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RESUMEN

El estrés cronico se asocia con una mayor incidencia de diversas enfermedades
de carécter crénico e infeccioso, ademas de afectar la iniciacion y progresioncdel can
a través de diversos mecanismos, entre ellos, la angiogénesis. Se estudio el efecto de un
paradigma de estrés cronico de 24 dias de duraciéon (con alternancia de restriccion del
movimiento y nado forzado) sobre el linfoma murino L5178Y-R, evaluandose la
progresion del linfoma inoculado en ratones Balb/c y posibles variaciones en el peso
corporal e indice de masa corporal (IMC). Una vez finalizado el protocolo, se
cuantificaron los niveles plasmaticos de corticosterona y norepinefrina (hormonas
indicadoras del estrés) y citocinas Thl, Th2 y Thl7, asi como se analiz6 la expresion
génica deVEGF, HIF- . 9 (*R2eIL-6 bajo condiciones de estrés cronico y reposo.
El protocolo de estrés crénico ocasioné una menor ganancia de peso (®ifabhes
Balb/c hembras, asi como una progresion mas rapida del tpr®0%), no habiendo
diferencias significativas en el peso tumoral finatQ.05) ni a nivel histolégico. Se
observaron variaciones en los niveles de norepinefrina (6-7 veces mayor)
corticosterona en presencia de tumor, pero no en los grupos control. Con respecto a los
niveles plasmaticos de citocinas, hubo una mayor produccion de IL-6 e IFN-gamma (en
torno a veinte y diez veces mas, respectivamente) en presencia de tumor, no habiendo
diferencias significativas entre estrés y repgsd®(05). Por PCR punto final se detect6
la expresion deHIF- . 9(*) -6/y VEGFR2 en tumor, dandose una mayor
expresion deVEGFR2 bajo estrés crénico, mientras que no hubo variaciones en la

expresion del resto de los genes de interés implicados en el proceso de angiogénesis.

Por lo tanto, el protocolo de induccion de estrés cronico empleado genera ciertos
cambios en la fisiologia de los ratones (como el peso e IMC), pero no fue suficiente
como para determinar cambios significativos en la expresion de los principales genes de

angiogénesis, los cuales participan en la progresion tumoral.



ABSTRACT

Chronic stress is associated with chronic and infectious diseases, and participates
in cancer initiation and cancer progression through different mechanisms such us
angiogenesis. We studied the effect of a 24-day chronic stress protocol (restraint and
forced swimming) on murine lymphoma L5178Y-R. We evaluated the lymphoma
progression in female Balb/c mice and also possible variations in body weight and body
mass index (BMI). Once the chronic stress protocol was finished, we quantified
corticosterone and norepinephrine plasmatic levels, and Thl, Th2 and Th17 cytokines,
as well as we analyzed gene expression of main angiogenesis factors which participate
in tumor progressionVEGF, HIF-1., VEGF-R2 and IL-6under chronic stress and

control conditions.

Chronic stress caused loss of weight in female Balb/c mice, as well as faster
tumor progressionp( <0.05) but no significantly differences were observed in final
tumor weight/volume and histopathology. Changes in corticosterone and norepinephrine
(a 6-7 fold changeplasmatic levels in tumor-bearing groups<@.05) but not within
control groups were detected. Regarding Thl, Th2 and Th17 cytokines plasmatic levels,
there was a higher IL-6 and IFN-gamma0(and 10 fold change, respectively)
production in the presence of tumor but no significantly differences were observed
between chronic stress and control conditions. Moreover, we detdifietl., VEGF,

IL-6 and VEGF-R2expression in tumor by end point PCR. There was an enhanced
expression oVEGF-R2 under chronic stress, while no differences were reported in the

expression of the other analyzed geme9(05).

To conclude, the chronic stress protocol used in this research caused
physiological changes in mice (like weight and BMI), but this was not enough to

determine significantly changes in the expression of main angiogenesis genes.



1. INTRODUCCION

El estrés cronico emocional se ha asociado con el desarrollo de desordenes
psicologicos, como la ansiedad y depresion, relacionandose también con un incremento
en la incidencia de enfermedades de tipo infeccioso o cronico, asi como con el inicio y la

progresion del cancer.

El estilo de vida de nuestra sociedad se ha vuelto mas rapido y demandante en las
tltimas décadas, lo que provoca que el estrés esté presente en nuestra vida diaria,
suponiendo un problema a nivel personal, social y econémico. El estrés se define como
un estado real o probable de amenaza de la homeostasis o equilibrio de los organismos,
la cual va a ser retada constantemente por fuerzas adversas internas y externas,
denominadas estresores (Chrousos y Stratakis 1995). EI mantenimiento del equilibrio en
presencia de diferentes estresores requiere de la activacion de respuestas que implican al
sistema inmune, nervioso y endocrino. La respuesta del estrés esta mediada por el
sistema del estrés, que engloba principalmente el Sistema Nervioso Central (SNC) y el
Sistema Nervioso Simpatico (SNS). El estrés cronico se ha definido como eventos
multiples de estrés que duran varias horas al dia durante un periodo de varias semanas 0
meses, el cual altera la homeostasis de los organismos principalmente a través de la
activacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), con la secrecién de
glucocorticoides, y de forma alternativa, activando al sistema adrenérgico con la

produccion de las catecolaminas, epinefrina y norepinefrina.

Por todos es sabido, que el cancer es uno de los principales problemas de salud a
nivel mundial, causando mas de 8 millones de muertes al afio y con miles de casos
nuevos cada afio. En el presente proyecto se estudid un modelo murino de linfoma. El
linfoma causé algo mas de 20,000 muertes en 2013 en Estados Unidos (Leukemia &

Lymphoma Society), siendo el séptimo cancer mas comuin en ese pais.

Se sabe que el estrés crénico emocional afecta a la progresion de diversos tipos
de tumores, pudiendo incidir por medio de la supresién de la respuesta inmune
antitumoral o regulando ciertos blancos moleculares relevantes para la progresion

tumoral, como blancos indicadores de angiogénesis.



Una caracteristica propia de muchos tipos de cancer es la presencia de hipoxia en
el tumor, ante la cual se activa el factor transcripcional HIF-F X\R SULQFLSDO JHQ
es el Factor Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF), teniendo como fin la formacién
de nuevos vasos sanguineos para asi poder aportar al tumor los nutrientes y el oxigeno

necesarios para su sobrevivencia y desarrollo.

A su vez, en el microambiente tumoral, diversas citocinas pro-inflamatorias
regulan el crecimiento del cancer y contribuyen a promover la progresion tumoral,
ercontrandose entre ellas la IL-6, la cual se considera una citocina en respuesta al estrés.
Una expresion incrementada He6 suele asociarse con un prondstico desfavonable

existen antecedentes que indican una posible relacion entre IL-6 y.HE-{ *)

Por todo lo anteriormente mencionado, en el presente proyecto de tesis se estudid
el efecto del estrés cronico sobre la progresion del modelo de linfoma murino por medio
del proceso de angiogénesis. El protocolo tuvo una duracion de 24 dias y se tuvieron
cuatro grupos experimentales, dependiendo de la presencia o no de tumor y la induccién
0 no de estrés cronico. Durante ese tiempo se evalud la progresion del peso corporal y el
volumen/peso del tumor. Una vez finalizado el protocolo, se tomaron muestras de tumor
y sangre, cuantificandose la produccion plasmética de las hormonas del estrés
corticosterona y norepinefrina, asi como diversas citocinas Thl, Th2 y Th17. Ademas de
esto, se determinaron posibles variaciones en la expresion génica de los genes de interés:

VEGF, HIF- . 9 (*)R2elL-6 como consecuencia de la induccion de estrés crénico.

Dada la importancia del estrés sobre los organismos y en la progrekion de
cancer, el objetivo del presente estudio fue aportar informacién que nos permita contar
con una mejor comprension de los mecanismos efectores del estrés sobre la homeostasis
de los seres vivos, especialmente aquellosuropapel potencial en la progresion del

cancer.



2. ANTECEDENTES

El estrés emocional o psicosocial se asocia con una alteracion de la accion del
sistema inmune y con el desarrollo de desérdenes psicologicos, incluyendo ansiedad y
depresion (Thaker et al. 2007), ademas de relacionarse con un incremento en la
incidencia de diversas enfermedades de caracter infeccioso, cronico o en cancer. Por

tanto, supone una problematica que afecta en los ambitos personal, social y econémico.

Todos los organismos deben mantener un equilibrio dinamico complejo, también
denominado homeostasis. El estrés se define como un estado real o probable de amenaza
de la homeostasis, la cual va a ser retada constantemente por fuerzas adversas internas y
externas, denominadas estresores (Chrousos y Stratakis 1995). EI mantenimiento de la
homeostasis en presencia de diferentes estresores requiere de la activacion de respuestas

qgue implican al sistema inmune, nervioso y endocrino.

La respuesta del estrés estd mediada por el sistema del estrés, que engloba
principalmente el Sistema Nervioso Central y el Sistema Nervioso Simpatico. EI SN
central incluye las hormonas hipotalamicas arginina vasopresina (AVP), hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y péptidos opiomelanocorticos derivadtms;usl
ceruleusy los centros de norepinefrina autondmicos en el tallo cerebral. Las dianas de
estos efectores incluyen los sistemas cognitivo, efector, miedo, recompensa,
crecimiento, ejes de hormonas tiroides y reproductivas, asi como los sistemas inmune,

metabolico, cardiorespiratorio y gastrointestinal (Chrousos 2009).

El estrés cronico altera la homeostasis de los organismos principalmente a través
de la activacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), con la secrecion de
glucocorticoides, y de forma alternativa, activando al sistema adrenérgico con la

produccion de las catecolaminas, epinefrina y norepinefrina.

En la respuesta al estrés, neuronas especificas del nucleo paraventricular (PVN)
del hipotalamo secretan la hormona liberadora de corticotropina (CRH). A su vez, la
CRH estimula la secrecion de la hormona adrenocorticotropina o ACTH por parte de la
pituitaria, la cual actla sobre la corteza adrenal promoviendo la liberacion de

glucocorticoides. Existe una retroalimentacion negativa, de manera que niveles



suficientes de glucocorticoides suprimen la produccion de CRH y ACTH. Los
glucocorticoides y catecolaminas influencian el trafico y/o funcién de leucocitos y otras
células inmunes, suprimiendo la secrecion de citocinas proinflamatorias (TNF, IL-1, IL-
6, IL-8 e IL-12). Ademas, ambos sistemas de hormonas inducen un cambio de respuesta

Th1 (inmunidad celular) a una respuesta Th2 (inmunidad humoral).

Los glucocorticoides (GC) son hormonas esteroides secretadas por las glandulas
adrenales durante la exposicion a estresores agudos o cronicos para reducir la
inflamacion. El glucocorticoides activo en humanos es el cortisol, siendo producido y
secretado por la corteza adrenal, mientras que en ratones tiene mas importancia la
corticosterona. La liberacion de estas hormonas a la circulacion tiene importantes
efectos sistémicos, regulando procesos metabdlicos e inmunes. Ademas, el eje HPA esta
ligado con el reloj circadiano, lo que resulta en la regulacion de los niveles de
glucocorticoides en un patron diurno (Chung et al. 2011). Los efectos biolégicos del
cortisol estdn mediados en parte por la concentracion mediada de los niveles circulantes

de éste durante un cierto periodo de tiempo.

El receptor de glucocorticoides (GR) es un miembro de la familia de receptores
nucleares y actia como un factor de transcripcién dependiente de ligando. Antes de la
unioén del cortisol, el GR es citoplasmatico, donde se encuentra formando un complejo
con Hsp90 y varias inmunofilinas (Lewis-Tuffin y Cidlowski 2006). La union del
ligando lleva a la disociacion del complejo, la homodimerizacion del GR vy la
translocacion al nucleo. Dentro del nucleo, el GR regula la expresién de genes diana,
directamente a través de la interaccion con elementos de respuesta a glucocorticoides
(GRES) o indirectamente a través de la interaccion con otros factores de transcripcion.
Existen diferentes isoformas del receptor de glucocorticoides.

El potencial de la actividad divergente de los receptores de GC en diferentes
tipos de células es aun mas evidente cuando se comparan los efectos de GC en canceres
derivados de células epiteliales frente a los derivados linfociticos. En estos ultimos,
glucocorticoides sintéticos como la dexametasona (DEX) se usan rutinariamente para
inducir muerte celular por apoptosis en células linfoides malignas (por ejemplo, en
OLQIRPD (Q FDPELR HQ WXPRUHV HSLWHOLDOHV 3VyQC
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efecto contrario, de manera que los GC estimulan la expresion de genes antiapoptoticos
(Zhang et al. 2007).

Los glucocorticoides se administran rutinariamente antes, durante y después de la
quimioterapia en tumores de células epiteliales para mitigar las nadseas y reacciones
alérgicas. Los mecanismos mediados por GC que influencian la progresién de tumores
solidos no estan limitados a efectos directos de estas hormonas sobre las células
tumorales. La progresion tumoral implica interacciones simultaneas entre las células del
cancer, el microambiente que apoya la proliferacion de las células y el ambiente del
hospedador (Volden et al. 2013).

Los glucocorticoides sistémicos también pueden influenciar la progresion
tumoral indirectamente a travées de sus efectos en el sistema inmune y en el
metabolismo. Como el papel de la respuesta al estrés en células tumorales derivadas
linfoides es una modulacion inmune y apoptosis inducida por GC, gran parte de la
investigacion sobre el comportamiento ligado al cancer se ha focalizado en la funciéon

del sistema inmune (Armaiz-Pena et al. 2009).

Otro de los componentes del sistema del estrés es el sistema nervioso simpatico,
que lleva a cabo la liberacion de catecolaminas, entre las que se encuentran epinefrina y
norepinefrina. Las catecolaminas afectan a numerosos tipos de ccélulas incluyendo
células epiteliales del cancer y células estromales del microambiente del tumor. Estas
hormonas se liberan como respuesta al estrés y parecen tener una sinergia en las
acciones bioldgicas junto con los glucocorticoides, como por ejemplo, incrementando la
movilizacion de las reservas energéticas (Moreno-Smith et al. 2010). Para llevar a cabo
su funcion la epinefrina y norepinefrina se unen sus receptores, denominados receptores
adrenérgicos, los cuales pueden clasificarse. eR, estando a su vez divididos en
subtipos: (1, 2, 3), .1(.1a, .1b, and.1d)y .2 (.2a, .2b, and .2c) (Leineweber et
al. 2004).

Los receptores adrenérgicos pertenecen a la familia de receptores transmembrana
acoplados a proteina G (GPCR). En general, los reesptor VRQ LPSRUMDQWHYV
vasoconstriccion de vasos sanguineos, asi como en la adaptacion del corazon a
FRQGLFLRQHVY GH HVWUpV PLHQWUDV TXH ORV UHFH
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neurotransmisores (Hein et al. /RV UHF HagMhBrigiddy regulan
principalmente la sefializacion en tejido cardiaco, pulmonar, reproductivo y metabdlico,

mediante la respuesta a estrés del sistema nervioso simpatico (Cole y Sood 2012).

Existen amplias evidencias de que en humanos y modelos animales, la expresion
de las hormonas catecolaminas relacionadas con estrés, pueden afectar a la progresion
del tumor a través de la modulacion de varios procesos, incluyendo la desregulacion del
sistema inmune, la reparacion del DNA, etc. (Glaser et al. 1987). Diversos estudios
muestran que la activagiQ GH ORV U-HdrdnSyWesUpddtde llevar a la
estimulacién en la progresion de varios tipos de cancer como pancreatico, de ovarios,
mama, carcinoma nasofaringeo y mieloma multiple (Yang et al. 2013). Se observé que
la activacion de ambos tipos de receptores supone un incremento en la tasa de
proliferacion de las células de cancer de mamatro asi como un incremento en el

tamafio tumoral en animales modelo (Obeida y Conen 2013).

Las catecolaminas pueden influenciar la expresién de factores como VEGF y
metaloproteinasas de matriz (MMPs), afectando por tanto, la proliferacion, angiogénesis
y metastasis (Thaker et al. 2007). Ademas, la IL-6 e IL-8, también producidas en
respuesta a catecolaminas, promueven la angiogénesis directamente estimulando la
proliferacion y diferenciacion de las células endoteliales o bien induciendo la produccién
de factores adicionales pro-angiogénicos por las células del estroma tumoral (Payne y
Cornelius 2002). Ademas, recientemente se ha observado que la norepinefrina induce la
expresion de VEGF en varias lineas celulares de cancer (préstata, mama, higado,
pancreas) de manera dependiente del factor inducible por hipoxia, HBDUN HW DO
2011; Shan et al. 2013).



Hipoxia y el factor inducible por hipoxia (HIF-

Una caracteristica propia de muchos tipos de cancer es la presencia de hipoxia en
el tumor. El oxigeno es un componente indispensable de los procesos metabdlicos
eucarioticos. Cuando la demanda de oxigeno excede su aporte celular, las células y
tejidos a menudo entran en un estado de hipoxia. La hipoxia es un factor importante en
la patologia de diferentes enfermedades, tales como la diabetes, isquemia y el cancer
(Melvin and Rocha 2012). La hipoxia puede promover la progresion tumoral e inducir
resistencia a la quimioterapia. Uno de los principales mediadores de la respuesta
hipoxica es el factor inducible por hipoxia (HIF), que activa genes de respuesta a
hipoxia, los cuales estan implicados en multiples aspectos como tumorigénesis y
progresion del cancer, incluyendo proliferacién, metabolismo, angiogénesis, invasion,

metastasis y resistencia a terapia (Lou et al. 2014).

Los tumores sélidos sufren de hipoxia porque la vascular normal del tejido sélo
puede aportar oxigeno a un tamafio tumoral de unos 2 mm de didmetro (Folkman 1971).
La tensidén de oxigeno en tejidos normales es de aproximadamente 7 %, mientras que en
los tejidos tumorales es de 1.5 % (Vaupel et al. 2004). La respuesta celular a cambios en
la tension de oxigeno durante el desarrollo normal o bien en procesos biolégicos esta

regulada en parte por el factor inducible por hipoxia (HIF).

Los HIFs son factores de transcripcién de unién a DNA que median respuestas
celulares ante condiciones de disponibilidad de oxigeno reducida, a través de la
activacion transcripcional de multiples genes que codifican para proteinas necesarias
para la entrega de oxigeno a los tejidos y para el metabolismo energético (Manalo et al.
2005; Elvidge et al. 2006). Son proteinas HTH-PERANT-SIM que forman
heterodimeros, constante de una subunidad dependiente de oxigeno HIFX Q D
subunidad estable, HIF- (Q FRQMXQWR HVWDV VXEXQLGDGHYV
responsables de hipoxia (HRE) y cuya secuencia consenso es G/ACGTG.
Principalmente, el control de la actividad de HIF esta relacionado con modificaciones

post-traduccionales y estabilizacion de las proteinas HIR- + ;).



Bajo condiciones de normoxia o tension normal de oxigeno, HIFHYV
degradado rapidamente por el proteasoma y no es detectable. En ausencia de otra
perturbaciones metabdlicas, los residuos de prolina 402 y 56 del dominio de degradacién
dependiente de oxigeno (ODDD) son hidroxilados por enzimas prolil-hidroxilasas
(PHDs). Las PHD requieren oxigeno para llevar a cabo la hidroxilacion, asi como 2-
oxoglutarato, hierro (B y ascorbato, como cofactores. La hidroxilacién de estos dos
residuos media la union a la proteina supresora de tumor Von Hippel-Lindau (pVHL),
gue es el componente de reconocimiento del complejo ubiquitina ligasa E3 y tiene como
dianaHIF- . SDUD OD XELTXLW Ln@a& Ellpyoeaso®i& 268 [(KGeDrFA095).

Ademas de la via pVHL, uno de los principales mecanismos por los que.HIF-
permanece estable es por medio de SUMO-1 (small ubiquitin-likemodifier-1) y RSUME
(RWD-containing sumoylation enhancer). La expresion ectdépica de SUMO-1
incrementa la estabilidad de HIF1 y se aumenta su actividad transcripcional. RSUME es
inducido bajo condiciones de hipoxia y promueve la sumoilation de HIfevando,a
incrementar su actividad transcripcional y estabilidad (Carbia-Nagashima et al. 2007).
Otra via de degradacion independiente de pVHL es por medio de la proteina quinasa C
activada (RACK1) y la proteina de shock térmico 90 (Hsp90). RACK1 promueve la
ubiquitinacién y degradacién de HIF- D WUDYpV GHO UHFOXWDPLHQ
ubiquitina ligasa elongina C/B, mientras que Hsp90 regula positivamente la estabilidad
deHIF- . D WUDYpV GH OD FRPSHW HignFal @onffo@ABu etSRU O
al. 2007).

Cuando los niveles de XHQR VRQ EDMRV +,). HVFDSD D O
mediada por PHD, por lo que no sera reconocida ni ubiquitinizada, pudiendo traslocarse
al nucleo, donde activa la transcripcién de cientos de genes implicados en eritropoyesis,
autofagia, metabolismo energético y angiogénesis (Kaelin y Ratcliffe 2008). La
actividad de HIF también esta influenciada por el factor inhibidor de HIF (FIH). Cuando
el oxigeno esta disponible, FIH hidroxila un residuo conservado de asparagina dentro del
dominio de transactivacion Ctde,). SRU OR TXH VH SUHYLHQH OD XQ
tales como p300/CBP.



Otra enzima implicada en la regulacion de HIF-HV OD SLWXay BWR TXL
enzima final de la glucdlisis. Presenta distintas variantes y en tumores, la variante M2 es
la forma predominante, habiéndose reportado que HIFBPFWLYD OD WUDQVFU
PKM2 (Christofk et al. 2008; Luo et al. 2011). Especificamente, la hidroxilacion de
PKM2 mediada por PHD3 incrementa la unibn de HIFD ORV +5( GH VXV JHQH\
por lo que actia como coactivador. La expresion de los genes diana de. HIF-
estimulada por PKM2 promueve un cambio de fosforilacién oxidativa a metabolismo
glicolitico, ademas de incrementarse la expresion del gen que codifica para el factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Luo et al. 2011).

HIF- . HV XQ LPSRUWDQWH UHJXODGRU GH OD DQJ|
estabilidad de este factor esta mediada por factores de transcripcién relacionados con
runt (RUNX). Una sobreexpresion de RUNX1 inhibe la unién al DNA y la actividad de
la proteina HIF-. GIiQGRVH FRPR FRQVHFXHQFLD XQD H[SUHV
mientras que el silenciamiento de la expresion de RUNX1 por siRNA incrementa la
actividad transcripcional de la proteina HIF- (VWR VXJLHUH TXH 581; DFW-
inhibidor de la funcién de HIF-. 3 H QJ 20¥2).[E®cambio, una sobreexpresion del
factor RUNX2 incrementa la angiogénesis tamwitro comoin vivo a través de una

secrecion incrementada de VEGF (Brocato et al. 2014).

HIF- . WDPELpPQ VYt& reguitiad \hdeRendiente de oxigeno, como por
ejemplo, por medio del factor asociado a hipoxia (HAF), una E3-ubiquitina ligasa que se
une a HIF-. \ SURPXHYH VX GHJUDGDFLYQ SURWHDVYPLFD
tensién celular de oxigeno (Koh et al. 2008). HAF es capaz de regular negativamente los
nivelesde HIF-. EDMR FRQGLFLR Q H V-B3 (ga®are$sta nddivo Hom&Sén+ /
condiciones de hipoxia.

Los genes activados por HIF estan implicados en tumorigénesis y progresion del
cancer, incluyendo proliferacion, metabolismo, invasion, angiogénesis y metastasis. Se
ha observado una expresion incrementada de HIFHQ XQ DPSOLR UDQJR GH
humanos, estando a menudo esta expresion correlacionada con un mal prondstico de la
enfermedad. Los niveles de HIE- \ 9(*) HVWIiQ VLJQLILFDWLYDPHQWH

etapa del tumor y metastasis en higado en pacientes con cancer colorectal.



Los pacientes con valores positivos en HIF-\ 9(*) WHQGtDQ D WHQHU
pronostico y una supervivencia mas corta (Cao et al. 2009). De igual manera, en
carcinoma hepatocelular, se han asociado los niveles altos de.HFRQ XQD LQYDVL
vascular y con un prondstico pobre de los pacientes (Zheng et al. 2013). También en
pacientes con carcinoma de células escamosas esofagicas, una alta expresion.de HIF-
estq asociada con metéstasis de nodulos linfaticos, infiltracion serosa y la etapa del
tumor (Chai et al. 2013). Ademas, la expresion de HIF-VH FRUUHODFLRQD
angiogénesis y pronostico desfavorable en cancer de préstata, cancer cervical invasivo
en etapa temprana, cancer pancreatico, de cuello y cabeza, melanoma, cancer de pulmén

de células no pequefias, y cAncer de pecho y ovarios (Brocato et al. 2014).

En oposicién a lo anterior, otros estudios muestran que una sobreexpresion de
HIF- . VXSRQH XQ PHMRU SURQYVWLFR HQ SDFLHQWHV FRC(
etapa temprana de la cavidad bucal (Fillies et al. 2005) y también en carcinoma de
células renales (Lidgren et al. 2006). En relacion a esto, se ha visto que la
sobreexpresiéon de HIF: HQ ODV UHJLRQHY SHULQHFUYWLFDV HVW
genes asociados a hipoxia como anhidrasa carbdnica IX (CAIX) y el transportador de
glucosa 1 (GLUTL1), dandose un peor prondstico. En cambio, en tumores donde HIF-

se expresa de forma difusa, este hecho se correlaciona con un mejor pronostico.

A continuacién se muestran algunos de los genes diana de HIF-1:

Efectos en la progresion del cancer Genes diana de HIF-1

Angiogénesis VEG, NOS, ET1, SFD1, ANGPTZ
PDGF, leptina

Metabolismo de glucosa GLUT1, HK, LDHA, MCT4, PDK1,
MXI1

Proliferacion celular NOS, IGF-2, TGF, c-MYC, ID2

Apoptosis celular P53, BNIP3, Caspasa 3

Invasion y metastasis MMP2, FN1, c-MET, AMF, KRT14
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VEGF es el principal gen diana de HIF-1 que participa directamente en la
angiogénesis. Sin embargo, HIF-1 contribuye a la angiogénesis por medio de
mecanismos mas complejos, a través de la produccion de la éxido nitrico sintasa (NOS),
endotelian-1 (ET-1), SDF-1 (factor 1 derivado de células estromales), angiopoyetina 2
(ANGPT2), leptina, etc. Por tanto, HIF-1 es un factor transcripcional clave en procesos
de angiogénesis, proliferacion celular y metastasis, entre otros.

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF):

La angiogénesis ocurre en condiciones fisiologicas durante el desarrollo
embrionario, la curacion de las heridas y la regeneracion de tejidos (Carmeliet 2000) y
se define como el proceso de desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de |
vasculatura preexistente. En estas condiciones, la angiogénesis es un proceso altamente
regulado y organizado. En cambio, en condiciones patoldgicas, como en el cancer o en
la inflamacion croénica, la angiogénesis lleva a la formacion de redes vasculares

desorganizada, caodtica y funcionalmente pobre (McDonald y Choyke 2003).

La angiogénesis estd sujeta a un sistema complejo de control, con factores
proangiogénicos y antiangiogénicos. Uno de los factores proangiogénicos mas
importantes es el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). La familia VEGF
estda compuesta por 7 miembros: VEGF-A a VEGF-F y P1GF. VEGF-A esta presente en
pulmén, rifidn, corazén y glandulas adrenales, mientras que VEGF-C se encuentra en

corazon, placenta, ovarios, intestino delgado y glandula tiroidea.

Existen tres receptores tirosin quinasas VEGF: VEGFR-1,2 y 3, siendo VEGFR2
el mas importante en la induccion de mitogénesis y permeabilidad mediada por VEGF.
Ademas, VEGFR-3 soOlo se une a VEGF-C y D, estando generalmente restringido a
células endoteliales linfaticas, migracion, diferenciacion y supervivencia de estas células
(Achen et al. 1998; Partanen et al. 2000).
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VEGF-A tiene un papel central en la angiogénesis y neovascularizacion,
incrementando la entrega de oxigeno y sustratos energéticos. La expresion celular de
VEGF-A esta sujeta a hipoxia o hipoglucemia. EI complejo de la proteina inducible de
hipoxia, HIF-1 se une a los enhancers del\gEGF-A, EPOy otros genes criticos, tales
como genes implicados en enzimas glicoliticas y transportadores de glucosa. STAT3 es
capaz de activar la expresion de VEGF (Niu et al.2002). Se demostré que la interaccion

de la sefializacion de STATS3 inhibe la expresiéon de VBGF-

En el tumor, el estroma estd compuesto por nuevos vasos sanguineos, células
inflamatorias, tejido conectivo y matriz de fibrina-gel. Hay pocas diferencias entre la
formacion del estroma tumoral y el proceso de sanado de las heridas. En primer lugar, la
curacion de las heridas es precedida por dafio de tejidos y segundo, las plaquetas no se
encuentran fuera de los vasos sanguineos en tumores solidos. Ademas, la fibrina y
fibronectina permanece en el tumor estromal, mientras que tienen una presencia

transitoria en las heridas (Hoeben et al. 2004).

Los vasos sanguineos del nacleo y de la periferia del tumor en desarrollo van a
diferir. Los vasos centrales presentan caracteristicas como uniones interendoteliales
abiertas, endotelio fenestrado y una membrana basal discontinua o ausente. En contraste,
los vasos periféricos son mayores y venulares, estando formados por células endoteliales

caracterizadas por fenestraciones y atenuacion.

Durante la tumorigénesis, las lesiones neoplasicas se encuentran inicialmente en una
fase de crecimiento avascular, hasta alcanzar un tamafio no mayor de*2Estarfase

es seguida por un segundo evento, el cual permite distinguir un tumor en crecimiento de
RWUR TXH HVWiIi HQ GRUPDQFLD (VWR HV ORo,TW¥H VH G
forma que se inicia una cascada de eventos que llevan a la expansion del volumen del

tumor y posteriormente, puede llegar a generarse metastasis (Hoeben et al. 2004).

Un importante inhibidor de la angiogénesis es el gen supresor de tumores p53, el
cual arresta la progresion del ciclo celular bajo condiciones no viables y media la
apoptosis inducida por hipoxia. P53 inhibe la expresion de VEGF-A pero no de VEGF-
B o VEGF-C (Ravi et al. 2000).
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Las condiciones hipoxicas llevan a una sobre-regulacion tanto de p53, como de
HIF- . & DUPHO 1998). $anmpie Que no esté mutado p53, HIFVH XQH D pVWE
lo estabilizada y esta asociacion inicia la apoptosis. En cambio, la pérdida de expresion
de p53 incrementa la heterodimerizacion de HIF-\ +;) lo cual incrementa la

expresion de VEGF-A en células tumorales.

Uno de los mecanismos que permiten la evasion del control del sistema inmune
sobre los tumores, es la generacion de respuestas inmunes antitumorales defectivas. Las
células dendriticas (DC) juegan un papel central en la inmunidad antitumoral. Se ha
descrito una disminucién del nimero de células dendriticas en pacientes en etapas
tempranas de cancer (Almand et al. 2000). La produccion de factores solubles derivados
del tumor es critica para la generacion de estas células inmaduras y VEGF es uno de los
principales factores implicados en estos defectos (Hoeben et al. 2004). La unién de
VEGF-A a células progenitoras de células dendriticas por medio de VEGFR-1, lleva a
una inhibiciéon de NF-% & rdgula la transcripcion de muchos genes implicados en
la respuesta inmune (citocinas y factores de crecimiento). Esta inhibicion lleva a una
maduracién defectiva de las células dendriticas, pudiendo contribuir a una induccion

suboptima de la inmunidad en pacientes con cancer (Gabrilovich et al. 1999).

La produccién de VEGF esta regulada por diferentes hormonas y citocinas.
VEGF puede ser inducido por norepinefrina, una de las principales hormonas del
sistema nervioso simpatico producida durante estrés agudo y cronico. La norepinefrina
incrementa la expresion de VEGF en el tejido adiposo marron (Tonello et al. 1999),
ademas de en otros tejidos. También los glucocorticoides influencian al VEGF, de forma
que la dexametasona, un glucocorticoide sintético, disminuye la expresion de VEGF en
células de glioma, aunque su efecto disminuye drasticamente en condiciones hipoxicas,

como ocurre en el crecimiento tumoral (Machein et al. 1999).
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IL -6:

La contribucion de la inflamacion cronica al desarrollo tumoral ha sido
ampliamente atribuida a su posibilidad de inducir mutaciones (por ejemplo a través de
reactivos de oxigeno o especies de nitrdgeno). Sin embargo, datos recientes proponen un
efecto directo de la inflamacion en el crecimiento del tumor. Se ha visto que varias
citocinas pro-inflamatorias secretadas por células de la inmunidad innata y adaptativa
regulan el crecimiento del cancer y contribuyen a promover la progresion del tumor.
Entre ellas se encuentra la IL-6, que parece tener un papel importante en el desarrollo
del cancer en humanos, de forma que una expresion incrementada de IL-6 se ha asociado
con un pronostico desfavorable en pacientes con varios tipos de cancer (Lederle et al.
2011; Guo et al. 2012).

La IL-6 se describio inicialmente como un factor de diferenciacion de células B
en 1986 y se le ha atribuido un papel versétil en la regulacién de la inmunidad innata y
adaptativa. De hecho, esta implicada en la induccion de la sintesis de proteinas de fase
aguda en hepatocitos, la diferenciacion de monocitos a macrofagos, la proliferacion y
resistencia frente a apoptosis en células T y la produccion de citocinas de tipo Th2
(Diehl y Rincon 2002; Neurath y Finotto 2011). Datos recientes sugieren un papel
critico de la IL-6 durante la inflamacion crénica, ya que es requerida para la induccion

de células Th17, ademas de inhibir la diferenciacion de linfocitos T reguladores.

La IL-6 es producida por varios tipos de células, incluyendo a monocitos,
macrofagos, queratinocitos, fibroblastos, células B y T, células endoteliales y varios
tipos de células tumorales (Kishimoto 1989). Sin embargo, los monocitos y macréfagos
son sus principales productores durante la inflamacion aguda y las células T durante la
inflamacién cronica. En estas células, la expresion de IL-6 es regulada a través de varios

factores de transcripcion talescomoN#& & (%3 -R $3

La IL-6 se une a la subunidad del receptor de membrana de IL-6 (mIL-6R,
CD126) en las células blanco. A continuacién, este complejo se asocia con un
homodimero de la segunda subunidad del receptor, la glicoproteina 130 (gp130, CD130)
y permite desencadenar la cascada de activacion correspondiente. Esta es la llamada

sefalizacion clasica, restringida a células que expresan tanto la subunidad mIL-6R como
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la gpl30. La expresion de mIL-6R estd limitada a hepatocitos y algunos leucocitos,
mientras que la gpl30 esta ampliamente expresada (Yamamoto y Rose-John 2012).
Ademas, una forma soluble del receptor de IL-6 (SIL-6R) permite la sefalizacion de la

IL-6 en células que no expresan mib- \ HVWR VH GHYRPLRLQD]BWIWIXOV (V
forma soluble se produce tanto por protedlisis de mIL-6R a través de la metaloproteinasa
ADAM17, como por una splicing alternativo del mRNA de la IL-6.

Ambos tipos de receptores van a activar las mismas vias de sefalizacion, lo que
incluye la activacion de quinasas Janus (JAKs), asi como la activacion del factor de
transcripcion STAT3. Una sefalizacion persistente de JAK-STAT3 esta implicada en
muchos aspectos de tumorigénesis. Bajo condiciones fisiologicas, la via JAK-STAT esta
estrechamente regulada. Sin embargo, en la mayoria de los canceres, las proteinas STAT
y particularmente STAT3, estan activadas de forma aberrante (Yu and Jove, 2004). Por
ejemplo, mutaciones somaticas de ganancia de funcién dentro del dominio extracelular
D2 del receptor gp130, resultan en una hiperactivacion del receptor, con la consecuente
fosforilacion de STAT3 y desarrollo del adenoma hepatocelular inflamatorio (Zhang y
Lai 2014). Por otro lado, se observa el silenciamiento epigenético de SOCS3 en muchos

canceres epiteliales.

Algunos reguladores positivos de esta via son: IL-21, IL-10, IL-22, IL-27, TNF-

*CSF, leptina, receptor de tirosina quinasas MET y EGFR, etc. (Yu y Jove 2004).
Mientras que algunos reguladores negativos son las proteinas tirosin fosfatasas LMW-
DSP2, TC-PTP, PTPRD, SHP1 and SHP2 (Kim et al. 2010). STAT3 activa la
transcripcion de genes diana que estan implicados en: la supervivencia de las células
tumorales (p.e. Bcl-2, Survivin, Mcl-1), angiogénesis (p.e. HIF- 9 (*)
proliferacion (p.e., c-Myc, ciclina D1, ciclina B, cdc2, c-jun- c-fos), metastasis (p.e.
MMP2, MMP9), adhesioén celular (p.e. ICAM-1, TWIST1), inflamacién (p.e. IL-6, IL-
17, IL-23, Cox2) y otros ((Jarnicki et al. 2010; Yu y Jove 2004).
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STAT3 va a mediar efectos intrinsecos y también extrinsecos, como la
angiogénesis, por medio de la regulacion transcripcional de VEGF y HIFF-XMD ZV N L
et al. 2008), asi como la neovascularizacion, infiltracion de células inmunes, activacion

de células mesenquimales y finalmente, progresion hacia la metastasis.

Sin la formacién de nuevos vasos sanguineos, el tumor no puede crecer mas de 2-
3 mm de diametro. STAT3 interactla con varios factores que afectan la angiogénesis, el
cual es un paso critico en carcinogéenesis que incluye degradacion de la membrana basal
vascular, proliferacion celular del epitelio vascular y migracion, asi como la reformacion

de nuevos vasos (Xiong et al. 2014).

La inhibicibn de STAT3 causa una disminucion de la angiogénesis,
principalmente por medio de una menor expresion de la metaloproteinasa 2 (MMP-2),
gue juega un papel importante en la degradacion de la membrana basal vascular, bFGF2
y VEGFA. Por el contrario, una activaciéon de STAT3 lleva a una elevada expresion de
MMP-2 y VEGF-A. Por tanto, la inhibicion de neo-angiogénesis por medio de la
supresiéon de STAT3 se considera una posible estrategia para prever la formacién de
nuevos vasos sanguineos (Kang et al. 2010).

La IL-6 tiene un papel importante en enlazar los sistemas inmune y nervioso,
pudiendo actuar en respuesta a perturbaciones del sistema nervioso, como las que se dan
en condiciones de estrés (Rohleder et al. 2012). Hay evidencias de que tanto el estrés
agudo (Jankord et al. 2007) como el estrés cronico (Girotti et al. 2011) pueden
incrementar el nivel de mRNA de IL-6 en el hipotalamo de ratones. A su vez, también se
ha encontrado un incremento en los niveles periféricos de IL-6 en humanos y roedores
expuestos a estrés agudo (Zhou et al. 1993; Steptoe et al. 2007). Ademas, es posible
activar la expresion de IL-6 y STAT3 con paradigmas de estrés como la descarga
eléctrica y el estrés crénico impredecible en ratones (Girotti et al. 2012), mientras que
ratones knock-out para IL-6 muestran una resistencia al desarrollo de conductas

depresivas producto del estrés (Chourbaji et al. 2006).
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Recientemente, se demostré que la norepinefrina puede inducir la expresion a
nivel de mRNA y proteina de la IL-6 en células epiteliales gastricas (GES-1, linea
inmortalizada humana de células epiteliales gastricas) en condiciones de estrés. Esta
LQGXFFLYQ VH GD D WadzépdicoS MangtetaH, 20UHR.Estd/mismo se
vio en lineas humanas celulares de melanoma, donde observaron que la norepinefrina

incrementa la expresion de VEGF, IL-8 e IL-6 (Yang et al. 2009).

Actualmente, se considera que la IL-6 esta implicada en la promocion del tumor
en varios tipos de cancer humano como glioma, linfoma, melanoma, asi como cancer de
mama, ovario, pancreatico, prostata, renal y cancer colorrectal. En cancer colorrectal, se
ha visto que la expresién de IL-6 puede estar asociada a la etapa del tumor, tamafo,
metastasis y supervivencia de los pacientes (Knupfer y Preiss 2010). La IL-6 es un
regulador central de una red de citocinas y factores de crecimiento autocrinos y
paracrinos, tales como IL-8, CCL5, CCL2, CCL3, IL1-* BCSF, VEGF and MCP-1,
los cuales son sobreexpresados en el microambiente del tumor, promoviendo el
crecimiento tumoral y metastasis (Lederle et al. 2011). Ademas, IL-6 y STAT3 son
requeridos para la diferenciacién de células Th1l7, la cual sostiene la inflamacién por
medio de la secrecion de IL-17 e IL-23 y son responsables de la secrecion de factores

angiogénicos y TGF-en fibroblastos y células endoteliales (Wang et al. 2009).

Uno de los mecanismos que incrementan los niveles de IL-6 puede ser la
infiltracion de tumores con células inflamatorias secretoras de IL-6 como se ha
observado en cancer asociado a colitis (CAC) (Waldner et al. 2010). Ademas de esto, se
observé que la IL-6 induce la expresion del receptor de VEGF, VEGFR2, en células
epiteliales intestinales y permite generar un bucle auto/paracrino, que promueve la
proliferacion de células tumorales de CAC a través de una activacion de VEGFR2
dependiente de STAT3 (Waldner et al. 20H)).otros estudios, se vio que la expresion
de STAT3 fosforilado (pSTAT3) se asocia con un incremento en la expresion de VEGF-
A en cancer pancreéatico humano, asi como que la inhibicion de STAT3 lleva a una
reduccion considerable en el crecimiento tumoral y la vascularizacion (Wei et al. 2003).

En cancer pancreatico, se mostré6 que la estimulacién con IL-6 incrementa el
contenido nuclearde HIF:- DVt FRPR TXH D V X n¥H lin iccEententSde[LD JH
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la expresién del mRNA de IL-6, o que sugiere la existencia de un bucle autocrino de
activacion IL-6/STAT3/HIF- . /DQJ HWO0M. OTambién se encontrdé una
sobreexpresion del eje IL-6/STAT-3/HIF- HQ FiQFHU GH Fpovar®@DV FOD
(OCCA) (Anglesio et al. 2011). En otras enfermedades, como en la psoriasis, se
observé una sobreexpresion conjunta de HIF-H -6/ mostrandose una alta
correlacion entre ambos, sugiriendo una relacion cercana de ambas en esta enfermedad

(Vasilopoulos et al. 2013).
IFN-gamma:

Otra de las principales citocinas en la respuesta del sistema inmune frente al
tumor es el IFN- VL HuQadRocina pleiotrépica producida principalmente por
linfocitos T y NK, pudiendo también ser producido por macrofagos. Es un mediador de
los efectos anti-angiogénicos inducidos por IL-12. Los mecanismos anti-angiogénicos de
los interferones de tipo | se debe a la inhibicion del crecimiento de células epiteliales en
humanos y ratones, asi como la supresion de la expresion génica de FGF vy
metaloproteinasas de matriz (MMPs). Se sabe que el FNRGHOD ODV HWDSDV V
del crecimiento tumoral inhibiendo la angiogénesis del tumor (Beatty y Paterson 2001).
IFN- DFW~D FRPR XQ{angogéniearibhbendd @aVéxpresion del agente
angiogénico VEGF-A y al mismo tiempo, incrementa el receptor VEGF-R1, que actla
como una molécula anti-angiogénica, atrapando al VEGF-A soluble (Komminenia et al.
2008).

El estrés cronico psicoldgico induce un decremento en los linfocitos circulantes y
monocitos durante una reaccion de hipersensibilidad por contacto. Encontraron una
produccion local reducida de IFN-gamma en animales estresados cronicamente y se cree
gue puede deberse a una desregulacion del trafico celular (Hall et al. 2014). Ademas, se
observé que la exposicidn vitro de células inmunes a glucocorticoides suprime la
produccion de IL-12 e IFN; por medio de la activacion de los receptores de
glucocorticoides (Vieira et al. 1998). La reduccion en la produccion de IL-12 es un
probable evento clave en la mediacién de la supresion de la produccion de IFN-
inducida por estrés (Curtit al. 2009). Se cree que el efecto supresor del estrés sobre la

produccion de IFN- ocurre de forma secundaria por medio de una reduccion de la
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produccion de IL-12 mediada por glucocorticoides. En resultados previos en el
laboratorio, se observd que en ratones portadores de tumor sometidos a estrés cronico, la
produccion de IFN- VH UHGXFtD VLJQLILFDWL Yi»Re @Qtawes iORQ UH )\
estresados portadores de tumor (Najera-Valderrabano et al. 2014), por lo que
consideramos importante continuar estudiando el efecto del estrés sobre elaiN-

como su relacion con la angiogénesis por medio del VEGF.
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3. JUSTIFICACION

El estrés, aunque no se tienen cifras objetivas de su impacto en la poblacion
mundial, es considerado ya por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la
epidemia del futuro, particularmente el estrés laboral. En México, de acuerdo a datos
del Instituto Mexicano del Seguro Social, el 43% de los adultos sufre de estrés, y de
acuerdo al Instituto Nacional de Psiquiatria, este pais se encuentra entre los primeros

lugares a nivel mundial con pacientes que sufren de estrés laboral.

Aunque hoy en dia se reconocen los efectos detrimentales del estrés, fisico y
psicolégico, para la salud y el bienestar a nivel individual, asi como su impacto en los
sistemas de salud y la productividad a nivel social, es ain mucho lo que se desconoce,
principalmente como son afectados todos y cada uno de los sistemas que conforman a
los sistemas vivos y como impactan estas perturbaciones en su correcto funcionamiento,

asi como cudles son sus indicadores moleculares y blancos terapéuticos.

Con base en la literatura cientifica disponible podemos decir que el impacto del
estrés sobre la salud es amplio; inflamacion, cancer, anemia, depresion. Entre estos, el
cancer es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, tan sélo en el afio
2012 caus6 8.2 millones de muertes, registrandose mas del 60 % de estas defunciones se
registran en paises de ingresos bajos y medianos (Globocan, 2012).

Si bien numerosos estudios experimentales y epidemiolégicos han establecido la
relacion causal entre el estrés y la progresion del cancer, el proposito de este estudio es
profundizar en estos efectos a nivel molecular, especificamente estudiar el efecto de un
paradigma de estrés cronico soMEGF, HIF- . 9 (*R2 e IL-6 los cuales son
relevantes en el proceso de angiogénesis y por tanto, en la progresion del cancer, esto en

un modelo murino de linfoma.
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4. HIPOTESIS

El estrés cronico altera la expresionHié-1, VEGF, VEGFR2e IL-6en un modelo

murino de linfoma.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

Objetivo general:

Determinar el efecto de un paradigma de estrés cronico sobre la expresifif-He
VEGF, VEGF-R2 e IL-6y citocinas TH1, TH2 y TH17 en un modelo murino de

linfoma.

Objetivos particulares:

1.

Inducir estrés cronico a animales portadores del linfoma murino L5178Y y

animales controles sanos.
Determinar la progresion tumoral de animales estresados frente a no estresados.
Evaluar cambios en la conducta de los ratones (estresados/no estresados).

Determinar la produccion de corticosterona, norepinefrina y citocinas TH1, TH2

y TH17 en plasma.

Cuantificar la expresion de los gend$é--1, VEGF, VEGFR-2e IL-6 en el
linfoma L5178Y-R por PCR punto final.

Analizar cortes histolégicos del linfoma murino L5178Y-R bajo condiciones de

estrés crénico y de reposo.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIALES:

6.1.1 Animales:

Se emplearon 24 ratones hembra Balb/c de aproximadamente 11 semanas de
edad, proporcionados por el bioterio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (U.A.N.L.)
los cuales fueron mantenidos en jaulas microventiladas con acceso a agua y alimento
libitum con un ciclo luz/oscuridad de 12 h (6AM-6PM), una temperatura ambiental
controlada de 22°C y humedad relativa de 45°C. Los animales tuvieron un periodo de

adaptacion de 2-3 semanas tras su llegada.

Para llevar a cabo el experimento se determinaron cuatro grupos experimentales
en funcién de la presencia o no de tumor, y la aplicacion o no del estrés croénico:
1. Ratones control sin tumor

1.1 Condiciones normales de alojamiento (n=3)

1.2 Condiciones de estrés crénico (n=3)
2. Ratones portadores del linfoma murino L5178Y-R

2.1 Condiciones normales de alojamiento (n=9)

2.2 Condiciones de estrés crénico (n=9)

Todos los procedimientos de trabajo con los animales fueron aprobados por el
Comité Interno de Etica del Departamento de Inmunologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas, UANL.

6.1.2 Linfoma murino L5178Y-R:

En el presente proyecto de Tesis se emple6 el modelo murino del linfoma
L5178Y-R, el cual es un linfoma murino originalmente obtenidos en ratones de la cepa
DBA/2 y que ha sido utilizado ampliamente en ratones Balb/c puesto que poseen el
mismo haplotipo (H-2d) que la cepa DBA/2.
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Las células L5178Y originales se obtuvieron a partir de un linfoma inducido por
metilcolantreno en ratones DBA/2 el 8 de julio de 1951 en la Universidad de Yale
(USA) (Szumiel et al. 2005). En cuanto al tipo celular, presentan una morfologia de
linfoblastos (origen timico) y presenta la caracteristica de ser resistente a rayos X y
sensible a radiacion ultravioleta (UV-C).

Este linfoma se mantiene por trasplante de raton a raton mediante la inyeccién
intraperitoneal de un volumen de @n2. de una suspension celular (5%t@lulas/ratén)
en ratones hembras Balb/c de 4 a 6 semanas de edad. Trece dias después de la
inoculacién, se colectd el liquido ascitico de la cavidad peritoneal de los ratones

(previamente sacrificados por dislocacion cervical).

Después de esto, la suspension ascitica se colecté en tubomtdecs0 10mL
de PBS. La suspension celular se lavé dos veces en PBS, por centrifugacion a 2000 rpm
durante 10 min, y se ajusadina densidad de 2 x16élulasmL (utilizando la cAmara de
Neubauer) en medio RPMI completo. Se inoculérillde la suspension ajustada en
forma subcutanea en la extremidad posterior derecha de ratones BALB/c de 11 semanas
(Gémez-Flores et al. 2005). En los ratones control en los que no se inocul6 la suspension

de células tumorales, se inocul6 Ml de PBS en la extremidad posterior derecha.

24



6.2 METODOS:

6.2.1 Protocolo de induccion del estrés crénico

Existen distintos paradigmas que han sido utilizados con la finalidad de generar
un estrés crénico en los animales de experimentaEidrel protocolo empleado para
este proyecto de tesis se combinaron e intercalaron dos paradigmas diferentes con el
objetivo de evitar la habituacién de los animales al estrés: restriccion del movimiento y
nado forzado. Estos dos paradigmas se distribuyeron se forma aleatoria por un periodo
de 24 dias (Zamora-Gonzalez et al. 2013) y se realiz6 siempre en un horario de mafana

(9-10:30 a.m. aproximadamente).

A continuacién, se muestra el calendario empleado para realizar el protocolo de

induccién del estrés cronico (Tabla 1).

17 18 19 20 21

Dias [

|{f:{32:)| RE |RE|RE|RE|RE|FS|RE|RE|FS|RE| R |RE|FS|RE|FS|RE|RE| R |RE|FS |RE|RE|FS|RE

™

Peso

Sucrosa [ X X X

Tomade
muestras

Tabla 1. Calendario empleado durante los 24 dias de duracion del protocolo, E&sdestrés por

inmovilizacién, FS= Nado Forzado y R= Descanso de Estrés y TM= Medicién deytypaso.
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6.2.1.1 Estrés por restriccion del movimiento

Los ratones se colocaron de forma individual en un tubo conico dd. Sflen
ventilado, sin posibilidad de moverse hacia adelante o hacia atras en el dispositivo, y
saliendo la cola al exterior por medio de un orificio en la tapa. Los animales fueron
expuestos a estrés por restriccion del movimiento durante 30 minutos diarios (Zamora et
al. 2013). Durante este tiempo, los animales control permanecieron en sus jaulas sin que

se perturbara su ambiente.

A continuacién, se muestran algunas imagenes tomadas mientras se indujo el

estrés en los ratones por restriccion del movimiento (Figura 1).

Figura 1. a) Induccion de estrés por restriccion del movimiento en ratones BALB/c genidnas de
edad. b) Ratones hembras Balb/c durante la sesion de restriccion de movimidatpada final del

protocolo.

En la ultima semana del protocolo, como consecuencia del incremento del
tamafio del tumor se hizo dificil introduccién de los ratones en los dispositivos
utilizados, por lo que con la intencién de no lastimar a los animales, se decidié emplear
tubos de mayor grosor tal y como se muestra en la Figura 1b.
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6.2.1.2 Estrés por nado forzado

Como se indicé anteriormente, la inclusion de este paradigma tiene como
finalidad evitar la habituacion al estrés de los animales de experimentacion, por lo que se
incluyé de forma aleatoria a lo largo del protocolo de 24 dias de duracion. Para llevar a
cabo el nado forzado se emplearon recipientes cilindricos de pléstico de 13 centimetros
de altura y 24 centimetros de didmetro, que contenian agua templada. Aquellos dias en
los que se aplicé el nado forzado, los animales permanecieron en estos recipientes
durante 15 minutos. Durante todo ese tiempo se vigildé a los animales y se determino el
grado de movilidad de los ratones, es decir, si nadaban o se mantenian flotando (con el
objetivo de detectar posibles cambios en el estado animico ya que si Unicamente flota se
FRQVLGHUD TXH KD SHUGLGR OD 3HVSHWEDR@FyUra2SRU OR

se muestran imagenes de los ratones durante el nado forzado.

Figura 2. En las imagenes se muestran algunos de los ratones de experimententés se realizaba la

prueba de nado forzado, como parte del protocolo de induccién del edtiés.cr
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6.2.2 Prueba de la preferencia por sacarosa o prueba de la anhedonia

Durante el periodo del protocolo de induccién del estrés crénico se llevo a cabo
la prueba de preferencia por sacarosa, también denominada prueba de la hedonia, el
gusto por el placer, la cual tiene como objetivo determinar posibles cambios en el
estado animico de los animales como consecuencia del estrés cronico inducido. El
objetivo de la prueba es determinar la preferencia o no de los animales bajo estrés por
una sustancia dulce, siendo ésta considerada como algo placentero o agradable, ya que
los animales que se encuentran deprimidos o en estado de anhedonia, pierden el gusto

por el placer.

La prueba consiste en darle a elegir a cada grupo experimental de ratones entre
dos biberones, uno con 266 de agua del grifo y otro con 2@8L de una solucién de
sacarosa al 2%. La solucién de sacarosa se prepard mediante la disolucion de 4 g de
sacarosa (Jalmek, CAS 57-50-1, Lote: 11-2004-18S59) emPQ@f® agua destilada.

Posteriormente, se determiné el nivel de ingesta de uno de los liquidos a las 24 y
48 horas, mediante la medicion con probeta del volumen restante en los biberones. Con
estos datos, se calculd el porcentaje de preferencia por sacarosa como el consumo de
solucién de sacarosa dividida por el consumo total de fluidos (agua mas sacarosa),
multiplicado por 100 (Chiba et al. 2012).

Antes de comenzar con el protocolo de estrés crénico, se realizé una adaptacion
de los animales a la sacarosa. Para ello, se ofrecié por primera vez a los ratones una
solucion de sacarosa al 2 % asi como agua normal y los recipientes se cambiaron de
posiciéon en la jaula cada 24 horas. Este periodo de adaptacion tuvo una duracion de tres
dias (Strekalova et al. 2004). Es importante que haya una adaptacion inicial a la
sacarosa, para evitar confundir una baja preferencia por sacarosa debida a un estado de
anhedonia, con baja preferencia porque los animales no estan acostumbrados a su
presencia y pueden presentar cierto rechazo a lo nuevo. Posteriormente, se realizé la
prueba de preferencia por sacarosa en los dias 7, 14 y 21 del protocolo de induccion de

estrés cronico.
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6.2.3 Monitoreo del peso corporal e indice de masa corporal

Para determinar la evolucién del peso corporal, los ratones fueron pesados en
distintos dias durante el protocolo: dias 0, 7, 12, 15, 20 y 23. Para ello, se introdujeron
individualmente en una caja de plastico envuelta con papel de aluminio, pesandose

siempre tras la realizacion del protocolo de estrés cronico.

Ademas, se realizé el calculo del indice de masa corporal (IMC) de los
distintos grupos experimentales. Esto se llevo a cabo al final del protocolo y para ello, se
midi6 la distancia ano-nasal y el peso corporal final, calculandose el IMC siguiendo la
siguiente férmula: Peso/Alturéunidades g/ch).

6.2.4 Determinacion de progresion tumorain vivo

Para determinar los cambios en la progresion tumoral se determinaron los

siguientes parametros en los dias 0, 7, 12, 15, 20 y 23 del protocolo.

a) Peso tumoral el peso tumoral se estimé por la medicion calibrada del largo
(A) y del ancho (B) del tumor, empleandose para el calculo la siguiente
formula

m:“* ;z N:vv o
U

<TM.:“. 1L

b) Volumen tumoral: el volumen tumoral se calculdé partir los diametros
pendiculares del tumor (Tomayko y Renolds 1989; Feldmand et al. 2009),
empleandose para el calculo la siguiente formula:

U-LE-xU fOt;
y " ) B' )

siendo L, W y H, longitud, anchura y altura, respectivamente.
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Para llevar a cabo las medidas de largo y ancho del tumor se utilizé un vernier
digital. Las mediciones siempre las tomo la misma persona con la finalidad de evitar

variaciones en la forma de medicion que pudieran alterar los datos tomados.

6.2.5 Cuantificacion de los niveles plasméticos de corticosterona y norepinefrina

Una vez finalizado el protocolo de estrés cronico, se sacrificaron los ratones por
puncion cardiaca terminal usando EDTA para impedir la coagulacion de la,sangre
siendo previamente anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina con una
concentracién de 100 mg/kg y 10 mg/kg de peso coporal, respectivamente (Flecknell
1993). La sangre obtenida se centrifug6 a 3000 r.p.m. durante 10 minutos, se recupero y

se realizaron alicuotas del plasma, almacenandose a -70°C hasta su utilizacién.

Los niveles de corticosterona y norepinefrina en plasma se cuantificaron por
medio de ensayos de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbert Assay) utilizando los kits
Corticosterone EIA Kit (Enzo Life Sciences) y Mouse Noradrenaline ELISA kit
(MyBiosource) siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

En el caso de la corticosterona, se emple6 un ELISA de tipo competitivo con un
rango de deteccion de 32-20,000rmpl/ De forma resumida, se agregaron 100los
estandares y las muestras por duplicado (asi como los controles correspondientes), en
una placa cubierta con anticuerpos IgG anti-oveja de burro. Se analizaron 3 muestras de
cada grupo control y 9 muestras de los dos grupos portadores de tumor, realizandose una
dilucion 1:3 para llevar a cabo el ensayo. A continuacion, se afadié/ 5dd
anticuerpo con corticosterona conjugado a fosfatasa alcalina y 88 un anticuerpo
policlonal de cabra contra corticosterona, incubandose la placa durante 2 horas en
agitacion y a temperatura ambiente. A continuacion, se realizaron 3 lavados y se
agregaron 200 / del sustrato, realizandose una incubacion de 1 hora a temperatura
ambiente sin agitacion. Pasado este tiempo, se agregarohdsOla solucion Stop y se

realizo la lectura de la densidad optica a 405 nm en un lector de placas.
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En el caso de la cuantificaciébn de norepinefrina, se realiz6 un ELISA de tipo
sandwich (double antibody sandwich) con un rango de deteccion de 15.6-1800 pg/
El anticuerpo unido a la placa es de tipo monoclonal contra la NE de ratén, mientras que
el anticuerpo de deteccion es un anticuerpo policlonal etiquetado con biotina. En primer
lugar, se agregaron 100/ de los estandares y las muestras de plasma (dilucion 1:10),
incubandose a 37 °C por 90 minutos. Después de esto, se realizaron tres lavados, se
afladieron 100 / del anticuerpo biotinilado y se volvié a incubar 60 minutos a 37 °C.
De nuevo se realizaron tres lavados para posteriormente afadiv te0 conjugado de
la enzima (excepto en los pocillos blanco), incubdndose otros 30 minutos. Finalmente, se
realizaron cinco lavados consecutivos, se adicionaron 100 del sustrato
correspondiente, se incubd a 37 °C durante unos 20-30 minutos, se afiadio el reactivo C

y se realiz6 la lectura de la DO a 450 nm, en un tiempo de 10 minutos.

6.2.6 Cuantificacion de citocinas TH1/TH2/TH17 plasmaticas e intratumorales

Utilizando las muestras de plasma almacenadas a -70 °C se determinaron los
niveles de las citocina$L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN- \ 7%) SRU PHGLR GH
citometria de flujo con el equipo (BD Accuri C6; Becton-Dickinson Biosciences, Ann
Arbor, MI, USA) y utilizando el kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Th1/Th2/Thl17 (BD Biosciences), siguiente las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, los datos obtenidos se analizaron con el programa FCAP Array

Software V 3.0 (Soft Flow Hungary, Ltd., Pécs, Hungary).

Se analizaron tres muestras de plasma por cada grupo control y seis muestras de
cada grupo portador de tumor (estrés cronico y reposo). Ademas, se analizaron tres
muestras de lisado proteico intratumoral de cada grupo portador de tumor. Se emplearon
50 / de plasma en cada caso (no siendo necesario realizar diluciones) y en el caso de
ODV PXHVWUDY WXPRUDOHY VH HPSOHDURQ J GH SUF
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En resumen, se realizé la preparacion de los estandares (con una concentracion de
entre 20-5000 pgiL) y las muestras. Posteriormente, se afiadieron/5@e la mezcla
de las perlas de captura a cada tubo de ensayo) 88 cada estandar/muestra y 50
de ficoeritrina, y se incubaron 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Después
de esto, se realiz6 un lavado comL buffer de lavado y se centrifugaron los tubos
durante 5 minutos a 200 g. Finalmente, se aspira el sobrenadante con mucho cuidado, se
afladen otros 300/ del buffer de lavado y se resuspendieron las perlas, para la lectura

en el citdmetro de flujo.

6.2.7 Determinacién del nivel de expresion ddEGF, HIF-1 ., VEGF-R2 e IL-6por
PCR punto final

6.2.7.1 Extraccion de RNA y retrotranscripcion a cDNA
Se determinoé la expresion génicaeGF, HIF-1, VEGFR-2 e IL-én el tejido

WXPRUDO SRU 3&5 FRQYHQFLRQDO R 3&5 SXQWR-ILQDO
actina. Tras realizar la puncion cardiaca terminal, se extrajeron los tumores, se pesaron y
se fragmentaron, siendo lavados en PBS y posteriormente, congelados en hielo, para ser
transferidos a viales de 1%L y almacenados a -70 ° C hasta el momento de su
utilizacién. Para llevar a cabo la extraccion del RNA del tejido tumoral se empleéd la
técnica deChomczynskiChomzynski y Sacchi 1987). Se agregaron 50-100 mg de tejido
tumor a viales con inL de TRIzol (Thermo Fisher Scientific) y se homogeneizaron con
pistilos estériles. Se incubaron las muestras 5 minutos a temperatura ambiente y se
afadié 0.2mL de cloroformo. Se agitaron los viales durante unos 15 segundos y se
dejaron incubar 2-3 minutos a temperatura ambiente, para posteriormente, realizar una
centrifugacién a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Més tarde, se extrajo la fase
acuosa y se adicioné 0mBL de isopropanol, seguido de una incubacion de 10 minutos.
A continuacién, se volvié a centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos en frio, se
volco el sobrenadante y se afadiinll de etanol al 70 % en cada vial. Se realiz6 una
altima centrifugacion durante 5 minutos a 7,500 rpm a 4°C, después de la cual se volco

el sobrenadante y se dejaron secar los tubos boca abajo, sobre un papel.
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Por altimo, se resuspendio el pellet agregando B6e agua libre de nucleasas e
incubando las muestras a 56°C durante 15 minutos en un Thermomyxer y se

almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

Posteriormente, se cuantifico la concentracion de RNA obtenido por medio de la
utilizacion de Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Para ello, las muestras se diluyeron
1:10 y teniendo en cuenta los valores resultantes de concentraciéon de RNA se ajusto la

cantidad necesaria para la reaccion de retrotranscripcion.

El siguiente paso fue la retrotranscripcion de RNA a cDNA, para lo que se
empled el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Part
N° 4368814, Lot N° 1502204). En cada reaccion de un volumen final de/ 2@
FDUJDURQ J GH 51% GH FDGD XQ (EnG@Givaubeh fihxilde/ WU DV
10 /), 2 [ de 10X RT buffer, 0.8 / de 25X dNTP Mix (100 mM), 2 / de 10X RT
Random Primers, 1/ de MultiScribe Reverse Transcriptase, y 4/2de agua libre de
nucleasas. Las condiciones de reaccion utilizadas fueron las siguientes: 25 °C (10
PLQXWRYV f& PLQXWRYV f& PLQXWRYV \ f&
retrotranscripcion, el cDNA se almacené a -20°C.

6.2.7.2 PCR punto final
A continuacion se muestran los primers (Tabla 2) que se utilizaron para cada uno

de los genes de interés, asi como del control end6geno.

GEN Forward primer Reverse primer Tamario (pb)
-actina | GACATGGAGAAGATCTGGCA| GGTCTTTACGGATGTCAACG 161
HIF-1 CAAAACACACAGCGAAGC TCAACCCAGACATATCCACC 437
VEGF-A | GCGGGCTGCCTCGCAGTC [ TCACCGCCTTGGCTTGTCAC 716
VEGFR2 TCAGGCATCAGTGCAG GACCTGTAGTCCATAGGCT 155
IL-6 | AGTGGCTAAGGACCAAGACC| GCACTAGGTTTGCCGAGTAGA 102

Tabla 2. Lista de los primers empleados para realizar los ensayos de PCRipainto f
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Condiciones de primers para o¢RGFE

2X Master Mix (GoTaq Green Master Mix, 2x, Promega, Lot. 0000135273): 5 ul
Forward primer (10g/ ul): 0.3 pl

Reverse primer (1@/ pl): 0.3 pl

cDNA (100 ng/ pul): 1 pl

H.0 libre de nucleasas: 3.4 ul

Volumen final de reaccién: 10 pl

Programa: 94°C 4 min; 94°C 30 seg; 59.2°C 30 seg; 72°C 30 seg; 72°C 4 min (30

ciclos).

Condiciones de primers para gétF-

2X PCR Master Mix: qul
Forward primer (100 ng/ ul): L
Reverse primer (100 ng/ pl): 1
cDNA (100 ng/ pul): 1 pl

H.0 libre de nucleasas: 2 pl

Volumen final de reaccién: 10 pl

Programa: 94°C 4 min; 94°C 30 seg; 54°C 30 seg; 72°C 30 seg; 72°C 4 min (30 ciclos).

Condiciones de primers para geneactina, VEGF-R2 e IL-6

2X PCR Master Mix: qul
Forward primer (10 @/ ul): 0.5 L
Reverse primer (10g{ ul): 0.5 /
cDNA (100 ng/ ul): 1 ul

H.0 libre de nucleasas: 3 pl

Volumen final de reaccion: 10 pl

Programa: 94°C 4 min; 94°C 30 seg; 60°C 30 seg; 72°C 30 seg; 72°C 4 min (30 ciclos).
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Tras la finalizacion de la PCR punto final, las muestras se coreerana
electroforesis en gel de agarosa al 1%, con buffer SB 1X, a 150 V durante 35 minutos.

Para la preparacion del gel de agarosa 1 % se empled 1 g de agarosanen 100
de buffer SB y se calentd en el microondas (potencia media, 1.5 minutos) hasta que se

disuelve completamente.

Para la preparacion del buffer SB (borato de sodio) 1X, se partié de un stock de
buffer SB 50 X (20 g NaOH, 120 gzsBO3; en un litro de agua destilada), se tomaron 20
mL de buffer SB 50X y 98@nL de agua destilada para tener 1 litro de buffer SB 1X,

siendo esta la solucion de trabajo.

El marcador empleado fue el marcador de 100 pb (Promega, G210A). Se
utilizaron 5 / del marcador y 1 / de buffer de carga. Posteriormente, el gel se tifié en
bromuro de etidio durante 20 minutos y se observaron los resultados obtenidos en un
transiluminador (UV Transilluminator Model M-20, UVP). Para la preparacion del
bromuro de etidio, se tomaron 20 de bromuro de etidio concretado y se disolvieron
en 500mL de agua destilada.

Se tomaron fotografias de los resultados y posteriormente, se llevé a cabo un
andlisis por densitometria empleando el procesador de imagenes ImageJ, asi como un

analisis estadistico (ANOVA de una via).

Para llevar a cabo el andlisis de densitometria, se analizaron las imagenes de los
geles invirtiendo los colores. Se midi6 el area de cada muestra de PCR, se calculo el
porcentaje que representa cada una y se normalizaron los datos. Posteriormente, se
FRPSDUDURQ ORV GDWRV GH FDGD XQR GH ORV- JHQHV
actina. Esto se hizo para las muestras de condiciones normales y muestras bajo estrés
cronico. Finalmente, se calculé un nuevo ratio, comparando los resultados de las

muestras de estrés crénico sobre los controles, es decir, las muestras de reposo.

Por ultimo, se realizé un analisis ANOVA de una via para determinar posibles
diferencias en el nivel de expresion génica de los genes de interés bajo las dos

condiciones, estrés crénico y reposo.
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6.2.8 Extraccion de proteinas tumorales

Para la extraccion de proteinas tumorales se pesaron trozos de tumor de unos 50
mg aproximadamente y se homogeneizaron en buffer de lisis (Tris-Hcl 50 mM pH 8.0,
NaCl 150 mM, Triton X-100 al 0.1 %, SDS al 0.1 %, EDTA 1 mphto con
inhibidores de proteasas (PMSF 10 mig). Las muestras se dejaron incubando en hielo
por medio hora y posteriormente, se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 minutos a 4 °C.
A continuacion, se conservé el sobrenadante y se almacené a -20 °C hasta el momento
de utilizacion. La cuantificacién proteica se realiz6 por medio de un ensayo

colorimétrico (BioRad Protein Assay), determinandose la densidad oOptica a 595 nm.

En caso de ser necesario, se realizé la concentracion de las muestras de proteinas
por medio de la precipitacion con acetona. Para ello, se agregé acetona con una
proporcion de 4:1, con respecto a la muestra; se mezclaron los viales por medio de
agitacion por vortex y se centrifugaron durante 10 minutos a 13,000 rpm.
Posteriormente, se decantd la acetona, se dejé secar brevemente y se resuspendio el
pellet con una solucién de Tris-HCI 50 mM.
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6.2.9 Andlisis histologico del linfoma murino L5178Y-R en ratones estresados/no
estresados.

Tras la finalizacion del protocolo de estrés cronico se llevd a cabo la extraccion
de los tumores formados en la extremidad posterior derecha de los ratones. Parte de las
muestras obtenidas se incluyeron en una solucion de formalina 10 % para realizar la
fijacion de los tejidos y posteriormente, se pasaron a una solucion de etanol 70 % para su

almacenamiento a largo plazo.

Para la realizacion de los estudios de histologia de los tumores se cont6 con la
colaboracién del Dr. Armando Trejo, del Departamento de Patologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autébnoma de Nuevo Leon. Los
bloques fijados se incluyeron en parafina y se obtuvieron secciones del tejido de unas 5

P GH JURVRU XWLOL]DRGdales Juekoh moptid&SPeR laminillas,

realizandose una tincidon de hematoxilina y eosina.

Las secciones de tejido fijadas (no mas de 0.5 cm de grosor) se colocaron en
cassettes y se procesaron siguiendo el protocolo que se describe a continuacién: etanol
70 %, 1 hora (2 cambios); etanol 80 %, 1 hora (2 cambios); etanol 95 %, 1 hora (2
cambios); etanol 100 %, 1 hora (3 cambios); xilol, 1 hora (3 cambios) y finalmente,
inclusion en parafina (56-68 °C), 1.5 horas (2 cambios).

Los blogues obtenidos se cortaron en secciones.deilizando un micrétomo
y posteriormente, se pasaron a un bafio de agua a 37 °C para ser montadas sobre los
portaobjetos. Después de esto, se calentaron a 65 °C durante 20 minutos y los
portaobjetos se almacenaron a temperatura ambiente toda la noche. Después de eso, se
realiz6 una tincion de hematoxilina y eosina. En primer lugar se procedi6 a la
rehidratacion de las secciones por medio del siguiente protocolo: xilol, 10 minutos (2
cambios); etanol 100 %, 3 minutos (2 cambios); etanol 95 %, 3 minutos (2 cambios);
enjuagar con agua destilada; tincion con solucion de hematoxilina, 8 minutos; lavado
con agua corriente, 5 minutos; alcohol acido 1 %, 30 segundos; lavado con agua

corriente; tincién con eosina, 2 minutos y finalmente, deshidratar y montar.
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Tras el procesamiento de las muestras, las laminillas con los cortes histologicos
de tumores de ratones que fueron sometidos a estrés cronico y de ratones que
permanecieron en reposo se observaron al microscopio a amplificaciones de 4X, 10X,
20X y 40X, y se analizaron las caracteristicas histolégicas y patologicas de las muestras
tumorales. Posteriormente, se tomaron fotografias de los aspectos mas significativos en

cada caso.

6.2.10 Analisis estadistico:

Para el analisis estadistico se utilizé una prueba ANOVA de una via, y la prueba
de Tukey para la comparacion de medias, en aquellos casos en los que hubo diferencias
entre los grupos experimentales. Se emplearon los programas Origin y SPSS, para la
realizacion de gréficas y el analisis estadistico.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Evolucion del peso corporal e indice de masa corporal

Uno de los principales indicadores de los efectos del estrés cronico es la pérdida
0 no ganancia de peso corporal, ya que bajo condiciones de estrés tienen lugar cambios
metabolicos en el organismo. Por ello, se midio el peso corporal de los ratones en el dia
inicial del protocolo o dia 0, asi como en los dias 7, 12, 15, 20 y 23 y a continuacion, se
muestran los resultados obtenidos en forma de porcentaje de variacion de peso en la
Figura 3, tomando como 100 % el peso inicial.

—#—Tumor reposo

——Tumor estrés

120 1 —m— Control Reposo *
1 —ap— Control estrés *

Evolucion porcentual peso corporal (%)

100 -
a5 —
: a0 —
85 - | . | . | . I . T . T '
] 7 12 15 20 23
Tiempo (dias)

Figura 3. Evolucion del peso corpordk los cuatro grupos experimentales durante los 24 dias de duracion
del protocolo de estrés cronico
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Dentro de los grupos controles (no portadores de tumor), el grupo sometido a
estrés cronico no tuvo un incremento de peso, sino que sufri6 una pérdida de peso
aproximadamente del 5 %. En cambio, los ratones que permanecieron en las condiciones
normales de alojamiento si que tuvieron un incremento del peso corporal, especialmente

en la fase final del protocolo, dandose un incremento de en torno a un 5-7 %.

Se realizé una prueba ANOVA de una via para comparar el porcentaje de
variacion de peso entre ambos grupos durante los distintos dias en los que se determind
el peso, y se observd un incremento de peso significativamente mayor (p<0.05) en el
grupo que permanecio en reposo, a excepcion del dia 12, en el que no hubo diferencia
significativa. Los valores de obtenidos en cada caso fueron los siguientes: Dia 7: p =
0.005; dia 12: p = 0.02; dia 15: p = 0.01; dia 20: p= 0.001; dia 23: p = 0.01.

Este mismo patron de variacion del peso se observa en los grupos portadores de
tumor. Los ratones portadores de tumor sometidos a estrés cronico mantuvieron un peso
similar tras 7 dias del protocolo, incrementandose ligeramente (3 % aproximadamente)

al final del protocolo.

En cambio, aquellos ratones portadores de tumor que no fueron sometidos a estrés
cronico presentaron un incremento de peso de un 5 % durante la primera mitad del

protocolo, alcanzandose un incremento medio del 15 % en los dias finales del protocolo.

De igual manera, se realizé un analisis estadistico de ANOVA de una via, para compara
la evolucién del peso de ambos grupos portadores de tumor, obteniéndose una variacion
de peso significativamente mayor en los ratones que permanecieron en reposo (p<0.05).
Los valores dg obtenidos para cada uno de los dias son los siguientes: dia 7: p = 0.01;
dia 12: p= 0.29; dia 15: p= 0.04; dia 20: p=0.01; dia 23: p=0.04.

También se compard la evolucion del peso entre ratones portadores de tumor y
controles, bajo condiciones de reposo, y no se encontraron diferencias significativas

entre ambos.
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Por tanto, se observa que efectivamente el paradigma de estrés empleado tuvo un
efecto sobre el peso corporal siendo esto una evidencia de la induccion de estrés cronico

en los ratones.

Otro importante indicador de los efectos del estrés sobre el organismo es el
indice de masa corporal (IMC, g/@mPor ello, se determiné el indice de masa corporal
en los cuatro grupos experimentales al final del protocolo de estrés crénico. En los
grupos control, el IMC del grupo de reposo fue de 0.35 g/orientras que en reposo
fue de 0.31 g/ch Los grupos portadores de tumor presentaron un IMC de 0.37g/cm
0.35 g/cri, respectivamente en reposo y estrés. Por tanto, podemos decir que se observé
un IMC significativamente menop<€0.05) en ambos grupos sometidos a estrés (control
y portador de tumor), en comparacion con los de reposo, siendo esto otro indicativo de

los efectos sobre el organismo del estrés cronico inducido (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de los valores de IMC de los 4 grupos experimentales al finakat=lprde
induccion de estrés crénico. Puede observarse que se dio un menorénu@sadcorporal en los grupos

bajo estrés cronico (p<0.05) que en condiciones de reposo.
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7.2 Peso y volumen tumoral

Con el objetivo de determinar la evolucion del peso y volumen tumoral, se
tomaron medidas de la extremidad posterior derecha (largo y ancho) en distintos dias a

lo largo del experimento y tras haber sido inoculado el tumor en el dia 1 del protocolo.

En cuanto al peso tumoral (Figura 5) no se observaron diferencias significativas
entre los grupos de estrés y reposo en el dia 7; siendo hasta el dia 12, cuando
observamos un peso tumoral significativamente mgye0.01) en el grupo sometido a
estrés cronic§1430+/- 94.8 mg) que en el de reposo (962146.7 mg). También en el
dia 15, se observo un mayor peso tumoral en condiciones de estrés qdmiab)(
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Figura 5. Evolucion del peso tumoral (mg) estimado bajo estrés crénico y repastealat protocolo de

induccién de estrés croénico.
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Sin embargo, al final del protocolo, no se observé una diferencia significativa en

el peso tumoral estimado entre las condiciones de estudio, con un peso tumoral de
2278.1+/- 162.5 mg bajo estrés cronico, frente a 1989.1+/-250.8 mg en reposo. Esto
podria deberse a que el protocolo de estrés cronico empleado sélo tiene una duracion de
30 minutos, lo que cual no es demasiado agresivo y puede que no sea suficiente para
generar una mayor progresion del tumor. Ademas de esto, debido a la localizacion del
tumor, en la extremidad posterior derecha, esto supone una limitacion en cuanto al
tamafio maximo que puede alcanzar el tumor, sin que se comprometa la movilidad y
bienestar de los ratones. A pesar de lo anterior, si que es posible observar que se da una
progresion mas rapida del tumor en presencia de estrés cronico, como se Vvio en los dias
12 y 15.

En cuanto a la evolucion del volumen tumoral estimado (Fi§urae observo
una progresion similar al peso tumoral. En el dia 12, hubo un volumen
significativamente mayor en el grupo bajo estrés crénico (1187.472.37 mm) que
encondiciones de reposo (772.8+/- 140.75%m
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Figura 6. Evolucién del peso volumen tumoral en los grupos bajo estrés croreposo a lo largo de los

24 dias del experimento.
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En el caso del dia 15, se dio un volumen mayor bajo estrés crénico (1251.7+/-
147.2 mm) que en reposo (980.1+/- 70.7 MEn cambio, al final del protocolo, y al
igual que sucedio con el peso tumoral, no se observaron diferencias significativas entre
las dos condiciones de interés (2124.6+/-180 nfrente a 1848+/- 246.4 nin

Una vez finalizado el protocolo, se extrajeron los tumores de la extremidad

posterior derecha y se pesaron de manera individual.

En la Figura 7, se muestra el peso tumoral final medio de ambos grupos: 5.53+/-
0.44 g en reposo, frente a 5.12+/-0.68 g en condiciones normales de alojamiento. Al
igual que sucedi6 con las estimaciones de peso y volumen, en este caso tampoco se

obtienen diferencias significativas entre los grupos de estrés y reposo.

Peso tumoral final (g)

Reposo ' Estrés
Grupos

Figura 7. Representacion del peso tumoral final medio de los grupos portadores de linfoma.

Ademas de las caracteristicas propias del modelo, esto también puede ser debido
a que el paradigma de estrés empleado es relativamente suave, teniendo una duracion de
30 minutos como maximo. Como consecuencia, aunque si hay efectos sobre el peso

corporal causados por el estrés, esto no llega a observarse en cuanto al tamafio tumoral.
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A continuacién, se muestran fotografias tomadas a los tumores justo después de

la extraccion y pesado, de ratones bajo estrés cronico y reposo (Figura 8).

-
T——— -

S

Figura 8. En las imagenes a, b y ¢ se muestran tres de los tumores extraidagpdedeyratones en
reposo, mientras que en las imagenes d, e y f, se muestrar ties tdmores de ratones bajo estrés

crénico.
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7.3 Prueba de preferencia por sacarosa o prueba de anhedonia

Con el objetivo de determinar posibles cambios animicos en los ratones Balb/c
como consecuencia del protocolo de induccion de estrés cronico empleado, se utilizé la
prueba de preferencia por sacarosa. Tras una adaptacion inicial, se realizé la prueba de
manera semanal, en los dias 7, 14 y 21 del protocolo, midiendo el volumen tomado de
agua y sacarosa a las 24 y 48 horas. Se considera que un porcentaje menor al 60-65 % de
preferencia por sacarosa es un indicativo de anhedonia (o estado depresivo), mientras
gue en ratones sanos se espera una preferencia por sacarosa en torno al 80 % (Chiba et
al. 2012; Pothion et al. 2004).

En la prueba realizada en la semana 1 (Figura 9A), el porcentaje de preferencia
por sacarosa a las 24 horas en los grupos control, fue de 48.5 % en reposo y 48.6 % en
estrés, mientras que en los grupos portadores de tumor fue de 66.7 % en ambos casos. A
las 48 horas, el porcentaje de preferencia por sacarosa en los controles fue de 52 y 54 %,
respectivamente en reposo y estrés, mientras que en los grupos con tumor, fue de 66.7 y
69.4 %. A pesar de que se obtuvieron valores inferiores al 80 %, esto no puede
considerarse como indicador de anhedonia ya que es la primera prueba realizada y
probablemente, alin no hubo una adaptacion completa de los ratones a la presencia de

sacarosa.

En la segunda prueba realizada (Figura 9B), se pudo observar que a las 24 horas,
en el grupo control bajo estrés se dio la mitad de preferencia por sacarosa (45.4 %) que
en reposo (90.4 %), mientras que a las 48 horas estos valores fueron mas similares, con
un 69.2 y 81.4 %, respectivamente. En el caso de los grupos portadores de tumor, la
preferencia por sacarosa a las 24 horas fue de 90.5 y 68.4 % en reposo y estrés, y de 82.1
y 87.3 % a las 48 horas. Por lo tanto, tampoco en la segunda semana se puedo
determinar una menor preferencia por sacarosa en condiciones de estrés crénico, que sea

indicativa de un estado de anhedonia o depresion en los ratones.

Por ultimo, en la tercera semana (Figura 9C), se determinaron valores de
preferencia por sacarosa superiores a las dos semanas anteriores, dandose a las 48 horas

un % de preferencia por sacarosa superior a 75 % en los cuatro grupos experimentales.
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Figura 9. Se muestran los resultados obtenidos en la prueba de preferencia pusasachr los dias 7
(Figura 9A), 14 (Figura 9B) y 21 (Figura 9C), a las 24 y 4&$0
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Figura 9. Se muestran los resultados obtenidos en la prueba de preferencia pmsasacir los dias 7
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La anhedonia es la falta de interés en un estimulo de recompensa, por lo que lo
normal seria encontrar una preferencia por una bebida dulce, mientras que si eso no se

produce seria indicativo de anhedonia/depresion.

En general, los resultados obtenidos no muestran un estado de anhedonia en los
ratones producido por el estrés crénico. Esto puede deberse a que el estrés inducido es
no es lo suficientemente agresivo como para generar depresion. Ademas, hay
antecedentes que muestran que es la anhedonia (y no el estrés crénico) la que se asocia
con sintomas de la depresion, como son un mayor tiempo de flotacion durante el nado
forzado y menor exploracion, es decir, que el estrés crénico no siempre esta asociado
con estado de anhedonia. Por otro lado, se ha visto previamente que una mayor ansiedad
y pérdida de peso corporal fueron consecuencias del estrés cronico, independientemente
de la anhedonia (Strekalova 2004).
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7.4 Niveles plasmaticos de las principales hormonas del estrés: corticosterona y

norepinefrina

En presencia de estrés cronico tiene lugar la activacion de dos vias principales en
el Sistema Nervioso, el eje HPA y el Sistema Nervioso Simpético, dandose lugar a la
produccion de corticosterona y norepinefrina, respectivamente, entre otras hormonas.
Por ello, una vez finalizado el protocolo de estrés cronico, se cuantificaron los niveles
plasmaticos de corticosterona por ensayo de ELISA comercial. Se determind la
produccion de corticosterona en los grupos control (n=3, por duplicado) y en los grupos

portadores de tumor (n=5, por duplicado).

En los grupos controles se determind una concentracion media de 37.2 +/-4.5
ng/mL en los ratones que permanecieron en las condiciones normales de alojamiento, y
de 38.9/-9.7 ngmL bajo estrés cronico (Figura 10). Por lo tanto, en el grupo de ratones
que fueron sometidos al protocolo de induccion del estrés crénico no se observé una

mayor produccion plasmatica de corticosterona tras 24 dias.
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Figura 10. Niveles plasmaticos de corticosterona (nig) determinados por ELISA, tras la realizacién del
protocolo de induccién de estrés cronico, en los grupos controles y pestaéaumor (en condiciones de

reposo y bajo estrés crdnico).
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Esto puede deberse a que hubo una regulacion negativa del eje HPA tras los 24
dias de protocolo, es decir, que la induccién del estrés cronico no fue suficiente como
mantener elevados los niveles de corticosterona tras un protocolo de 24 dias. Para llevar
a cabo la eleccion del tipo de paradigma de estrés, nos basamos en antecedentes como,
Zamora et al. 2013, donde reportaron un nivel elevado de corticosterona en el grupo de
ratones estresados con respecto al grupo control, indicando que esto puede deberse a un
fallo en el mecanismo de retroalimentacion negativo del eje HPA. Sin embargo, en

nuestro experimento no se observo esto.

Otro factor a tener en cuenta, es el ciclo circadiano de la corticosterona, ya que la
hora del dia en la que se lleva a cabo el sacrificio y la toma de muestras, podria afectar
en los resultados finales, debido las variaciones diarias en la concentracion de esta

hormona.

En cuanto a los ratones portadores de tumor, si que se observé una produccion
significativamente mayor (p=0.03bde Student) de corticosterona en los ratones a los
que se indujo estrés cronico (40.6+/-5.2nmgy con respecto a los que permanecieron
bajo las condiciones normales de reposo (2436 ngilL).

El hecho de que si hubiera una mayor activacion del eje HPA en forma de
produccion plasmética de corticosterona en condiciones de presencia de tumor en el
organismo, pero no en ratones sanos (ausencia de tumor), puede deberse a que el propio

tumor, por su presencia en el organismo, esté generando esta respuesta.

Esto puede deberse a que como se trata de un protocolo de estrés crénico, es
decir, de larga duracién, y debido a que método empleado para inducir estrés crénico no
es demasiado intenso, llega un momento en que se regula el eje HPA por un mecanismos
de retroalimentacion negativa. Ademas, otra variable que es necesario tomar en
consideracion es que el nivel de corticosterona en las hembras puede fluctuar segun el
punto del ciclo estral, por lo que seria importante regular esta variable en proximos
experimentos, asi como realizar estos estudios en ratones machos, para evitar estas
posibles influencias hormonales y determinar posibles variaciones debidas al sexo de los

animales.
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Otra de las principales hormonas liberadas en respuesta al estrés es la
norepinefrina (NE). Se realizé la cuantificacion de NE en plasma en ratones de los

cuatro grupos experimentales tras la finalizacion del protocolo.

En primer lugar, en los grupos control (reposo o0 estrés) no se observaron
diferencias significativas (p=0.14), dandose una produccion media de 106.5+/-3.77
pg/mL en condiciones de reposo y de 146.1+/-21.Mpgén los ratones bajo estrés
cronico (Figura 11). Al igual que lo observado anteriormente en los resultados de
corticosterona, tampoco se observd un incremento significativo de NE tras la realizacion

del protocolo.
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Figura 11. Cuantificacion de los niveles plasmaticos de norepinefrina por ensayd 88, Eln los grupos

control (sin tumor) y portadores de tumor, bajo reposo y estrés cronico.

En cuanto a los grupos portadores de tumor, se determind una concentracion de
845.4+/-52.1 pghL en ratones en reposo, y de 693.4+/-59.9npgén el grupo bajo
estrés cronico, no habiendo una diferencia significativa entre ambos grapddj.
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Se realiz6 un andlisis de ANOVA de una via, dandose diferencias significativas
entre los grupos controles y los grupos portadores de tymar28E-6) dandose una
concentracion de NE en plasma 7-8 veces mayor en los grupos con tumor que en los

animales sanos.

Existen antecedentes de protocolos de restriccion del movimiento y nado forzado
en los que reportd una diferencia significativa en los niveles de NE a los 14 dias, pero no
tras los 21 o 28 dias, como es nuestro caso, pudiendo esto deberse a un bucle de
regulacion hormonal en la que participa la corticosterona (Zamora et al. 2013). Esto
parece indicar, que la diferencia en el nivel de NE plasmatica, no se debi6 tanto a la
induccién o no del estrés crénico como a la presencia de un tumor en el organismo, ya
gue éste es una forma de estrés en si mismo, pudiendo estimular la produccion de

hormonas del esis en el microambiente tumoral (Jobling et al. 2015).
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7.5 Cuantificaciéon de citocinas Thl, Th2 y Th17 en plasmay tumor
7.5.1 Niveles plasmaticos de citocinas Thl, Th2 y Th17

Con el objetivo de obtener informacion sobre posibles cambios en el sistema inmune
a nivel sistémico, se determind la produccion de citocinas de tipo Thl, Th2 y Th1l7 en
plasma por medio de citometria de flujo. Se cuantificaron las citocinas IL-10, IL-6, IFN-
gamma, IL-4, IL-2 e IL-17, siguiendo las instrucciones indicadas en el kit y los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 12.

Con respecto a la IL-10, no se detecté en ninguna de las muestras, por lo que no
se muestra la grafica correspondiente a esta citocina. Esto podria deberse a que el limite
inferior de deteccidn para esta citocina en el kit de citometria de flujo es de 16L8 pg/
siendo un valor considerablemente mayor que para el resto de las citocinas. Por ello,
cabe la posibilidad de que en las muestras estudiadas si estuviera presente IL-10 pero en
una concentracion menor al limite de detecciébn y que por esta razén no se haya

detectado, o bien, que simplemente no haya estado presente.

En cuanto dL -2 (Figura 12a), se realizd un analisis de ANOVA de una via y no
se observaron diferencias significativas entre los cuatro grupos de experimentacion
(p=0.26), dandose unos valores medios de entre-58B04 y 6.36/-0.31 pgmL.

Con respecto a IL-4 (Figura 12b) tampoco se dieron diferencias significativas
entre los grupos experimentales (p=0.76), con valores promedio de entre 4.92+/-1.10
pg/mL y 5.66+/-1.43 pghL. Por lo tanto, ni el estrés cronico ni la presencia del tumor
parecié afectar la produccion de esta citocina, al igual que sucede con IL-2. Es por esto
que en este caso el protocolo de induccion de estrés utilizado no parece estar generando
un cambio de respuesta Thl a Th2 a nivel sistémico, a los 24 dias de protocolo, como se
esperaria, ya que la inmunosupresion es una de las principales caracteristicas causadas

bajo condiciones de estrés cronico.
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Figura 12. Cuantificacién de los niveles plasmaticos de citocinas a) IL-2, b) IL-4L-&Y,l d) IFN-

gamma, e) IL-6 en los distintos grupos experimentales.
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Los resultados obtenidos para la IL-17, una citocina generalmente pro-
inflamatoria y con caracteristicas pro-angiogénicas, se muestran en la Figurael2c. S
detectaron niveles muy bajos de esta citocina a nivel plasmatico, dandose una
concentracion de 2.1+/-1.0 pgl. en el grupo control de reposo, y 2.8+/-1.Infdgkn
el grupo bajo estrés cronico. En el caso de los grupos con tumor se dio una
concentraciéon media de 0:990.6 pgMmL en ratones con tumor bajo estrés y 1.5+/-.075
pg/mL en ratones con tumor en reposo, nho dandose diferencias significativas £ntre lo

cuatro grupos experimentales (p=0.53).

En la Figura 12c, se muestran los resultados obtenidos para IFNagaosn
niveles plasmaticos de IFN-gamma en los ratones portadores de linfoma fueron
significativamente mayores (43.9+/-6.@/mL bajo estrés cronico y 34.9+/-4.4 py/
en condiciones de reposo) que en los controlestfP.24 y 3.2+/-0.7 pghL,
respectivamente), como indicé la prueba de ANOVA de una via (p=1.85*10

Por el contrario, no se observaron diferencias significativas entre las condiciones
de estrés crénico y reposo, ni en los controles (p=0.41) ni en los ratones portadores de
tumor (p=0.27). Estos resultados difieren de otros obtenidos previamente en el
laboratorio, descritos en un resumen, donde se observd una concentracion
significativamente menor de IFN-gamma en el grupo de ratones portadores de tumor
bajo condiciones de estrés cronico que con respecto a los de reposo (Najera-
Valderrabano et al. 2014).

Por lo tanto, si hubo una respuesta del sistema inmune frente al tumor inoculado,
tal y como lo demuestra la elevacion en la produccién de IFN-gamma a nivel sistémico,
dandose una respuesta de tipo Thl. Sin embargo, el paradigma de estrés utilizado no
generd cambios significativos, sin que haya habido una disminucion de IFN-gamma bajo

condiciones de estrés crénico, como se esperaba.

Otro factor a tener en cuenta, son los ciclos circadianos de las citocinas (Nakao
2014; Keller et al. 2009), ya que no todas las muestras se pudieron tomar en el mismo
horario, debido al numero de ratones del estudio y se podrian haber generado ciertas
diferencias dependiendo del horario en que se tomo la sangre de los ratones. Por ello,

esto es una variable a tener en cuenta para proximos experimentos.
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En cuanto a los datos de IL-6 plasmatica (Figura 12e), no se detectd en el plasma
de los grupos control (estrés ni reposo), dando valores darl pg/contando con un
limite de deteccion de 1.4 pgl, segun se indico en el kit de citometria de flujo

empleado.

En los grupos portadores de linfoma se observé una concentracion dé 29.3
10.0 pgMmL en los ratones estresados, y de 12.8+/-6.lp@h el caso de los ratones
gue permanecieron en las condiciones normales. Se dio una mayor produccién media de
IL-6 plasmética en los ratones estresados, sin embargo, esta diferencia no es
estadisticamente significativa (p=0.19). Se esperaba que en presencia del estrés cronico
hubiera una mayor produccion de IL-6, teniendo en cuenta la funcion proangiogénica y
la relacién de esta citocina con el sistema del estrés, pero con el niumero de muestras

analizadas no puede determinarse que haya diferencias significativas.

7.5.2 Cuantificacion de citocinas intratumorales por citometria de flujo

Ademas de determinar la produccion plasméatica de citocinas, se realizé una
extraccion de proteinas del tejido tumoral (Figura 13) en condiciones de reposyg (n=3)
bajo estrés crénico (n=3) y se analiz6 por citometria de flujo la presencia de citocinas
Thl, Th2 y Th1l7, utilizando las instrucciones del fabricante. Se llevdo a cabo una
cuantificacion de proteinas y se analizaron 20 g de proteina/muestra, mostrandose los

resultados obtenidos en la Figura 13.

En general, se detectaron niveles bajos de citocinas en las muestras analizadas,
dandose concentraciones de IL-2 (Figura 13a) de 6.06+/-0.41% gy reposo y 6.82+/-
0.21 pgmL bajo estrés cronico, con un valor de p=0.04 en la t de Student. Con respecto
a IL-4 (Figura 13b), no se observaron diferencias significativas (p=0.25), observandose
concentraciones de IL-4 de 4.7+/-0.5mb/ en reposo y 5.4+/-0.3 pglL en estrés
cronico. En cuanto a IL-17 (Figura 13c), se detecté en ambos grupos pero a muy baja
concentracion: 0.22+/-0.03 gl en reposo y 0.27+/-0.18 gl en condiciones de
estrés cronico, estando bajo los limites de deteccion indicados en el kit, por lo que no

pueden ser tomados en cuenta.
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Figura 13. Cuantificacién de citocinas Thl, Th2 y Th17 en extractos de proteimaseatdras tumorales

de ratones Balb/c bajo estrés crénico y reposo.
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Ademas, se detectaron concentraciones similares de IFN-gamma (Figura 13d) en
ambas condiciones experimentales, no habiendo una diferencia signifigetdv@5].
Se dieron valores medios de 7.74+/-0.6ydgén reposo y 7.4+/-0.75 pgL bajo estrés
cronico. Por tanto, hubo una respuesta Thl en presencia de tumor, por medio de IFN-
gamma. Finalmente, con respecto a IL-6 (Figura 13e), Unicamente se detect6é en una
muestra de tumor bajo estrés cronico, obteniéndosenfLpg las demas muestras, no

habiendo por tanto, diferencias significatives(.37) entre ambos grupos de interés.

7.6 Expresion génica de los gen®EGF, HIF- . 9 (*)R2elL-6 por PCR
punto final

Con el objetivo de observar posibles diferencias en la expresion génica de los
genes de interésVEGF, HIF- . 9 (*-R2 e IL-6, bajo las condiciones de estrés
cronico y reposo, se estudio la expresion de estos genes en muestras de tumor por PCR
punto final.

Inicialmente, se tenia planteado la utilizacion de PCR tiempo real para analizar
con una técnica de mayor sensibilidad estos posibles cambios de expresion, sin embargo,
surgieron problemas en cuanto a la funcionalidad del equipo de PCR tiempo real que se
estaba utilizando asi como en la eficiencia de algunos de los primers empleados, por lo

gue se decidio realizar los experimentos por PCR punto final.

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 30 ciclos de PCR y 100 ng de
cDNA. Los geles de agarosa tefidos con bromuro de etidio se visualizaron utilizando un
transiluminador y se tomaron fotografias. Estas se analizaron utilizando el software
ImageJ para llevar a cabo un andlisis de densitometria. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 14.
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Se analizaron 5 muestras de linfomas de ratones que permanecieron en las
condiciones normales de alojamiento y 5 muestras de ratones sometidos a estrés cronico
para los distintos genes (Figura 14). Utilizando el programa ImageJ, se calcularon las
areas correspondientes a cada muestra, asi como el porcentaje que representan y se llevo
cabo la normalizacion de los datd’osteriormente, se calcularon las razones o ratio
correspondientes a cada gen de interés (estrés crénico y reposo) sobre los datos

obtenidos para el control enddgeno, el garctina

Gen Condiciones de reposo Estrés crénico

actina

VEGF

VEGF-
R2

HIF-1

IL-6

Figura 14. Se muestran las imagenes correspondientes a los geles de agarosderasfaresis de &
muestras de PCR punto final (para los gerie&F, HIF- . 9 (*R2, IL- \ -Acting y tras el andlisis
de densitometria correspondiente con el software libre ImageJ.



Por dltimo, se calcul®6 un nuevo ratio tomando los valores obtenidos de las
muestras bajo estrés cronico de los gew&sF, HIF- . 9(*R2 e IL-6, ¥y

dividiendolos sobre el valor medio del grupo de muestras que correspondieron a reposo.

Los resultados obtenidos (Figura 15) se sometieron a una prueba de ANOVA de
una via y se obtuvo un valor d&0.05 ©=0.023), por lo que hubo diferencias
significativas entre los grupos. Posteriormente, se determind por la prueba de Tukey, que
el grupo que present6 diferencias significativas fue el correspondiafiE&sg-R2 el
cual presentd un ratio de 1.38+/-0.09, en comparacion con el control esperado (valor=1)

en el caso de que no hubiera diferencias entre las condiciones de estrés cronico y reposo.

Ratio

Control VEGF HIF1a IL6 VEGFR2

Figura 15. Representacion del analisis final de los datos obtenidos por densitometria, ssdonde
representan los diferentes ratios obtenidos para los géB&F, HIF- . 9(*)R2 e IL-6, en
comparacion con el control estadistico (valor =1), observandose diferemifizatiga en la expresion de

VEGF-R2 (p=0.0032).
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Para calcular el ratio, se tomaron los valores de estrés crénico sobre el valor
medio de las muestras de reposo, por lo que un incremento en el ratio quiere decir que
hubo una mayor expresion génica\leGF-R2 bajo condiciones de estrés cronico que

con respecto al control.

La expresion del resto de los genes de it&ESF, HIF- . H-6,/no sufrié
cambios significativos bajo condiciones de estrés crénico, al menos al nivel de

sensibilidad que aporta la técnica de PCR punto final.

Existen diversos antecedentes (Thaker et al. 2006; Shan et al. 2013) donde se
muestra como mediante la utilizacion de paradigmas de estrés cronico se da una mayor
expresion de/EGF, el cual es el principal factor angiogénico, en tumor, asi como de
HIF-1, que es el principal factor transcripcional activador del \JEGF. Ademas,
también se ha reportado un incremento de IL-6 en condiciones de estrés crénico, lo cual
es importante por las mdiltiples funciones que lleva a cabo, entre ellas, como pro-
angiogénica. Sin embargo, utilizando el paradigma de estrés por restriccion de
movimiento (30 minutos de duracion) y nado forzado durante 24 dias, no se consigui6

observar diferencias significativas en los parametros anteriormente mencionados.

Esto puede deberse a que el protocolo utilizado no es lo suficientemente agresivo
como para generar cambios importantes a nivel de expresion génica, ya que
generalmente se utilizando protocolos de mayor duracion (2-6 horas diarias) y la

aplicacion de 30 minutos ( 0 15 minutos en caso de nado forzado) no fue suficiente.

Unicamente se observé diferencia significativa en cuanto a la expresion del gen
gue codifica para el principal receptor de VEGMEGFR2 Anteriormente, se observo
qgue IL-6 induce la expresion dEEGFR2 en células epiteliales intestinales en colitis
asociada a cancer (CAC) y que esta implicado el factor de transcripcion STAT3, que es

activado por IL-6 entre otras proteinas (Waldner et al. 2010).
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7.7 Andlisis histoldgico del linfoma L51Y8YR bajo condiciones de estrés cronico y
de reposo

Tras la finalizacion del protocolo de estrés cronico se llevd a cabo la extraccion
de los tumores formados en la extremidad posterior derecha de los ratones. Parte de las
muestras obtenidas se incluyeron en una solucion de formalina 10 % para realizar la
fijacion de los tejidos y posteriormente, realizar la inclusion de éstos en parafina, asi
como los cortes por medio de un micrétomo y la posterior tincion diferencial con

hematoxilina y eosina.

Para llevar a cabo el analisis de las muestras y la descripcion histopatolégica de
éstas, se contd con la colaboracion del Departamento de Patologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autbnoma de Nuevo lA&oOn.
continuacion se presentan las descripciones de las muestras histologicas asi como

algunas fotografias de las caracteristicas principales.

7.7.1 Muestras de tumor en reposo

1. Muestra 4 Tumor Reposo:

Se observé una gran proliferacion de tejido conectivo y edema intersticial, asi com
anisocariosis 'y anisocitosis (nucleos y citoplasmas de distintos tamafos,
respectivamente), siendo esto indicativo de indiferenciacion celular. Se observd un
namero alto de mitosis atipicas (6-7 mitosis/campo). No se encontré infiltracién de las

células tumorales en los vasos sanguineos y se pudieron observar focos hemorragicos.

Ademas de esto, se detectd necrosis tisular en amplias zonas, principalmente en la
region interna, viéndose areas de tincion rosada en lugar de la tincion tipica de las

células de linfoma. Se muestran algunas imagenes en la Figura 16.
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Figura 16. a) Infiltracion tumoral entre las fibras musculares de la extremidad posteriohderec
(10X) b) Anisocariosis y anisocitosis en las células del linf¢gd@X). ¢c) Se muestran focos
hemorragicos (40X). d) Se pueden observar importantes regiones desresutzs (20X).
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Figura 16. a) Infiltracion tumoral entre las fibras musculares de la extremidad posteéchder
(10X) b) Anisocariosis y anisocitosis en las células del linf¢d@X). c) Se muestran focos
hemorragicos (40X). d) Se pueden observar importantes regiones desnésuitas (20X).
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2. Muestra 8 Tumor Reposo

Se observé que las células tumorales se infiltraron en el tejido conectivo y entre
las fibras musculares, provocando lo que se denomina edema interfasicular de las fibras
musculares. Ademas, se observé anisocariosis y un indice alto de mitosis atipicas (4-6

mitosis atipicas por campo).

Los vasos sanguineos observados no estan invadidos por las células tumorales,
dandose pequefias hemorragias, es decir, que hubo dafio vascular. Ademas, no se
llegaron a observar células infiltradas del sistema inmune. Principalmente en la parte
interna se observaron regiones de necrosis tisular. Se muestran algunos ejemplos en la

Figura 17.

Figura 17. a) Se muestran vasos sanguineos sin infiltracion de células tun{@@¥9sb) Regiones de

necrosis tisular, asi como anisocitosis y anisocariosis (20X). c) Sevalmes las células tumorales
llegaron hasta el cartilago, y se muestran calcificaciones (40X). d) Prolifeagalidimfoma entre las

fibras musculares (40X).

65



C D

Figura 17.a) Se muestran vasos sanguineos sin infiltracion de células tum@@¥g9sb) Regiones de

necrosis tisular, asi como anisocitosis y anisocariosis (20X). ¢) Sevalmpez las células tumorales
llegaron hasta el cartilago, y se muestran calcificaciones (40X). d) Prolifedgalidimfoma entre las

fibras musculares (40X).

3. Muestra 9Tumor Reposo

Las células tumorales proliferaron entre las fibras musculares y en el tejido
conectivo como se mostré anteriormente. De nuevo, se observaron amplias regiones
necroticas (lo cual posiblemente causo dolor a los animales). En este caso, se observaron
un indice de mitosis atipicas de 3-4 mitosis/campo, siendo algo menor que en las

muestras anteriores (Figura 18).

A B

Figura 18.a,b) Areas de necrosis tisular (20X y 40X, respectivamente en a y b).
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7.7.2 Muestras de tumor bajo estrés crénico

1. Muestra 2 Tumor Estrés
Se pudo observar una gran proliferacion del tejido conectivo asi como edema
intersticial, dandose necrosis tisular avanzada en la region interna (gran destruccion
celular) y con focos de hemorragias. Se determiné un indice mitético alto (6-8 mitosis
atipicas por campo). También fue posible observar algunas células infiltradas del

sistema inmune entre las células tumorales (Figura 19).

B C

Figura 19. a) Células tumorales del linfoma L5178Y-R asi como algunos infiltrados dehaigtenune
(40X). b) Presencia de pequefias hemorragias. c) Regiones de necrosieiidinfoma murino bajo

estrés croénico.
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2. Muestra 3 Tumor Estrés

En esta muestra fue posible observar calcificaciones (como consecuencia de que
la necrosis genera un cambio en el pH, provocando que las sales precipiten y formen
estas estructuras) y necrosis cartilaginosa, asi como regiones importantes de muerte

tisular. Se observo un potencial mitético muy glfeB mitosis/campo) y ciertos focos

hemorragicos (Figura 20

Figura 20. a) Células tumorales (linfoblastos) junto al tejido cartilaginoso. b) Focuerhégicos en el
linfoma L5178Y-R. c) Se muestran las células tumorales con distintos tadefidsleos y citoplasmas.
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3. Muestra 4 Tumor Estrés:

Al igual que en las muestras descritas anteriormente, se observaron regiones
extensas de necrosis (gran destruccion celular con la cromatina ya dispersa), ciertas
hemorragias y destruccion del cartilago. También se pudo observar un indice de mitosis
atipicas alto (7 mitosis/campo). No hubo en ningun caso invasiéon de los vasos

sanguineos por las células tumorales (Figura 21).

Figura 21. a) Vasos sanguineos entre las células tumorales, en animales bajo estrés crifjido) (40
Amplias regiones de necrosis tisular, con infiltracién muscular del t(t05).
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7.7.3 Clasificacién semicuantitativa de caracteristicas histoldgicas del tumor

Se realiz6 una recopilacion de las caracteristicas observadas en los cortes

histolégicos, de forma semicuantitativa, siguiendo la siguiente escala: Discreto: +,

Moderado: ++, Severo: +++, - auserites resultados se muestran en la Tabla 3.

R Infiltracion Mitqsis Muerte | Infiltracion Hemorragia
muscular atipicas celular vascular
4TR ++ +++ ++ - +
8TR + ++ ++ - +
9TR ++ + + - -
2TE ++ +++ ++ - +
3TE ++ ++ + - +
A4TE ++ +++ ++ - +

Tabla 3. Clasificacién semicuantitativa de caracteristicas histologicas presentes en el linfoma murino.

En general, se pudieron observar caracteristicas similares en ambos grupos:
reposo y estrés cronico; dandose en ambos regiones de necrosis, infiltracién de las fibras
musculares por parte de las células tumorales, ausencia de infiltracion en los vasos
sanguineos y alta tasa de mitosis atipicas, asi como la infiltracion de algunas células del

sistema inmunitario entre el tejido tumoral. El analisis realizado no permite determinar

diferencias significativas a nivel histolégico entre ambos grupos experimentales.
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8. DISCUSION

Los efectos del estrés cronico sobre el organismo son multiples y complejos,
afectando a los distintos sistemas y favoreciendo la presencia o progresion de diferentes
enfermedades. En los ultimos afios, se han empleado paradigmas de induccion de estrés
agudo y crénico en animales de experimentacion, principalmente en roedores, con el

objetivo de conocer mejor estos efectos.

Uno de los principales indicadores de los efectos del estrés cronico es la pérdida
0 no ganancia de peso corporal, debido a que bajo condiciones de estrés tienen lugar
modificaciones a nivel metabdlico como consecuencia de la accion de las hormonas
liberadas, como son la corticosterona y norepinefrina. En cuanto a la evolucién del peso
corporal, se observé una menor ganancia de peso en ratones a los que se indujo el estrés
cronico, tanto en el grupo control como en el portador de tumor. Ademas, no hubo
diferencias significativas en el peso de los ratones que permanecieron en condiciones de
reposo independientemente de que se les inoculara el tumor o no, por lo que la presencia
del tumor no gener6 una pérdida de peso en los animales. Otro indicador
complementario es el indice de masa corporal (IMC), observandose menor IMC en los
grupos bajo estrés cronico que en los de reposo. Por tanto, el paradigma de estrés
empleado tuvo un efecto sobre el peso corporal siendo esto una evidencia de la
induccion de estrés crénico en los ratones. También se quiso evaluar el estado animico
empleando la prueba de preferencia por sacarosa, que suele usarse en modelos de
depresion. Sin embargo, no se observé un estado de anhedonia o depresién en los
ratones bajo estrés crénico, pudiendo deberse a que el estrés inducido es no es lo
suficientemente agresivo como para generar depresion. Ademas, hay antecedentes que
muestran que es la anhedonia (y no el estrés cronico) la que se asocia con sintomas de la
depresién, como son un mayor tiempo de flotacion durante el nado forzado y menor
exploracion, es decir, que el estrés cronico no siempre estad asociado con estado de
anhedonia. Por otro lado, se ha visto previamente que una mayor ansiedad y pérdida de
peso corporal fueron consecuencias del estrés cronico, independientemente de la
anhedonia (Strekalova 2004).
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Uno de los principales efectos del estrés cronico en cuanto al cancer, es favorecer
la progresion de éste, siendo la angiogénesis una de las vias mas importantes. Para
estudiar el efecto del paradigma empleado sobre la progresion del linfoma, se evalud la
progresion del volumen tumoral, y se observo una progresion mas rapida (en los dias 12
y 15) en el grupo bajo estrés crdnico, pero sin darse un mayor volumen y peso tumoral
final. EI hecho de que no hubiera diferencias significativas al final del protocolo podria
deberse a que el periodo diario de induccion de estrés cronico no fue suficiente como
para generar un mayor crecimiento tumoral. Ademas de esto, debido a la localizacion del
tumor, en una extremidad, esto supone una limitacion en cuanto al tamafio maximo que
puede alcanzar el tumor, sin que se comprometa la movilidad y bienestar de los ratones.
A su vez, el andlisis histolégico realizado tampoco permitié determinar diferencias

significativas entre ambos grupos experimentales.

En cuanto a los niveles plasméticos de las hormonas del estrés, se midieron con
la intencion de comprobar si se estaba dando la activacién o no del sistema del estrés
como consecuencia del paradigma utilizado. Con respecto a los resultados de
corticosterona, no se observé una diferencia significafw®.05) entre los grupos
controles (sin tumor), estrés crénico y reposo. Esto puede deberse a que hubo una
regulacion negativa del eje HPA tras los 24 dias de protocolo, es decir, que la induccién
del estrés créonico no fue suficiente como mantener elevados los niveles de
corticosterona tras un protocolo de 24 dias. Para llevar a cabo la eleccion del tipo de
paradigma de estrés, nos basamos en antecedentes como, Zamora et al. 2013, donde
reportaron un nivel elevado de corticosterona en el grupo de ratones estresados con
respecto al grupo control, indicando que esto puede deberse a un fallo en el mecanismo
feedback negativo del eje HPA. Sin embargo, en nuestro experimento no se observo
esto, ademas de que los niveles de corticosterona observados fueron menores (no
superaron los 50 ng/mL), ya que reportan valores de entre 85-145 ng/mL (Zamora et al.
2013). Otro factor a tener en cuenta, es el ciclo circadiano de la corticosterona (Chung et
al. 2011), ya que la hora del dia en la que se lleva a cabo el sacrificio y la toma de
muestras, podria afectar en los resultados finales, debido las variaciones diarias en la

concentracion de esta hormona.
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En cambio, si se determiné una produccién significativamente mayor de
corticosterona en ratones portadores de tumor bajo estrés, que con respecto a los de
reposo. El hecho de que si hubiera una mayor activacion del eje HPA en forma de
produccion plasmatica de corticosterona en condiciones de presencia de tumor en el
organismo, pero no en ratones sanos (ausencia de tumor), puede deberse a que el propio
tumor, por su presencia en el organismo, esté generando esta respuesta.

Ademas, otra variable que es necesario tomar en consideracion es que el nivel de
corticosterona en las hembras puede fluctuar segun el punto del ciclo estral en el que se
encuentren (Malisch et al. 2007), por lo que seria importante regular esta variable en

proximos experimentos, asi como realizar estos estudios en ratones machos, para evitar
estas posibles influencias hormonales y determinar posibles variaciones debidas al sexo

de los animales.

Otra de las principales hormonas liberadas en respuesta a estrés es la
norepinefrina. Se observaron diferencias significativas entre los grupos controles y los
grupos portadores de tumor dandose una concentracion de NE en plasma 7-8 veces
mayor en los grupos con tumor que en los animales spx099). Existen antecedentes
de protocolos de restriccion del movimiento y nado forzado en los que se reporté una
diferencia significativa en los niveles de NE a los 14 dias, pero no tras los 21 0,28 dias
como es nuestro caso, pudiendo esto deberse a un bucle de regulacion hormonal en la
que participa la corticosterona (Zamora et al. 2013). Esto parece indicar, que la
diferencia en el nivel de NE plasmética, no se debid tanto a la induccién o no del estré
cronico como a la presencia de un tumor en el organismo, ya que éste es una forma de
estrés en si mismo, pudiendo estimular la produccion de hormonas del estrés en el

microambiente tumoral (Jobling et al. 2015).

Otro aspecto importante, fue determinar posibles cambios en la produccion
plasmatica de citocinas entre las dos variables de interés: estrés cronico y reposo.
Unicamente se observaron diferencias significativas en cuanto a la produccion de IFN-
gamma e IL-6, entre los ratones portadores de tumor y los ratones sin tumor, sin que
hubiera diferencia entre estrés cronico y reposo. Por lo tanto, si hubo una respuesta del

sistema inmune frente al tumor inoculado, tal y como lo demuestra la elevacion en la
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produccion de IFN-gamma a nivel sistémico, dandose una respuesta de tipo Thl. Sin
embargo, el paradigma de estrés utilizado no generdé cambios significativos, sin que haya
habido una disminucion de IFN-gamma bajo condiciones de estrés crénico, como ha
sido reportado anteriormente (Vieira et al. 1998; Curtin et al. 2009). Ademas, tampoco

se observé un cambio de respuesta Thl a Th2, ya que no se dieron diferencias

significativas en la produccién de IL-2 o IL-4.

En cuanto a los datos de IL-6 plasmatica, no se detecté en el plasma de los
grupos control (estrés ni reposo), mientras que en los ratones portadores de tumor no
hubo diferencia significativa entre los grupos de estrés crénico y reposo, aunque si pudo
observarse una cierta tendencia a una mayor produccién en presencia de estrés crénico.
Se esperaba que en presencia del estrés crénico hubiera una mayor produccion de IL-6,
teniendo en cuenta la funcién proangiogénica y la relacién de esta citocina con el
sistema del estrés (Rohleder et al. 2012; Yang et al. 2014), pero con el nimero de

muestras analizadas no puede determinarse que haya diferencias significativas.

Otro factor a tener en cuenta, son los ciclos circadianos de las citocinas (Nakao
2014; Keller et al. 2009), ya que no todas las muestras se pudieron tomar en el mismo
horario, debido al numero de ratones del estudio y se podrian haber generado ciertas
diferencias dependiendo del horario en que se tomoé la sangre de los ratones. Por ello,

esto es una variable a tener en cuenta para proximos experimentos.

Existen diversos antecedentes (Thaker et al. 2006; Shan et al. 2013) donde se
muestra cémo mediante la utilizacién de paradigmas de estrés cronico se da una mayor
expresion de/EGF, el cual es el principal factor angiogénico, en tumor, asi como de
HIF-1, que es el principal factor transcripcional activador del YB&GF. Ademas,
también se ha reportado un incremento de IL-6 en condiciones de estrés crénico, lo cual
es importante por las mudiltiples funciones que lleva a cabo, entre ellas, como pro-
angiogénica. Sin embargo, utilizando el paradigma de estrés por restriccion de
movimiento (30 minutos de duracion diaria) y nado forzado durante 24 dias, no se
consiguid observar diferencias significativas en los parametros anteriormente
mencionados, probablemente porque el protocolo utilizado no es lo suficientemente

agresivo como para generar cambios importantes a nivel de expresion génica.
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Unicamente se observé diferencia significativa en cuanto a la expresion del gen que
codifica para el principal receptor de VEGHEGFR2 dandose una mayor expresion

del genVEGFR2bajo condiciones de induccion de estrés cronico en comparaciéon con
condiciones de reposo. Anteriormente, se reportd que IL-6 induce la expresion de
VEGFR2en células epiteliales intestinales en colitis asociada a cancer (CAC) y que en
este proceso estd implicado el factor de transcripciébn STAT3, el cual es activado por IL-

6 entre otras proteinas (Waldner et al. 2010).
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9. CONCLUSIONES

En presencia de estrés crénico, hay una disminucién del indice de masa corporal
y menor ganancia de peso corporal.

El estrés créonico inducido a los ratones ocasiona una progresion mas rapida del
tumor (dias 12 y 15 del protocolo) pero no un mayor tamafio tumoral final.
Unicamente en presencia del tumor, se observaron diferencias significativas en
los niveles plasmaticos de las hormonas del estrés y ciertas citocinas, por lo que
el protocolo utilizado no parece ser suficiente para inducir cambios importantes a
nivel sistémico.

Se observo una mayor expresiorMiEGF-R2 en tumores bajo estrés cronico.

El andlisis histologico efectuado no revel6 diferencias significativas entre

tumores de ratones en reposo y bajo estrés cronico.

76



10. PERSPECTIVAS

1. Continuar estudiando el modelo murino de linfoma para una mejor comprension de

éste y emplear modelos de estrés con mayor duracion (2-4 horas diarias).

2. Estudiar los efectos del estrés a distintos tiempos (no solamente al final del protocolo)
para evaluar la evolucion de los distintos parametros (hormonas, citocinas y expresion

génica).

3. Estudiar el efecto del estrés en ratones machos Balb/c, para descartar el efecto de

variaciones hormonales propios de las hembras.
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