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Resum

L’estres pot estar associat a diversos problemes fisiologics i psicologics i el seu estudi pot servir
com a variable predictora, pero hi ha pocs estudis que hagin aconseguit induir la resposta a
I'estres agut i caracteritzar els seus biomarcadors en infants utilitzant procediments valids i
estandarditzats. En aquest estudi s’ha avaluat la resposta fisiologica i afectiva a I'estres
psicosocial agut de 20 infants (10 nens i 10 nenes) de 7-8 anys utilitzant el TSST-M (Trier Social
Stress Test-Modified). Durant la prova, s’han recollit 5 mostres de saliva, 2 abans del TSST-M i 3
després d’aquest, amb la finalitat d’analitzar el cortisol i I'alfa-amilasa en reactivitat, com a
indicadors de l'activitat de I'eix HPA (hipotalamic-hipofisiari-adrenal) i del SAM (Sistema
Simpatic-Medulo-Adrenal), respectivament. La resposta afectiva s’ha avaluat 6 vegades a través
del SAM (Self-Assessment Manikin), 2 abans del TSST-M, 2 durant i 2 després d’aquest. Mentre
els infants realitzaven el TSST-M, els i les cuidadors/es principals d’aquests van contestar
glestionaris sobre I'adversitat en la infancia dels infants, que van ser utilitzats, juntament amb
instruments que havien contestat amb anterioritat sobre els trets psicopatics de personalitat i
de la conducta agressiva dels infants, com a variables predictores de la resposta a I'estres. A
més, també es van recollir 5 mostres de saliva els dos dies d’un cap de setmana, 3 al despertar-
se, una al migdia i un altre al vespre, per analitzar els ritmes dilirns dels biomarcadors, posant el
focus en el CAR (cortisol awakening response) i en el sAA-AR (salival alfa-amylase awakening

response).

Els resultats obtinguts mostren que el TSST-M és un procediment adequat per activar la resposta
fisiologica (cortisol i alfa-amilasa) i emocional a un estrés psicosocial agut en nens i nenes. A
més, també s’ha demostrat que, en condicions basals, els infants presenten el CAR i el sAA-AR.
Per una altra part, hi ha associacid entre la resposta a I'estrés agut i els trets psicopatics, aixi
com també hi ha associacié entre la resposta a I'estrés agut i I'adversitat en la infancia.
Finalment, s’ha evidenciat que no hi ha diferéencies entre sexes en les respostes fisiologiques i
afectives davant aquest estrés psicosocial agut. Tampoc s’han trobat diferéncies entre sexes en
el CAR i el sAA-AR en condicions basals ni diferencies entre sexes pel que fa a la psicopatia. A
més, les nenes amb puntuacions més altes en agressivitat proactiva tenen una percepciéo més
alta de I'estrés agut que els nens. Aquests resultats destaquen la importancia de I'estudi de

I'estres i mostren la relacié entre I'estrés i la psicopatologia en la infancia.



Resumen

El estrés puede estar asociado a diversos problemas fisioldgicos y psicoldgicos y su estudio
puede ser utilizado como variable predictora, pero hay pocos estudios que hayan conseguido
inducir la respuesta al estrés agudo y caracterizar sus biomarcadores en infantes utilizando
procedimientos validos y estandarizados. En este estudio se ha evaluado la respuesta fisiolégica
y afectiva al estrés psicosocial agudo de 20 infantes (10 nifios y 10 nifias) de 7-8 afios utilizando
en TSST-M (Trier Social Stress Test-Modified). Durante la prueba, se recogieron 5 muestras de
saliva, 2 antes del TSST-M y 3 después de este, con la finalidad de analizar el cortisol i la alfa-
amilasa en reactividad, como indicadores de la actividad del eje HPA (Hipotalamico-Hipofisario-
Adrenal) y del SAM (Sistema Simpdtico-Medulo-Adrenal), respectivamente. La respuesta
afectiva se avalud 6 veces a través del SAM (Self-Assessment Manikin), 2 antes del TSST-M, 2
durante y 2 después de este. Mientras los infantes realizaban el TSST-M, los y las cuidadores/as
principales contestaron cuestionarios sobre la adversidad en la infancia de los infantes, que
fueron usados, juntamente con instrumentos que habian contestado con anterioridad sobre los
rasgos psicopaticos de personalidad y la conducta agresiva de los infantes, como variables
predictoras de la respuesta al estrés. Ademas, también se recogieron 5 muestras de saliva los
dos dias de un fin de semana, 3 al despertarse, una al mediodia y otra por la noche, para analizar
los ritmos diurnos de los biomarcadores, poniendo el foco en el CAR (cortisol awakening

response) y en el SAA-AR (salival alfa-amylase awakening response).

Los resultados obtenidos muestran que el TSST-M es un procedimiento adecuado para activar
la respuesta fisioldgica (cortisol y alfa-amilasa) y emocional a un estrés psicosocial agudo en
nifios y nifias. Ademas, también se ha demostrado que, en condiciones basales, los infantes
presentan el CAR y el sAA-AR. Por otra parte, hay asociacidn entre la respuesta al estrés agudo
y los rasgos psicopaticos, asi como entre la respuesta al estrés agudo y la adversidad en la
infancia. Finalmente, se ha evidenciado que no hay diferencias entre sexos en las respuestas
fisioldgicas y afectivas en frente a este estrés. Tampoco se han encontrado diferencias entre
sexos en el CAR y el sAA-AR en condiciones basales ni diferencias entre sexos por lo que hace a
la psicopatia. Ademas, las nifias con puntuaciones mas altas en agresividad proactiva tienen una
percepcidn mas alta del estrés agudo que los nifios. Estos resultados destacan la importancia del

estudio del estrés y muestran la relacidn entre el estrés y la psicopatologia en la infancia.



Abstract

Stress can be associated with various physiological and psychological problems and its study can
be used as a predictor variable. However, there are few studies that have successfully induced
an acute stress response and characterized its biomarkers in children using valid and
standardized procedures. In this study, the physiological and affective response to acute
psychosocial stress was evaluated in 20 children (10 boys and 10 girls) aged 7-8 years, using the
TSST-M (Trier Social Stress Test-Modified). During the test, 5 saliva samples were collected, 2
before the TSST-M and 3 after, in order to analyze cortisol and alpha-amylase reactivity as
indicators of HPA axis (hypothalamic-pituitary-adrenal) and SAM (Sympathetic-Adrenal-
Medullary system) activity, respectively. The affective response was assessed 6 times using the
Self-Assessment Manikin (SAM), 2 times before the TSST-M, 2 times during, and 2 times after.
While the children performed the TSST-M, their primary caregivers completed questionnaires
on the children's childhood adversity, which were used along with previously completed
instruments on psychopathic personality traits and aggressive behavior as predictor variables of
the stress response. Additionally, 5 saliva samples were collected over two weekend days, 3
upon waking, one at midday, and another in the evening, to analyze the diurnal rhythms of the
biomarkers, focusing on the cortisol awakening response (CAR) and salivary alpha-amylase

awakening response (SAA-AR).

The results show that the TSST-M is an adequate procedure to activate the physiological (cortisol
and alpha-amylase) and emotional response to acute psychosocial stress in boys and girls.
Additionally, it has been demonstrated that, under baseline conditions, children exhibit both
CAR and sAA-AR. Moreover, there is an association between the acute stress response and
psychopathic traits, as well as between the acute stress response and childhood adversity.
Finally, it has been shown that there are no sex differences in physiological and affective
responses to this acute psychosocial stress. No sex differences were found in CAR and sAA-AR
under baseline conditions, nor were there sex differences in psychopathy. Additionally, girls with
higher proactive aggression scores have a higher perception of acute stress than boys. These
results highlight the importance of studying stress and show the relationship between stress and

psychopathology in childhood.



Reflexio etica

Les neurociencies sén una disciplina que busca comprendre el comportament i la ment humana
i per aconseguir-ho, es realitzen estudis que requereixen la participacio activa de persones. Aixo
pot generar controvérsia, pero la realitat és que en I'actualitat, se segueix una legislacié basada
en la declaracio de Helsinki (World Medical Association, 2014) com a guia de principis étics per
a investigacions médiques, que garanteix els drets humans. En el cas de la investigacié en la que
he col-laborat, els i les participants estaven informats de tot el procés abans de decidir si volien
participar-hi. També, en tractar amb infants, tots els col-laboradors/es de I'estudi van presentar
el certificat negatiu de delictes sexuals i van firmar el document “bones practiques de recerca”
i comptavem amb protocols per assegurar-nos que la situacid no els sobrepassava.

En la meva experiéncia, la gran majoria de participants de I'estudi mostrava interés i satisfaccié

de poder contribuir en un estudi cientific.

Reflexio de sostenibilitat

La sostenibilitat en la investigacid és de vital importancia, ja que s’utilitza constantment grans
guantitats d’aigua, materials i energies no renovables. A més, s’acostuma a generar residus
guimics i biologics que poden ser perjudicials per a les persones i pel medi ambient si no sén
manipulats de manera correcta. Es per aixd que és important optimitzar els protocols
experimentals i implementar un sistema efectiu de gestié de residus, que inclogui la separacio,
emmagatzemant, transport i eliminacid responsable d’aquests, seguint les normes de seguretat
i regulacié ambiental. | per aguest motiu considero que ser un bon cientific no és només fer una
bona praxi del laboratori, sind també ser coherent i sostenible en les teves accions dins i fora

del laboratori.

Reflexio de perspectiva de génere

Segons el ministeri d’Universitats, el percentatge de dones matriculades en graus universitaris
de ciéncies de la salut I'any 2020 va ser del 70,8%, pero moltes vegades aquesta xifra no es veu
reflectida quan mirem els alts carrecs del personal de salut, la qual cosa podria ser atribuida a
I'’efecte Matilda. En canvi, aquest projecte, no només estava al carrec de dues Doctores, sind
gue la majoria de les col-laboradores eren dones, i crec que aquest factor ha contribuit
positivament a les dinamiques que han tingut lloc a I'aula i al laboratori. A més, aquest projecte
compta amb perspectiva de génere, ja que es treballa amb nens i nenes i un dels objectius
experimentals és comparar explicitament els dos sexes, a diferencia de molts estudis on la

variable “sexe” és només una co-variable i no es disgreguen les mitjanes dels dos grups.



1. Introduccio

1.1. L’estres

L’estres és una resposta fisiologica i emocional normal de I'organisme davant de situacions que
es perceben com amenacants o desafiants pel benestar de la persona (Belda et al., 2015).
L’estudi de I'estres és important perqué té un impacte significatiu en la salut fisica i mental dels
individus, aixi com en la seva qualitat de vida. S’ha demostrat que quan una persona esta
sotmesa a nivells molt alts d’estres o I'estrés es manté durant un periode llarg de temps, el seu
organisme es pot veure afectat per una resposta fisioldgica continua a I'estrés, que pot alterar
les seves funcions cognitives, afectives i conductuals, aixi com el sistema immunitari (Armario &
Nadal, 2013). Aix0 pot repercutir en la nostra salut i provocar un ampli ventall de trastorns
fisiologics i psicologics; com malalties cardiovasculars, immunologiques i digestives, depressio,
ansietat i trastorns del son (Smith & Pollak, 2020).

L’estudi dels efectes de I’estres agut en persones implica el disseny i implementacié de protocols
d’induccidé d’estres que garanteixin la seva manipulacié com a variable independent en un
context de control de les variables. A més, es necessiten procediments no invasius que generin
nivells moderats d’estrés instantani i que no es manifestin a llarg termini, per poder observar els
efectes sense provocar perjudicis als i les participants de I'estudi (Ferreira, 2019). Els protocols
com el Cold pressor Task (CPT) i el Trier Social Stress Test (TSST) han estat dissenyats per induir
estrés en persones i sén altament acceptats per la comunitat cientifica pel seu extens Us en
experiments de diverses arees, tant en psicologia com en neurociéncies (Ferreira, 2019).

S’ha estudiat ampliament I'efecte de I’estres en adults i les diferéncies individuals existents, pero
guan busquem referencies bibliografiques sobre aquest tipus d’estudis en infants, ens adonem
que hi ha molt poca informacié al respecte. Com s’ha mencionat anteriorment, I'estres pot estar
associat a diversos problemes fisiologics i psicologics i el seu estudi pot servir com a variable
predictora (Revisat a Chesnut et al., 2021). En I'estudi de Hollanders et al., (2017), en el que fa
una revisio sistematica i una metaanalisis de la literatura existent sobre les diferéncies de génere
especifiques en I'activitat de I'eix HPA durant la infancia, es manifesta que es necessita més
investigacio en aquest camp per comprendre totalment les diferencies individuals en I’activitat
de I'eix HPA en la infancia.

1.2. EITSST-M

El Trier Social Stress Test (TSST) és un dels métodes mencionats anteriorment per induir la
resposta a un estrés agut en un laboratori. El protocol original va ser proposat per Kirschbaum
et al., (1993) i és un procediment estandarditzat que provoca respostes moderades d’estrés
subjectiu i fisiologic de manera fiable. En el TSST els i les participants primer passen per un
periode d’aclimatacié a I'ambient de laboratori d’'uns 30 minuts, després sén conduits a una
segona sala on realitzaran una exposicié oral i una prova matematica davant d’un jurat entrenat
gue mostrara una reaccid neutra. Aquesta fase tindra una durada d’uns 15-20 minuts.



Finalment, son traslladats a la primera sala on passaran pel procés de recuperacié entre 30i 70
minuts (Allen et al., 2017). Al llarg de les diferents fases es recullen mostres de saliva amb
I'objectiu d’analitzar diferents parametres que serveixen com a biomarcadors de I'estres.
D’aquesta manera es pot quantificar I'activacid dels sistemes fisiologics de I’estres abans, durant
i després d'un estimul estressant. Segons els parametres que es vulguin estudiar, les
caracteristiques dels i les participants de I'estudi i les possibilitats del projecte de recerca, les
condicions del TSST poden canviar o ser adaptades.

El TSST, a part de ser un metode fiable i ampliament utilitzat, té validesa ecologica, és a dir, és
equiparable a situacions que ens trobem tots en la vida real, com per exemple la pressid i estres
gue pot generar el fet de fer un examen o haver de parlar en public, ja sigui per una exposicio
oral, per una reunié de la feina, etc. (Henze et al., 2017). També permet veure diferéncies
individuals i no només de grup i serveix per a un ampli rang d’edats, sempre que s’adapti el
format del TSST (Frisch et al., 2015). En aquest estudi es fara Us d’una versié d’aquest protocol
anomenat Modified Trier Social Stress Test (TSST-M), desenvolupada per Yim et al., (2015) i
especificament adaptada per a nens i nenes de 7 a 8 anys. Els biomarcadors que s’utilitzaran per
avaluar I'estrés dels participants sén el cortisol i I'alfa-amilasa. L'obtencié de les mostres es pot
realitzar de diferents maneres, en aquest cas s’utilitzara I'extraccié de saliva, ja que és el
procediment menys invasiu en comparacid a altres com el sérum, el qual s’extreu de la sang
mitjancant una puncio.

1.3. Marcadors Biologics de I’estrés

Com s’ha mencionat anteriorment, I'estrés és la resposta natural del cos a un estimul i el podem
avaluar segons les respostes que genera a escala emocional, cognitiva, conductual i fisiologica.
En aquest estudi ens centrarem en les respostes emocionals i fisiologiques.

La resposta afectiva a I'estres agut és la tensié que experimenta una persona a causa d’una
situacid inesperada o percebuda com a desafinat. Es caracteritza per I'aparicié d’emocions
intenses que poden ser tristesa, ansietat, ira, frustracio i sensacié d’incertesa (Lovibond &
Lovibond, 1995).

La resposta fisiologica a I'estres implica una gran quantitat de modificacions homeostatiques,
les més estudiades son les metaboliques i les neuroendocrines (Nadal & Armario, 2010). Entre
aquestes hi ha I'activacié del SAM, que dona lloc a canvis cardiovasculars i a I'alliberacié de
catecolamines i I'activacié de I'eix HPA, responsable de l'alliberacié de glucocorticoides al
torrent sanguini (Armario et al., 2020). L’activacid d’aquests dos sistemes esta molt relacionada
amb diverses patologies i per aixo sén els més coneguts.

1.3.1. L'eixHPA

L’eix HPA és un important sistema de comunicacié neuroendocri del cos huma. S’encarrega de
la resposta a I'estrés i la regulacid del metabolisme i la inflamacié (Armario et al., 2020). Com es
veu a la Figura 1, davant un estimul estressant, s’activa I'amigdala, que és la regié del cervell
que processa les respostes emocionals, i envia senyals, a través de vies neuronals, a les neurones



parvocel-lulars del nucli paraventricular de I'hipotalem (PVN), que s’activen i s’indueix
I’alliberacié de I'hormona alliberadora de corticotropina (CRH), arginina vasopressina (AVP) i

altres hormones secretores en la eminéncia mitjana (Belda et al., 2015a). Aquestes hormones

actuen en les cél-lules corticotropes de la pituitaria anterior per estimular la sintesi i secrecié
d’hormona adrenocorticotropa (ACTH), que actua a la zona fasciculada del cortex adrenal per
promoure la sintesi i alliberacid de glucocorticoides (corticosterona en rates i predominantment
cortisol en humans i altres mamifers), que s’uneixen als receptors de mineralocorticoides (MR)
i glucocorticoides (GR) per regular I'activitat de I’eix HPA (Rabasa et al., 2015). Els nivells maxims
de glucocorticoides en plasma sanguini s’aconsegueixen entre 15 i 30 minuts després que actui

I’agent estressant (Gjerstad et al., 2018).

El cortisol és una hormona esteroidea alliberada com a producte final de I’activacio de I’eix HPA.
Una vegada alliberat, activa una séerie de respostes fisiologiques que ajuden el cos a respondre
davant una situacio estressant, entre elles hi ha el rapid augment de la concentracié de glucosa
en sang per proporcionar energia de manera rapida, la supressid del sistema immunitari i la
modulacié de la inflamacié. També esta involucrat en altres processos fisiologics com la soniila
temperatura corporal (Armario & Nadal, 2013).

Eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA)
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Figura 1: Esquema del funcionament de I'eix HPA.
Imatge extreta de R. Nadal, 2023, Presentacid en
PowerPoint, Universitat Autonoma de Barcelona.
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1.3.2. EISAM

El Sistema SAM és el responsable de la resposta immediata de I'organisme a |'estres. S’activa en
resposta a un estimul estressant agut a través d’un senyal enviat des de I'amigdala cap a
I’hipotalem i la part medul-lar de la glandula adrenal, el que finalment porta a I'alliberacio
d’adrenalina i noradrenalina a la sang. Aquestes hormones activen el sistema nervids simpatic
periferic i fan que el cos es prepari per a I’accid, el que es coneix com la resposta de “lluita o
fugida” (fight or flight). L’augment de I'activitat del SAM i [l'alliberacié d’adrenalina i
noradrenalina donen lloc a una série de canvis fisiologics que ajuden al cos a fer front a I'estres
agut. Aquests canvis, com es mostra a la Figura 2, inclouen I'augment de la freqiiéncia cardiaca,



la pressio arterial, la freqliencia respiratoria, la dilatacio de les pupil-les per millorar la visid i la
sudoracid (revisat a Kvetnansky et al., 2009). A més, la noradrenalina estimula I’alliberacié d’alfa-
amilasa (Nater & Rohleder, 2009). La resposta del SAM és un procés rapid i immediat que es
desenvolupa en qliestid de segons després que el cos rebi I'estimul estressant i pot durar entre
minuts i hores actiu (revisat a Wadsworth et al., 2019).

L'alfa-amilasa és un enzim que hidrolitza el midd i els carbohidrats en molécules més petites,
com maltosa i glucosa, per la seva absorcid i aprofitament. Es troba en diferents llocs del cos,
com la mucosa bucal i el pancrees i també es pot mesurar en mostres de sang o saliva per avaluar
I'activitat del sistema nervids simpatic (Belda et al., 2015). Els nivells d’alfa amilasa en saliva
poden augmentar en resposta a l'estres, el que el converteix en un bon biomarcador per
mesurar I'activitat del sistema nervids simpatic i la seva relacié amb I'estrés del cos (Armario et
al., 2020).

Sistema simpatico-médulo-adrenal (SAM)
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Figura 2: Esquema del funcionament del SAM.
Imatge extreta de R. Nadal, 2023, Presentacio en
PowerPoint, Universitat Autonoma de Barcelona.

1.4. El cicle circadiari: nivells basals d’alfa-amilasa i cortisol

A més d’activar-se en situacié d’estres, els eixos HPA i SAM també estan en funcionament en
situacions basals seguint un ritme circadiari. El cicle circadiari és un procés biologic que regula
els ritmes fisiologics i de comportament aproximadament cada 24 hores. Esta influenciat per
factors externs com la llum i la foscor, i controlat per un “rellotge biologic intern”, que és un
conjunt de cel-lules nervioses presents a I'hipotalem que s’anomena nucli supraquiasmatic
(Scheer et al., 2019). Aquest és el responsable de regular la son, la temperatura corporal, la
pressio arterial, la secrecié de certes hormones i en certa manera, el metabolisme (revisat a
Wesarg-Menzel et al., 2024).

A nivell circadiari, cal destacar I’existéncia del CAR (Cortisol Awakening Response), una part del
patré dilirn de la secrecié de cortisol. Es la resposta saludable de I'activacié del cos després



d’haver dormit i descriu el rapid augment dels nivells de cortisol que es dona en els primers 30-
45 minuts després de despertar-se. Esta controlat pel nucli supraquiasmatic de I'hipotalem i
s’utilitza com a biomarcador del bon funcionament de I’eix HPA, tot i que no és una mesura
directa de la seva reactivitat a |’estrés. Posteriorment, els nivells de cortisol van disminuint
seguint una pendent fins la nit (diurnal slope) (revisat a Adam et al., 2017).

A la figura 3, es visualitza I’hora en la qual s’"han agafat les mostres de saliva i els corresponents
nivells de cortisol al llarg del dia. Les 3 primeres mostres van ser agafades just després de
despertar-se, 20 minuts després de despertar-se i 40 minuts després de despertar-se,
respectivament. Es pot veure el CAR, compost per les tres primeres mostres i la posterior
baixada seguint una pendent (diurnal slope), que arriba al minim a I’hora en que els i les
participants anaven a dormir.
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Figura 3: Mitjanes dels nivells de cortisol salival obtinguts al despertar (post-waking: 1 (immediatament),
2 (20 minuts després) i 3 (40 minuts després)), al migdia, a les 16:00h i abans d'anar a dormir (Susman et
al., 2007).

Tenir un CAR atenuat o un diurnal slope atenuat, és a dir, una disminucié de la resposta normal
del cos a 'augment dels nivells de cortisol al despertar i/o al llarg del dia, pot estar associat a
patologia (Stalder et al., 2022; Wesarg-Menzel et al., 2024).

En canvi, els nivells d’alfa-amilasa salival (sAA), com es veu a la figura 4, segueixen un patré quasi
invers als del cortisol. Disminueixen lleugerament els 30 primers minuts després de despertar-
se i a continuacié augmenten considerablement durant les 5 primeres hores conseglients a
despertar-se. Després de les primeres 5 hores, els nivells de sAA es mantenen relativament
estables la resta del dia (Nater et al., 2005). Igual que amb el cas del cortisol, la mesura de les
condicions basals de I'alfa-amilasa no serveix com a indicador de la reactivitat a I'estrés. El patré
que segueix I'alfa-amilasa en el moment de despertar se’l coneix com a sAA-AR.



80

70

Salivary alpha amylase (U/ml)
-3
o

Time since awakening

Figura 4: Mitjanes dels nivells d’alfa-amilasa salivals obtinguts al llarg del
dia (Out et al., 2013).

Presentar nivells d’alfa-amilasa basals atenuats podria estar associat a una menor activitat
autonomica o, tal com passa amb el cortisol, a patologia (Revisat de Nater et al., 2005).

1.5. L’estrés com a variable predictora de la psicopatologia

1.5.1. La psicopatia

La psicopatia és un trastorn de la personalitat que es caracteritza per trets com impulsivitat,
agressivitat proactiva, emocions superficials, falta d’empatia cap als altres, manipulacié i molt
bones habilitats socials. Aquests trets de la personalitat també poden estar presents en diferents
graus en persones sanes. L'estudi de la psicopatia esta principalment estudiat en homes adults
(Verona & Vitale, 2006) i encara no es coneix amb exactitud la seva relaciéo amb el cortisol i I'alfa-
amilasa. En I'estudi de Borraz-Ledn et al., (2023) es va trobar que les persones amb trets
narcisistes i de grandiositat tenien una resposta hormonal i emocional atenuada a l'estres, i que
aquesta resposta estava associada a caracteristiques psicopatiques. Tot i aixi, I'estudi també
assenyala que es necessiten més investigacions amb mostres més grans i heterogenies per
confirmar aquests resultats. A més, els homes amb trets psicopatics alts, no van mostrar un
augment dels nivells de cortisol induits per un estres psicosocial, a diferéncia dels homes amb
baixos trets psicopatics. Aquest efecte no va ser present en les dones participants de I'estudi
(O’Leary et al., 2007). En un altre estudi (Welker et al., 2014) es va trobar que, en condicions
basals, el cortisol moderava la relacid entre la testosterona i la psicopatia en homes.
Especificament, la relacié entre la testosterona i la psicopatia era positiva quan els nivells de
cortisol eren alts, pero negativa quan els nivells de cortisol eren baixos. Aquests resultats
suggereixen que la variabilitat no clinica en la psicopatia es pot predir pels nivells basals de
cortisol i testosterona.

Pel que fa a I’alfa-amilasa, els resultats sdn semblants als del cortisol. En homes adults amb trets
psicopatics més alts, es va veure una reduccié modesta en la reactivitat de I’alfa-amilasa salival
després d’un estrés psicosocial en comparaci6 amb aquells participants que van obtenir
puntuacions més baixes de psicopatia. Aquest estudi suggereix possibles déficits reguladors de



la resposta a I'estres en adults masculins amb trets psicopatics (Glenn et al., 2015). No s’ha
trobat bibliografia existent sobre la relacid entre els nivells d’alfa-amilasa en condicions basals
en persones amb trets psicopatics alts.

1.5.2. Ll’adversitat en la infancia

L’adversitat en la infancia sén les experiéncies estressants o traumatiques que els infants poden
experimentar durant els primers anys de vida. Es un factor de risc per I'aparicié de moltes
psicopatologies en |'etapa adolescent i adulta i té un impacte en el desenvolupament
neurobiologic i en I'epigenetica (Chen et al., 2021). Els investigadors han documentat
desregulacions de I’eix HPA en infants i adolescents que han patit estrés en la infancia. Aquests
infants i adolescents presenten nivells alterats de cortisol en condicions basals (Smith & Pollak,
2020). La naturalesa precisa d’aquesta desregulacié és dificil de coneixer; s’han reportat tant
patrons elevats com atenuats de la regulacid de cortisol dilirn en infants i adolescents exposats
a un major estrés en la infancia. Aquests resultats podrien ser deguts a canvis evolutius en la
relacid entre I'adversitat en la infancia i el funcionament de I'’eix HPA (King et al., 2017).

En I'estudi de Zhang et al., (2019) en el que 50 persones van ser sotmeses al TSST, es va trobar
una correlacié negativa significativa entre la intensitat de 'estrés patit en la infancia i I'augment
de cortisol enfront a I'estrés agut psicosocial. Es a dir, els i les participants que havien patit un
estres més intens en la infancia, tenien una menor reactivitat al cortisol davant I'estrés agut. La
resposta afectiva no va mostrar una associacié significativa amb I'estres en la infancia.

Pel que fa a I'alfa amilasa, s’han trobat dades contradictories, pero la revisid sistematica de
Hakamata et al., (2022), que analitza un total de 27 metaanalisis, suggereix que els infants que
han patit adversitat en la infancia, tendeixen a tenir nivells més baixos d’alfa-amilasa salival que
aquells infants que no n’han patit, tant en condicions basals com després d’un estres agut.

1.6. Diferencies entre sexes

Les diferéncies entre sexes dels nivells de cortisol i alfa-amilasa salival és un camp poc estudiat.
En condicions basals, en alguns articles s’ha trobat que les dones presenten nivells més alts de
cortisol mentre que en altres no es troben diferéncies significatives(Liu et al., 2017). En cap cas
s’han trobat diferéncies significatives pel que fa a I'alfa-amilasa en condicions basals (Maruyama
et al., 2012).

En reactivitat per un estres psicosocial, pero, s’ha vist que els homes acostumen a presentar
nivells més alts de cortiol, mentre que tampoc s’han trobat diferéencies en els nivells d’alfa-
amilasa (Liu et al., 2017).

Es creu que aquestes diferencies en els nivells de cortisol salival podrien estar relacionades amb
les hormones sexuals, com la testosterona i els estrogens. Es per aixd que no s’espera trobar
diferéncies significatives en infants prepuberals.



Objectives

Stress is a multidimensional response of the body that can be used as a predictive variable for
health, However, there is no reliable way to induce acute stress. This is why the main objective
of this study is the validation of the study of an acute psychosocial stress in second grade
children, using cortisol and alfa-amylase as a biomarker. Due to the timings of the project, | was
not able to use real cortisol and alfa-amylase data, so, with the consent of the UDG thesis
committee, simulated data of cortisol and alfa-amylase were used based on the results obtained
from the pilot study and the pre-existing literature. Which were combined with legitimate data
obtained from children’s perceived stress and questionnaires answered by their main
caregivers.

Below are shown the secondary goals:

1. Describe cortisol and alfa-amylase response after an acute psychosocial stressor in
children.

2. Analyze the affective responses induced by an acute psychosocial stressor in children
based on perceived stress.

3. Verify that cortisol and alfa-amylase correspond to the circadian cycle, focusing on the
cortisol awakening response and alfa-amylase awakening response.

4. Characterize the relationship between responses to acute stress (affective and
physiological) and behavioral/personalities traits in children (aggressive behavior and
psychopathic traits).

5. Characterize the relationship between responses to acute stress (affective and
physiological) and children’s stressful life events and parent’s perceived chronic stress,
as a measure of early adversity.

6. Identify the possible sex differences in the previously mentioned parameters.

Before the realization of this thesis, it was hypothesized that HPA and SAM axis would react to
an acute psychosocial stressor in children, as well as perceived stress. Also, that the cortisol and
alpha-amylase awakening responses would be present. Another hypothesis was that aggressive
behaviors and psychopathic traits would correlate with children’s stress reactivity, as well as
early adversity, and finally, that there would not be sex differences because of participant’s age.

Taken together, this study aims to provide an overview about how the children’s body reacts to
an acute psychosocial stress, how children perceive this stress, see if it is related to
psychopathology and understand the differences between boys and girls.



2. Metodologia

Aquest estudi, actiu en I'actualitat, el porta a terme el grup del laboratori huma de la Universitat
Autonoma de Barcelona, concretament a I'Institut de Neurociéncies.

2.1. Participants de I'estudi

Els i les participants formen part d’'una mostra comunitaria procedent d’una poblacio del Valles,
reclutada a través de les escoles. Van ser nens i nenes de segon de primaria (entre 7 i 8 anys),
en total N= 200, tot i que en aquest estudi ens centrarem en una mostra de N=20 (10 nens i 10
nenes) seleccionats segons les seves puntuacions en trets psicopatics, 5 nens i 5 nenes amb
puntuacions altes (22) i 5 nens i 5 nenes amb puntuacions baixes (<2) d’entre els i les participants
totals.

Els cuidadors/es van firmar un consentiment informat i es va sol-licitar ’assentiment oral dels
nens i nenes, aixi com també es va proporcionar informacio sobre la proteccié de dades. A més,
I'estudi compta amb l'aprovacié del comité d’etica UAB i de la Generalitat de Catalunya
(Departament d’Educacio).

Els criteris d’exclusio per a la participacio en I’estudi es mostren a continuacio:
- Patir alguna patologia neurologica severa.
- Haver obtingut una puntuacié inferior a 2 SD a les proves de vocabulari i matrius del
WISC-V,
- Patir Trastorns psiquiatrics o del neurodesenvolupament greus.
- Estar duent a terme un tractament farmacologic que afecti la secrecid de cortisol.
- Malalties endocrines.
- Impediments visuals, auditius o motors severs.
- Infeccions greus en el moment de fer la prova.
- Malalties croniques com la diabetis, problemes coronaris, cancer o malalties pulmonars.

Es va permetre la participacié dels casos lleus de trastorns d'espectre autista (TEA), a excepcid
qgue la gravetat de la condicid dificultés la comunicacié amb I'infant. Es va indicar als i les
participants que en cas d'estar prenent medicacid pel Trastorn per Deficit d’Atencid i
Hiperactivitat (TDAH), aquesta no havia de ser consumida els dies de la realitzacio de les proves.

L WiISC-V: L'escala d’intel-ligéncia de Wechsler per infants (cinquena edicid) serveix per avaluar les
capacitats cognitives d’infants i adolescents entre 6 i 16 anys. Obtenir una puntuacid inferior a 2 SD
significa que l'infant té un coeficient intel-lectual inferior a 70 (Miller, 2019).



2.2, Recollida de mostres en condicions basals

Abans que els i les participants i les seves families vinguessin al laboratori a fer la prova, ja havien
vingut un primer dia (sessio 1) amb altres objectius experimentals. Al final de la sessi6 1 se’ls hi
va proporcionar un “kit” de materials i instruccions detallades per a la presa de mostres de saliva
a casa, juntament amb un registre on havien d’anotar les hores de la presa de mostra.
Aquestes mostres les van retornar a l'inici de la prova perque poguessin ser analitzades i es
poguessin utilitzar per a la determinacié dels nivells de cortisol i alfa-amilasa basals de cada
participant durant el dia.

En total cada participant va recollir 10 mostres de saliva separades en 2 dies consecutius (5
mostres al dia) seguint els horaris esmentats a la figura 5.

Mostra Hora
Mostra n°1 08:00h (o al despertar-se, perd mai més tard
de les 08:00h)
Mostra n°2 08:30h (o 30 min després de despertar-se)
Mostra n°3 08:45h (0 45 min després de despertar-se)
Mostra n°4 13:00h, la una
Mostra n°5 20:00h, les vuit

Figura 5: Horari de les mostres de saliva que s'han de recollir a casa.
Adaptat de “Manual Trier Social Stress Test (TSST)”, per Grup de recerca
Laboratori Huma, 2024.

També es va informar als i les participants que havien d’evitar el consum d’aliments, begudes (a
excepcidé d’aigua) i la realitzacié d’exercici fisic intens dues hores abans de la mostra i evitar
raspallar les dents 30 minuts abans d’agafar la mostra. | en cas de dubtes o accidents, anotar-ho
a observacions. Per assegurar que les families realitzaven el mostreig correctament i poder tenir
un registre de les hores en queé ho feien, es va utilitzar el “Monitoring Event Medication System”
(MEMS). Aquest dispositiu creat per Aardex Group registra electronicament cada vegada que
s’obre i es tanca el capgal (Olivieri et al., 1991). Tenir un registre de les hores en qué s’ha realitzat
les mostres de saliva és un punt clau per poder realitzar una correcta valoracié de les respostes
fisiologiques de I’estres tant a nivell basal com a nivell reactiu, ja que el cortisol i I'alfa-amilasa
tenen un ritme circadiari molt marcat on els primers 45 minuts post despertar-se sén vitals per
poder detectar alguna anomalia en el seu funcionament. El MEMS esta configurat perque ens
envii el registre de les hores de la presa de mostres a casa amb el codi del participant i és una
estrategia afegida per augmentar la fiabilitat i veracitat de les mostres.

2.3. Procediment —El TSST-M

Aguesta fase tenia una durada aproximada d’1,5 hores. Quan les families arribaven al laboratori,
eren recollides per l'investigador A, que es presentava, els hi recullia les mostres de saliva
realitzades al cap de setmana anterior i les conduia fins a la sala 1, on es trobaven amb
I'investigador B, que explicava el procediment, preguntava al cuidador sobre I’hora que s’havia
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despertat I'infant, la recollida de les mostres, la preséncia de malalties o infeccions i la ingesta
d’aliment, beguda o realitzacié d’exercici en les dues hores previes a I'arribada. A continuacié es
prenien mesures antropomeétriques de l'infant (pes, al¢ada, talla de cintura i talla de malucs)
juntament amb la primera mostra de saliva (S1) i la primera mostra de percepcid subjectiva
d’estres (SAM 1) (figura 7).

Després, l'investigador A conduia al cuidador/a a la sala 2, on estaria la resta de temps
contestant gliestionaris sobre ell/a mateix/a i sobre I'infant. Mentrestant, I'infant juntament
amb l'investigador B, comencava el periode d’habituacié, que tenia una durada de 30 minuts i
tenia I'objectiu d’evitar possibles interferéncies entre el possible estrés ocasionat per accedir a
un ambient nou i I'estrés originat pel TSST. En aquests 30 minuts I'infant havia d’estar en silenci
fent una tasca de relaxacio (pintar o visualitzar videos d’animals i naturalesa, a eleccid seva).

Quan faltaven 2 minuts per haver completat els 30 minuts de relaxacid, I'investigador B prenia
una mostra de saliva al o la participant (S2) i en finalitzar, portava a I'infant a la sala TSST-M, on
li explicava el procediment de la prova. Aquesta estava dividida en dues parts; la primera
consistia a preparar i fer una exposicié oral en la qual I'infant havia d’imaginar que arriba a una
classe nova i s’ha de presentar als nous companys i explicar que li agrada, que se li dona bé, etc.,
amb la finalitat d’aconseguir que aquests es vulguin fer amics seus. Si I'infant es quedava en
blanc més de 15 segons, un dels membres del jurat li deia que continués amb I’'exposicio, i si es
tornava a quedar en blanc, es passava a fer una série de preguntes.

A la segona part, I'infant havia de fer en veu alta una tasca aritmeética (restar d’1 en 1 des de 100
fins a 0 el més rapid possible i sense equivocar-se). Si aquest s’equivocava, es feia sonar un
timbre i un membre del jurat li feia saber que s’havia equivocat i que havia de tornar a comencar.
A la tercera vegada que s’equivocava, se li demanava que tornés a comencar, pero aquesta
vegada des de 40 i, finalment, si es tornava a equivocar 3 vegades, se li demanava que sumés
d’1 en 1 des de 0. En total eren 15 minuts: 5 per preparar I'exposicio oral, 5 per fer-lai 5 per la
tasca aritmetica. En els minuts 7,5 i 12,5 des de l'inici de la prova, un membre del jurat li
ensenyava el SAM (figura 7). En tot moment hi havia un jurat compost per dues persones (un
home i una dona per respectar el biaix per génere) i una serie d’elements per afegir intensitat
(el jurat anava amb bata i mantenia una expressid neutra en tot moment; hi havia dues cameres
gravant al participant, dos microfons, papers on el jurat fingia agafar nota del que diuen, un
tamboret on el participant havia d’estar enfilat i una llum que l'il-luminava).

Una vegada transcorreguts els 15 minuts, un membre del jurat deia que el temps havia finalitzat
i obria la porta perqué entrés I'investigador B i li prengués una mostra de saliva a I'infant (S3) i
el conduis altra vegada fins a la sala 1, on comengava I’Gltima fase.

La darrera fase, la recuperacio, consistia en 30 minuts en els quals I'investigador B realitzava 2
mostres de saliva (S4 i S5) mentre el o la participant, igual que en I’habituacié, mirava videos de
naturalesa o pintava. De la mateixa manera, s’havia d’evitar mantenir converses prolongades
amb el o la participant.
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Finalment, transcorreguts els ultims 30 minuts, es conduia al participant a la sala 2, on es
retrobava amb el cuidador i juntament amb l'investigador A es realitzava el debriefing. Aquest
tenia una durada aproximada de 10 minuts i en ell es feia un feedback a I'infant i al cuidador.
Se’ls hi donava les gracies per la participacid i se’ls hi feia entrega d’un certificat de participacio
i d’'un obsequi simbolic (una tassa). En la figura 6 es mostra un esquema cronologic del
procediment que seguien els participants al laboratori.

2.4. Dades obtingudes

Durant el procediment, es van realitzar diferents mostres als participants que es poden veure
alterades davant un estimul estressant. Aquestes es poden classificar en variables fisiologiques
i afectives. A part, tal com s’ha mencionat anteriorment, els cuidadors/es dels i les participants
omplien uns qlestionaris que son variables psicologiques predictives.

2.4.1. Variables fisiologiques

Concentracio de cortisol (hormona que indica I'activacié de I'eix HPA) i alfa-amilasa (enzim que
se segrega amb I'activacié del SAM) en saliva. La saliva es recollira amb els salivettes (Sarstedt,
Ref: 51.1534.500, Alemanya), es centrifugara a 2000G, 4 °C durant 15 minuts i
s’emmagatzemara en eppendorfs a -80°C fins al dia de I'analisi bioquimica. (salivetes i
eppendorfs han d’estar rotulats previament).
En total es realitzaran 5 mostres de saliva distribuides abans i després del TSST (Temps=0).

- S1:T-30: Al'arribada del o la participant al laboratori (Sala 1)

- S2:T0: Abans de conduir el o la participant a la sala TSST (Sala 1)

- S3:T+15: Quan finalitzi el TSST (Sala TSST)

- S4:T+30: Durant la recuperacio (Sala 1)

- S5: T+45: En finalitzar la recuperacié (Sala 1)

Habituation TSST Recovery Debriefing

A A A
- N = A

1 1 & & J1 1 1
J & 8
& F I
Saliva Samples 1-30 T0 T+15 T+30 T
S1 S2 S3 S4 S5

Figura 6: Esquema de la realitzacioé de mostres de saliva. Adaptat de “Manual Trier Social Stress Test
(TSST)”, per Grup de recerca Laboratori Huma, 2024.

Per a la presa de les mostres de saliva, I'investigador B (amb guants) col-locara el coté que es
troba dins del salivette a la boca del participant, on el tindra durant 2 minuts movent-lo per la
boca sense mastegar-lo perquée aquest s'impregni de saliva. Transcorregut el temps, se li traura
de la boca i es tornara a dipositar dins el salivette i aquest en gel fins a la seva centrifugacié.
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2.4.2. Variables afectives

Es va utilitzar el SAM (self Asessment Manikin) per tal de mesurar la percepcidé subjectiva a
I'estrés dels i les participants. Aquest consisteix en un test pictoric i no verbal que mesura

I’activacio o estrés en resposta a estimuls momentanis (Bradley & Lang, 1994) en una escala

de I'1 al 5 (figura 7).

El SAM va ser administrat un total de 6 vegades juntament amb la pregunta: “Amb quin ninot

Self Assessment Manikin (SAM)

Excited

1 2

3

4

5

Calm

Figura 7: Self Assesment Manikin (SAM), utilizat com a variable afectiva

sobre la percepcio subjectiva a l'estreés.

SAM et sents identificat ara mateix?”.

Els moments d’administracié del SAM es mostren a continuacio:

Les administracions de SAM que coincideixin amb la presa de mostres de saliva (1,2,5i 6) es

SAM 1: A I'arribada al laboratori, juntament amb S1 (Sala 1).
SAM 2: Abans d’iniciar el TSST, juntament amb S2 (Sala 1).
SAM 3: Durant el TSST, al minut 7.5 (Sala TSST).
SAM 4: Durant el TSST, al minut 12.5 (Sala TSST).
SAM 5: Durant la recuperacid, juntament amb la S4 (Sala 1).
SAM 6: Durant la recuperacio, juntament amb la S4 (Sala 1).

realitzaran mentre el participant té el coté del salivette a la boca.

2.4.3. Variables psicopatologiques

Els gliestionaris es van realitzar pels cuidadors/es dels i les participants a la Sala 2. En total cada
cuidador/a va omplir 2 quiestionaris a través del REDCAP (Research Electronic Data Capture),
que és una aplicacié web segura que serveix per crear i gestionar enquestes i bases de dades en

linia (Harris et al., 2019).
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Els questionaris contestats pel cuidador/a principal es mostren a continuacié:

Perceived stress scale (Cohen et al., 1983), versid espanyola (Remor, 2006). Utilitzat per mesurar
el nivell de percepcio de I'estres cronic dels cuidadors del participant. Te 14 items amb preguntes
sobre la freqiiéncia en qué han pensat en una cosa o s’han sentit d’'una manera especifica en
I"dltim mes i té 4 opcions de resposta que van de menys freqlient a més freqiient. S'obté una
puntuacidé total en la que valors més alts indiqguen més estrés percebut.

Child Life-Events Check-List (Johnson & McCutcheon, 1980). Serveix per avaluar els
esdeveniments estressants que han tingut lloc durant la infancia del o la participant. Consisteix
en 38 items que pregunten si l'infant ha viscut una série d’esdeveniments i 2 opcions de
resposta, que sén Si o No. S’obté una puntuacié total en la que els valors més alts indiquen que
I'infant ha patit més estres en la infancia.

Per 'estudi, també s’utilitzaran dos questionaris contestats pel cuidador/a principal en la sessié
1, anterior a la prova de laboratori. Aquests es mostres a continuacio.

Report of Proactive and Reactive Behaviors (Dodge & Coie, 1987), versid espanyola (Lopez-
Romero et al., 2012). Serveix per avaluar els comportaments reactius (respostes impulsives o
agressives a provocacions o frustracions) i proactius (impliquen I'agressio planificada per obtenir
un objectiu) dels i les participants. Té 6 items i 4 opcions de resposta, que van de menys freqlient
a més freqiient. S’obtenen dues puntuacions, una que fa referencia a agressivitat proactiva i una
gue fa referéncia a agressivitat reactiva. En els dos casos, una puntuacié més alta indica més
agressivitat, sigui proactiva o reactiva.

Child Problematic traits Inventory (Colins et al., 2014), versié espanyola (Lopez-Romero et al.,
2019). Consisteix a avaluar els trets psicopatics i identificar comportaments problematics en la
infancia. Te 28 items que serveixen per identificar 3 trets de la personalitat: insensibilitat
emocional, grandiositat i engany i impulsivitat i necessitat d’estimulacié. Té 4 opcions de
resposta que van de menys verdader a més verdader. S'obté la puntuacié total i com més
elevada sigui aquesta, més pronunciats seran els trets psicopatics.

2.5. Teécniques bioquimiques

Tot i que acausa de la programacio i temporitzacio del projecte no he pogut participar en I'analisi
bioguimica de les mostres de saliva ni obtenir les dades reals, el comité de TFG de la UdG m’ha
permes utilitzar dades simulades de Cortisol i alfa-amilasa, que han estat creades a partir de les
dades obtingudes en I'estudi pilot i d’acord amb la revisid bibliografica dels resultats d’altres
estudis realitzats amb metodes i participants similars.
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2.5.1. Quantificacio de Cortisol en saliva

Per a la determinacio dels nivells de cortisol en saliva, es va utilitzar un radioimmunoassaig (RIA)
amb doble anticos (Goldberg et al., 2023). El cortisol utilitzat pel RIA és Cortisol l15 (Cortisol-3-
0O-CMO_histamina), amb activitat especifica 10 uCi com a tracador (MP-Biomedicals-Alemanya);
Cortisol sintetic (Sigma, Barcelona) com estandard i un anticos produit en conills contra Cortisol-
3-O-Carboximetiloxima-BSA (MP-Biomedicals-Alemanya). EI complex va ser precipitat amb
anticos de cabra contra IgG de conill (Sigma, Barcelona). Les mostres diluides van mostrar bon
paral-lelisme amb la corba estandard i la recuperacié de mostres fortificades va ser del 100%.
Totes les mostres per la comparacio estadistica van ser analitzades en el mateix assaig per evitar
la variabilitat entre assajos. El coeficient de variacid intra-assaig va ser inferior al 12%. La
sensibilitat per al cortisol en saliva va ser de 80 pg/ml per 20 ul de mostra utilitzada.

2.5.2. Quantificacio d’alfa-amilasa en saliva

Per la determinacié de I'alfa-amilasa es va utilitzar un “kit” d’assaig enzimatic cinetic d’alfa-
amilasa salival (Salimetrics, Ref: 1-1902-5, Regne Unit). Aquest métode utilitza un substrat
cromogenic, 2-Clor-P-Nitrofenol unit a maltrotriosa. L'accié enzimatica de |'alfa-amilasa sobre
aquest substrat produeix 2-Clor-P-Nitrofenol, que pot mesurar-se espectrofotométricament a
40nm. La quantitat d’activacié de I'alfa-amilasa en la mostra és directament proporcional a
I’'augment d’absorbancia a 405nm. La reaccid es llegeix en una placa de microtitulacié de 96
pouets amb controls proporcionats. El coeficient de variacié intra-assaig va ser inferior al 7,2% i
el inter-assaig va ser del 5,8%. La sensibilitat va ser de 2.0 U/ml. Protocol extret de Goldberg et
al., (2023).

2.6. Analisis estadistiques

Per analitzar les dades obtingudes es va utilitzar el programa informatic IBM SPSS V24 i per a la
realitzacié dels grafics es va utilitzar el programa Graphpad—Prism V10. Els resultats es van
considerar significatius quan p<0,05.

Es van realitzar les mitjanes dels valors de cortisol i alfa-amilasa basals, respectivament, és a dir,
la mitjana dels valors obtinguts de cortisol salival de dissabte i diumenge per cada participant i
el mateix per I'alfa-amilasa. Tots els valors de cortisol i alfa-amilasa salival s’"han transformat a
log-10, ja que algunes de les dades no segueixen una distribucié normal a la prova de Kolmogrov-
Smirnov. Les analisis estadistiques s’han realitzat amb la mencionada transformacio. També s’ha
calculat I’area sota la corba superior i inferior (AUCi i AUCg, respectivament) per les variables de
cortisol i alfa-amilasa en repods i durant el TSST-M, utilitzant fdrmules extretes de Pruessner et
al., (2003).

Pel que fa als valors del SAM, s’han recodificat de I’1 (menor estres percebut) al 5 (major estrés
percebut). En referencia als qiiestionaris utilitzats, es va realitzar el sumatori de les puntuacions
per a cada participant.
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Per a les analisis de la induccio de cortisol, alfa-amilasa i estrés subjectiu durant el TSST-M, s’han
realitzat ANOVAs de mesures repetides per totes les mostres agafades al llarg del TSST-M,
utilitzant el temps com a factor intra-subjecte (-30, 0, 15, 30, 45 per cortisol i alfa-amilasa i -30,
0, 7.5, 12.5, 30, 45 per I'estres subjectiu) i sexe com a factor entre-subjecte. També es van
realitzar dues ANOVAs de mesures repetides més per analitzar els nivells basals de cortisol i alfa-
amilasa, utilitzant com a factor intra-subjecte el temps (despertar, +30°, +45’, 13 hi 20 h) i sexe
com a factor entre-subjecte. En el cas que el factor temps fos estadisticament significatiu, es van
dur a terme analisis de contrastos posteriors (polinomics per estudiar si se segueix una tendéncia
guadratica, o simples contra un valor de referéncia). Es van utilitzar correccions de Greenhouse-
Geisser en cas que no es complis I'esfericitat assumida i proves de levene per comprovar si se
seguia la homogeneitat de variancies. Finalment, s’han realitzat correlacions bivariades de
Pearson per estudiar la relacié entre les diferents variables, tant amb la mostra global com
separades per sexes.
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3. Resultats

3.1. Cortisol salival durant el TSST-M

Per caracteritzar I’evolucié dels nivells de Cortisol al llarg del temps durant la prova d’estreés,
vam fer una analisi de la variancia mixta. Els resultats van indicar que els nivells de Cortisol
variaven al llarg del procés, com és d’esperar [temps: F(2.57 , 72) = 141.56, p<0.01], amb
independéncia del sexe [Sexe, Sexe x Cortisol =NS]. Analisis addicionals de contrastos
(polinomial) van indicar que les dades s’ajustaven a la tendéncia quadratica [F(1.18) = 29,
p<0.001]; és a dir, els nivells de Cortisol van pujar durant la tasca d’estres i posteriorment es van
recuperar els nivells basals. Una analisis complementaria de contrastos (simple) va demostrar
gue en comparacio amb els nivells basals, el cortisol va pujar durant la tasca d’estres [F(1.18) =
72.81, p<0.01], com es veu a la figura 9.
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Figura 8: Nivells de cortisol salival (nmol/L) per sexes
durant el temps en el laboratori, sent el temps 0 a
'inici del TSST-M. Dades simulades. N=20 (10 nens i 10
nenes).

3.2. Alfa-amilasa salival durant el TSST-M

Per caracteritzar I'evolucié dels nivells d’Alfa-amilasa al llarg del temps durant la prova d’estreés,
vam realitzar una analisi de la variancia mixta. Els resultats van indicar que els nivells d’Alfa-
amilasa variaven al llarg del procés, com és d’esperar [temps: F(2.9, 72) =2516.95, p<0.01], amb
independéncia del sexe [Sexe, Sexe x Alfa-amilasa =NS]. Analisis addicionals de contrastos
(polinomial) van indicar que les dades s’ajustaven a la tendéncia quadratica [F(1.18) = 266.1,
p<0.001]; és a dir, els nivells d’alfa-amilasa van pujar durant la tasca d’estrés i posteriorment es
van recuperar els nivells basals. Una analisi complementaria de contrastos (simple) va demostrar
gue en comparacié amb els nivells basals, I’alfa-amilasa va pujar durant la tasca d’estrés [F(1.18)
=1002.21, p<0.01], com es veu a la figura 10.
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Figura 9: Nivells de alfa-amilasa salival per sexes durant
el temps en el laboratori, sent el temps 0 a I'inici del TSST.
Dades simulades. N= 20 (10 nens i 10 nenes).

3.3.  Estres percebut durant el TSST-M

Per caracteritzar I'evolucid de I'estrés percebut al llarg del temps durant la prova d’estres, vam
realitzar una analisi de la variancia mixta. Els resultats van indicar que I'estrés percebut variava
al llarg del procés, com és d’esperar [temps: F(2.34, 90) = 5.98, p<0.01], amb independéncia del
sexe [Sexe, Sexe x Temps =NS]. Analisis addicionals de contrastos (polinomic) van indicar que les
dades s’ajustaven a la tendéncia quadratica [F(1.18) = 18.69, p<0.001]; és a dir, I'estrés subjectiu
va pujar durant la tasca d’estrés i posteriorment es van recuperar els nivells basals. Una analisi
complementaria de contrastos (simple) va demostrar que en comparacié amb els nivells basals
I'estres percebut va pujar durant la tasca verbal i la aritmetica [F(1.18) = 10.13, p<0.01; F(1.18)
=10.24 p<0.01], respectivament, tal com es veu a la figura 8.

-O- Nenes
Self Assessment Manikin & Nens

Molt nerviés/a 5-

Estreés percebut
w
1

Molt calmat/da 1

a» D 2.
pe ATV

Temps (minuts)
Figura 10: Mitjanes de les puntuacions obtingudes en el Self-
Assessment Manikin per sexes durant el temps en el

laboratori, sent el temps 0 a I'inici del TSST. N=20 (10 nens i 10
nenes).
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3.4. Cortisol salival en condicions basals

Per caracteritzar I'evolucid dels nivells de Cortisol al llarg del dia, vam realitzar una analisi de la
variancia mixta. Els resultats van indicar que els nivells de Cortisol variaven al llarg del dia, com
és d’esperar [temps: F(1.55, 36) =324.235, p<0.01], amb independéencia del sexe [Sexe, Sexe x
CAR =NS]. Analisis addicionals de contrastos (polinomial) van indicar que les dades s’ajustaven
a la tendencia quadratica [F(1.18) = 809.55, p<0.001]; és a dir, els nivells de Cortisol van
augmentar els primers 30 minuts després de llevar-se i després van disminuir, com es veu a la
figura 11.
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Figura 11: CAR i SLOPE obtinguts dels participants per sexes. La primera

mostra va ser agafada en el moment de despertar-se (Desp.), sequida de dues

mostres als 30 i 45 minuts. Dues mostres més van ser agafades a les 13:00h i
a les 20:00h respectivament. Dades simulades. N=20 (10 nens i 10 nenes).

3.5. Alfa-amilasa salival en condicions basals

Per caracteritzar els nivells d’Alfa-amilasa al llarg del dia, vam realitzar una analisi de la variancia
mixta. Els resultats van indicar que els nivells d’Alfa-amilasa variaven al llarg del dia, com és
d’esperar [temps: F(1.96, 36) = 777.94, p<0.01], amb independéncia de sexe [Sexe, Sexe x Alfa-
amilasa_Basal = NS]. Analisis addicionals de contrastos (polinomial) van indicar que les dades
s’ajustaven a la tendéencia quadratica [F(1.18) = 1516.48, p<0.001]; és a dir, els nivells d’Alfa-
amilasa van disminuir durant els primers 30 minuts després de llevar-se i posteriorment van
augmentar, tal com es veu a la figura 12.
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Figura 12: sAA-AR i augment al llarg del dia dels participants per sexes. La
primera mostra va ser agafada en el moment de despertar-se (Desp.), sequida de
dues mostres als 30 i 45 minuts. Dues mostres més van ser agafades a les 13:00h
i a les 20:00h respectivament. Dades simulades. N=20 (10 nens i 10 nenes).



3.6. Correlacions entre variables
Correlacions entre variables psicologiques

S’han realitzat correlacions de Pearson entre les variables psicologiques a través dels
gliestionaris contestats pel cuidador/a principal de l'infant. Pel que fa a les correlacions globals
(nens i nenes junts), en primer lloc es pot observar que els trets psicopatics es correlacionen
positivament amb |’agressivitat reactiva (r=0.649, p=0.002) i proactiva (r=0.691, p<0.001) i amb
I'estres en la infancia (r=0.702, p<0.001). L’agressivitat reactiva es correlaciona positivament
amb la proactiva (r=0.625, p=0.003) i I'estres en la infancia es correlaciona positivament amb
I'estrés percebut pels cuidadors/es (r=0.681, p<0.001). No s’han trobat diferéncies en les
correlacions separades per sexes.

Correlacions entre variables fisiologiques i afectives

S’han realitzat correlacions de Pearson entre les variables fisiologiques i de I'estrés percebut,
tant en repos com en reactivitat al TSST-M. Primer es mostren les correlacions globals (nens i
nenes junts). Correlacions positives de I'estrées percebut a diferents moments del TSST-M: s’ha
vist que les mesures basals correlacionen entre si perdo no amb les mesures durant I'estrés agut:
SAM 1 amb SAM 2 (r=0.565, p=0.009), SAM 2 amb SAM 5 (r=0.589, p=0.006), SAM 5 amb SAM
6 (r=0.807, p<0.001). | les mesures durant |'estrés correlacionen entre si: SAM 3 amb SAM 4
(r=0.726, p<0.001). També s’han observat correlacions entre estrés percebut al llarg del TSST-M
i variables fisiologiques: el SAM 3 ha correlacionat negativament amb el CAR (AUCg) (r=-0.574,
p=0.008), el SAM 4 ha correlacionat negativament amb I’alfa-amilasa en reactivitat (AUCg) (r=-
0.606, p=0.005) i amb el cortisol en repos (AUCg) (r=-0.655, p=0.002). Finalment, es mostren
correlacions entre les diferents variables fisiologiques, tant en reactivitat com en repos: I'alfa-
amilasa en reactivitat (AUCg) ha correlacionat positivament amb CAR (AUCg): (r= 0.816,
p<0.001), (AUCi): (r=0.595, p=0.006). No s’han trobat diferencies en les correlacions separades
per sexes.

Correlacions entre variables fisiologiques i afectives i els trets de la personalitat/conducta
(comportament agressiu i trets psicopatics)

S’han realitzat correlacions de Pearson entre l'estrés percebut, les variables fisiologiques
reactives i en repos i les variables psicologiques relacionades amb els trets de la personalitat i
comportament. El SAM 3 (estrés percebut durant el TSST-M) ha correlacionat positivament amb
els trets psicopatics (r=0.570, p=0.009), El SAM 4 (estrés percebut durant el TSST-M) també es
correlaciona positivament amb els trets psicopatics (r=0.605, p=0.005). L’alfa-amilasa en
reactivitat (AUCg) ha correlacionat negativament amb els trets psicopatics (r=-0.869, p<0.001) i
amb I'agressivitat proactiva (r=-0.696, p=<0.001). EI CAR (AUCg) es correlaciona negativament
amb els trets psicopatics (r=-0.852, p<0.001) i amb I'agressivitat proactiva (r=-0.616, p=0.004).
Finalment, el CAR (AUCIi) s’ha correlacionat negativament amb els trets psicopatics (r=-0.627,
p=0.003). A més, si mirem les correlacions separades per sexes, veiem que la majoria dels
resultats es mantenen, pero en el grup nenes observem una diferéncia. L’agressivitat proactiva
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es correlaciona positivament amb I'estrés percebut durant el TSST-M: SAM 3 (r=0.794, p=0.006),
SAM 4 (r=0.938, p<0.001), a diferéncia del grup nens i del global.

Correlacions entre respostes a l'estres agut (fisiologiques i afectives) i I'adversitat en la
infancia (estrés percebut pels cuidadors/es i esdeveniments estressants en la infancia)

S’han realitzat correlacions de Pearson entre l'estres percebut, les variables fisiologiques
reactivesien reposiles variables psicologiques relacionades amb els esdeveniments estressants
en la infancia dels i les participants. EI SAM 4 es correlaciona positivament amb els
esdeveniments estressants en la infancia (r=0.594, p=0.006) i amb I'estres percebut pels
cuidadors/es (r=0.676, p=0.001). L’alfa-amilasa en reactivitat (AUCg) ha correlacionat
negativament amb els esdeveniments estressants en la infancia (r=-0.644, p=0.002). EI CAR
(AUCg) ha correlacionat negativament amb els esdeveniments estressants en la infancia (r=-
0.697, p<0.001). Finalment, el CAR (AUCi) s’ha correlacionat negativament amb els trets
psicopatics (r=-0.627, p=0.003) i amb els esdeveniments estressants en la infancia (r=-0.669,
p=0.001). No s’han trobat diferéncies en les correlacions separades per sexes.
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4. Discussio

L’objectiu principal d’aquest estudi era validar I'is d’un estrés psicosocial controlat en nens i
nenes, utilitzant el cortisol i I'alfa-amilasa com a biomarcadors. Tal com s’esperava, els nivells de
cortisol i alfa-amilasa salival han incrementat després del TSST-M, el que ens porta a pensar que
el TSST-M és valid en la induccio de la resposta fisiologica de I'estrés agut en nens i nenes.

Pel que fa als objectius secundaris, el primer consistia a descriure la dinamica de la resposta del
cortisol i I'alfa-amilasa salival després de I'estres psicosocial. Tal com es pot veure a la figura 9,
els nivells de cortisol salival arriben al seu maxim 30 minuts després de I'inici del TSST-M. Aixo
és coherent amb la literatura existent, que mostra un augment del cortisol després d’un estres
agut i un pic entre 30 i 45 minuts després d’aquest (Gjerstad et al., 2018). Respecte a I'alfa-
amilasa (figura 10), realitza un pic 15 minuts després d’iniciar la prova i coincideix amb el final
del TSST-M, també corroborat per la literatura existent (Armario et al., 2020). No s’han trobat
correlacions significatives entre el cortisol i I'alfa-amilasa salival en reactivitat pel TSST-M.

Respecte al segon objectiu secundari, analitzar la resposta afectiva induida per un estres
psicosocial agut en nens i nenes en base a I'estres percebut, també s’evidencia un clar augment
de I'estres percebut durant el TSST-M i una baixada d’aquest durant el periode de recuperacié
(figura 8). Aquest fet no només valida la hipotesi realitzada, siné que també dona suport a que
el TSST-M és efectiu per induir una resposta afectiva.

El tercer objectiu secundari buscava verificar que els nivells de cortisol i alfa-amilasa en infants
es corresponen amb un cicle circadiari, posant el focus en el CAR i en el sAA-AR, tal com passa
en adults sans. En els nivells de cortisol salival durant el dia (figura 11) es veu clarament un CAR
format per les tres primeres mostres de saliva (despertar, +30’, +45’), i un diurnal slope, és a dir,
una disminucié del cortisol al llarg del dia, sent el pic a 30 minuts després del moment de
despertar-se. Aquests resultats son sostinguts per la literatura existent i molt semblants al grafic
extret de Susman et al., (2007) (figura 3). Si mirem els nivells d’alfa-amilasa al llarg del dia (figura
12), també s’evidencia, tal com s’esperava, el SAA-AR i consegilient augment durant el dia, sent
el minim a 30 minuts després de despertar. Aixo també es correspon amb la bibliografia existent
(Nater & Rohleder, 2009).

El quart objectiu secundari consistia a relacionar les respostes de I'estrés psicosocial agut
(fisiologiques i afectives) amb els trets de personalitat en infants (comportament agressiu i trets
psicopatics). S’ha observat que tant el SAM 3 com el SAM 4, és a dir, I'estres percebut durant el
TSST-M, estan relacionats amb els trets psicopatics. D’altra banda, els nivells d’alfa-amilasa en
reactivitat pel TSST-M estan inversament relacionats amb els trets psicopatics i amb
I’agressivitat proactiva. Aquests resultats ens porten a pensar que els infants amb puntuacions
elevades en trets psicopatics podrien tenir un deéficit regulador del sistema nervids simpatic-
adrenal en la resposta a I'estres agut, tal com s’ha vist en homes adults (Glenn et al., 2015). A
més, també s’ha observat una percepcid de I'estrés més alta que en els infants amb puntuacions
baixes de trets psicopatics, fet que podria indicar una dissociacid entre |'estrés percebut i el SAM
(Sistema Simpatic-medulo-adrenal). Cal destacar que no s’ha obtingut cap resultat significatiu
sobre relacions entre el cortisol en reactivitat pel TSST-M i els trets de la personalitat/conducta.
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Pel que fa al cinqué objectiu secundari, relacionar les respostes de I’estres agut (fisiologiques i
afectives) amb I'adversitat primerenca dels infants (esdeveniments estressants en la infancia i
estrés percebut pels cuidadors/es dels infants), s’ha vist que el SAM 4, és a dir, I'estrés percebut
durant el TSST-M, s’ha associat positivament als esdeveniments estressants en la infancia i a
I'estrés percebut pels cuidadors/es, el que podria significar que I’adversitat en la infancia esta
associada a una alta percepcié de l'estrés en infants, tot i que en 'estudi de Zhang et al., (2019)
no es van trobar associacions significatives entre aquests dos parametres. També s’ha observat
qgue, com en el cas anterior, I'alfa-amilasa esta associada negativament amb els esdeveniments
estressants en la infancia, fet que torna a indicar una possible dissociacié entre |'estrés percebut
i el SAM. Aquest resultat es correspon amb la bibliografia revisada, que indica que I'adversitat
primerenca esta associada a nivells atenuats d’alfa-amilasa (Hakamata et al., 2022). En aquest
cas tampoc s’ha obtingut cap resultat significatiu sobre relacions entre el cortisol en reactivitat
pel TSST-M i I'adversitat en la infancia.

| finalment, I’dltim objectiu secundari consistia a identificar possibles diferéncies entre sexes en
tots els parametres anteriors. Pel que fa als nivells de cortisol i alfa-amilasa salivals, tant en
reactivitat (figures 9 i 10) com en condicions basal (figures 11 i 12) no s’han trobat diferencies
significatives entre els dos sexes, aixi com tampoc s’han trobat en la percepcio de I’estres durant
el TSST-M (figura 8), tal com s’esperava. Pel que fa a les variables psicologiques, les Uniques
diferéncies que veiem entre nens i nenes sén que en el grup nenes, a diferéncia del grup nens,
s’ha observat una correlacié positiva entre I'agressivitat proactiva i I'estrés percebut durant el
TSST-M. Aquesta relacié podria ser deguda al baix nombre de participants, perd de no ser aixi,
obra una nova linia d’investigacio.

Per tal de determinar la fiabilitat de I'estudi en questid, s’ha fet una breu recopilacié de
limitacions i punts forts que es detallen a continuacid.

La mida de la mostra ha estat una limitacio, ja que no hi ha suficient poder estadistic per detectar
totes les diferéncies significatives. D’altra banda, I'Gs de dades fisiologiques simulades en base
a la literatura també ha estat un factor limitant, ja que aquest fet pot alterar certes diferéncies
individuals.

En relacié amb els punts forts, destaca el fet d’haver estudiat una part de la poblacié d’us poc
freqlient en estudis cientifics, com sén els infants d’entre 7 i 8 anys. El fet d’utilitzar diferents
mesures bioldgiques i psicologiques fa que sigui un estudi multidimensional. D’altra banda, la
possibilitat de poder tractar directament amb els subjectes en el TSST-M, aporta veracitat i és
un punt fort pels investigadors/es. Finalment, comptar amb infants i amb els seus cuidadors/es
a I’hora d’obtenir informacio, també ha permes augmentar la fiabilitat de les respostes.
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5. Conclusions

- This study has proved that the TSST-M could be a useful procedure to activate the
physiological (cortisol and alpha-amylase) response to an acute psychosocial stress in 7-
8 years old children.

- It could prove that cortisol and alpha-amylase reacts in response to an acute
psychosocial stress.

- It has proved that children’s affective response increase during the TSST-M.

- Under normal conditions, children could exhibit CAR and sAA-AR.

- There is an association between the acute stress response and psychopathic traits.

- Thereis also an association between the acute stress response and childhood adversity.

- Finally, it was found that there are no significant differences between sexes in the
physiological and affective responses to acute psychosocial stress. Also, no differences
were found between sexes in CAR and sAA-AR under normal conditions, nor any
differences were found regarding psychopathy. But it was observed that girls with
higher scores in proactive aggression have higher perception of acute stress than boys.

These results highlight the importance of stress in our daily lives, especially during childhood.
They also suggest that childhood adversity is a key factor in stress regulation and can cause
changes in SAM physiology. Finally, they show that psychopathic traits are closely related to the
stress response and that low alpha-amylase levels in response to an acute psychosocial stress
could possibly predict psychopathy.
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