulo presentado a
determinada hora en un dia no es
repetido en el siguiente dia (Ejm:
Dia 1: Destellos de Luz-Estrés
Acustico -Restriccion de
Movimiento; Dia 2: Restriccion
de comida-Lecho HlUmedo -
Estrés Acustico)

Un determinado estimulo es
repetido 3-4 veces por semana.

Variable Dimensiones Indicadores Items o reactivos Escala valorativa
Variable 1. Variedad |- Numero de micro | - 7 micro estimulos (Destellos de | - Naturaleza de la
Independiente: de estimulos  usados Luz, Estrés Acustico,

estimulos durante 5 semanas Restriccion de  Movimiento, variable: cuantitativa
Estrés  cronico Lecho Humedo, Jaula Inclinada,
leve con Inversion de Luz, RC/A) continua. Escala de
exposicion diaria
a estimulos - Frecuencia de | - Aplicacion de 3 micro estimulos medicion: estimulos
impredecibles aplicacion de micro por dia (Ejm: Destellos de Luz,
durante estimulos por dia Estrés Acustico, Restriccion de por dia
semanas. Movimiento)
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Indicadores

items o reactivos

Escala valorativa

- Proporcion de
micro estimulos
aplicados por dia

Duracién de micro
estimulos aplicados
por dia

Duracion de micro
estimulos por
semana

Dos micro estimulos de
severidad leve (Ejem: Destellos
de Luz -Estrés Acustico) es
acompafiado de un micro
estimulo de severidad alta
(Ejem: Restriccion de
Movimiento, Restriccion de
Comida).

Un micro estimulo de severidad
alta es presentado durante 12
horas sin acompafiamiento de
otro micro estimulo (Inversién
de Luz)

Microestimulos de severidad
leve son aplicados 2-3 h por dia.
Los de severidad alta son
aplicados en 1 h por dia.

Micro estimulos de severidad
leve: 12 horas por semanas
Micro estimulos de severidad
alta: 3 horas por semana

Andina
del Cusco
Variable Dimensiones
2. Severidad
de
estimulos
Variables - Exploracion
dependientes:
- Comportamie
ntos tipo - Aproximaci
ansiosos On-evitacion

Latencia en Caja
Oscura

Latencia en Caja
Clara

Test de la caja clara/oscura

Naturaleza de la

variable: cuantitativa

continua. Escala de
medicion: razon
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Variable Dimensiones Indicadores Items o reactivos Escala valorativa
de lugares
abiertos,
elevados e - Numero de entradas | - Test de laberinto elevado en
iluminados a brazos abiertos cruz
- Tiempo en brazos
abiertos.
- Signos
fisiolégicos
Comportamie - Escape/dese + Latencia para entrar - Test de suspensién por la cola - Naturaleza de la
ntos tipo speracion. en inmovilidad o variable: cuantitativa
depresivos: flotacion continua. Escala de
- Duracion de la - Test de natacién forzada medicion: razon.
inmovilidad/flotacion
- Signos
fisiologicos + Numero de bolos
fecales al final de
cada evaluacion
- Apatia - Latencia para iniciar | - Test de la aplicacién de solucion | - Naturaleza de la
comportamiento de de sacarosa o splash test. variable: cuantitativa
acicalamiento. continua. Escala de
- Duracion total de los medicién: razon.
eventos de
acicalamiento.
- Signos - Numero de eventos de

fisiologicos acicalamiento.
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Variable Dimensiones Indicadores items o reactivos Escala valorativa

NUmero de bolos
fecales al final de
cada evaluacién

- Peso corporal

Cantidad en gramos

Balanza de medicién

Naturaleza de la
variable: cuantitativa
continua. Escala de
medicién: razén

- Estado del
pelaje

Puntuacion semanal
del grado de
deterioro de pelaje

de 8 regiones
corporales: cabeza,
cuello, lomo,
abdomen, genital,

patas traseros, patas
delanteras, cola.

Ficha de observacion

Naturaleza de la
variable: cuantitativa
discreta. Escala de
medicién: ordinal

Variables control: - C57BL/6NCrl - Naturaleza de la
- Cepa - BALB/c variable: cualitativa.
Escala de medicién:
Nominal
- Sexo - Macho - Naturaleza de la
- Hembra variable: cualitativa.

Escala de medicion:
Nominal
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Instrumentos de recoleccion de datos (Registros comportamentales)

A. Test de la caja clara - oscura

Tabla de registro Test de la caja clara - oscura Fecha:

Nombre del experimentador:

o Latencia Tiempo total o
N ] s N° Bolos
Jaula| ID | Cepa | Sexo - entrada area permanencia area
Transiciones fecales
oscura clara (s)
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B. Test de Laberinto elevado en cruz

Repositorio Digital

Tabla de registro Test de Laberinto elevado en cruz

Nombre del experimentador: Fecha:
Latencia lera Numero de T. Brazos | Total, tiempo | N° entradas o Tiempo total %T. N°
Cep entradas ; N
Jaula | ID Sexo|Grupo| entrada brazos abiertos brazos brazos . permanecen | brazos | bolos
a brazo . Transiciones
0scuros abierto (sec) |abiertos (sec)| cerrados brazos cerrados |cerrados | fecales
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C. Test de Nado forzado

Tabla de registro Test de Nado forzado

Nombre del experimentador: Fecha:

Tiempo total de
inmovilidad (Gltimos
4min).

N° de bolos
fecales

Tiempo de latencia para

Jaula 1D |Cepa Sexo|Grupo| 4o i movilidad (s)
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D. Test de Suspensién por cola

Tabla de registro Test de Suspension por cola

Nombre del experimentador: Fecha:

Tiempo total de N° de bolos

inmovilidad (ultimos OBS
. fecales
4min)

Tiempo de latencia para

Jaula) 1D Cepa Sexo lera inmovilidad
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E. Splash Test

Repositorio Digital

Tabla de Registro Splash Test

Nombre del experimentador Fecha:
Tiempode | Numerode |Tiempototal | N° Tiempo de N° de Tiempo total N° Bolos
Jaula|ID|Cepa|Sexo|Grupo| latencia para | eventos de de Bolos |OBS| latencia para | eventos de de f
X i : . : : . g . . ecales
acicalado (S) |acicalamiento|acicalamiento |fecales acicalado (S) |acicalamiento|acicalamiento
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Presupuesto y financiamiento

Precio unitario  Precio total

Items Cantidad S/ S/

Ratones C57BL/6NCrl 78 21,00 1638,00
Ratones BALB/c 28 21,00 588,00
Alimento x Kls 80 7,00 560,00
Alojamiento mensual de ratones 106 361,00 38266,00
Guantes de nitrilo paquetes x 50 4 38,00 152,00
Papel toalla x 50 40 6,00 240,00
Alcohol 70% 10 15,00 150,00
Marcador permanente 20 3,00 60,00
Hojas Bond 1 15,00 15,00
Léapiz y lapiceros 20 1,50 30,00
Plumén de pizarra de varios colores 30 3,00 90,00
Marcadores 20 3,00 60,00
Cintas adhesivas 4 3,50 14,00
Botas de cirugia x60 6 15,00 90,00
Cofias x100 2 15,00 30,00
Mascarillas quirdrgicas 10 25,00 250,00
Viruta 1 40,00 40,00
Mandiles desechables 50 5,00 250,00

Total: S/ 20,093,40

El financiamiento para el desarrollo de la presente investigacion fue realizado por

FONDECYT-Banco Mundial (Proyecto 025-2019-F-BM).
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