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RESUMEN

La exposicion prenatal a dietas con alto contenido energético promueve alteraciones en el
comportamiento de la descendencia, un proceso conocido como programacion fetal (PF).
Las alteraciones conductuales en la  descendencia pueden  conservarse
transgeneracionalmente y heredarse hasta la tercera generacion. En esta tesis se
caracterizé en un modelo murino el efecto transgeneracional de la PF por exposicién a
dieta con alto contenido energético en el desarrollo de conductas similar a la depresién y
ansiedad, y su correlacién con alteraciones de la estructura cerebral. Empleamos ratas
Wistar hembras alimentadas con dieta de cafeteria antes, durante y después del embarazo.
Evaluamos la conducta similar a la ansiedad y depresion en la descendencia empleando
las pruebas: Campo abierto (OF), alimentacién novedosa suprimida (NSFT), laberinto
elevado (EM), suspensién de cola (TS) y nado forzado (FST). Las alteraciones macro y
microestructurales se estudiaron por resonancia magnética de imagen estructural y basado
en difusion, respectivamente. Los resultados indican que la descendencia expuesta
prenatalmente a dieta de cafeteria muestra indices de ansiedad caracterizados por una
mayor estadia en las orillas de la arena durante la OF, en la latencia para alimentarse en
NSFT y en el tiempo en los brazos cerrados en EM. Se identificaron cambios en el
volumen de la amigdala, el cerebelo, el hipoca_mpo y el hipotdlamo de manera
transgeneracional. Nuestros hallazgos rev,elanciue la PF con dieta cafeteria promueve la
herencia transgeneracional de cambios de la estructura cel_‘e_brglly del comportamiento

similar a la ansiedad.

DR. C. ALBERTO CAMACHO MORALES

Director de Tesis




ABSTRACT

Prenatal exposure to high-energy diets promotes behavioral alterations in offspring, a
process known as fetal programming (FP). Behavioral disturbances in offspring can be
conserved transgenerationally and inherited up to the third generation. In this thesis, the
transgenerational effect of FP due to exposure to a high-energy diet on the development
of behaviors similar to depression and anxiety, and its cérrelation with alterations in brain
structure, was characterized in a murine model. We used female Wistar rats fed a cafeteria
diet before, during and after pregnancy. We assessed anxiety and depression-like behavior
in the offspring using the tests: Open Field (OF), Novelty Suppressed Feeding Test
(NSFT), Elevated Maze (EM), Tail Suspension (TS), and Forced Swim (FST). The F1 or
F2 offspring were mated with female rats to produce the F2 and F3 offspring, respectively.
Macro and microstructural alterations were studied by structural and diffusion-based
magnetic resonance imaging, respectively. The results indicate that the offspring (F1, F2
and F3) exposed prenatally to a cafeteria diet show anxiety indices characterized by a
greater stay on the shores of the arena during OF, in the latency to feed in NSFT and in
the time in arms closed in EM. Volume changes in the amygdala, cerebellum,
hippocampus, and hypothalamus were identified in a transgenerational manner. Likewise,
greater fractional anisotropy and axial diffusivity were identified in the amygdala, while
a greater apparent diffusion coefficient was found in the c'orpus callosum and greater axial
diffusivity in the hippocampus. Our findings reveal that cafeteria diet FP promotes the

transgenerational inheritance of anxiety-like behavioral and brain structural changes.

DR. C. ALBERTO CAMACHO MORALES

Director de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los trastornos del estado de animo son enfermedades psiquidtricas comunes e
incapacitantes que afectan a los individuos mundialmente y causan un gran impacto
negativo en la salud ptblica (Yksel & Ongiir, 2010). Los trastornos depresivos y ansiosos
representan un alto porcentaje de los trastornos del estado de &nimo e imponen una carga
severa a las personas infligidas y son cada vez mas frecuentes en la sociedad moderna
(Marsden, 2013). Los desordenes de ansiedad se refieren a un grupo de trastornos
mentales caracterizados por sentimientos de ansiedad, preocupacion y miedo excesivo,
que incluyen el trastorno de ansiedad generalizada (GAD), el trastorno de panico, las
fobias, el trastorno de ansiedad social, el trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) y el
trastorno de estrés postraumatico (TEPT) (American Psychiatric Association, 2013b).
Dichos trastornos muestran un amplio espectro de manifestaciones neuroldgicas que se
presentan como de leves a graves, en donde la inquietud, fatiga, irritabilidad y dificultades
de concentracion son predominantes (American Psychiatric Association, 2013a). En el
afio 2015, se estimo que el 3,6 % de la poblacion mundial mostr6 un criterio de trastornos
de ansiedad, en donde las mujeres presentaron el mayor porcentaje respecto a los hombres
(4,6 % vs 2,6 %) (World Health Organization, 2017). Ademas, revisiones sistematicas y
de metanalisis recientes sugieren que durante la pandemia de COVID-19, la prevalencia
de los sintomas de ansiedad aumenté a nivel mundial, independientemente del sexo, la
edad, la raza o la ubicacion geografica (Deng et al., 2021; Sahebi et al., 2021; Schafer et

al., 2022).
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Por otro lado, la depresion se caracteriza por una pérdida de interés o de placer de
manera prolongada que causan un malestar clinicamente significativo o deterioro social,
laboral y que afecta a otras areas importantes del funcionamiento fisiologico (American
Psychiatric Association, 2013b). En México, el 29.9% de individuos de 12 afios y mas,
han mostrados episodios con sentimientos de depresion. Ademas, de este porcentaje, el
10.5% lo presenta diariamente, 12.4% semanalmente, 11.6% mensualmente y un 65.5%
anualmente (INEGI, 2015). En este concepto, la depresion en la poblaciéon mundial puede
alcanzar mas de 300 millones de personas afectadas con mayor prevalencia en las mujeres

que en los hombres (WHO, 2018).

Numerosos estudios han mostrado evidencia contundente del papel del medio
ambiente prenatal como un inductor de alteraciones en la conducta de los individuos (Ben-
Yehuda et al.,, 2019). Se sabe que los estimulos externos son capaces de incidir
alteraciones fisiologicas durante el desarrollo embrionario, que incluye a los periodos pre-
y postnatales, y manifestarse en un amplio rango de psicopatologias, que inclusive pueden
preservarse hasta la etapa adulta (Barazzoni et al., 2015; Breier et al., 2001; Chang et al.,
2008; Gueye et al., 2018; Vendruscolo et al., 2010; Vickers et al., 2000). De acuerdo a
esto, mujeres obesas, o bien, mujeres embarazadas que incrementan el consumo de
alimentos ricos en energia, muestran un aumento del aporte energético en el utero
afectando el desarrollo embrionario del feto, un proceso conocido como programaciéon
fetal (Peleg-Raibstein et al., 2012). Varios estudios han documentado la presencia de
ansiedad en la descendencia expuesta prenatalmente a una dieta alta en grasas en modelos
murinos (Peleg-Raibstein et al., 2012; Sasaki et al., 2014; Winther et al., 2018).

Recientemente, nuestro grupo document6 que la exposicion a dieta de cafeteria (dieta con
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alto porcentaje de grasa y azucar) reduce la motivacion por las recompensas naturales en
la descendencia de ratas (Trujillo-Villarreal et al., 2021). Los mecanismos, por los cuales
la obesidad materna y/o el exceso de nutrientes en el utero promueven un mayor riesgo de
futuros trastornos psiquidtricos en su descendencia, se estan estudiando, pero
probablemente incluyen cambios en el suministro de nutrientes fetales en combinacion

con mecanismos genéticos y epigenéticos (Heerwagen et al., 2010).

Los procesos neurobiologicos de los trastornos depresivos y ansiosos no se conocen
completamente, y carecemos de un conocimiento detallado de su etiologia. Ciertamente,
la depresion y ansiedad es una condicién compleja y heterogénea, cuya neurobiologia se
ha asociado, en parte, a la presencia de cambios estructurales y funcionales en regiones
selectivas del sistema nervioso central (SNC). Por ejemplo, los estudios de neuroimagen
funcional y estructural han identificado alteraciones principalmente disfuncién de
conectoma cerebral en tdlamo y habénula lateral en pacientes con depresion subclinica (Y.
Zhu et al., 2019), y decremento de volumen del hipocampo (Marsden, 2013; Santos et al.,
2018; Schoenfeld et al., 2017; van Velzen et al., 2020) y corteza prefrontal (Santos et al.,
2018; Schmaal et al., 2016) en pacientes con depresion mayor (Lener et al., 2016).
Ademas, niflos con comorbilidad de sintomas depresivos y de ansiedad mostraron menor
volumen cerebral en regiones de la corteza prefrontal, incluidas la ventromedial y la
orbitofrontal asociados e hipocampo a mayores niveles de depresion y ansiedad en
comparacion con nifios sanos (Merz et al., 2018), y menor volumen de la amigdala en
jovenes con ansiedad (Mueller et al., 2013; Strawn et al., 2015). Contrariamente, algunos
otros estudios han reportado mayores volimenes de la amigdala en jévenes cona ansiedad

(De Bellis et al., 2000). A la fecha, se desconoce como las alteraciones estructurales
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inducen los cambios funcionales en el cerebro relacionados con el trastorno de depresion
y/o ansiedad. En este contexto, un conocimiento mas detallado de los mecanismos
fisioldgicos que susceptibilizan al individuo a presentar cambios en la estructura cerebral
podrian enriquecer la neurobiologia del trastorno de depresion y/o ansiedad y proponer

nuevas alternativas de diagnoéstico y prevencion.

Finalmente, se desconocen a la fecha los efectos de la programacion fetal por
exposicion a nutrientes con alto porcentaje de energia sobre la estructura cerebral
relacionadas a conductas ansiosas o depresivas en la decendencia y su potencial
transmision a generaciones posteriores a través de herencia transgeneracional. Aunque
aln se encuentra en investigacion, nuestro grupo documentoé que la exposicion prenatal a
dieta de cafeteria induce reduccion del volumen de PFC, hipocampo y nticleo accumbens
de la descendencia de sujetos que muestran decremento en la motivacién por las
recompensas naturales (Trujillo-Villarreal et al., 2021). Estos antecedentes proponen que
la programacion fetal por exposicion a dieta con alto contenido energético podria
favorecer cambios en la estructura cerebral incrementando la vulnerabilidad a desarrollar

depresion/ansiedad en la descendencia.

En este trabajo de tesis se caracteriz6 en un modelo animal de ratas Wistar si la
descendencia de madres expuestas a una dieta con alto contenido energético durante el
embarazo y lactancia exhibia, conducta similar a la depresion y/o ansiedad que
correlaciona con alteraciones en la estructura cerebral de la descendencia F1, y si tales

cambios se transmiten a las generaciones F2 y F3 por herencia transgeneracional.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Trastornos del estado de animo

Los trastornos del estado de 4animo son enfermedades psiquidtricas comunes e
incapacitantes que afectan a los individuos mundialmente y causan un gran impacto
negativo en la salud publica (Yksel & Ongiir, 2010). Desde una perspectiva clinica y de
atencion médica, los trastornos de ansiedad se encuentran entre las afecciones mas
frecuentes y costosas de todos los trastornos mentales (Bandelow & Michaelis, 2015).
Esta problematica motiva una emergencia a comprender los mecanismos fisioldgicos
asociados a su evolucion, con la finalidad de desarrollar tratamientos mas efectivos. A
pesar de los avances en la investigacion preclinica y clinica en los ultimos afios, la

etiologia de la mayoria de los trastornos psiquiatricos sigue siendo desconocida.

El diagnostico de los trastornos psiquidtricos es uno de los pilares fundamentales
en la medicina personalizada. Sin embargo, la caracterizacion de la personalidad de un
individuo es un gran reto en la practica clinica. En este trabajo nos enfocamos en el estudio
de la ansiedad y depresion considerados dos entidades distintas, sin embargo, pueden ser
mutuamente dependientes para el desarrollo de la patologia. Segun los criterios
diagnosticos (American Psychiatric Association, 2013b), la depresion ansiosa (ansiedad y
depresion comorbidas) es un sindrome relativamente comun (Andreescu & Lee, 2020;
Craske & Stein, 2016; World Health Organization, 2017). Se ha considerado que el 45-
67% de los pacientes con trastorno depresivo mayor (TDM) cumplen los criterios de al

menos un trastorno de ansiedad comodrbido (Fried & Nesse, 2015; Kessler et al., 2003).
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De manera similar, el 30-63% de los pacientes con trastorno de ansiedad cumplen los
criterios de TDM concurrente (Brown et al., 2001; Lamers et al., 2011). Sin embargo, se
sabe que los sujetos con depresion ansiosa tienen diferentes perfiles neurobiologicos en
comparacion con aquellos con depresion no ansiosa. Incluso, varios estudios han revelado
diferencias significativas entre la depresion ansiosa y la depresion no ansiosa con respecto
a hallazgos de las imagenes cerebrales estructurales y funcionales (Andreescu & Lee,
2020; Brown et al., 2001; Life et al., 2017). De acuerdo a esta informacion, en esta tesis
definiremos a la ansiedad y depresion como conductas psiquiatricas individuales, pero es
importante recordar que ambas pueden llegar a ser incluidas en una misma etapa de vida

del individuo.

2.1.1 Ansiedad

Por definicioén, la ansiedad es un estado fisioldogico de mayor vigilancia y
capacidad de respuesta que da como resultado una gran variedad de comportamientos
defensivos. Estos comportamientos sirven para prevenir o reducir el dafio al organismo
ante situaciones inesperadas y potencialmente peligrosas, por lo que la ansiedad es ante
todo un mecanismo fisioldgico adaptativo, fundamental para la supervivencia (Tovote et
al., 2015). Los trastornos de ansiedad son el grupo de trastornos del estado de &nimo de
mayor prevalencia dentro de las condiciones de salud mental a nivel mundial y son
significativamente asociadas con comorbilidades y morbilidades (Craske & Stein, 2016;
Stein et al., 2017). Estos trastornos de ansiedad (trastorno de ansiedad por separacion,

mutismo selectivo, fobias especificas, trastorno de ansiedad social o SAD, trastorno de
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panico, agorafobia y trastorno de ansiedad generalizada o GAD) son afecciones comunes
y discapacitantes que comienzan principalmente durante la infancia, la adolescencia y la
edad adulta temprana (American Psychiatric Association, 2013b; Craske & Stein, 2016).
A menudo coexisten con depresion mayor, trastornos por consumo de alcohol y otras
sustancias y trastornos de la personalidad (Andreescu & Lee, 2020). La quinta edicion del
Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales 5 (DSM-V), resume las
presentaciones clinicas, signos y sintomas esenciales de los individuos con trastornos de
ansiedad, los cuales son excesivamente temerosos, ansiosos o evitan las amenazas
percibidas en el entorno (p. Ej., situaciones sociales o lugares desconocidos) o internas a
uno mismo (p. Ej., sensaciones corporales inusuales) (American Psychiatric Association,
2013b). Adicional a la carga emocional del miedo y la aprension excesivos, los trastornos
de ansiedad exhiben deterioro de la funcion del cuerpo debido a que los individuos se
abstienen de participar en actividades de inclusion social, asi como sintomas fisicos, como
problemas respiratorios, gastrointestinales y cardiovasculares (Babaev et al., 2018). Los
trastornos de ansiedad subyacentes son marcados como agorafobia (si el miedo es la
incapacidad o no poder escapar de tales situaciones), el trastorno de ansiedad social (si el
miedo es el escrutinio y la evaluacion de otros en tales situaciones), el trastorno de panico
(si el miedo es de ataques de panico), trastorno de ansiedad por separacion (si el miedo es
a la separacion de una figura de apego) o fobia especifica (por ejemplo, si el miedo es a
los ascensores) (American Psychiatric Association, 2013b; Craske & Stein, 2016; Strohle

etal., 2018).
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2.1.1.2 Neurobiologia de los trastornos de ansiedad

A hace poco més de un siglo del descubrimiento original de que las estructuras del
l6bulo temporal gobiernan los comportamientos emocionales (“XI. An Investigation into
the Functions of the Occipital and Temporal Lobes of the Monkey’s Brain,” 1888), nuestra
comprension de los sustratos neurales de la ansiedad se restringié en gran medida a los
conocimientos obtenidos a través de estudios de lesiones cerebrales dirigidas y/o de la
inactivacion selectiva de la funcion cerebral. Este importante trabajo inicial condujo a la
identificacion de regiones clave que controlan la ansiedad, que incluyen a la amigdala, el
nucleo del lecho de la estria terminal (BNST), el hipocampo ventral (vHPC) y la corteza
prefrontal (PFC) (Fig. 1). Se ha confirmado que la activacion de las distintas areas de la
amigdala son dependientes del tipo de ansiedad o estresor que estimule. Por ejemplo,
dentro de este macrocircuito, la activacion de las neuronas en la amigdala basolateral
(BLA) induce una paralisis por miedo no condicionado (Johansen et al., 2010). Por otro
lado, la presencia de una amenaza, como un golpe en el pie, da como resultado respuestas
rapidas de miedo al activar microcircuitos en la amigdala central (CeA) (H. Lietal., 2013).
También se ha demostrado que la activacion de neuronas en la amigdala lateral (CeL),
quienes son positivas para somatostatina (SOM), por la amigdala lateral (H. Li et al., 2013)
y el nucleo paraventricular del tdlamo impulsan el aprendizaje del miedo a través de un
aumento general de la inhibicion de la CeL (Penzo et al., 2014). Ademas, una poblacién
de células en el BLA que se proyecta directamente en la amigdala centromedial (CeM)
muestra evidencia de potenciacion después del condicionamiento del miedo, y la
fotoinhibicion de estas neuronas inhibe la adquisicion de la asociacion del miedo (Fig. 1)

(Namburi et al., 2015). A pesar de este avance en la neurobiologia cerebral de la ansiedad,
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la importancia de los microcircuitos regionales que contribuyen a la patologia emocional

en los humanos sigue siendo limitado (Calhoon & Tye, 2015).

Figura 1. Circuitos neuronales implicados en comportamientos relacionados con la
ansiedad en el cerebro de roedores. Una vista sagital del cerebro de un roedor, incluidos
los circuitos distales implicados en los comportamientos relacionados con la ansiedad.
Ad, nucleo anterodorsal del BNST, AHA, drea hipotalamica anterior;, BLA, amigdala
basolateral; BNST, nucleo del lecho de la estria terminal; CeA, amigdala central; CelL,
subdivision lateral de la amigdala central; CeM, subdivision centromedial de la
amigdala; CRFR2a, receptor del factor liberador de corticotropina tipo 2; DR, nucleo
del rafe dorsal; CVD, complejo vagal dorsal; HPC, hipocampo, Hip, hipotdalamo, IL,
division infralimbica de la mPFC; LC, locus coeruleus; LH, hipotdilamo lateral; LS,
tabique lateral;, mPFC, corteza prefrontal medial; Nac, niicleo accumbens,; ov, niucleo
oval del BNST; PAG, gris periacueductal; PB, nucleo parabraquial; PL, division
prelimbica de la mPFC; PVH, nucleo paraventricular del hipotalamo; PVT, talamo
paraventricular, SI sustancia innominada; Thal, talamo, v, nucleo ventral del BNST;
vHPC, hipocampo ventral; VTA, darea tegmentaria ventral. (Calhoon & Tye, 2015).

El avance en la aplicacion de nuevas tecnologias y enfoques modernos en el area
de la neurociencia han contribuido a desenmascarar los neurocircuitos cerebrales

implicados en los trastornos emocionales. Los enfoques innovadores en la investigacion

24



con animales, especialmente las manipulaciones dirigidas de las neuronas basadas en el
objetivo de proyeccion o la identidad genética a través de la optogenética, han acelerado
el ritmo del descubrimiento. Ademas, en la parte clinica el desarrollo de herramientas de
neuroimagen como la tomografia computarizada (TC), la resonancia magnética (MRI) y
la tomografia por emision de positrones (PET) favorecio6 la capacidad de investigar de
forma no invasiva los cerebros de individuos con trastornos psiquiatricos, asi como la
posibilidad de identificar firmas patoldgicas de estos trastornos. En particular, los estudios
de imagen de resonancia magnética (MRI) estructural y funcional han identificado
diversas estructuras cerebrales profundamente involucradas en la regulacion de las

emociones o el procesamiento de recompensas.

Los analisis por MRI han documentado alteraciones funcionales y estructurales en
la amigdala de los sujetos ansiosos, las cuales proporcionan marcadores selectivos para el
diagnéstico inicial del sujeto (Andreescu & Lee, 2020; J. Chen et al., 2019; Jayakar et al.,
2020; Mcllwrath et al., 2020). Ademas, estudios de resonancia magnética de imagen
funcional con tarea (fMRI task), han propuesto que una mayor conectividad entre la
amigdala y la corteza cingulada anterior (ACC) predispone a los sujetos ansiosos a
centrarse en la atencion relacionada con la amenaza ambiental (Abrams et al., 2013;
Carlson et al., 2013). Dentro de un estado de ansiedad, las hiperrespuestas de la amigdala
son una fuente de sintomas de ansiedad y estdn vinculadas de manera aberrante con las
regiones frontales y corticales que favorecen deterioros de las funciones cognitivas
(Dresler et al., 2013). Ademas, un estudio de la tarea de regulacion emocional explicita en
pacientes con GAD, mostraron una capacidad reducida para la regulacion de las

emociones en regiones cerebrales, como el ACC, la amigdala y la corteza prefrontal
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medial. Estos datos confirman la implicacion del circuito fronto-limbico en la
patofisiologia de GAD (Blair et al., 2012). Especificamente, diferentes percepciones de
amenazas activan diferentes partes de las regiones cerebrales. Por ejemplo, una amenaza
interna podria activar las respuestas del ACC, la insula y la Corteza orbitofrontal; mientras
que la amenaza externa podria estar asociada con hiperactividad en la corteza cingulada

posterior y la circunvolucion temporal media (Choi et al., 2016).

Un estudio de la terapia cognitivo-conductual en pacientes con GAD mostrd que
la terapia atentia las respuestas de la amigdala y aumenta la actividad de las regiones
frontales en una tarea de procesamiento facial afectivo (Mansson et al., 2013), lo cual
confirma la participacion del circuito fronto-limbico en la tarea de red cerebral basada en
resonancia magnética para GAD. Otro estudio de la tarea de rostro neutral desatendido en
SAD también demostré una posible diferenciacion de los controles sanos en la
conectividad funcional entre el polo temporal y el hipocampo (Pantazatos et al., 2014), lo
que sugiere de igual manera una alteracion de la red intra-limbica en GAD. Ademas, en
un estudio en humanos por fMRI, pacientes con GAD como con SAD tenian activaciones
significativamente reducidas en la corteza prefrontal dorsolateral durante la tarea de
memoria de trabajo, sugiriendo que la ansiedad clinica puede estar asociada con déficits
cognitivos asociado a un bajo desempeiio en la ejecucion de tareas (Balderston et al.,

2017).

Para una mejor comprension de la neurobiologia de los trastornos como la
ansiedad, los estudios basados en MRI incluyen la posibilidad del estudio de la
macroestructural (anatémicas) y microestructura cerebral (imdgenes con tensor de

difusion). Existe evidencia de que GAD se caracteriza por cambios anatdémicos
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significativos en el cerebro, particularmente en las regiones relacionadas con los
neurocircuitos de ansiedad antes mencionadas. Por ejemplo, el aumento del volumen de
sustancia gris (GM) en la amigdala se ha encontrado como potencial marcador de
alteraciones en la estructura cerebral en pacientes con GAD (Etkin et al., 2009). En
particular, el aumento del volumen de la amigdala derecha en los pacientes con GAD, se
ha asociado con tiempos de reaccion prolongados en la tarea de seguimiento, indicando
un deterioro de la atencién (Makovac et al., 2016). Ademas, existe una correlacion
positiva entre la gravedad de los sintomas ansiosos con los volumenes de la corteza
prefrontal dorsomedial y la ACC en los pacientes con GAD (Schienle et al., 2011). En
contraste, un estudio de resonancia magnética reporta un aumento de volumen de GM en
el putamen derecho en pacientes adolescentes con GAD comparado con sujetos sanos (M.
Liao et al., 2014). Un estudio en adolescentes sin medicacion que padecian GAD sin
comorbilidades, reportan un aumento de los volimenes de GM en el precuneus derecho y
en la circunvolucion precentral derecha y una disminucion de volumen GM en la
circonvolucion orbital izquierda y en el cingulete posterior, comparado con adolescentes

sanos (Strawn et al., 2013).

Los estudios sobre anomalias en la estructura cerebral en la ansiedad, también
incluyen cambios microestructurales. Reportes confirman alteraciones microestructurales
en los tractos de sustancia blanca empleando imagenes de tensor de difusion (DTI). En
estos estudios se emplean parametros DTI como la anisotropia fraccional (FA), la
difusividad media (MD), la difusividad radial (RD) y la difusividad axial (AD) que
reflejan la degeneracion axonal, la desmielinizacion, la maduracién de la sustancia blanca

y la densidad de empaquetamiento axonal. Ademas, se han reportado que pacientes
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adultos y adolescentes con GAD muestran una menor anisotropia fraccionada (FA) en el
fasciculo uncinado y FA mas alta en la sustancia blanca (WM) de la amigdala derecha y
FA mas baja en la WM cingulada anterior en comparacion con los controles sanos
(Hettema et al., 2012). La carencia de FA del fasciculo uncinado sugiere un deterioro en
los tractos nerviosos que realizan la conexion entre la corteza prefrontal y las estructuras
limbicas (Ebeling & Cramon, 1992). Las anomalias de FA concuerdan con los estudios
de neuroimagen en sujetos con GAD que describen anomalias en la conectividad entre las
estructuras limbicas y frontales. Lo que sugiere que dichas alteraciones pueden estar
relacionadas con la predisposicion a presentar GAD. Sin embargo, los causantes

neurobioldgicos que pudieran dar a estas alteraciones cerebrales se desconocen.

2.1.1.3 La ansiedad y la amigdala

Si bien el procesamiento de la informacion relacionada con la ansiedad involucra
una amplia gama de regiones del cerebro (Tovote et al., 2015), como se describid
anteriormente, una estructura clave en este circuito es la amigdala. Esta region cerebral se
ha descrito que contribuye al mantenimiento del dolor neuropéatico cronico y ansiedad
(Mcllwrath et al., 2020). Las lesiones de la amigdala en humanos, monos y roedores
resultan en una incapacidad para reconocer estimulos temerosos, y la estimulacion
eléctrica de la amigdala en humanos genera sentimientos de miedo y ansiedad (Janak &
Tye, 2015). Ademas, se ha observado hiperexcitabilidad de la amigdala en respuesta a

estimulos de carga negativa en pacientes con varios tipos de trastornos de ansiedad, y esto
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se revierte posterior al tratamiento exitoso con terapia cognitiva conductual (Barbara

Ferry., 2012).

La amigdala consta de multiples subdivisiones, de las cuales la amigdala basolateral
(BLA) y la amigdala central (CeA) son particularmente importantes en el procesamiento
de la ansiedad. El BLA recibe informacion sensorial del talamo, las areas de asociacion
cortical y la corteza prefrontal (PFC) a través del nucleo lateral (LA), procesa esta
informacion en el nacleo basal (BA) y la envia a la subdivision lateral del CeA.
Paralelamente, las entradas del BLA excitan directamente la subdivision medial del CeA
(amigdala centromedial, CeM). En respuesta a la excitacion por parte de BLA, las
neuronas de proyeccion de CeL y CeM se dirigen y regulan multiples regiones implicadas
en la ansiedad, incluida la sustancia gris periacueductal (PAG), el nucleo del lecho de la
estria terminal (BNST), el hipotdlamo y el complejo vagal dorsal (DVC), para dar lugar a
respuestas autondémicas y motoras. Por lo tanto, la salida excitatoria del BLA al CeA se

traduce en una reaccion conductual a los estimulos aversivos, incluida la evitacion.
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Figura 2. Circuitos inhibitorios de la amigdala que estan implicados en la regulacion del
comportamiento relacionado con la ansiedad. La informacion sensorial de la corteza y el
talamo fluye en serie a través del BLA y se bifurca cuando ingresa al CeA. Para
simplificar, se omiten todos los aferentes del CeA aparte de los aferentes BLA, asi como
algunos de los objetivos rio abajo del CeA, incluido el complejo vagal dorsal y el
hipotalamo (que recibe informacion del CeM). Abreviaturas: amigdala basolateral BLA,
calbindina CALB; colecistoquinina grande LCCK; colecistoquinina pequeiia SCCK; CeA
amigdala central; amigdala centrolateral CeL, amigdala centromedial CeM; factor
liberador de corticotropina CRF,; dPAG gris periacueductal dorsal; receptor de
serotonina HTR2A 2 A; HYP, hipotdlamo LC, locus coeruleus; receptor de neuroquinina
1 NKIR; OTR, receptor de oxitocina; gris periacueductal PAG, parvalbumina PV;
somatostatina MOS; taquiquinina 2 Tac2; péptido intestinal vasoactivo VIP; receptor de
vasopresina VPR.

2.1.1.4 Estudio de los trastornos de ansiedad en modelos animales.

La asistencia de los modelos preclinicos ha impulsado la identificacién y
caracterizacion de los circuitos neuronales que regulan la ansiedad. Si bien es imposible
conocer con certeza la experiencia subjetiva de un roedor, los circuitos limbicos se
encuentran bien conservados en los modelos murinos, por lo que su empleo es la

investigacion preclinica es una poderosa herramienta de investigacion neuropsiquiatrica.
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Los estudios en animales suelen utilizar formas de estrés, un factor etioldégico bien
aceptado en la depresion y ansiedad, para estudiar los correlatos neurobiologicos del

comportamiento depresivo ansioso.

Existe una gran variedad de paradigmas de comportamiento para evaluar los
comportamientos relacionados con la ansiedad en roedores, cuyo objetivo es proporcionar
una comparacion significativa con al menos un aspecto de la experiencia humana. Las
pruebas validadas incluyen la evaluacion de evitacion activa, hiponeofagia, interacciones
sociales y respuestas emocionales condicionadas (CER), asi como pruebas etoldgicas que
investigan el conflicto de aproximacidn-evitacion, como el laberinto en cruz elevado
(EPM), campo abierto (OF), caja luz-oscuridad (LDB)(Calhoon & Tye, 2015). Las
pruebas de aproximacion-evitacion, que se utilizan ampliamente para evaluar la ansiedad
en modelos animales genéticos y ambientales debido a su naturaleza etoldgica, se basan
en el conflicto entre explorar un entorno nuevo y evitar una situacion potencialmente
peligrosa (como un entorno en el que el riesgo de ser detectado por un depredador es alto).
Las pruebas consisten en dejar que los animales exploren libremente un ambiente que
ofrece una zona ‘segura’ y otra 'peligrosa’ (brazos amurallados versus brazos abiertos del
EPM, bordes versus el centro del OF, compartimentos oscuros versus claros del LDB
(Cryan & Sweeney, 2011). Los ratones con un fenotipo ansioso tienden a explorar menos
y evitan las areas expuestas y muy iluminadas, mostrando una evitacion excesiva de
amenazas potenciales que es similar a los sintomas de ansiedad en humanos (Calhoon &

Tye, 2015).

Adicionalmente, se ha estudiado el trastorno de ansiedad y depresion en modelos

estandar de animales por estrés cronico, por ejemplo, estrés cronico leve (CMS) y estrés
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cronico impredecible (CUS), en donde el primero se basa en un programa de estresores
leves y en el segundo consiste en una serie de factores estresantes impredecibles durante
varias semanas. Estos modelos sugieren reproducir las mejores representaciones de la
depresion humana comparado con los modelos de estrés agudo (Marsden, 2013). En los
modelos de roedores, el estrés cronico se usa a menudo como un modelo de depresion y
ansiedad, ya que conduce a conductas de tipo depresivo que incluyen la indefensién
aprendida, la anhedonia y el aislamiento social. El estrés cronico y la administracion de
corticosterona en roedores también reducen el volumen del hipocampo, aunque el
momento, la ubicacion y la magnitud de los efectos son variables y, en algunos casos,
indetectables (Jayatissa et al., 2010; Xi et al., 2011). Se piensa que los cambios en el
volumen cerebral pueden estar relacionados con alteraciones celulares que podrian
contribuir a la pérdida de volumen, incluida la pérdida de longitud dendritica o espinas
dendriticas, neurogénesis mas lenta, disminucion del tamafio o nimero glial y constriccion
del espacio extracelular. La atrofia dendritica de células piramidales CA3 se observa en
ratas después del tratamiento con estrés cronico o glucocorticoides y se ha relacionado
con un comportamiento depresivo (Schoenfeld et al., 2017). La generacién de nuevas
neuronas granulares del giro dentado (DG) también puede ser inhibida por el estrés y la
corticosterona, aunque los efectos del estrés cronico en la neurogénesis adulta son
complejos y no se comprenden completamente. El impacto del estrés en la neurogénesis
adulta es de particular interés porque la inhibicion de la neurogénesis adulta influye en el
comportamiento de tipo ansio-represivo inducido por el estrés en roedores y se sugiere

que también desempeina un papel en la depresion en humano (Schoenfeld et al., 2017).
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2.1.2 Depresion

El diagnostico de los trastornos depresivos incluye a la anhedonia. La anhedonia, o
pérdida de interés o placer, es un sintoma caracteristico de muchos trastornos
neuropsiquiatricos, principalmente el trastorno depresivo mayor (TDM) (Der-Avakian &
Markou, 2012). Durante la anhedonia se presenta déficit del sistema de la recompensa
(Whitton et al., 2016), en donde existe un decremento en la motivacion para buscar
experiencias placenteras y la falta de decisiones apropiadas (American Psychiatric
Association, 2013b). En la mayoria de los casos, la presencia de anhedonia es un punto de
inicio para el desarrollo de depresion, sin embargo, la anhedonia también se encuentra
incluida en la lista de sintomas de otros trastornos como en esquizofrenia, en gran parte
debido a que tanto en la depresion, como en la anhedonia o la esquizofrenia integran los
mismos circuitos de activacion cerebral (Lambert et al., 2018). Como ejemplo, el
diagnostico de TDM se caracteriza por la presencia de al menos cinco de nueve criterios,
de los cuales la anhedonia es un criterio central de diagnodstico (American Psychiatric
Association, 2013b). Ademas de tener un estado de animo depresivo o anhedonia, el
paciente también debe presentar cuatro de los siguientes sintomas: (1) disminucion o
aumento significativo del peso corporal o del apetito; (2) insomnio o hipersomnia; (3)
enlentecimiento psicomotor o agitacion; (4) fatiga o pérdida de energia; (5) sentimientos
de inutilidad o culpa excesiva; (6) dificultad para pensar o concentrarse, o indecision; y
(7) pensamientos recurrentes de muerte o ideacion suicida (American Psychiatric
Association, 2013a; Hoffman, 2016). Como resultado, hay mas de 200 combinaciones de

criterios potenciales que pueden cumplir un diagnostico.
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Los pacientes con TDM que presentan sintomas anhedoénicos pueden demostrar
disociacion entre el placer vivido y la motivacion, la expectativa de resultados negativos
independientemente de los resultados positivos previos y una mayor prevencion del riesgo
a desarrollarlos (Lambert et al., 2018). Por su parte, también se ha identificado que la
anhedonia es un sintoma residual prominente después del tratamiento. Seglin la American
Psychiatric Association (American Psychiatric Association, 2013b), los trastornos
mentales de mayor prevalencia son los del estado de &nimo depresivo y los de ansiedad;
la depresion se ha reportado con valores del 10 % al 25 % para las mujeres y del 5 % al
12 % para los hombres, y la ansiedad con porcentajes entre el 3 % al 5 % de la poblacién
general. En México, el 29.9 % de integrantes del hogar de 12 afios y mads, han tenido
episodios con diagnostico de depresion. Ademas, de estos integrantes, 10.5 % lo presenta
diariamente, 12.4 % semanalmente, 11.6 % mensualmente y un 65.5% anualmente
(INEGI, 2015). En este concepto, la depresion en la poblacion mundial se ubica en mas
de 300 millones de personas afectadas, en donde las mujeres muestran mayor prevalencia
que los hombres. Especialmente cuando es de larga duraciéon y con intensidad moderada
o severa, la depresion puede convertirse en una condicion de salud seria que puede llevar
al suicidio. De hecho, se estima que alrededor de 800 000 personas mueren debido al
suicidio cada ao, siendo la principal causa de muerte en personas de 15 a 29 afos (WHO,
2018). Ademas, puede ser causa de enfermedades letales tales como enfermedades

cardiacas, trastornos cerebrovasculares, y otras causas de mortalidad (Duman et al., 2016).
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2.1.2.1 Neurobiologia de la depresion

La tecnologia de neuroimagen como la resonancia magnética funcional (fMRI)
han revolucionado el estudio de los trastornos neuropsiquidtricos, haciendo posible
visualizar los correlatos fisiologicos y anatomicos de la actividad y funcion del cerebro
humano. Estas técnicas han sido invaluables para hacer preguntas enfocadas sobre la
actividad de regiones cerebrales especificas durante condiciones de reposo, asi como
durante la realizacion de tareas cognitivas o motoras especificas, tanto en sujetos sanos
como en pacientes con trastornos neuropsiquidtricos (Hoffman, 2016). Evidencias
neuropsicologica han reportado deficiencias en la funcién ejecutiva, la memoria y el
procesamiento emocional en pacientes con depresion (Gotlib & Joormann, 2010). Los
estudios de neuroimagen demuestran que estas deficiencias se acompafian de anomalias
funcionales y estructurales focales en muchas regiones (Drevets et al., 2008; “Limbic-
Cortical Dysregulation: A Proposed Model of Depression,” 1997; Wise et al., 2017; Zhao
et al., 2017), incluido el hipocampo (Bach et al., 2019; Yvette 1. Sheline, 2011), la corteza
prefrontal medial (Drevets et al., 2008) , la corteza prefrontal dorsolateral (Fitzgerald et
al., 2006), corteza cingulada anterior (ACC) (Coloigner et al., 2019; Der-Avakian &
Markou, 2012), corteza cingulada posterior / precuneus (PCC / Pcu) (Mah et al., 2007),
amigdala (Abrams et al., 2013; Kanner, 2004; Mah et al., 2007) y nticleo caudado (Kim
et al., 2008; Krishnan, 1992). Ademas, estudios de fMRI han reportado asociaciones
anormales entre regiones, que involucran el circuito de modo predeterminado (DMN)
(Frodl et al., 2010; Liu et al., 2018; Y. I. Sheline et al., 2010; X. Zhu et al., 2012), ACC-
tadlamo (Anand et al., 2009), ACC-insula (Connolly et al., 2013) y prefrontal-limbico-

talamo (Lui et al., 2011), la covarianza estructural entre las regiones prefrontales (Qiu et
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al., 2014) y conectividad anatdomica en el fasciculo longitudinal inferior, fasciculo fronto-
occipital inferior, radiacion talamica posterior y cuerpo calloso (Bae et al., 2006; Y. Liao
et al.,, 2013), lo que sugiere que la depresion implica alteraciones de la conectividad

cerebral en multiples circuitos neuronales.

Varios estudios de fMRI en estado de reposo han reportado una organizacion
topoldgica aberrante de las redes funcionales de todo el cerebro en pacientes depresivos
adultos. Zhang et al. (J. Zhang et al., 2011) midieron los coeficientes de correlacion de las
senales de fMRI en estado en reposo entre 90 regiones corticales y subcorticales en
pacientes depresivos sin tratamiento previo con un primer episodio. Los pacientes con
depresion mostraron una disminucion de la conectividad regional (grado, eficiencia e
intermediacion) en las regiones de DLPFC y occipital. La DLPFC se involucra en la
regulacion emocional y funcion cognitiva (Balderston et al., 2017; Pathak et al., 2016;
Steele & Lawrie, 2004) y esta implicada en la patofisiologia de la depresion. Ademas, los
pacientes deprimidos también mostraron una mayor conectividad nodal en el putamen y
este aumento se correlaciond positivamente con el niimero de episodios depresivos,
independientemente de los sintomas actuales, el estado de la medicacion y la duracion de
la enfermedad (C. Meng et al., 2014). Por otro lado, estudios de la estructura cerebral por
MRI han reportado reduccion de volumen de sustancia gris en regiones cerebrales donde
se incluyen la amigdala (Kanner, 2004; Koolschijn et al., 2009), hipocampo (Campbell et
al., 2004), putamen (Koolschijn et al., 2009), nucleo caudado (Videbech, 2004) y la

corteza somatosensorial (Coryell et al., 2005).

Adicionalmente, estudios de neuroimagen estructural han documentado cambios

profundos en la estructura cerebral de sujetos con depresion. En un metanalisis de Wise
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et al. En donde se incluy6 la resonancia estructural de 4101 personas con depresion
reportaron la reduccidon de volumen en las circunvoluciones frontales inferior y media
(que se refieren a VIPFC y dIPFC, respectivamente), vimPFC, PCC, ACC dorsal, insula,
hipocampo, circunvolucion parahipocampal y nucleo caudado, pero un aumento del
volumen de la circunvolucién occipital superior y cuneus en pacientes con depresion
(Wise et al., 2017). Adicionalmente, un segundo metanalisis de Chen et al. Usando 14
estudios de DTI con 399 pacientes con primer episodio de depresion, pacientes sin
tratamiento previo con farmacos y 396 controles sanos, se encontr6 una FA reducida en
el cuerpo del cuerpo calloso, el brazo anterior bilateral de la cépsula interna, la
circunvolucion temporal inferior derecha y la circunvolucion frontal superior derecha en
pacientes con TDM. También se identifico que la gravedad de la depresion y la duracion
de la enfermedad se correlacionaron negativamente con los valores de FA en el brazo
anterior derecho de la capsula interna y la circunvolucion frontal superior derecha,
respectivamente (G. Chen et al., 2017). Estos estudios fortalecen la evidencia de la
posibilidad de que la anisotropia fraccional disminuida pueda afectar la conectividad del
circuito prefrontal dorsolateral y el circuito cingulado anterior, lo que resulta en la
desconexion de las estructuras corticales y subcorticales en la depresion (Benjamin &
Steffens, 2011). Ademas, la disminucidn de la integridad de los tractos de materia blanca
también se asocia con una funcidn ejecutiva disminuida, que se observa comunmente en

la depresion.
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2.1.1.4 Estudio de los trastornos de depresion en modelos animales

En relacion a lo comentado anteriormente para los modelos animales empleados en
la investigacion del trastorno de ansiedad, los modelos preclinicos también han sido ttiles
para la investigaciébn neurobioldgica de la depresion. Aunque como comentamos
anteriormente, algunos de los modelos animales empleados para similar la depresion suele
incluir a la ansiedad como una segunda alteracion conductual. En particular, los
acontecimientos vitales estresantes y el estrés cronico se consideran factores significativos
en la induccidon de la depresion, y se han disefiado varios modelos animales de este
trastorno basados en esta relacion etiologica (Hoffman, 2016). Para ello, diferentes
estudios preclinicos han utilizado procedimientos en roedores, donde las pruebas
conductuales mas cominmente utilizados para este comportamiento en roedores son las
pruebas de suspension de cola y nado forzado, en las que se evalia la impotencia
aprendida, reflejando un estado depresivo (Belovicova et al., 2017; Der-Avakian &
Markou, 2012; Jiang et al., 2018). De hecho, el modelo de depresion lo han caracterizado
con una conducta pasiva frente a situaciones ineludibles como lo es un nado forzado
(Gueye et al., 2018; Seewoo et al., 2020). De estos estudios, han encontrado decremento
de numero de células nuevas en el hipocampo en modelo depresivo inducido por consumo
de sacarosa (Gueye et al., 2018). Ademas, se han reportado una disminucion del volumen
en hipocampo (Gigliucci et al., 2014) que se han asociado a disminucion de tamafio celular
en areas como CA1 en modelos de rata de depresion inducidas por estrés (Y. Li et al.,

2017; Macedo et al., 2015).
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2.1.2.2 Mecanismos neurofisiologicos que contribuyen a los cambios en la

estructura cerebral

Aunque atin en investigacion, se propone que la inflamacion cerebral puede afectar
la estructura del cerebro y favorecer cambios en la conducta. De hecho, existen estudios
que investigan el impacto de una variedad de estimulos inflamatorios en el cerebro y el
comportamiento con evidencias de que la inflamacién y la liberacion de citocinas
inflamatorias al cerebro afectan los circuitos relevantes para la sensibilidad a un cambio
de comportamiento (Jennifer C Felger & Treadway, 2017; Miller et al., 2013; C L Raison
& Miller, 2013). De hecho, se ha demostrado que las citocinas afectan los ganglios basales
y los circuitos motores y de recompensa corticales, asi como también afectan las
estructuras relacionadas con el miedo y la ansiedad, incluida la amigdala, la insula y la
corteza cingulada anterior (ACC) (Miller et al., 2013; C L Raison & Miller, 2013). Esta
bien establecido que una proporcidn significativa de pacientes con trastornos relacionados
con el estado de 4nimo y la ansiedad muestran evidencia de marcadores inflamatorios
elevados, incluidos aumentos en el liquido cefalorraquideo (LCR) y concentraciones
circulantes de citocinas inflamatorias, quimiocinas y reactivos de fase aguda, cambios en
la expresion génica y mayor presencia de fenotipos de células inmunitarias inflamatorias
(Haroon et al., 2012; Michopoulos et al., 2017; Miller et al., 2013). Ademads, se ha
documentado la correlacion entre un perfil proinflamatorio y la depresion en comparacion
con controles, incluidos acumulacion de citocinas inflamatorias factor de necrosis tumoral
(TNF), interleucina (IL)-1B, IL-6 y la fase aguda proteina C reactiva (PCR) (Capuron et
al., 2012; Charles L. Raison et al., 2013). Se cree que las sefiales inflamatorias elaboradas

en el sistema periférico impactan en el cerebro para generar sintomas conductuales
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relevantes para los trastornos relacionados con el estado de &nimo y la ansiedad (Jennifer
C. Felger, 2018). Asimismo, la administracion de la citocina inflamatoria interferén
(IFN)-a a pacientes o la administracion de vacuna contra la fiebre tifoidea o endotoxina a
voluntarios sanos ha demostrado que la inflamacion afecta los circuitos cerebrales
corticales y subcorticales asociados con la motivacion y la actividad motora, asi como las
regiones cerebrales corticales asociadas con excitacion, ansiedad (J. C. Felger et al., 2016).
De manera notable, pacientes con depresion que exhiben aumento en las concentraciones
de CRP en sangre periférica se correlacionaron con disminuciones en la conectividad
dentro de los circuitos de motivacion y recompensa que involucran el cuerpo estriado
ventral y la corteza prefrontal ventromedial (vmPFC), que a su vez se asociaron con

anhedonia (Harrison et al., 2016).

Los estudios preclinicos han propuesto diversos mecanismos moleculares que
asocian el efecto del incremento en los niveles de citocinas proinflamatorias con las
alteraciones en la estructura cerebral. Por ejemplo, niveles crénicamente elevados de
citocinas proinflamatorias estan asociados con alteracion de la sinaptogénesis y activacion
microglial excesiva (Mirabella et al., 2021; Satrom et al., 2018) y puede alterar la
integridad de la barrera hematoencefalica. De hecho, se ha reportado que una reaccién
inmune elevada puede danar directa o indirectamente las células endoteliales
microvasculares del cerebro (BMEC) y la union estrecha intercelular que da lugar a la
alteracion de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BBB) (Banks et al., 2015;
Feng et al., 2018). Estos efectos se traducen en un entorno neurotdxico que conduce a una

neurogénesis alterada, pérdida neuronal y, con el tiempo, pérdida de tejido cerebral.
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Figura 3. Interaccion entre depresion e inflamacion: Una gran cantidad de datos
respalda la hipotesis de que el sistema inmunitario en general y la inflamacion en

particular representan un camino hacia la patologia en un numero significativo de
pacientes deprimidos(Five Things to Know About Inflammation and Depression, n.d.)
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2.2 Sobrealimentacion en México y el mundo

La sobrenutricion se define como el consumo excesivo de nutrientes y alimentos
hasta el punto en que la salud se ve afectada negativamente, donde la ingesta excesiva de
nutrientes puede conducir a la acumulacion de grasa corporal y convertirse en obesidad,
lo que aumenta el riesgo de enfermedades graves, como enfermedades cardiovasculares,
hipertension, cancer y diabetes tipo 2 (Chopra et al., 2002; The Partnership for Maternal,
2012). Por otro lado, la obesidad es una condicion patologica que se asocia al desarrollo
del desbalance energético en donde la ingesta de calorias excede las calorias que se
consumen en forma de energia con la finalidad de mantener las condiciones basales del
organismo (Torres & Nowson, 2007). Globalmente, la crisis de sobrenutricion y la
obesidad, se han considerado una epidemia que ha ido en incremento en su prevalencia y
severidad especialmente entre adolescentes y adultos jovenes (Chopra et al., 2002; Laving
et al., 2018; OMS, 2016). Por ejemplo, en el 2015 la Organizacion para la Cooperacion y
el Desarrollo Econdémicos (OECD) reporto, que el 19,5% de la poblacion adulta era obesa
(OECD, 2017). En especifico, durante el ultimo decenio, la tasa de prevalencia de
sobrepeso y obesidad ha aumentado en Canad4, Francia, México, Suiza y Estados Unidos,
en donde México se ubica como el primer pais con obesidad en nifios y el segundo con

obesidad en adultos (OECD, 2017).
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2.3. Obesidad y trastornos emocionales

Un indice de masa corporal (IMC) elevado es predictivo de un curso crénico de
sintomas depresivos y de ansiedad (Milaneschi et al., 2019). Las probabilidades de
desarrollar un trastorno depresivo mayor (TDM) y ansiedad aumentan en funcién del
numero de trastornos metabolicos coexistentes, como los caracteristicos del sindrome
metabolico(Jokela et al., 2014). La obesidad esta asociada a varios cambios estructurales
y funcionales en el cerebro que son notablemente similares a los observados en los
trastornos depresivos, como aumentos especificos de la region en la densidad celular y
conectividad neuronal y excitabilidad comprometidas (Rapuano et al., 2020). Varias lineas
de evidencia sugieren que la inflamacion prolongada causada por un estilo de vida
dietético deficiente y la inactividad fisica contribuyen a resultados negativos en la
conducta cerebral. Las personas obesas que presentan inflamacion sistémica elevada, en
particular aumentos de la PCR, tienen mas probabilidades se incluidos en criterios del
sindrome metabolico y de desarrollar depresion y ansiedad (Fulton et al., 2022). Los
estudios de neuroimagen de estos sujetos exhiben alteraciones estructurales que incluyen
disminucion de la materia gris cortical que son sorprendentemente comparables con las

observadas en individuos con trastornos del estado de &nimo (Cazettes et al., 2011).

2.4 Programacion fetal y su contribucion al desarrollo de alteraciones conductuales

Segun estudios publicados por el epidemidlogo David Barker, la prevalencia de
algunas enfermedades en la edad adulta se correlaciona con la alteracion homeostatica

durante la etapa fetal. Se propone que algunos insultos en fases principales del desarrollo,
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podrian promover cambios estructurales y funcionales en el feto, que posteriormente
podrian conducir a una enfermedad a largo plazo. El concepto de programacion fetal se
basa en observaciones epidemioldgicas y experimentales de asociaciones cercanas entre
un entorno intrauterino adverso y la aparicion posterior de trastornos metabdlicos y
conductuales en adultos. En especifico, durante el embarazo algunas perturbaciones
ambientales como son estrés, infecciones y cambios nutricionales, pueden predisponer al
producto a presentar enfermedades selectivas (Chang et al., 2008). Este proceso se conoce
como programacion fetal (Barker, 1990; Godfrey & Barker, 2001). Se ha definido a la
programacion fetal como un proceso de adaptacion a un ambiente intrauterino adverso
que altera el entorno metabolico y hormonal fetal, lo que resulta en el restablecimiento de
los procesos de desarrollo para garantizar la supervivencia del feto (Bale, 2015). Sin
embargo, la descendencia programada desarrolla diversas patologias que incluyen,
hiperfagia profunda, obesidad, hipertension, hiperinsulinemia e hiperleptinemia durante
la vida adulta y la nutricion hipercaldrica posnatal amplifica las anomalias metabolicas y
cardiovasculares inducidas por la programacion fetal (Bale, 2015; Breier et al., 2001). De
interés, la programacion fetal por ingesta desmedida de alimento calorico materno también
estd vinculada al desarrollo de trastornos conductuales en la descendencia que incluyen
adiccion, ansiedad, autismo, depresion, entre otras (Cardenas-Tueme et al., 2020; Cruz-
Carrillo et al., 2020; Glover et al., 2018; Joaquim et al., 2017; Lindsay et al., 2018;

Montalvo-Martinez et al., 2018; Rivera et al., 2015; Trujillo Villarreal et al., 2020).

Nuestro grupo de investigacion y algunos otros, ha demostrado que los efectos
negativos de la exposicion a dieta con alto contenido energético durante el embarazo y

lactancia se presentan en la descendencia inclusive a nivel del sistema nervioso central y
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pueden permanecer durante la etapa adulta posterior al nacimiento (Camacho, 2017;
Maldonado-Ruiz et al., 2019; Segovia, Vickers, Gray, & Reynolds, 2014). Es
ampliamente aceptado que el consumo de una dieta alta en grasa y el presentar obesidad
promueven inflamacidn cronica inducida en varios tejidos, incluido el cerebro (Pistell et
al., 2010). De interés, la obesidad materna puede favorecer el desarrollo de la inflamacién
en el cerebro de la descendencia a largo plazo (Bilbo & Tsang, 2010; McNaull, Todd,
McGuinness, & Passmore, 2010; Shaftel, Griffin, & Kerry, 2008). Nosotros hemos
reportado que la descendencia de madres alimentadas con dieta con alto contenido

energético muestra inflamacion en el hipotalamo (Maldonado-Ruiz et al., 2019).
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Figura 4. Representacion de la hipotesis de la programacion fetal. Efectos interactivos
de la nutricion prenatal y el estrés en la programacion fetal del cerebro de la
descendencia y los resultados del desarrollo neurologico. (Lindsay et al., 2018)
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De manera sobresaliente, experimentos en modelos animales demuestran que la
exposicion de dieta caldrica a madres produjeron descendencia con niveles mas altos de
citocinas inflamatorias, lo que afecto el desarrollo neuronal y el desarrollo de actividad
conductual ansiosa (Cortés-Albornoz et al., 2021). Sin embargo, Sasaki et al. informé que
la ansiedad en estos descendientes dependia de la edad, y los sintomas parecian disminuir
con el tiempo (Sasaki et al., 2014). Aunque aun en investigacion, la exposicion a dietas
altas en grasas aumentaron el volumen total del cerebro, asi como el volumen de la

amigdala medial y el prosencéfalo basal de la descendencia (Fernandes et al., 2021).

Estas evidencias confirman que la exposicion a dietas con alto contenido
energético durante el desarrollo embrionario, incrementa la susceptibilidad al desarrollo
de ansiedad en la descendencia que se correlaciona con alteraciones en la estructura

cerebral involucradas a la patologia conductual.

2.5 Herencia intergeneracional y transgeneracional de fenotipos conductuales en la

descendencia

La heredabilidad de la salud y el riesgo de enfermedad en humanos y otras especies
implica influencias mas alla del codigo genético. Si bien existen muchos éxitos en los
estudios genéticos humanos a gran escala, sigue habiendo una cantidad sustancial de
heredabilidad faltante que pueda explicar la diversidad de los fenotipos en los
descendientes (Aiken & Ozanne, 2013). Las exposiciones ambientales, los factores
estresantes psicosociales y la nutricién son influencias potencialmente importantes que

pueden afectar la salud de los individuos directamente o mediante su interaccion con el
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genoma o el epigenoma a lo largo de generaciones (Weber-Stadlbauer, 2017). La creciente
evidencia, principalmente en animales, sugiere que las exposiciones ambientales pueden
generar o perpetuar resultados de salud alterados a lo largo de una o més generaciones.
Un mecanismo putativo para estos efectos en la salud ambiental es a través de una

regulacion epigenética alterada (Breton et al., 2021).

Debido a que las exposiciones maternas a nivel de la FO ocurren durante el
embarazo, se tiene bien caracterizado que durante esta etapa se puede afectar al feto (F1),
asi como a sus gametos F1 en desarrollo que dan lugar a la gran descendencia F2, solo los
patrones de transmision materna que se extienden a la generacion F3 cumplen con los

criterios mas estrictos para la herencia transgeneracional (Lecoutre et al., 2018).
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Figura 5. Representacion de los patrones de herencia de la generacion padre (F0) al hijo
(F1), nieto (F2) y bisnieto (F3) en humanos y animales. Una exposicion en F0 puede
afectar directamente al feto en desarrollo (F1) ya las células germinales en F2; por lo
tanto, ambas vias de transmision se consideran intergeneracionales. Pueden observarse
efectos transgeneracionales a partir de la generacion F3 (Breton et al., 2021).
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Por lo tanto, se cree que existe una interaccion compleja entre los factores
genéticos y ambientales, que influyen en la aparicion tanto de la depresion como de la
ansiedad. Los modelos preclinicos del trastorno depresivo mayor indican que la
exposicion cronica al estrés conduce a fenotipos similares a la depresion y la ansiedad en
modelos de roedores (Saavedra-Rodriguez & Feig, 2013). Curiosamente, estos fenotipos
pueden transmitirse a la descendencia masculina y femenina en las generaciones F1 y F2
luego de la exposicion paterna al estrés social cronico durante la adolescencia o la edad
adulta temprana (Cunningham et al., 2021; Liberman et al., 2019). Los estudios que
examinan la transmision paterna de fenotipos similares a la ansiedad y depresion indican
que la exposicidon a estrés en los primeros afios de vida tiene alta importancia en la
transmision de tales fenotipos a la descendencia en las siguientes generaciones (Franklin

etal., 2010, 2011).

En su conjunto, son necesarias mas investigaciones para determinar si el tipo de
estrés (dietas caloricas), el momento del estrés (posnatal vs adolescente vs adulto) y la
duracion del estrés influyen en la transmision de fenotipos de ansiedad y/o depresion a las
siguientes generaciones por herencia transgeneracional. El estudio de los mecanismos
transgeneracionales de la conducta puede ser costosos y de gran alcance, por lo que, hasta
nuestro conocimiento, nuestro trabajo representa uno de los unicos estudios en caracterizar
los cambios estructurales y su correlacion con la conducta de ansiedad y/o depresion a

través de tres generaciones.
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

La exposicion a dietas con alto contenido energético durante etapas gestacionales
y los desdérdenes psiquidtricos comparten alteraciones cerebrales. Se desconoce si la
programacion gestacional promueve defectos estructurales en el cerebro del feto que
puedan favorecer el desarrollo de conductas aberrantes relacionadas a la depresion y
ansiedad posterior al nacimiento. De interés, no existe evidencia que demuestre si la
programacion  fetal de dichas conductas aberrantes puede transmitirse

transgeneracionalmente a la descendencia.

En este trabajo emplearemos un modelo murino para identificar el efecto de la
programacion fetal por exposicion a nutrientes hipercaldricos en el desarrollo de defectos
estructurales del cerebro que promuevan conducta similar a la depresion y ansiedad de la
descendencia, y si este fenotipo se transmite a las siguientes generaciones por herencia

transgeneracional.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

La programacion nutricional materna promueve cambios en la estructura cerebral
y defectos en conductas similares a la depresion/ansiedad en la descendencia con potencial

de transmision transgeneracional
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la programacion fetal por exposicion a dieta con alto contenido
energético en la herencia transgeneracional del fenotipo depresivo/ansioso y su

correlacion con defectos en la estructura cerebral

5.2 Objetivos especificos

1) Identificar la generacion del fenotipo depresivo/ansioso inducido por la exposicion
fetal a dieta con alto contenido energético en la descendencia F1.

2) Caracterizar los cambios macro y microestructurales del cerebro de la
descendencia F1 asociados al fenotipo depresivo/ansioso.

3) Evaluar la transmision inter y transgeneracional del fenotipo depresivo/ansioso
inducido por la programacion fetal con dieta hipercalorica en la descendencia F2
y F3.

4) Caracterizar los cambios cerebrales macro y microestructurales en la descendencia

F2 y F3 asociados al fenotipo depresivo/ansioso.
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CAPITULO 6

MATERIAL Y METODOS

6.1 Material de Laboratorio

Tabla 1. Material Bioldgico y No biologico

No Biologico

Comida estandar para rata (LabDiet/ No. Catalogo 5001).
Dieta de cafeteria (CAF) con 372 Kcal/100g distribuidas

en 39% carbohidratos, 49% lipidos y 12% proteinas.

Estuche de diseccion.

Rat Brain Atlas, Paxinos y Watson.

Vaso de precipitado de 50 mL, 100 mL, 1000 mL

Matraz de aforacion 500 mL y 1000 mL

Micropipetas eppendorf de 1000 pL, 100 pL, 10 pL.

Puntillas para micropipetas: azules, amarillas y blanca,

estériles.

Tubos eppendorfde 1.5 mL, 0.6 mL y 0.2 mL, estériles.

Tubos Falcon 50 mL y 15 mL, estériles.

Guantes sin talco.

Gradillas de pléstico.

Bioldgico

Ratas Wistar (n=97 distribuidas entre los 3 grupos)
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Sexo: machos y hembras.
Peso: 250-300 gramos

Edad: 8 — 12 semanas.

Reactivos

= Paraformaldehido (SIGMA-ALDRICH P6148-1KG)

=  ProHance Gadoteridol 0.5M (BRACCO)

= Etanol grado reactivo (CTR Scientific)

* Fomblin (SIGMA-ALDRICH 317926-100G)

Equipos de Laboratorio

= Microcentrifugas

e Resonador Bruker 7T modelo Bipspin 7.0 teslas (7.0T)

300 Mhz Software Paravision 6.01

6.2 Metodologia

6.2.1 Modelos animales

Se emplearon 152 ratas macho de la cepa Wistar que conformaron las generaciones

F1 (n=31), F2 (n=51) y F3 (n=70). Se emplearon machos de 8 — 12 semanas de edad

y un peso entre 250 — 300 gramos. Los animales fueron producidos y manejados en el

laboratorio de Neurometabolismo, Instituto de Neurobiologia UNAM vy Bioterio del

CIDICS de acuerdo con la NOM-062-ZO0O-1999. Se hicieron todos los esfuerzos para

minimizar el nimero de animales utilizados y su sufrimiento. Todos los sujetos fueron

alojados individualmente en jaulas, mantenidos a 20-23 ° C en una habitacion con
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temperatura controlada con un ciclo de luz / oscuridad de 12 h. El agua estuvo

disponible ad libitum en la jaula del hogar, excepto durante la sesion experimental.

6.2.2 Programacion Fetal de la descendencia F1

Las ratas Wistar hembra virgenes de 10 semanas de edad (n = 12) se mantuvieron
en sus jaulas durante al menos 10 dias para aclimatarse con acceso a la dieta Chow
estandar y al agua ad libitum. Las hembras fueron expuestas a dos formulas dietéticas:
Control Chow (CON) (n=6) y Cafeteria (CAF) (n=6), segiin nuestro protocolo
previamente utilizado (Camacho et al., 2017; Montalvo-Martinez et al., 2018;
Trujillo-Villarreal et al., 2021). La formulacion de dieta para la dieta CON contenia
una densidad calérica de 3,35 kcal/g dividida en 58 % de carbohidratos, 13 % de
lipidos y 29 % de proteinas (Purina, Labdiet, St. Louis, MO, Cat. 5001). La dieta CAF
estuvo compuesta por chocolate liquido, galletas, tocino, papas fritas, dieta estandar
y paté de cerdo en proporcion 1:1:1:1:1:1:2. CAF chow tiene 3,72 kcal/g totales: 39%
hidratos de carbono, 49% lipidos, 12% proteinas y 513,53 mg de Sodio (Tabla 2). Se
alimentaron ratas hembra con dietas CON o CAF durante 9 semanas, incluidas 3
semanas de pregestacion, gestacion y lactancia. Al comienzo de la semana 4, las ratas
hembra se aparearon con machos Wistar (12 a 14 semanas de edad, 300-350 g, un
macho/tres hembras), durante dos dias. Se registrd el tapon vaginal como posible
primer dia de apareamiento. Los hijos machos de madres expuestas a la dieta CON
(n=11) o CAF (n= 20) fueron destetados el dia 21 postnatal. Los hijos de madres

expuestas a la dieta CON se mantuvieron bajo la dieta CON y los hijos de madres
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expuestas a la dieta CAF cambi¢ a la dieta CON hasta cumplir 2 meses de edad (+4
machos por hembra) (Fig. 6). Al alcanzar los 2 meses de edad, 11 ratas macho del
grupo control y 20 ratas macho del grupo de programacion fetal por exposicion a dieta
de cafeteria se sometieron a las pruebas conductuales para evaluar las conductas
similares a la ansiedad y depresion que incluyen: campo abierto, alimentacion
novedosa suprimida, camara oscura e iluminada, laberinto elevado, suspension de

cola y nado forzado.

I Chow diet (CON)

8 week-old Male offspring
female Il Cafeteria diet (CAF)
: ((’3 | Matini I Preinanci | Weanini | I I
weeks -9 -3 0 3 6 9 d
,Z} | Matini I Preinanc‘ | Weanini | I I
weeks -9 -3 0 3 6 9 d

Figura 6 Linea de tiempo seguida para la generacion de los diferentes grupos de
estudio. La linea de tiempo abarca desde 3 semanas antes de la cruza, durante el periodo
de gestacion, lactancia y destete. La linea verde indica los periodos de alimentacion con
alimento control, mientras que la linea roja los periodos con alimentacion CAF. Se
generaron 2 grupos donde el primer grupo corresponde a la alimentacion de la madre y
de la descendencia con dieta control, para el segundo grupo, la madre fue alimentada
con dieta cafeteria y su descendencia con dieta control. Generando asi descendencias
machos F1.
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Tabla 2

Distribucion de macronutrientes de las distintas dietas empleadas

Componente Chow
Densidad caldrica 3.35 Kcall/g
Carbohidratos 71%
Lipidos 1%
Proteina 18%

Cafeteria
3.72
Kcallg
39%
49%
12%

6.2.3 Fenotipificacion de conducta similar a la ansiedad en la descendencia

6.2.3.1 Prueba de campo abierto

1. Se permitid a los modelos animales explorar libremente la arena de 50 x 50 x 50

cm (Fig. 7A).

2. Se videograbd por 5 minutos el recorrido total en la arena empleando un sistema

automatico de sensor de movimiento de la compafiia OMNIALVA.

3. Se analiz¢ la distancia total recorrida, tiempo que paso en el centro y en las orillas

de la arena, empleando el software ToxTrac.

4. Tanto el tiempo que pasoé en el centro y las orillas, fueron tomadas en cuenta como

indices de ansiedad, mientras que la distancia total recorrida para su medicion de

actividad locomotora.
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6.2.3.2 Prueba de alimentacion novedosa suprimida

Los modelos animales fueron sometidos a una privacion de alimentos por 18
horas con agua ad libitum antes de la prueba.

La prueba consistio en colocar un pellet de alimento chow en el centro de la
arena de acrilico de 50 x 50 x 50, misma usada para la prueba de campo abierto
(Fig. 7A).

Los modelos de estudio se posicionaron desde una esquina de la arena y fueron
videograbados por 5 minutos.

Se cuantifico el tiempo que tardaron los modelos para alcanzar el alimento en el
centro de la arena, siendo este la zona mas estresante para el modelo animal.
Una vez alcanzado el alimento, los modelos animales fueron trasladados a su
jaula hogar con su alimento previamente pesado.

Se cuantifico el tiempo que tardd para alimentarse en su jaula hogar y la cantidad
de ingesta de su alimento por los préximos 20 minutos.

La latencia para alcanzar su alimento en el centro de la arena fue tomada como
indice de ansiedad, mientras que los parametros cuantificados en la jaula hogar

como control de hambre entre los grupos.

6.2.3.3 Prueba de camaras iluminada y oscura

1.

En esta prueba los modelos de estudio fueron colocados en una arena de acrilico

dividida en 2 camaras (Fig. 7B):
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a. Céamara iluminada: Conformada por paredes de acrilico de color blanco sin
techo y una lampara que iluminaria toda la superficie.
b. Camara oscura: Hecha de acrilico color negro cubierta de la parte superior
con una pared de acrilico negro quedando totalmente cerrada.
2. Laprueba consistio en colocar al modelo animal en la cdmara oscura.
3. Se cuantifico la latencia de la rata para salir de la cdmara oscura, ademas del total
de entradas a la cdmara iluminada por 10 minutos.
4. Tanto la latencia como el nimero de entradas fueron tomados en cuenta como

indices de ansiedad en los modelos.

6.2.3.4 Prueba de laberinto elevado

1. En esta prueba los modelos de estudio fueron colocados en el centro de una
plataforma en forma de cruz con 4 brazos (Fig. 7C):

1. Brazos cerrados: 2 brazos delimitados con paredes de 30 cm de alto con
base de 50 cm de largo y 10 cm de ancho hechas de acrilico.

2. Brazos abiertos: 2 brazos de 50 cm de largo y 10 cm de ancho sin paredes
laterales que lo delimiten. Ademas, estos brazos fueron iluminados de
forma directa con luz blanca, creando una zona mas estresante para el
modelo.

2. La prueba consistio en videograbar por 5 minutos el recorrido de la rata en el

laberinto.
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3. Se cuantifico el tiempo que permanecia en los 2 brazos cerrados y en los 2 brazos
abiertos, donde estos pardmetros fueron tomados en cuenta como indices de

ansiedad en el modelo.

A) B) C)

Figura 7. Representacion de las cajas utilizadas para las pruebas conductuales. A) La
arena del campo abierto consiste en una caja de acrilico de 50 x 50 con paredes
transparentes utilizada también para la prueba de alimentacion novedosa suprimida. B)
Se utilizo una caja con una camara iluminada por luz blanca con paredes blancas y una
camara oscura totalmente cerrada con paredes oscuras. C) Para la prueba de laberinto
elevado, se utilizo una plataforma en forma de cruz con 2 brazos abiertos y 2 brazos
cerrados por paredes oscuras, midiendo 50 cm de largo y 10 cm de ancho cada
plataforma.

6.2.4 Fenotipificacion de conducta similar a la depresion en la descendencia

6.2.4.1 Prueba de suspension de la cola

1. Las ratas Wistar fueron suspendidos por sus colas con sujetadores de plastico de
forma individual, en una posicion que no podian escapar o sostenerse de

superficies cercanas en el centro de una caja de acrilico (Fig. 8A).
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2. Durante la prueba, se mantuvieron por 6 minutos suspendidos por su cola y fueron
videograbados para la posterior cuantificacion del tiempo de inmovilidad

indicativo de una conducta similar a la depresion.

6.2.4.2 Prueba de nado forzado

1. En esta prueba, se utilizaron cilindros de acrilico de un didmetro de 30 cm (Fig.
8B), donde se llenaron de agua a una temperatura de 23 = 1 °C a una altura de 70
cm de manera que la rata no podria tocar el fondo con sus patas traseras.

2. Se colocaron las ratas de manera individual en los cilindros rellenados con agua
limpia entre cada modelo por 7 minutos.

3. Se comenz6 la videograbacion en los ultimos 5 minutos, donde los primeros 2
minutos fueron tomados como acondicionamiento al nado.

4. Se midio el tiempo de inmovilidad, de lucha y de nado de cada rata, donde estos

pardmetros fueron utilizados para calcular sus indices depresivos.
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B)

Figura 8 Representacion de las cajas utilizadas para las pruebas conductuales. A) La
caja utilizada para la prueba de suspension de cola consiste en 3 camaras rectangulares
delimitadas con paredes a los lados que permite evitar que un modelo se estrese por la
presencia de otro durante la prueba. B) Se muestra la representacion del cilindro hecho
de acrilico donde se realizo la prueba de nado forzado.

F1, F2and F3
d‘ OF NSFT EM TS FST Euthanasia

0 60 72

- |
i ] BEHAVIORAL TEST I Iewio MRI

Figura 9. Linea de tiempo seguida para la realizacion de las pruebas conductuales.
Para cada rata descendiente, se sometieron a una bateria de pruebas a los 60 dias de
edad, incluyendo campo abierto (OF), alimentacion novedosa suprimida (NSFT), caja
iluminada y oscura (LDB), laberinto elevado (EM), suspension de cola (TS) y nado
forzado (FST). Posterior a las pruebas, se sometieron a eutanasia recuperando el cerebro
para su posterior analisis por resonancia y técnicas histologicas.
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6.2.5 Herencia transgeneracional del comportamiento similar a la depresion o la

ansiedad

Las ratas Wistar macho de la generacion F1 y F2, clasificadas con un comportamiento
similar a la depresion o la ansiedad, se aparearon con hembras virgenes (n = 12) (200-250
g, 10 semanas de edad) para generar la descendencia F2 y F3, respectivamente.
Posteriormente, tres machos F1 con la puntuacion mas alta de fenotipo de comportamiento
similar a la depresion o ansiedad y nacidos de madres alimentadas con CON o CAF se
aparearon con hembras virgenes control (n=2 hembra/macho, n=6 hembras virgenes) por
2 dias. Después del apareamiento, los machos fueron retirados de la jaula de origen (Fig.
10). La presencia de un tapon vaginal denot6 el dia 1 de gestacion. Cada una de las ratas
prenada se alojaron individualmente y se alimentaron con dieta chow durante el embarazo
y la lactancia. Las crias macho F2 de CON (n= 29) o aquellas de las madres alimentadas
con CAF (n=22) fueron destetadas el dia 21 posparto y mantenidas con dieta Chow hasta
alcanzar las 8 semanas de edad para diagnosticar el fenotipo conductual como se describio
para las crias F1 (Fig. 9). Como se comentd, tres machos F2 clasificados con la puntuacion
mas alta de fenotipo de comportamiento similar a la depresion o ansiedad y nacidos de
madres alimentadas con CON o CAF se aparearon con hembras virgenes de control (n=2
hembra/macho, n=6 hembras virgenes) por 2 dias. Las crias F3 (CON, n= 28; CAF, n=
42) se destetaron el dia 21 posparto y se mantuvieron con dieta Chow hasta alcanzar las 8
semanas de edad para diagnosticar el fenotipo conductual como se describe para las crias

F1 (Fig. 9).

62



Maternal programming model Control group

o) d
X ,«‘i.rf X~ .f

CAF Diet CON Diet CON Diet CON Diet

o

F1 CX L X

Intergenerational
inheritance

X X

() con piet € con piet () con piet € con piet
29
- O
o c
] 2 -
$% ‘ ‘
2 F3 - X : - X
[ (C D) ©
= (¥ con piet " CON Diet (Y con piet . CON Diet

Figura 10 Diseiio de estudio del efecto inter y transgeneracional de la dieta materna.
Representacion grdfica del diserio del modelo de programacion materna para estudiar el
efecto transgeneracional de la dieta materna que ilustra la herencia intergeneracional
(Fl a F2) y la herencia transgeneracional (F1 a F3).

6.2.6 Clasificacion del fenotipo conductual mediante analisis de componentes

principales

El analisis PCA se realiz6 utilizando el paquete FactoMineR (Lé et al., 2008) en R
para clasificar los resultados de comportamiento en la descendencia F1, F2 y F3 dictados
por la exposicion a la dieta prenatal (dieta CON vs CAF). El proposito de PCA es derivar
una pequefia cantidad de combinaciones lineales (componentes principales) de un

conjunto de variables de comportamiento que retienen la mayor cantidad posible de
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informacion en las variables originales y reducen la dimensionalidad (Jang, 2021). Como
segundo paso, realizamos k medias como un anélisis de conglomerados no lineal no
supervisado utilizando el paquete ClusterR (Mouselimis, 2022). Este procedimiento
realiza un analisis de conglomerados disjuntos sobre la base de las distancias calculadas a
partir de una o mas variables cuantitativas, utilizando distancias euclidianas (modelo de

k-medias) para calcular los centros de los conglomerados.

6.2.7 Perfusion intracardiaca

1. Los modelos animales de todos los grupos experimentales obtenidos en
nuestro protocolo de programacion fetal para la generacion F1 (Control, n=11;
CAF, n=20), F2 (Control, n=22; CAF n=23) y F3 (Control, n=42; CAF, n=44),
fueron sacrificados por sobredosis de Pentobarbital (PiSA Agropecuaria)
(1mL) por via intraperitoneal

2. Se realiz6 diseccion dérmica que va desde la region abdominal hasta la parte
superior de la caja tordxica, exponiendo el corazon.

3. Se perford el ventriculo izquierdo del corazon siguiendo su vértice y se realizo
un corte en la auricula derecha, con el fin de abrir el sistema circulatorio. Se
perfundio solucion de lavado PBS 0.1M + Heparina + Gadolineo (6 mM)
empleando una bomba de perfusion (Fisher Scientific GP1000) a flujo de 20

ml/min.
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4. Posteriormente, se cambio la solucion de lavado por la solucién fijadora que
incluye al paraformaldehido 4% en PBS 0.IM (PFA) + Gadolineo 6 mM
durante 20 min, siguiendo el mismo flujo.

5. Se colecto el cerebro protegido por el craneo del modelo y se removio la piel,
la mandibula inferior, las orejas y la punta de la nariz cartilaginosa.

6. Las muestras se almacenaron a 4°C en PFA al 4% Prohance 6 mM por 24 horas
y posteriormente se cambid la solucion a PBS 0.1M con azida de sodio 0.02%

hasta su posterior analisis en la resonancia.

Las imagenes de resonancia magnética pueden adquirirse luego de 4 dias y no mas de

2.5 meses después de la fijacion

6.2.8 Obtencion de imagenes de Resonancia Magnética Nuclear

1. Los 152 cerebros de los modelos animales protegidos por el craneo que
incluyen los grupos CON y CAF de las generaciones F1, F2 y F3 se colocaron
individualmente para su andlisis en un cilindro transparente con fondo en punta
con 35mL de Formblin, un perfluoropoliéter (SIGMA-ALDRICH 317926-
100G) que tiene un efecto dieléctrico bajo y una sefial de RM minima, con lo
que aumenta el contraste y elimina los artefactos de susceptibilidad no
deseados proximos a los limites del cerebro. Ademas, se evito la formacion de

burbujas en el interior.

65



Se introdujeron los cilindros en la bobina del resonador a 45cm de distancia de
la entrada al centro del resonador y se alinearon con el craneo en direccion al
resonador.

Las imégenes de los cerebros se adquirieron usando resonador Bruker 7 T
Paravision 6.0.1 system, donde la relacion sefial/ ruido se llevo
aproximadamente a 20 gastando una resolucion mejorada, ya que es el valor
que proporciona una compensacion 0ptima para el registro de la computadora.
Se posiciond el craneo en el resonador mediante la rotacion de la imagen
predisefiada evalu6 la homogeneidad del campo observando el contraste de la
imagen. Se utilizé una antena de superficie Tx/Rx con 72 mm de didmetro.

Se obtuvieron las imagenes con una secuencia Bruker flash nombrada en el
resonador como Garza Exvivo DBM 60um que cuenta con los siguientes
parametros: tiempo de repeticion (TR) / tiempo de eco (TE) = 39.26 / 11.00
ms, tamafio de matriz = 364 x 500 x 336, campo de vision 22 x 30 x 20 mm,
resolucion espacial de 0.060 x 0.060 x 0.060 mm y angulo de giro = 20 con
376 rebanadas de imdgenes con orientacion sagital con una duracion de 2 horas
y 45 minutos por sujeto.

Inmediatamente después, se adquirieron conjuntos de datos para iméagenes de
tensor de difusion (DTI) utilizando una secuencia de imagenes ecoplanares con
los siguientes pardmetros: TR = 2000 ms, TE = 22,85 ms, NA = 2, espesor de
corte = 195 um, FOV 22 x 15 mm2, matriz = 126 x 86, lo que produce una
resolucion en el plano de 175 x 174 um2, tiempo de exploracién = 12 min. Las

imagenes ponderadas por difusion se adquirieron en treinta direcciones Unicas
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(6/A =2,9/8,7 ms), cada una con valores b (1000s/mm2) junto con 6 imagenes
sin ponderacion por difusion.

7. Se evalud la calidad de imagen observando irregularidades en el campo
(artefactos por burbujas). Las imagenes se cargaron a la nube virtual del
laboratorio en formato DICOM, a través del cual se pudieron descargar para

futuros analisis.

6.2.9 Preparacion de datos provenientes de imagenes por resonancia magnética

Cada imagen obtenida por secuencia T1 Garza Exvivo DBM_60um se sometio a
un preprocesamiento de imagen, mediante un pipeline elaborado en el laboratorio B03 a
cargo del Dr Eduardo Garza Villarreal. Este pipeline cuenta con diferentes pasos que
ayudan a mejorar la resolucién de la imagen para una mejora en el andlisis por

morfometria basado en deformacion.

Las imagenes que se obtuvieron por el resonador son exportadas en formato Bruker
y posteriormente son transformadas a formato nifti mediante el uso del software Brkraw,
que, ademas, ordena en formato bids todos los archivos creados por la imagen en
diferentes rutas de carpetas. Posteriormente, las imagenes nifti son transformadas a
formato minc para el uso del pipeline basado en minc-tools (https://github.com/Mouse-
Imaging-Centre/pydpiper) que realiz6 los siguientes pasos: imagen central, mascara
completa y correccion de campo de sesgo N4. Luego utilizamos un enfoque basado en el

registro de imagenes para evaluar las diferencias anatomicas entre los grupos. El registro
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de imagenes encuentra una transformacion espacial suave que alinea mejor una imagen

con otra, de modo que se superponen las caracteristicas anatomicas correspondientes.

Se estandariz6 el script del preprocesamiento en donde se incluye primero una
correccion de los anillos de gibs para eliminar artefactos en la parte dorsal de las imagenes
por resonancia magnética mediante la funcion mrgdegibbs. Posteriormente, se realiza un
primer denoise mediante la funciéon minc_anlm para eliminar fluctuaciones de sefal por
algin problema de distribucion en la relacion senal/ruido de la imagen, al ser una
resolucion de 0.060mm, es un tamafio de voxel muy pequefio en donde los protones
incluidos son menores y con esto disminuye la sefial. Se crea una mascara de imagen
inicial mediante la funcion mnccalc y una correccion del campo tipo N4 Bias mediante la
funcién N4BiasFieldCorrection. Después, se someten a una segunda correccion de ruido
mediante la funciéon minc_anlm. Posteriormente, se indican los templates y mascaras de
correspondientes al atlas a utilizar, que en este caso es el atlas de Fisher344. Finalmente,
se realiza un registro de las comprares de nuestros sujetos con el template del atlas
indicado mediante la funcion antsRegistration y antsApplyTransforms para la méascara. A
estas nuevas imagenes se les aplico una ultima correcciéon de campo N4Bias mediante
N4BiasFieldCorrection de 3 dimensiones para finalmente crear un control de calidad tipo
1sq6, que permite evaluar la calidad de las imagenes y corroborar que todas las imagenes

se llevaron al mismo espacio de imagen para poder analizarlas.
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Figura 11. Representacion de imdgenes obtenidas por resonancia magnética de imagen
y su posterior tratamiento preprocesamiento. A) Imagenes crudas obtenidas por el
resonador Bruker de 7T en formato DICOM, representando eje sagital y coronal
(izquierdo y derecho respectivamente). B) Imagenes sagital y coronal después del
tratamiento aplicado con el script de preprocesamiento de imdgenes con las correcciones
de campo en formato minc.

6.2.10 Analisis de imagenes de resonancia magnética de imagen por morfometria

basado en deformacion

Para el andlisis, previamente usamos un enfoque de registro grupal basado en
intensidad automatizado para alinear todos los cerebros separados por generacion (F1, F2
y F3) en el estudio en un sistema de coordenadas comun, produciendo una imagen
promedio de los escaneos T1w por andlisis. La deformacion que alinea las imagenes se
convierte en un resumen de como se diferencian. Para evaluar las diferencias de volumen
entre los grupos, realizamos una morfometria basada en la deformacion, ya que

proporciona un voxel continuo por definiciéon de voxel de los cambios de volumen
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(expansion / contraccion) relacionados con la programacion materna en la descendencia
F1 y la subsiguiente herencia de los cambios cerebrales en los grupos F2 y F3. A
continuacion, se mapearon las deformaciones desde los escaneos individuales hasta la
imagen promedio. Los campos de deformacion finales se calcularon con un registro
difeomérfico simétrico codicioso (el algoritmo SyN en ANTS) y luego se invirtieron y
difuminaron con un nucleo de suavizado gaussiano FWHM de 0,1 mm. Se extrajeron los
determinantes jacobianos de estas deformaciones, dando una medida de la
expansion/contraccion del volumen local en cada voxel del cerebro. Se utilizaron
determinantes jacobianos de transformacion logaritmica (0,2 mm borrosos) para evaluar
las diferencias entre los grupos porque estiman mejor una distribucion normal. Con esto,
obtenemos los determinantes jacobianos que son utilizados para el andlisis por un modelo

lineal generalizado en el paquete estadistico Rstudio con la siguiente ecuacion:

Minclm(jacobians ~ Grupo + weight, database)

jacobians = Valor jacobiano obtenido por morfometria

Grupo= F1 CON no-ansioso (n=10), F1 CON ansioso (n= 1), F1 CAF no-ansioso (n= 8),
F1 CAF ansioso (n= 12), F2 CON no-ansioso (n= 21), F2 CON ansioso (n= 8), F2 CAF
no-ansioso (n= 10), F2 CAF ansioso (n= 12), F3 CON no-ansioso (n= 23), F3 CON

ansioso (n=5), F3 CAF no-ansioso (n=29) y F3 CAF no-ansioso (n= 13).

weight = Peso en gramos de las ratas el dia de la eutanasia.

Database = base de datos de donde se obtuvo estos valores.
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Posteriormente, se realizo la correccion del modelo lineal generalizado con FDR del 5 al
20%, donde obtuvimos un punto de corte para los cambios de volumen cerebral dentro de
las regiones que posteriormente fueron identificadas con base al atlas Fisher 344 y
creacion del mapa de cambios estructurales para cada una de las generaciones en la

comparacion de grupos Cafeteria vs control correspondiente.

6.2.11 Analisis de imagenes de resonancia magnética de imagen basado en difusion

Los conjuntos de datos de DWI fueron eliminados y corregidos por movimiento y
distorsiones inducidas por corrientes parasitas usando transformaciones lineales (12
grados de libertad). Para estimar el tensor de difusion se utilizd el paquete de software
MRtrix 3.0 (Luna-Munguia et al., 2021; Tournier et al., 2019), del cual obtuvimos los
valores propios correspondientes (Al, A2 y A3). A partir de estos, creamos mapas
cuantitativos de FA, coeficiente de difusion aparente (ADC), difusividad axial (es decir,
Al; D ||) y difusividad radial (A2 + A3]/2; D). Los parametros de DTI se analizaron
utilizando los principales mapas de difusividad (con la ayuda de las imagenes ponderadas
sin difusion) para delinear manualmente las regiones de interés (ROI), el cuerpo calloso,
el fornix, la fimbria, la capsula interna, el 16bulo cerebeloso 3, el lobulo cerebeloso 6, el

hipocampo y la amigdala.
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6.2.12 Analisis de inmunomarcadores de tejidos cerebrales

6.2.12.1 Procesamiento de tejidos en parafina e inmunohistoquimica

1.

Posterior a la fijacion, los cerebros se disecaron a partir del craneo y se lavaron
con PBS hasta remover completamente el fijador

El tejido se deshidrato en etanol siguiendo la secuencia: 50, 70, 80, 95y 100%
de etanol con incubacion de 10 minutos entre cada uno.

Se intercambid el etanol por xileno con incubacion de 10 minutos en la
siguiente secuencia: 2:1, 1:1, 1:2 Etanol: Xileno y 3 incubaciones con Xileno
100% por 10 minutos.

Se intercambio el xileno por parafina siguiendo la secuencia:

2:1, 1:1, 1:2 xileno: parafina por 30 minutos y 2 incubaciones con parafina
100% por 2 horas.

Los cerebros embebidos en parafina fueron cortados en un criostato en
secciones coronales de 5 um de espesor en direccion rostro-caudal, a nivel de
regiones correspondientes a NAc, Hipocampo y PFC, localizadas con el atlas
de cerebro de rata Paxinos, George, and Charles Watson. The rat brain in

stereotaxic coordinates: hard cover edition. Access Online via Elsevier, 2006.

Los cortes se hidrataron siguiendo la secuencia de Xilol (15 minutos), Etanol
absoluto y Xilol 1:1 (10 minutos), Etanol absoluto (5 minutos), Etanol 96% (5

minutos) y finalmente agua destilada.

Se realiz6 la recuperacion de epitopos sumergiendo los cortes en buffer de

Citratos a 90°C durante 20 minutos
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Los cortes se lavaron con PBS+TritonX-100 0.1% y se incubaron con el
bloqueador de peroxidasa durante 10 minutos (Kit AB64264)

Se lavaron con PBS+TritonX-100 0.1% y se incubaron con el bloqueador de
proteinas durante 10 minutos (Kit AB64264)

Se incubaron con PBS+TritonX-100 0.1% y posteriormente con el anticuerpo
primario anti-sinaptofisina con dilucion de 1:200 (ab14692) a 4°C durante toda
la noche.

Se realizaron lavados en PBS (3 lavados de 5 minutos) y se incubaron en
anticuerpo secundario (Kit AB64264) de IgG de cabra anti-conejo biotinilado
por 10 minutos.

Se realizaron lavados en PBS (3 lavados de 5 minutos) y posteriormente
incubaciodn con estreptavidina (AB64264) por 10 minutos.

Se afiadieron 2 gotas de una solucion del cromoégeno diaminobencidina DAB
(30uL en 1.5mL de substrato) y se incub6 por 10 minutos.

Se realizo la tincion hematoxilina como tincién de contraste.

Se deshidrataron los tejidos con la secuencia 95%, 80% y 50% etanol por 15
segundos, después 2:1 etanol: xilol, 1:1 etanol xilol, 100% xilol

Se realiz6 el montaje del corte con solucion de montaje en cubreobjetos.

6.2.12.2 Analisis de tejidos cerebrales por tincion hematoxilina

Las secciones fueron desparafinadas siguiendo la secuencia de Xileno (15 minutos), etanol

absoluto y Xileno 1:1 (10 minutos), etanol absoluto (5 minutos), etanol 96% (5 minutos)

y finalmente agua destilada. Los cortes se tifieron en solucion de hematoxilina durante 8
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minutos y luego se lavaron durante 5 minutos con agua corriente del grifo. Luego, las
rodajas se diferenciaron en alcohol 4cido al 1% durante 30 segundos y se lavaron con agua
corriente durante 1 minuto. A continuacidn, se sumergieron durante 30 segundos en agua
amoniacal y solucion saturada de carbonato de litio durante 30 segundos. Finalmente, los
cortes se lavaron con agua corriente del grifo y se tifieron en solucion de eosina-floxina
durante 5 minutos. Al final, los cortes fueron deshidratados con alcohol al 95%, 2 cambios
de alcohol absoluto de 5 minutos cada uno y aclarados en 2 cambios de xileno de 5 minutos

cada uno. Los cortes se montaron con medio de montaje basado en xileno.

6.2.12.3 Analisis de tejidos cerebrales por tincion de kluver barrera

Las secciones fueron desparafinadas siguiendo la secuencia de Xileno (15 minutos), etanol
absoluto y Xileno 1:1 (10 minutos), etanol absoluto (5 minutos) y finalmente etanol 96%
(5 minutos). Los cortes se incubaron durante la noche en una solucion de azul Luxol al
0,1 % a temperatura ambiente. Posteriormente, se enjuagaron en alcohol 96 para eliminar
el exceso de tinte y en agua destilada hasta que deje de decolorarse. Se realizo la
diferenciacion en alcohol de 70 hasta distinguir la sustancia gris y blanca. Finalmente, se
incubaron con solucidon de violeta de cresilo durante 10 minutos y luego se lavaron en

alcohol 96 y se deshidrataron en alcohol absoluto y xileno.
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6.2.13 Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + SEM para todos los datos. Todos los analisis
estadisticos, incluida la prueba de la normalidad de la distribucion de datos, se realizaron
con el software GraphPad Prism 8.0.1 y se considero significativo un valor de p corregido
<0,05. Se probo la normalidad de todos los resultados usando la prueba de Shapiro-Wilk.
Para las diferencias significativas en los respondedores altos y bajos durante el
condicionamiento operante, usamos la prueba de Chi-cuadrado por muestra. Los datos se
muestran como la media £+ SEM y diferencias significativas p < 0,05. El andlisis
estadistico de MBD se realizé utilizando los determinantes jacobianos transformados
logaritmicamente como variable dependiente, "grupo de programacion fetal" como
variable independiente (entre sujetos) y como covariable incluimos "fenotipo y peso".
Comparamos los grupos usando un GLM vy los analisis se corrigieron para comparaciones
multiples usando la tasa de descubrimiento falso (FDR) al 5 %. Ademas, extrajimos los
valores t de los picos significativos y los comparamos mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) seguido de un Bonferroni posthoc para comparar cada valor jacobiano de los
picos significativos para todos los grupos. Comparamos los resultados de FA, AD, ADC
y RD de cada region de interés para grupos por generacion utilizando ANOVA posthoc
Bonferroni. Los detalles sobre el andlisis estadistico estdn disponibles en el script R de

acceso abierto (ver arriba).
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CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Pruebas Conductuales

7.1.1 La programacion fetal de madres por dieta con alto contenido energético

induce conducta depresiva de manera intergeneracional en la descendencia

Se realizé el diagndstico del fenotipo conductual individual para determinar el
efecto de la exposicion prenatal a la dieta de cafeteria en el comportamiento similar a la
depresion y/o ansiedad en la descendencia. Inicialmente, encontramos que la exposicion
a la dieta CAF aument¢ el tiempo de inmovilidad de la descendencia F1 en la prueba de
suspension de la cola (M = 188,6, SD = 25,64) en comparacion con el grupo de control
(M = 155,6, SD = 36,86) (Fig. 12A; t (18) =2.324, *p=0.032). Ademas, la descendencia
F1 expuesta prenatalmente a la dieta CAF mostr6é un mayor tiempo de inmovilidad (grupo
F1 CAF M = 159.4, SD = 46.18; grupo F1 CON M = 87.36, SD = 44.13) (Figura 12B; t
(28) = 4.181, * **p=0,0003), y menor tiempo de nado durante la prueba de nado forzado
(M=131,8, SD=52,19) en comparacion con los sujetos F1 expuestos a la dieta de control
(M=191,4, SD=35,32) (Fig. 12C; t (29) =3.372, **p=0.0021). En consecuencia, la
descendencia F2 y F3 nacida de la descendencia F1 CAF no mostrd una alteracién
significativa en el tiempo de inmovilidad durante la prueba de suspension de la cola en
comparacion con la descendencia F2 (Fig. 12D; F2 CAF M =210.3, SD = 33.83, F2 CON
M =218,1, SD=35,60; t(21)=0,509 p=0,6155) y con las crias F3 expuestas a la dieta CON

(Fig. 12G; F3 CAF M=171,3, SD=48,39, F3 CON M=164,5, SD=55,25; t (21)=0.529
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p=0.5980), respectivamente. En particular, la descendencia F2 expuesta a la dieta CAF
mostré un aumento en el tiempo de inmovilidad (grupo F2 CAF M = 209.2, SD = 43.81;
grupo F2 CON M = 152.5, SD = 56.47) (Figura 12E; t (14) = 2.254 * p =0,0407) y menos
tiempo de nado (M=59, SD=30,67) en comparacién con la F2 CON (M=117,5, SD=68,67)
durante la prueba de nado forzado (Fig. 12F; t(15)=2,316 *p =0,0351). Finalmente, al
contrario de los resultados de comportamiento encontrados en la descendencia F1 y F2, la
descendencia F3 nacida de individuos expuestos a la dieta CAF mostré menos tiempo de
inmovilidad (grupo F3 CAF M = 134.5, SD = 60.58; grupo F3 CON M = 178.9, SD =
58,91) (Fig. 12H; t(67)=3,021 **p=0,0036) y mds tiempo de nado en comparacion con
los descendientes F3 expuestos a la dieta CON durante la prueba de nado forzado (grupo
F3 CAF M=150, SD=55,92; Grupo F3 CON M = 110,4, DE = 58,3 (Fig. 121; t (67) = 2,84

% p = 0,006).

77



A F1 D F2 G F3 CON

300 3001 CAF Il
*
250 —
Ezoo E Ce®e® | j E ®o o0
200 m 200 oo |
z . Z 2z 20
= 150 = = o oy
3 5 3 oy
100 100 100 hd
g + £ £ DA
£ s0 £ £
- - =
3004
300 - 300 *
-~~~ -~ ,—l -~~~
) G )
2001
£ 200 £ 200 T 2
2 ) ° i}
7 d J
g 100 o = g 100 T g 1004
£ ; £ 4 £
=1 ° =1 =1
=g

o
o

(@]
“
-

Hedk * 300 **
250 250

~~ ~~ ~~

0 e 0 0

S 200 N e S 200 o -1

c c c 200 o of

£ 150 £ 150 3 £ o—ole :

£ £ ~C £ e

§1oo §1oo S 100 _.::

@ 5o ? 50 2 n L
g . tily

o
o

Figura 12. Comparaciones de los resultados conductuales similares a la depresion de las
descendencias macho control y cafeteria de cada generacion FI, F2 y F3. La
descendencia de los grupos control y cafeteria de cada generacion fueron sometidos a
pruebas conductuales para evaluar su condicion de depresion. Para la prueba de
suspension de cola, se compararon los tiempos de inmovilidad (A, D y G) entre los grupos
control (CON) y cafeteria (CAF) en cada generacion. En la prueba de nado forzado, se
comparo el tiempo inmovil en el agua (B, Ey H) y el tiempo de nado (C, F e I) de los
grupos CAF comparado con sus respectivos grupos CON de cada generacion. Los
resultados mostrados en las grdficas estan expresados como el promedio = SEM, seguido

de prueba t student (*p< 0.05 y ** p< 0.01 vs grupo control). CON = control (gris) , CAF
= cafeteria (negro).
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7.1.2 La programacion fetal de madres por dieta con alto contenido energético

induce conducta ansiosa con efecto transgeneracional.

Evaluamos el efecto transgeneracional de la programacion fetal en el

comportamiento similar a la ansiedad de las generaciones F1, F2 y F3.

7.1.2.1 Conducta similar a la ansiedad en la descendencia F1

Inicialmente, encontramos que la programacion materna por exposicion a la dieta
CAF reproduce un comportamiento similar a la ansiedad en la descendencia F1,
evidenciada por mayor tiempo de ubicacion en las orillas (Fig. 13A; F1 CON M= 71.14
SD=10.44 vs F1 CAF M= 78.90 SD=7.26, t(27)=2.35 *p=0.0264) y menor tiempo en el
centro de la arena durante la prueba de campo abierto cuando se compard con la
descendencia F1 expuesta a dieta CON (Fig. 13B; F1 CON M= 27.14 SD=10.60 vs F1
CAF M=20.33 SD=6.64, t(27)=2.095 *p= 0.0461). Después, evaluamos la hipofagia
inducida por la exposicion de los modelos a un ambiente novedoso durante la prueba de
alimentacion novedosa suprimida. La descendencia F1 expuesta a dieta CAF materna
mostré mayor tiempo de latencia para alcanzar el pellet de alimento en el centro de la
arena (Fig. 13C; F1 CON M=254.2 SD=181.7 vs F1 CAF M=420.5 SD=181.6, t(27)=2.34
*p=0.0267), mientras que no hubo cambio en la latencia para alimentarse dentro de su
jaula hogar comparado con el grupo control (Fig. 13D; F1 CON M=134.5 SD=94.79 vs
F1 CAF M=155 SD=137.2, t(27)=0.4376 p= 0.6649). Finalmente, la clasificacion ansiosa
de la descendencia F1 expuesta a dieta materna CAF fue confirmada con los resultados

del laberinto elevado, mostrando mayor tiempo de estancia en los brazos cerrados
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comparados con su grupo F1 control (Fig. 13E; F1 CON M= 236.4 SD=34.07 vs F1 CAF
M=264.5 SD=21.23, t(27)=2.65 *p=0.0137). Estos resultados muestran que la exposicion
materna a dieta cafeteria durante periodos prenatales promueve la alteracion conductual

similar a la ansiedad en la descendencia.

7.1.2.2 La programacion fetal por dieta de cafeteria favorece la herencia

transgeneracional de la conducta de ansiedad en la descendencia

Evaluamos si la dieta CAF expuesta prenatalmente de la descendencia F1
promueve la herencia transgeneracional del comportamiento similar a la ansiedad en las
generaciones F2 y F3. Inicialmente, la descendencia F2 y F3 nacida de la descendencia
F1 diagnosticada con comportamiento similar a la ansiedad no mostrd cambios en el
tiempo de permanencia en las orillas (Fig. 13F; F2 CON M=80.14 SD=14.36 vs F2 CAF
M=84.70 SD= 7.36, t(19)=0.783 p= 0.4433; Fig. 13K; F3 CON M=70.33 SD=20.35 vs
F3 CAF M=64.52 SD=18.55, t(60)=1.167 p= 0.2479) ni en el centro de la arena durante
la prueba de campo abierto en comparacion con los sujetos control (Fig. 13G; F2 CON
M=19.86 SD=14.36 vs F2 CAF M=15.30 SD=7.36, t(19)=0.783 p= 0.4433; Fig. 13L; F3
CON M =29,67 DE=20,35 vs F3 CAF M=35,48 DE=18,55, t(60)=1,167 p= 0,2479). En
particular, la descendencia F2 y F3 nacida de los sujetos ansiosos F1 conservaron los
rasgos de ansiedad, incluido mayor tiempo para alcanzar el alimento en el centro de la
arena durante el NSFT (Fig. 13H; F2 CON M =202.7 SD = 125.3 vs F2 CAF M = 364.5
SD =179.2, 1(19)=2.42 **p=0.0257, Fig. 13M, F3 CON M=188.3 SD=146.8 vs F3 CAF

M=287.9 SD=187.6, (68)=2.343 *p=0.0.0221), y un aumento en el tiempo de ubicacion
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en brazos cerrados del laberinto “T” elevado en comparacion con las crias F2 y F3
expuestas a las dietas de control (Fig. 13J; F2 CON M=264.1 SD=26.76 vs F2 CAF
M=283.7 SD=16.62, t(48)=2.970 * *p=0.0.0046, Fig. 130, F3 CON M=238.9 SD=32.08
vs F3 CAF M=260.4 SD=28.31, t(66)=2.911 **p= 0.0049). No se encontraron cambios
en la latencia para alimentarse en sus jaulas después de la NSFT (Fig. 13I; F2 CON
M=121.9 SD=166.1 vs F2 CAF M=191.3 SD=205.1, U=43.50 p= 0.3008; Fig. 13N; F3
CON M=92.57 SD=55.40 vs F3 CAF M=144.2 SD=127.5, U=494 p= 0.0.2063)
confirmando que los sujetos conservan porcentajes similares de ingesta de alimento. Estos
datos confirman que la exposicion prenatal a dieta CAF promueve la herencia

transgeneracional del comportamiento similar a la ansiedad en la descendencia.
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Figura 13. Comparaciones de los resultados conductuales similares a la ansiedad de las
descendencias macho control y cafeteria de cada generacion FI, F2 y F3. La
descendencia de los grupos control y cafeteria de cada generacion fueron sometidos a
pruebas conductuales para evaluar su condicion de ansiedad. Para la prueba de campo
abierto, se compararon las frecuencias en las orillas (A-C) y en el centro (D-F) entre los
grupos control y cafeteria en cada generacion. Los resultados mostrados en las grdficas
estan expresados como el promedio = SEM, seguido de prueba t student (*p< 0.05 vs
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grupo control). En la prueba de alimentacion novedosa suprimida, se comparo la latencia
para alimentarse en la arena (G-1) y la latencia para alimentarse en su jaula hogar
después de la prueba (J-L). Los resultados mostrados en las grdficas estan expresados
como el promedio + SEM, seguido de prueba t student (*p< 0.05 y ** p< 0.01 vs grupo
control). Para la prueba de laberinto elevado, se muestra la comparacion de los tiempos
de estadia en los brazos cerrados (M-O) de cada generacion Fl, F2 y F3 contra sus
respectivos grupos control. Los resultados mostrados en las graficas estan expresados
como el promedio + SEM, seguido de prueba t student (*p< 0.05 y ** p< 0.01 vs grupo
control).

7.1.2.3 El fenotipo ansioso prevalece transgeneracionalmente en los modelos

animales expuestos prenatalmente a dieta cafeteria

Para evidenciar las interacciones entre las variables de efectos de la dieta y el
comportamiento de las generaciones F1, F2 y F3, aplicamos el analisis de componentes
principales que nos permitieron categorizar a cada sujeto entre los grupos ansiosos y no
ansiosos utilizando pardmetros de prueba de comportamiento. El andlisis PC1 frente a
PC2 mostré que el 90,91 % de las crias F1 nacidas de madres expuestas a la dieta de
control y el 42,86 % de las crias F1 nacidas de madres expuestas a la dieta CAF se
clasificaron como comportamiento no similar a la ansiedad (Fig. 14A-C). Por el contrario,
la exposicion prenatal a la dieta CAF exhibio hasta el 57,14% de los descendientes F1
diagnosticados con un comportamiento similar a la ansiedad, comparado con solo el
9,09% de los descendientes F1 expuestos a la dieta de control (Fig. 14A-C). En
consecuencia, encontramos que la descendencia F1 expuesta prenatalmente a la dieta CAF
tenia mas probabilidades que la descendencia F1 CON de tener un fenotipo de
comportamiento similar a la ansiedad (X? (1, N = 31) = 6.910, ** p = 0.0086). En
consecuencia, la descendencia F2 y F3 nacida de la descendencia F1 expuesta

prenatalmente a la dieta CAF preservd a mas individuos diagnosticados con un
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comportamiento similar a la ansiedad (Fig. 14D-I). El analisis PCA identific6 que hasta
el 55 % de los individuos F2 nacidos de la descendencia F1 expuesta a la dieta CAF fueron
diagnosticados con un comportamiento similar a la ansiedad, en comparacion con el 27 %
de los individuos F2 nacidos de la descendencia F1 expuesta a la dieta Control (Fig. 14D-
F). Por el contrario, el 72,41 % de los descendientes F2 nacidos de los individuos F1 de
control y el 45 % de los individuos F2 nacidos de los descendientes F1 expuestos a la dieta
CAF mostraron un comportamiento no similar al de la ansiedad (Fig. 14D-F) (X*(1,N=51)
= 5,148, *p=0,0233). Finalmente, la descendencia F3 nacida de los sujetos F1 expuestos
a la dieta CAF conservo significativamente la clasificacion de un fenotipo similar a la
ansiedad, al mostrar un 32,50 % de los individuos mientras que el 17,24 % de la
descendencia F3 naci6 de los sujetos F1 expuestos a la dieta control (Fig. 14G-I). Ademas,
hasta el 82,76 % y el 67,50 % de las crias F3 nacidas de las crias F1 expuestas a la dieta
control o CAF, respectivamente, se clasificaron como comportamiento no similar a la

ansiedad ((Fig. 14G-I; X*(1, N=70) = 2,030, p= 0,1542).

Estos datos proponen que la programacion fetal por exposicion a dieta con alto
contenido energético favorece el desarrollo de conducta similar a la ansiedad en la

descendencia que se preserva en tres generaciones.
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Figura 14 Grdficas del andlisis por componentes principales. Clasificacion de los
grupos control y cafeteria de la generacion A-C) F1, D-F) F2 y G-I) F3 por PCA en
ansioso y no ansioso. A, D y G) graficas biplot del clustering representando la
distribucion de los sujetos acorde a los componentes principales mayoritarios (PCAI y
PCA2) que explican mas del 90% de la distribucion de los datos de las pruebas
conductuales de ansiedad seguido de graficos circulares que representan la proporcion

de la poblacion ansiosa y no ansiosa en los grupos de control y cafeteria de cada
generacion.
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7.2 Analisis de estructura cerebral

Posterior al analisis del fenotipo conductual por el uso de PCAs, comparamos los
volumenes cerebrales de regiones especificas de los grupos de sujetos de las generaciones

F1, F2 y F3 de acuerdo al siguiente diagnostico:

- Sujeto expuesto a dieta control no ansioso: CON-NA

- Sujeto expuesto a dieta control ansioso: CON-A

- Sujeto expuesto a dieta cafeteria no ansioso: CAF-NA

- Sujeto expuesto a dieta cafeteria ansioso: CAF-A

Con ello se generd una matriz de comparaciones entre de 12 diferentes grupos de

sujetos para las generaciones F1, F2 y F3.

7.2.1 La programacion fetal de madres por dieta de cafeteria muestra alteraciones
en la estructura cerebral relacionada al fenotipo ansioso que se hereda

transgeneracionalmente

Identificamos diferencias significativas en regiones especificas del cerebro entre
los diferentes grupos empelando un FDR del 5 al 20% (Apéndice, Tablas 3-11). Para
identificar cambios macroestructurales en el cerebro con respecto al fenotipo de
comportamiento similar a la ansiedad, inicialmente comparamos los cambios
volumétricos cerebrales entre individuos clasificados como CON-A versus CON-NA de

cada generacion (Apéndice, Tabla 3-4). Precisamente, encontramos que la descendencia
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F1 CON-A mostré mayor volumen en la corteza piriforme derecha en comparacion con
la descendencia F1 CON-NA (Apéndice, Tabla 3). No encontramos diferencias
significativas en los valores volumétricos del cerebro al comparar la descendencia F2
CON-A frente a la descendencia F2 CON-NA; sin embargo, encontramos un volumen
mas alto en el caudaputamen, la corteza occipital, la corteza de asociacion frontal, la
corteza retroesplenial y un volumen maés bajo en la amigdala, el tdlamo, la corteza
somatosensorial primaria, la circunvolucién dentada en la descendencia F3 CON-A en

comparacion con la F3 CON-NA descendencia (Apéndice, Tabla 4).

Posteriormente, identificamos diferencias de volumen en regiones cerebrales
especificas al comparar CON-NA frente a CAF-A para las generaciones F1, F2 y F3
(Apéndice, Tabla 5-6). Esta comparacion nos permitio determinar el efecto de la
exposicion prenatal a la dieta CAF sobre la herencia transgeneracional en alteraciones
cerebrales macroestructurales. De interés, identificamos que las regiones con mayor
incremento de volumen se obtuvieron en la descendencia F1 CAF-A mostrado en el 16bulo
cerebeloso 3, talamo derecho y corteza motora secundaria y menor volumen en la capa
CA3 del hipocampo derecho, corteza de asociacion frontal izquierda, 16bulo cerebeloso 6
y corteza somatosensorial secundaria izquierda en comparacion con la descendencia F1
CON-NA (Apéndice, Tabla 5). No encontramos diferencias significativas en el volumen
cerebral que sobrevivan a la correccion FDR al comparar la descendencia F2 CAF-A vs
F2 CON-NA. En particular, la descendencia F3 CAF-A mostré cambios importantes con
un mayor volumen en el tercer ventriculo, la copula, la corteza rinal y un menor volumen
en la capsula interna, la corteza retroesplenial y el ventriculo lateral en comparacion con

la descendencia F3 CON-NA (Apéndice, Tabla 6).
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Nuestro analisis también identificd cambios en las regiones cerebrales dictados por
la dieta prenatal en aquellos sujetos que mostraron fenotipo similar a la ansiedad y que se
heredaron transgeneracionalmente. Inicialmente comparamos el efecto de la dieta prenatal
(CON vs CAF) en la descendencia diagnosticada con fenotipo no ansioso (Apéndice,
Tabla 7-8). Encontramos que, en contraste con la descendencia F1 no ansiosa expuesta a
la dieta de control (F1 CON-NA), la descendencia F1 no ansiosa expuesta a la dieta CAF
(F1 CAF-NA) mostr6 un mayor volumen en el 16bulo cerebeloso 3, bulbo olfativo derecho
e hipotalamo derecho, mientras que menor volumen en la corteza infralimbica izquierda,
la sustancia negra izquierda, la corteza somatosensorial secundaria izquierda y el tdlamo
derecho (Apéndice, Tabla 7). Por otro lado, no encontramos diferencias significativas que
sobrevivan a la correccion FDR en una region especifica del cerebro al comparar la
descendencia F2 CAF-NA frente a la descendencia F2 CON-NA. Ademas, la
descendencia F3 CAF-NA exhibié mayor volumen en el tercer ventriculo, hipotdlamo,
l6bulo paramedial y menor volumen en el cuerpo calloso y sustancia blanca asociada,
region subincular, capsula interna, en comparacion con la descendencia F3 CON-NA
(Apéndice, Tabla 8). Finalmente, comparamos el efecto de la exposicion a la dieta prenatal
(CON vs CAF) en descendencia diagnosticada con fenotipo ansioso (Apéndice, Tabla 9-
11). En contraste con la descendencia F1 ansiosa expuesta a la dieta de control (F1 CON-
A), la descendencia F1 ansiosa expuesta a la dieta CAF (F1 CAF-A) mostré un mayor
volumen en el 16bulo cerebeloso 3, la corteza somatosensorial primaria derecha y la
amigdaloide derecha. y menor volumen en la corteza piriforme derecha, la capa CA3 del
hipocampo derecho, la corteza de asociacion frontal izquierda, la amigdala y la sustancia
gris periacueductal (Apéndice, Tabla 9). Por otro lado, la descendencia F2 CAF-A mostrd

cambios volumétricos cerebrales donde se encontré un mayor volumen en el hipotdlamo
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derecho, el lobulo paramediano, la corteza somatosensorial secundaria y un menor
volumen cerebral en el ventriculo lateral y la circunvolucion dentada derecha en
comparacion con la descendencia F2 CON-A (Apéndice, Tabla 10). Ademas, la
descendencia F3 CAF-A mostré un mayor volumen en el 16bulo paramedial, la corteza
somatosensorial primaria, el area amigdalina, mientras que un volumen menor en el area
amigdaloide, la cépsula interna, el 16bulo cerebeloso 4 y 5 en comparacion con la

descendencia F3 CON-A (Apéndice, Tabla 11).
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tvalue-groupCON-A

Figura 15. Resultados principales del andlisis por morfometria basado en deformacion
de la generacion F1. A) Comparacion entre sujetos ansiosos control, B) no ansiosa
cafeteria, C) ansiosos cafeteria, D) no ansiosa cafeteria contra sujetos no ansiosos
control. Por otro lado, se encontro diferencias de volumen entre E) sujetos ansioso
cafeteria comparados contra sujetos ansiosos control. Azul-azul celeste = menor

volumen, rojo-amarillo = mayor volumen. Resultados son significativos a FDR del 5 al
20%.
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Figura 16. Resultados principales del andlisis por morfometria basado en deformacion
de la generacion F2 y F3. A) Comparacion entre sujetos ansiosos cafeteria y sujetos
ansiosos control de la generacion F2. Por otro lado, se muestran los mapas de cambios
cerebrales de las comparaciones entre B) ansioso control, C) no ansiosa cafeteria, D)
ansiosa cafeteria contra sujetos no ansioso control de la generacion F3. Por otro lado,
se compararon los volumenes cerebrales de los grupos E) no ansioso cafeteria y F)
ansiosa cafeteria contra el grupo ansioso control de la generacion F3. Azul-azul celeste

= menor volumen, rojo-amarillo = mayor volumen. Resultados son significativos a FDR
del 5 al 20%.
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7.2.2 La descendencia programada por dieta cafeteria muestra alteracion de
volumen en regiones especificas identificadas por MBD en cada generacion de

descendencia relacionado a su fenotipo

Para comparar la magnitud del cambio de volumen en las regiones cerebrales de
cada grupo, se extrajeron los valores de jacobianos de cada sujeto que reflejan el volumen
en ese punto especifico y se compararon los grupos de programacion y fenotipo (Fig. 17-
18). Primero, encontramos un volumen significativamente mayor en el valor jacobiano de
la corteza piriforme en F1 CAF-NA y F1 CAF-A en comparacién con el grupo F1 CON-
NA (Tabla 3; Fig. 17A; F (3,10) =31.32 p= 0.0001; F1 CON-NA vs F1 CAF-NA *p=
0.0212; F1 CON-NA vs F1I CAF-A *p= 0.0419). Ademas, identificamos un mayor
volumen en el pico significativo del 16bulo cerebeloso 3 en F1 CAF-NA y F1 CAF-A en
comparacion con el grupo F1 CON-NA (Tabla 5; Fig. 17B; F(3,10)=170.9 p=0.0001 ; F1
CON-NA vs F1 CAF-NA ****p=(0.0001; F1 CON-NA vs F1 CAF-A ***p=0.0.0001),
mayor volumen en el pico significativo del tdlamo en F1 CAF-A en comparacion con
CAF-NA (Tabla. 5; Fig. 17C; F(3,10)=15.36 p=0.0005; F1 CAF-NA vs F1 CAF-A ***p=
0.0006) y CON-NA (Tabla. 5; Fig. 17C; F(3,10)=15.36 p= 0.0005;F1 CAF-NA vs F1
CAF-A **p=0.0015), y menor volumen en el pico significativo de la capa hipocampal
CA3 en F1 CAF-NA y F1 CAF-A comparado con F1 CON-NA (Tabla. 5; Fig. 17D;
F(3,10)=47.90 p= 0.0001; F1 CON-NA vs F1 CAF-NA ***p= (0.0008; F1 CON-NA vs
F1 CAF-A ****p=0.0.0001). A continuacidn, encontramos un mayor volumen en el pico
significativo del lobulo cerebeloso 3 en F1 CAF-NA y F1 CAF-A en comparacion con el
grupo F1 CON-NA (Tabla 7; Fig. 17E; F(3,10)=170,9 p= 0,0001 ; F1 CON-NA vs F1

CAF-NA ****p=(0.0001; F1 CON-NA vs FI CAF-A ****p=(0.0001), mayor volumen
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en el pico del hipotdlamo en F1 CAF-NA y F1 CAF- A comparado con el grupo F1 CON-
NA (Tabla 7, Fig. 17F; F(3,10)=21.30 p= 0.0001; F1 CON-NA vs FI CAF-NA ***p=
0.0001; F1 CON-NA vs FI CAF-A ***p= (.0008), y menor volumen en el pico de la
corteza infralimbica en F1 CAF-NA y F1 CAF-A en comparacion con el grupo F1 CON-
NA (Tabla 7, Fig. 17G; F(3 ,10)=116.7 p= 0.0001;F1 CON-NA vs F1 CAF-NA ****p=
0.0001;F1 CON-NA vs FI CAF-A ****p= (0.0001). Posteriormente, encontramos un
mayor volumen en el pico significativo del 16bulo cerebeloso 3 en F1 CAF-NA y F1 CAF-
A en comparacion con el grupo F1 CON-NA (Tabla. 11, Fig. 17H; F(3,10)=170.9 p=
0.0001 ; F1 CON-NA vs F1 CAF-NA ****p=0.0001; F1 CON-NA vs F1 CAF-A ****p=
0.0001) y sin diferencias significativas en la corteza somatosensorial (Tabla 11, Fig. 17I;
F1 CON-NA F1 CAF-NA p= 0,059; F1 CON-NA vs F1 CAF-A p= 0,493) y corteza
piriforme (Tabla 11, Fig. 17J F1 CON-NA vs F1 CAF-NA p=0,1242; F1 CON-NA vs F1

CAF-A p=0.3642) comparandolos con CAF-NA y CAF-A con CON-NA.

Ademas, comparamos el jacobiano extraido de los picos significativos de las
regiones cerebrales de la generacion F2 (Tabla 10). Identificamos un efecto significativo
importante al comparar CON-A frente a CAF-A (Tabla 10). Encontramos que la
descendencia F2 CAF-A mostr6 un mayor volumen en el pico del hipotdlamo en
comparacion con F2 CON-NA (Fig. 17K; F (3,38) = 15.19 p = 0.0001; F2 CON-NA vs
F2 CAF-A *** *p=(0,0001), menor volumen en pico del ventriculo lateral (Fig. 17L;
F(3,38)=12,72 p=0,0001; F2 CON-NA vs F2 CAF-A *p=0,0328), y mayor volumen en
el pico significativo del 16bulo paramediano (Fig. 17M; F(3,38)=9.35 p=0.0001; F2 CON-

NA vs F2 CAF-A *#*p= 0.0007).
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Figura 17. Resultados principales del andlisis por morfometria basado en deformacion
de la generacion F1 y F2 tomando en cuenta el fenotipo. Seccion coronal representativa
que muestra las dreas afectadas que encontramos que aumentan (rojo) o disminuyen
(azul) entre las comparaciones. Grdficos de caja y bigote que muestra las diferencias de
volumen en una region especifica con cambios significativos mas altos en el andlisis de
MBD, mientras que los valores jacobianos de F1 se compararon en A) Pir, B) Lb3, C) Th,
D) CA3, E) Lb3, F) HT, G) IL , H) Lb3, I) SI y J) Pir. Se compararon los valores
Jjacobianos de F2 en K) HT, L) LV y M) PML. Los resultados se expresan como media +
SEM, seguido de ANOVA post hoc Tukey. *p<0,05
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Finalmente, comparamos el jacobiano extraido del cerebro con picos significativos
de la generacion F3 (Fig. 18). Identificamos menor volumen en el pico de caudoputamen
en CON-NA, CAF-NA y CAF-A en comparacion con el grupo CON-A (Tabla 4), Fig.
18A; F(3,49)=10.85 p=0.0001; F3 CON-NA vs F3 CON-A ****p=0,0001; F3 CAF-NA
vs F3 CON-A ****p=0,0001; F3 CAF-A vs F3 CON-A ****p=(,0001) , mayor volumen
en el pico del area amigdaloide en CON-NA, CAF-NA y CAF-A en comparacion con el
grupo CON-A (Tabla 4, Fig. 18B; F(3,49)=10.18 p=0.0001; F3 CON- NA vs F3 CON-A
*xk%p=0.0001; F3 CAF-NA vs F3 CON-A ***p= 0.0002; F3 CAF-A vs F3 CON-A
*H%%p=0.0001), y menor volimen en el pico de la corteza de asociacion frontal en CON-
NA, CAF-NA y CAF-A en comparacion con el grupo CON-A (Tabla 4, Fig. 18C;
F(3,49)=8.025 p= 0.0001; F3 CON-NA vs F3 CON-A ***p=(,0005; F3 CAF-NA vs F3
CON-A ****p= (,0001; F3 CAF-A vs F3 CON-A ***p= (,001). A continuacion,
encontramos que CAF-NA y CAF-A mostraron mayor volumen en el pico del tercer
ventriculo en comparacion con el grupo CON-NA (Tabla 6, Fig. 18D; F(3,49)=11.38 p=
0.0001; F3 CAF- NA vs F3 CON-NA ****p=(0.0001; F3 CAF-A vs F3 CON-NA ****p=
0.0001), mayor volumen en pico de cépula (Tabla 6, Fig. 18E; F(3, 49)=12.37 p=0.0001;
F3 CAF-NA vs F3 CON-NA **p= 0.0022; F3 CAF-A vs F3 CON-NA ****p=0.0001;
F3 CAF-A vs F3 CON-A * p=0,0178) y CAF-A mostr6 mayor volumen en el pico de la
corteza rinal (Tabla 6, Fig. 18F; F(3,49)=14,17 p=0,0001) en comparaciéon con CON-NA
(****p=0,0001) , CON-A (****p=0,0001) y CAF-NA (****p=0,0001). Ademas,
encontramos que CON-A y CAF-NA mostraron un mayor volumen en el pico del tercer
ventriculo en comparacion con la descendencia CON-NA (Tabla 8, Fig. 18G; F3 CON-A
vs CON-NA *p =0.0258; F3 CAF-NA vs CON-NA ****p=(,0001) y CAF-A mostraron

menor volumen en comparacion con los individuos CAF-NA (Tabla 8, Fig. 18G; F3 CAF-
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A vs CAF-NA *p=0,0142 ). Por otro lado, CON-A y CAF-NA mostraron mayor volumen
en el pico del hipotdlamo en comparacion con el grupo CON-NA (Tabla 8, Fig. 18H;
F(3,49)=6.257 p=0.0011; F3 CON-A vs CON-NA *p=0,0307;F3 CAF-NA vs CON-NA
**p=0,0012). Por el contrario, CAF-NA mostr6 menor volumen en el pico del cuerpo
calloso en comparacion con el grupo CON-NA y CAF-A mostré6 mayor volumen en
comparacion con el grupo CAF-NA (Tabla 8, Fig. 18I; F(3,49)=9,184) p=0,0001;F3
CON-NA vs CAF-NA ****p=(0,0001;F3 CAF-NA vs CAF-A *p=0,0462). Ademas,
encontramos diferencias significativas en el volumen del pico del 16bulo paramediano
entre los grupos (Tabla 11, Fig. 18]; F(3,49)=12.03 p=0.0001), donde CAF-NA y CAF-A
mostraron mayor volumen en comparacion con el grupo CON-A (Tabla 11, Fig. 18J; F3
CAF-NA vs F3 CON-A ****p=0,0001; F3 CAF A vs F3 CON A ****p=0,0001), y solo
CAF -A mostr6 mayor volumen en comparacion con el grupo CON-NA (Tabla 11, Fig.
18J; F3 CAF-A vs F3 CON-NA *p=0.0223) y CON-A mostr6 menor volumen en
comparacion con el grupo CON-NA ( Fig. 18J: F3 CON-NA frente a F3 CON-A
**p=0014). Ademas, encontramos que CAF-A mostrd un mayor volumen en el pico de la
corteza somatosensorial en comparacién con el grupo CON-A (Tabla 11, Fig. 18K; F
(3,49)=5.07 p=0.0039; F3 CAF-A vs F3 CON -A **p=0019). Por ultimo, identificamos
diferencias significativas en el volumen del pico del area amigdaloide entre los grupos
(Tabla 11, Fig. 18L; F(3,49)=8,033 p=0,0002), donde CAF-NA y CAF-A mostraron
menor volumen en comparacion con Los grupos CON-A (Tabla 11, Fig. 18L; F3 CAF-
NA vs F3 CON-A **p=0,0048 y F3 CAF-A vs F3 CON-A ***p=0,0002) y CAF-A
mostraron menor volumen comparado con el grupo CON-NA (Fig. 18L; F3 CON-NA vs

F3 CAF-A*p=0.0110).
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Figura 18. Resultados principales del andlisis por morfometria basado en deformacion
de la generacion F3 tomando en cuenta el fenotipo. Seccion coronal representativa que
muestra las dreas afectadas que encontramos que aumentan (rojo) o disminuyen (azul)
entre comparacion. Diagrama de caja que muestra las diferencias de volumen en una
region especifica con cambios significativos mas altos en el andalisis MBD, mientras que
los valores jacobianos de F'3 se compararon en A) CPu, B) Amy, C) FrA, D) 3V, E) copula,
F)RCx, G) 3V, H) HT, 1) CC, J) PML, K) SI1 y L) Amy. Los resultados se expresan como
media + SEM, seguido de ANOVA post hoc Tukey. *p<0,05.
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Estos resultados confirman la herencia transgeneracional de alteraciones
macroestructurales en la descendencia expuesta a dieta alta en energia que se correlaciona

con un comportamiento similar a la ansiedad.

7.2.3 Ladescendencia expuesta a dieta cafeteria exhibe alteracion microestructural

cerebral relacionada con el fenotipo de ansiedad hasta la generacion F3

En esta parte del proyecto analizamos los cambios microestructurales en el cerebro
empleando diferencias en la anisotropia fraccional, difusion axial, coeficiente de difusion
aparente y difusion radial. Inicialmente, los mapas de FA de la descendencia F1 expuesta
prenatalmente a dieta cafeteria no mostrd diferencias significativas en cada region de
interés comparados con el grupo control (Apéndice, Tabla 12). Con respecto a la
generacion de F2, el grupo F2 CAF NA mostr6 un aumento significativo en el hipocampo
derecho (Tabla 13, Fig. 19; F(3,12) = 3,79, p= 0,04) en comparacion con el grupo F2 CON
NA (Fig. 19; F2 CON NA vs F2 CAF NA *p = 0,048). En particular, se encontraron
cambios importantes en los mapas de FA en la descendencia F3 segtin la exposicion de la
dieta prenatal (Tabla 13; Fig. 19C, F (3, 22) = 6.983, p = 0.001). En especifico, la
descendencia F3 CAF-A mostr6 aumento en el valor de FA de la amigdala derecha en
comparacion con la descendencia F3 CON-NA (Fig. 19C; **p = 0.0028), con la
descendencia F3 CON-A (Fig. 19C; *p =0,018) o con la descendencia F3 CAF-NA (Fig.
19C; **p =0,007). La descendencia F3 CAF-A también mostrd un aumento significativo
en el valor de ADC en el cuerpo calloso izquierdo (Tabla 16; Fig. 19D; F(3, 27) = 3,011,

p = 0,047) en comparacion con la descendencia F3 CON-NA (Figura 19D;*p = 0,034).
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De manera similar, la descendencia F3 CAF-A también mostrd un aumento significativo
en el valor AD de la amigdala derecha F3 (Tabla 13; Fig. 19E; F (3, 22) = 4.452, p =
0.013) con respecto a la descendencia F3 CON-NA (Fig. 19E; *0.015) y a la descendencia
F3 CAF-NA (Fig. 19E; *p = 0.022). Finalmente, se encontré un aumento significativo en
el valor de AD en el hipocampo izquierdo de la descendencia F3 CAF-A (Tabla 19; 12F;
F(3, 26) = 3.806, p = 0.021) cuando se compar6 con respecto a la descendencia F3 CAF-

NA (Fig. 19F; *p =0,013).
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Figura 19. Resultados principales del andlisis de imdgenes de resonancia de imagen
basados en difusion de las regiones de interés de la generacion F2 y F3 tomando en
cuenta el fenotipo. Comparacion de los valores de anisotropia fraccional, coeficiente de
difusion aparente y difusividad axial en las regiones de interés con mayores cambios
significativos derivados del andlisis de morfometria basado en deformacion
(Amy=Amigdala, CC=cuerpo calloso e hpp=hipocampo). A) Mapa vectorial
representativo que muestra las dareas de las que extrajimos la métrica de difusion FA, AD
v ADC. Se realizaron diagramas de caja que muestran diferencias en F2 B) FA en Hpp
derecho y comparativos en F3 en C) FA en Amy derecho, D) ADC en CC, E) AD en Amy
derecho y F) AD en Hpp izquierdo. Los resultados se expresan como media + SEM,
seguido de ANOVA post hoc Tukey. *p<0,05.
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7.3  La descendencia expuesta a dieta cafeteria exhibe alteracion morfologica

cerebral

En esta ultima parte del proyecto estudiamos los cambios microestructurales en el
cerebro de la descendencia F1 empleando técnicas histoldgicas para identificar
alteraciones en los marcadores de sinapsis y células glia. Los resultados mostraron que
empleando la tincion H&E del hipocampo, se identific6 una disminucién en el niimero
total de nucleos celulares, células picndticas, condensacion de cromatina y
desorganizacion celular en el giro dentado (DG) de las descendencias prenatalmente

expuestas a la dieta CAF (Fig. 20 Ay B; F20=5.978, p = 0.0223).
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Figura 20. Anadlisis de la tincion H&E en DG. Imagen representativa de cortes coronales
de cerebro que comparan la celularidad DG de los grupos Control y CAF-CTRL (400 y
1000 aumentos). Los resultados se expresan como media + SEM. seguido por ANOVA
post hoc Tukey * p<0.05 vs el grupo control, n=4 por grupo).
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Por otro lado, se identificaron defectos de marcadores sinapticos en regiones
implicadas en el fenotipo ansioso de la descendencia F1 prenatalmente expuesta a la dieta
cafeteria. Los resultados del andlisis de las imagenes inmunohistoquimicas del DG,
mostraron que la descendencia CAF presenta un incremento significativo de la expresion
de la proteina acida fibrilar glial (GFAP) en el DG (Fig. 21A-C; F2,6 =44.82, p = 0.0002),
CAl (Fig. 21D-F; H(2) = 7.318, p = 0.0043, *p = 0.0206) and CA3 (Fig. 21G-I; H(2) =

7.2, p =0.0036, *p =0.0219) con respecto a su control.

N CTRL-CTRL
CAF-CTRL

S
S

n
=3

-
=3

GFAP staning density

t
HH -
*

_|

GFAP staning densi

)

GFAP ANTIBODY

*%

&)

w

-

GFAP staning density
N

!

Figura 21. Analisis de imagenes de inmunohistoquimica con marcador GFAP en
hipocampo. Inmunotincion de las secciones con anticuerpos anti-GFAP del giro dentado
A—-C, CAI D-Fy CA3 G-I de las regiones del hipocampo.
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Finalmente, se encontré una disminucion significativa en el marcador sindptico
sinaptofisina en el CA1 (Fig. 22D-F; F24= 35,81, p = 0,0028, CTRL vs CAF-CTRL, p =
0,0074,) y CA3 (Fig. 22G-I; F24 = 44,98, p = 0,0018, CTRL-CTRL frente a CAFCTRL,
p = 0,0032) del hipocampo en la descendencia F1 de madres expuestas a la dieta CAF en

comparacion con el control.
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Figura 22. Andlisis de imdgenes de inmunohistoquimica con marcador SYP en
hipocampo. Inmunotincion de las secciones con anticuerpos anti-SYP del giro dentado
A-C, CAI D-F y CA3 G-I de las regiones del hipocampo.
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CAPITULO 8

DISCUSION

La sobrenutricion materna con dietas con alto contenido energético durante el
embarazo es un factor de riesgo de morbilidad neuropsiquiatrica a largo plazo afectando
el comportamiento de la descendencia, con susceptibilidad de desarrollar ansiedad (Edlow,
2018), anhedonia (Grillo & Reagan, 2015), adiccion (Camacho et al., 2017; Cruz-Carrillo et
al., 2020) y autismo (Maldonado-Ruiz et al., 2022; Veniaminova et al., 2017). Sin embargo,
los mecanismos neurobioldgicos que favorecen dichas alteraciones a través de las
generaciones no estan completamente estudiados. En este estudio identificamos que la
programacion materna por exposicion a la dieta cafeteria causa un comportamiento similar
a la ansiedad en la descendencia y esta condicion se transmite a las siguientes dos
generaciones. Los cambios en el comportamiento correlacionan con la alteracion
neuroanatomica cerebral que muestra diferencias de volumen en varias regiones del
cerebro relacionadas con el comportamiento de ansiedad resaltando al hipocampo CA3 y
la amigdala. Esta evidencia propone que la exposicion materna a dietas con alto valor
energético promueve cambios de volumen cerebral que se heredan
transgeneracionalmente y se asocian con la presencia de fenotipo similar a la ansiedad en

la descendencia.

Una contribucion importante de este estudio propone que la exposicion a la dieta
prenatal como desencadenante de la herencia transgeneracional del comportamiento
similar a la ansiedad en la descendencia. De acuerdo con la literatura (Aiken & Ozanne,

2013), nuestros resultados muestran que el efecto de la programacion materna sobre la
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conducta similar a la ansiedad se manifiesta en generaciones posteriores sin que en ellas
se expongan a la dieta, un evento que se conoce como programacion prenatal de la
conducta. La programacion prenatal por desnutricion fue reportada originalmente en la
hambruna ocurrida durante la Segunda Guerra Mundial y Overkalix (Susser, 1996).
Estudios iniciales confirmaron que la desnutricion prenatal humana predispone a
alteraciones metabdlicas e incrementa la susceptibilidad a presentar insuficiencia
cardiaca, obesidad, diabetes tipo 2 y esquizofrenia en los descendientes F1 después del
nacimiento (Barker, 1990; Reisinger et al., 2015; Susser, 1996; Van den Bergh et al.,
2020). A partir de aquellas investigaciones, los estudios preclinicos confirmaron que la
exposicion prenatal a dietas ricas en energia es un factor de riesgo de trastornos
neuropsiquiatricos a largo plazo en la descendencia. Nuestros datos confirmaron que las
crias F1 expuestas prenatalmente a dietas altas en energia desarrollaron un
comportamiento similar a la ansiedad mas exacerbado después del nacimiento, mostrando
mas tiempo en las orillas y menos tiempo en el centro de la arena de campo abierto,
ademas de un aumento en el tiempo para alcanzar el pellet de alimento durante la prueba
de alimentacion novedosa suprimida y menos tiempo de ubicacion en los brazos cerrados
durante la prueba del laberinto elevado. Todos estos rasgos conductuales concuerda con
reportes anteriores de diagndstico de ansiedad en modelos murinos (Neuhaus et al., 2020;
Peleg-Raibstein et al., 2012; Sasaki et al., 2014; Sharma & Fulton, 2013; Winther et al.,
2018). En particular, los rasgos de ansiedad encontrados en la descendencia F1 se
heredaron inter y transgeneracionalmente a las generaciones F2 y F3, respectivamente, lo
que muestra un mayor tiempo para alcanzar el pellet de alimento durante la prueba de
alimentacion novedosa suprimida y menos tiempo de estancia en los brazos cerrados

durante la prueba del laberinto elevado. Si bien algunos rasgos de ansiedad parecen
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perderse durante la herencia transgeneracional en la generacion F3, las ratas aun
conservaron el diagndstico del comportamiento similar a la ansiedad. Se ha identificado
que el comportamiento similar a la ansiedad muestra un aumento del tiempo para alcanzar
el pellet de alimento en la prueba de alimentacion con supresion de novedad en un modelo
animal de estrés leve e impredecible cronico (Jiang et al., 2018) y menos tiempo en brazos
cerrados en la prueba de laberinto elevado en modelos de obesidad inducidos por dieta
(Belovicova et al., 2017; M. Lin et al., 2018). Nuestros resultados evidenciaron el efecto
de la exposicion prenatal a dietas altas en energia que establecen la herencia inter y

transgeneracional del comportamiento similar a la ansiedad en la descendencia.

Para explicar el efecto de la programacion materna ejercido por la exposicion a
dieta de cafeteria sobre el fenotipo del comportamiento similar a la ansiedad, inicialmente
enfocamos nuestro estudio en las alteraciones cerebrales identificadas por imagen de
resonancia magnética. Los defectos en la estructura se han propuesto como marcas de
trastornos neuropsiquiatricos en sujetos con ansiedad (Mcllwrath et al., 2020), mostrando
un volumen cerebral més bajo dentro de la zona del hipocampo (Cross, Sarah J. Linker,
Kay E. Leslie, 2016; Merz et al., 2018), y mayor volumen en la amigdala (Mcllwrath et al.,
2020). Ademas, diferentes estudios han reportado menores volimenes de la amigdala en
jovenes con una mezcla de trastornos de ansiedad (Mueller et al., 2013; Strawn et al.,
2015). De acuerdo a esto, estudios clinicos han evidenciado alteraciones volumétricas del
hipocampo y la amigdala asociadas con un estado de ansiedad en pacientes humanos (Lee
etal., 2021; X. Lietal., 2019; Modi et al., 2013; X. Zhang et al., 2022), mientras que otros
estudios han reportado mayores volimenes de la amigdala en jovenes con trastorno

generalizado de ansiedad (De Bellis et al., 2000).
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Por su parte, evidencias preclinicas han reportado que ratones expuestos
prenatalmente a dietas de alta energia también exhibieron cambios de volumen en la
amigdala medial y el prosencéfalo basal en la descendencia F1 (Fernandes et al., 2021),
lo que confirma los hallazgos clinicos actuales. Anteriormente, nuestro grupo de trabajo
report6 reduccion de volumen en el nucleo accumbens (NAc), el hipocampo y la corteza
prefrontal de ratas diagnosticadas con un comportamiento similar a la depresion que
fueron expuestas prenatalmente a dietas altas en energia (Trujillo-Villarreal et al., 2021).
En este estudio, confirmamos que la exposicion a la dieta cafeteria decreci6 el volumen
de la capa CA3 del hipocampo y aument6 el volumen de la amigdala de las generaciones
F1, F2 y F3 y que presentaron una conducta similar a la ansiedad en comparacion con los
de dieta control. Ademas, las diferencias de volumen son evidentes también entre los
grupos de la generacion F1 CON clasificados como ansiosos y sujetos F1 CAF
clasificados como ansiosos. De manera no esperada, el efecto de la programacion fetal por
dieta de cafeteria y los cambios estructurales en la amigdala e hipocampo no se observan
en la generaciéon F2 pero si en la F3 de sujetos ansiosos, confirmando la herencia

transgeneracional.

El hipocampo es tradicionalmente investigado en el contexto de navegacion
espacial, mapeo cognitivo y deterioro en la memoria, sin embargo, también tiene una
estrecha relacion con el desarrollo de conducta de tipo ansiedad (Bach et al., 2019;
Calhoon & Tye, 2015). Estudios recientes han explorado la contribucion de las regiones
de la amigdala e hipocampo en conductas asociadas a la ansiedad, donde han declarado
que alteraciones en hipocampo esta mas relacionado a tener un impacto en la toma de

decisiones para alcanzar una recompensa bajo amenaza, mientras que alteraciones en
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amigdala estd relacionado a una reduccion de vigor después de la aproximacion de la

amenaza (Bach et al., 2019).

Estudios de resonancia magnética de cerebro completo empleando morfometria
basado en voxel, han identificado que pacientes con trastorno de ansiedad social (SAD)
presentan menor volumen de sustancia gris en la region de la amigdala comparado con
sujetos sanos (Jayakar et al., 2020; Y. Meng et al., 2013). Dentro de los estudios que
también han adoptado un enfoque basado en region de interés (ROI), hay algunos que no
reportan diferencias relacionadas con la ansiedad social y el volumen de la amigdala (Bas-
Hoogendam, 2019; Bas-Hoogendam et al., 2018). Sin embargo, la interpretacion adicional
de los hallazgos de estos estudios se complica por sus muestras unicas (p. Ej., Familias
multigeneracionales con una predisposicion genética para SAD) (Bas-Hoogendam et al.,
2018), enfoque de ROI compuesto (p. Ej., El ROI de amigdala-hipocampo consistié en de
voxeles bilateralmente en la amigdala, el hipocampo y las circunvoluciones
parahipocampales anterior y posterior)(Bas-Hoogendam et al., 2017), y la naturaleza post
hoc de los hallazgos (Jayakar et al., 2020; Kawaguchi et al., 2016). Si bien estos autores
no analizaron la descendencia F2 y F3, un articulo reciente reportd deterioro
transgeneracional en la plasticidad sindptica del hipocampo y la funcion cognitiva en las
generaciones F1, F2 y F3 en sujetos expuestos al consumo materno de una dieta rica en
grasas (C. Lin et al., 2021). Esta evidencia respalda nuestros hallazgos que confirman que
la exposicion prenatal a dietas altas en energia induce la herencia transgeneracional de
alteraciones volumétricas en la capa CA3 del hipocampo y de la amigdala favoreciendo

un comportamiento similar a la ansiedad en roedores.
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A continuaciodn, establecimos asociaciones entre el efecto de la “dieta” sobre la
herencia transgeneracional de la “estructura cerebral” y los “resultados conductuales”.
Encontramos un efecto significativo de la dieta en la herencia transgeneracional de los
cambios de volumen en la capa CA3 del hipocampo derecho, la sustancia blanca del
cerebelo y el 16bulo cerebeloso 6 compartido entre los individuos CON-NA vs CAF-A de
descendencia F1 y F3. Curiosamente, las regiones que se encuentran en nuestro modelo
de programacion con un fenotipo ansioso muestran alteraciones en regiones que ya han
sido reportadas como parte de los circuitos cerebrales de ansiedad (Lee et al., 2021; X. Li
et al., 2019; Modi et al., 2013; X. Zhang et al., 2022). En otras palabras, la programacion
fetal afecta regiones cerebrales involucradas en circuitos cerebrales que regulan la

ansiedad y procesos cognitivos que se conservan hasta la generacion F3.

Algunos reportes que justifican las alteraciones del hipocampo y la amigdala en el
desarrollo de ansiedad reportan, reduccién de volumen en pacientes con ansiedad con
antecedente de maltrato (van Velzen et al., 2020) y en un modelo animal de ansiedad
(Schoenfeld et al., 2017) y un volumen reducido en la amigdala-hipocampo (Baur et al.,
2012; Salokangas et al., 2021). Ademads, la activacién de la amigdala es mayor en
pacientes ansiosos en comparacion con los controles sanos (Makovac et al., 2018), y se
observa decremento en conexiones entre la amigdala y la corteza prefrontal en personas
con trastornos de ansiedad generalizada (Yang et al., 2020). Los cambios de volumen
estructural en el cerebelo y su efecto sobre la ansiedad son menos claros.
Anatémicamente, el cerebelo se comunica con las regiones corticales mediante la
proyeccion a los nucleos cerebelosos profundos, el mas grande de los cuales es el nucleo

dentado (DN) con proyectos a las sinapsis en el talamo y luego se proyecta a las cortezas
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frontal, motora y parietal, lo que permite que el cerebelo contribuya a todos los flujos de
procesamiento de informacion en la corteza cerebral (Fig. 23) (Perusini & Fanselow,
2015; Schmahmann & Pandya, 1997). Los estudios iniciales mostraron anomalias
cerebelosas durante la depresion en personas expuestas a la heroina que califican para
ansiedad (W. C. Lin et al.,, 2012). Ademas, otro reporte mostrd conectividad defectuosa
entre el cerebelo y la corteza cerebral en la ansiedad adolescente (Lee et al., 2021). Sin
embargo, ningiin estudio ha confirmado la herencia transgeneracional de las alteraciones
del volumen cerebral en el hipocampo o el cerebelo que se relaciona con la ansiedad en

humanos o modelos murinos.

Circuito cerebelo-talamo-corteza

Corteza

Corteza cerebelar
sensorial ) )
Corteza -
frontal

Figura 23. Circuito cerebelo-talamo corteza: El cerebelo se comunica con las regiones
corticales.
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En su conjunto, en este trabajo propones por primera vez que la exposicion a dietas
ricas con alto contenido en energia induce la herencia transgeneracional de defectos
estructurales de regiones cerebrales implicadas en el comportamiento similar a la ansiedad

en ratas.

Finalmente, otro hallazgo importante en el presente estudio es la herencia
transgeneracional de la alteracion cerebral microestructural inducida por la exposicion a
una dieta prenatal de alto contenido energético. Empleando un anélisis basado en
resonancia magnética utilizando imagenes ponderadas por difusion (DWI) para analizar
la difusion de agua dependiendo de la microestructura cerebral circundante (Ayling et al.,
2012), encontramos que los individuos F2 sin ansiedad nacidos de sujetos F1 expuestos a
la dieta CAF (CAF-NA) mostraron mayor FA en la region del hipocampo en comparacioén
con el grupo de control sin ansiedad (CON-NA). Reportes han confirmado disminucién
de la FA y aumento de la DM en el hipocampo de sujetos con ansiedad (X. Chen et al.,
2019). De acuerdo a este resultado, identificamos que la descendencia F3 CAF-A mostrd
valores mas altos de FA y AD en la amigdala derecha en contraste con F3 CON-NA y
CAF-NA, un valor mas alto de AD en el hipocampo en comparacién con sujetos sin
ansiedad CAF y un valor mas alto de ADC en el cuerpo calloso izquierdo en comparacioén
con CON -NA. Mayor FA en la materia gris se asocia con una menor complejidad de los
arboles dendriticos, mientras que una mayor FA en la materia blanca se asocia con una
mayor integridad (Juranek et al., 2012). De hecho, un aumento en los valores de FA altera
la via cortical prefrontal ventromedial-amigdala en individuos diagnosticados de ansiedad
(Kim & Whalen, 2009). Por el contrario, un estudio inicial de DTI confirmé una mayor

conexion entre la corteza prefrontal medial derecha y el cuerpo calloso en individuos
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ansiosos evidenciada por un aumento en los valores de FA (Ayling et al., 2012). Aunque el
deterioro de la materia blanca a menudo se asocia con una FA mas baja, una propuesta
potencial podria sugerir que los valores elevados de FA encontrados en la descendencia
F3 CAF-A, como se inform¢ anteriormente, el aumento de FA puede ser un signo de
neuroinflamacion, también puede ser causado por una mayor mielinizacion, axonal dafio
estructural, o disminucion del didmetro axonal (Sengul et al., 2019). Finalmente, Vega-
Torres et al. (2018) encontraron que la exposicion a una dieta obesogénica durante la
adolescencia conduce a un comportamiento similar al de la ansiedad con una mayor

conectividad estructural entre la mPFC y la amigdala (Vega-Torres et al., 2018).
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CAPITULO 9

CONCLUSION

o Laprogramacion fetal materna por dieta hipercalorica favorece la conducta de tipo

ansiosa en los hijos que se transmite hasta los bisnietos en ratas wistar

o La exposicion a dieta con alto contenido energético induce cambios de volumen
en la descendencia en amigdala, l6bulo cerebelar 3, corteza de asociacion frontal,

hipocampo e hipotélamo.

o El fenotipo ansioso observado en sujetos con programacion fetal se asocia a los

cambios de volumen y difusion en amigdala, hipocampo y cuerpo calloso.

e La programacion fetal por dieta hipercaldrica promueve cambios morfoldgicos

cerebrales que pudieran estar implicados en las alteraciones estructurales.

Nuestros hallazgos sugieren por primera vez que la exposicion prenatal a una dieta alta en
energia programa a la herencia transgeneracional del comportamiento similar a la
ansiedad con cambios cerebrales estructurales y de difusion en regiones cerebrales
relacionadas con la neurobiologia de la ansiedad. Proponemos que las anomalias
estructurales en el cerebelo, el hipotalamo, la amigdala y el hipocampo hasta la generacion

F3 podrian estar involucradas en la herencia del comportamiento similar a la ansiedad.
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APENDICE

Tabla 3

Areas con cambio de volumen en la comparacion entre los grupos F1 CON no ansioso vs F1

CON ansioso.
Region cerebral t-stat  Cambio Coordenadas
de
volumen
Piriform Cortex 11.93 mayor 6.339599 -2.75051  3.354496
Tabla 4

Areas con cambio de volumen en la comparacion entre los grupos F3 CON no ansioso vs F3

CON ansioso.
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Region cerebral t-stat  Cambio Coordenadas
de
volumen

caudaputamen 5.595 mayor -4.7604 -8.15051  3.174496
caudaputamen 4.782 mayor 4.719599 -5.45051 5.874496
Frontal Association Cortex 4.388 mayor 1.959599 -12.0505 5.094496
Retrosplenial Cortex 4.363 mayor -0.6204 -3.83051  8.694496
amygdaloid area -5.713 menor 3.099599 -6.71051  2.094496
Thalamus -5.657 menor -2.4804 -5.93051 5.634496
Primary Somatosensory Cortex  -5.557 menor 5.199599 -7.79051  7.134496
Crus 1 ansiform lobule -4.797 menor 4.539599 2.829486  7.854496

Corpus Callosum & associated menor
White Matter -4.456 -3.1404 -2.09051  9.174496

Cerebellar White Matter / menor
Arbor vita of cerebellum -4.431 -1.8804 4.749486  7.494496
dentate gyrus -4.263 menor 3.999599 -2.93051  6.774496

Tabla 5

Areas con cambio de volumen en la comparacion entre los grupos F1 CON no ansioso vs F1

CAF ansioso.

Region cerebral t-stat  Cambio Coordenadas
de
volumen
cerebellar lobule 3 12.31 mayor -1.2204 -9.95051 8.814496
Thalamus 10.65 mayor 2.859599 2.889486  6.594496
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Secondary Motor Cortex 8.471 mayor 5.439599 -11.8105  6.354496
Cerebellar White Matter / 6.733 mayor -6.4404 -11.2705 4.074496
Arbor vita of cerebellum
Hippocampal layer CA3 -13.36 menor 3.459599 -2.45051  1.734496
Frontal Association Cortex -10.06 menor 0.759599 6.249486  9.834496
cerebellar lobule 6 -9.749 menor 5.679599 -2.99051  8.754496
Secondary Somatosensory -8.394 menor 6.399599 -3.05051 3.174496

Cortex

Tabla 6

Areas con cambio de volumen en la comparacion entre los grupos F3 CON no ansioso vs F3

CAF ansioso.

Region cerebral t-stat  Cambio Coordenadas
de
volumen
Third ventricle 6.412 mayor -1.1604 -8.09051 5.874496
Copula 5.872 mayor -4.4604 4.089486 5.094496
rhinal cortex 5.771 mayor 5.319599 0.069486 4.914496
amygdaloid area 5.13 mayor -4.7004 -6.89051  1.794496
Hippocampal layer CA3 5.124 mayor 3.219599 -3.95051  2.694496
Cerebellar White Matter / mayor

Arbor vita of cerebellum 4.875 1.239599 4.869486 8.274496
Internal capsule -5.267 menor 2.559599 -5.39051  3.234496
Retrosplenial Cortex -5.243 menor -2.6004 -2.15051  9.954496
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Lateral ventricle -5.098 menor -4.4604 -5.15051  3.234496
cerebellar lobule 6 -5.086 menor 0.339599 3.729486 9.174496

Corpus Callosum & associated menor
White Matter -5.001 -4.2804 -10.9105 6.054496

Tabla 7

Areas con cambio de volumen en la comparacion entre los grupos F1 CON no ansioso vs F1

CAF no ansioso.

Region cerebral t-stat  Cambio Coordenadas
de
volumen

cerebellar lobule 3 17.38 mayor -1.2204 -9.95051  8.814496
Olfactory Bulb 13.91 mayor 0.759599 6.249486  9.834496
hypothalamus 12.35 mayor 0.459599 -2.63051  3.114496
Olfactory Bulb 8.073 mayor -1.8204 3.909486 3.534496
Infralimbic Cortex -17.72 menor -1.6404 2.769486 6.834496
substantia nigra -13.8 menor -2.7204 -4.85051  3.234496
Crus 1 ansiform lobule -12.42 menor 5.439599 -11.8105  6.354496
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Thalamus -10.29 menor 0.699599 -1.67051  6.594496
Secondary Somatosensory -9.287 menor

Cortex -8.1204 -1.25051  6.114496

cerebellar lobule 6 -9.135 menor 0.219599 -12.4705 9.114496

Tabla 8

Areas con cambio de volumen en la comparacion entre los grupos F3 CON no ansioso vs F3

CAF no ansioso.

Region cerebral t-stat  Cambio Coordenadas
de
volumen

Third ventricle 5.543 mayor -0.6204 -4.67051  6.234496
hypothalamus 5.035 mayor 0.080401 -8.39051  2.574496
paramedian lobe 4.952 mayor 3.519599 4.149486  6.354496
subincular region 4.921 mayor 5.559599 -2.45051  3.774496
Flocculus 4.678 mayor -7.4604 2.349486  4.254496
cerebellar lobule 8 4.464 mayor -1.6404 5.229486 7.014496
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Cingulate Cortex area 1 3.952 mayor 0.399599 -12.7105  8.274496
Hippocampal layer CA1 3.872 mayor -5.5404 -3.17051  4.734496
Corpus Callosum & associated menor
White Matter -5.446 1.059599 -11.3905  5.274496
Corpus Callosum & associated menor
White Matter -5.324 1.899599 -5.09051  9.294496
subicular region -5.236 menor -4.9404 -0.29051  7.194496
Internal capsule -5.223 menor 2.559599 -5.33051  3.294496
Stria terminalis -5.025 menor -4.8204 -6.29051  6.474496
Secondary Visual Cortex -4.586 menor 5.439599 -1.07051  8.874496
Piriform Cortex -4.359 menor -6.4404 -9.11051  2.634496
rhinal cortex -4.169 menor 6.159599 -1.13051  3.354496
Olfactory Bulb -4.152 menor -3.5004 -13.7305  4.674496

Tabla 9

Areas con cambio de volumen en la comparacién entre los grupos F1 CON ansioso vs F1 CAF

ansioso.

Region cerebral t-stat  Cambio Coordenadas
de
volumen

Cerebellar lobule 3 14.64 mayor -1.2204 -9.95051 8.814496
Primary Somatosensory Cortex 10.01 mayor 2.859599 2.889486 6.594496
Crus 1 ansiform lobule 9.569 mayor 5.439599 -11.8105  6.354496
Paraflocculus 8.872 mayor -6.4404 -11.2705 4.074496
amygdaloid area 7.913 mayor 3.459599 -2.45051  1.734496
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Olfactory Bulb 7.386 mayor 0.759599 6.249486  9.834496
Primary Somatosensory Cortex  6.901 mayor 5.679599 -2.99051  8.754496
Piriform Cortex -10.2 menor 6.399599 -3.05051 3.174496
Hippocampal layer CA3 -9.099 menor 3.639599 -5.03051 7.254496
Frontal Association Cortex -8.177 menor -1.7004 3.069486 6.894496
amygdala -8.096 menor -5.4804 -3.11051 4.074496
Periaqueductal grey -6.963 menor -1.6404 -7.67051  5.574496

Tabla 10

Areas con cambio de volumen en la comparacién entre los grupos F2 CON ansioso vs F2 CAF

ansioso.

Region cerebral t-stat  Cambio Coordenadas
de
volumen
hypothalamus 6.375 mayor 0.279599 -3.65051 4.854496
paramedian lobule 5.264 mayor 2.499599 4.509486 6.654496
Secondary somatosensory mayor

cortex 5.11 5.139599 -7.79051 4.434496
left motor cortex 5.015 mayor -2.2404 -9.71051  8.094496
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Corpus Callosum & associated mayor
White Matter 4.886 1.659599 -6.17051  8.994496

Corpus Callosum & associated mayor
White Matter 4.543 -3.4404 -3.17051  9.234496
Lateral ventricle -5.78 menor -5.1804 -5.03051 4.434496
dentate gyrus -5.415 menor 3.459599 -6.17051  7.074496

Tabla 11

Areas con cambio de volumen en la comparacién entre los grupos F3 CON ansioso vs F3 CAF

ansioso.

Region cerebral t-stat  Cambio Coordenadas
de
volumen
paramedian lobe 6.158 mayor 1.119599 3.549486  6.894496
Primary Somatosensory Cortex  6.048 mayor 5.199599 -7.79051  7.134496
amygdaloid area 5.913 mayor -3.9804 -6.41051  1.734496
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amygdaloid area 5.332 mayor 3.099599 -6.71051  2.094496
rhinal cortex 5.251 mayor 5.139599 -0.05051 5.814496
Thalamus 4.729 mayor -1.4004 -5.15051  6.174496
Frontal Association Cortex 4.72 mayor 2.199599 -11.7505 3.414496
paraflocculus 4.594 mayor -4.8204 3.309486 5.514496
Primary Somatosensory Cortex  4.515 mayor -3.5604 -9.95051 8.514496
amygdaloid area -5.757 menor -3.9804 -6.59051  2.514496
Internal capsule -5.26 menor 3.279599 -6.53051 4.614496
cerebellar lobule 4&5 -5.248 menor -0.1404 2.889486  9.894496
lateral septum -5.053 menor -1.4604 -9.35051  6.594496
Retrosplenial Cortex -4.671 menor -0.6204 -3.77051 8.574496
Frontal Association Cortex -4.536 menor 2.079599 -13.0705  5.514496
Frontal Association Cortex -4.395 menor -3.7404 -14.6905  6.774496

Tabla 12.

Valores de p de la comparacion de FA entre los grupos clasificados como sin ansiedad y ansiedad

del grupo de control o cafeteria en la descendencia F1.

Region ANOVA | CON-NA | CON- CON- CON-A | CON-4 CAF-NA
VS. CON-I] NA VS.I| NA VS.|VS. Vs. VS. CAF-
A CAF-NA | CAF-A CAF-NA | CAF-A A
Right corpus | F (3, 18) | P=0.9268 | P=0.8758 | P=0.9964 | P=0.7282 | P=0.8747 | P=0.914
callosum = 0.4498
P=0.7205
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Left corpus | F (3, 18) | P=0.8892 | P=0.2561 | P=0.9312 | P=0.3049 | P=0.7167 | P=0.3967
callosum =1.903
P=0.1654
Fornix F (3, 18) | P=0.998 P=0.9999 | P=0.9912 | P=0.9963 | P=0.9866 | P=0.9955
0.05926
P=0.9805
Right F (3, 16) | P=>0.9999 | P=0.8948 | P=0.848 | P=0.9792 | P=0.972 | P=0.9999
ﬁmbria =(0.2750
P=0.8426
Left fimbria | F (3, 16) | P=>0.9999 | P=0.5567 | P=0.7961 | P=0.8405 | P=0.9438 | P=0.9348
=0.6956
P=0.5681
Right F (3, 18) | P=0.9728 | P=0.9981 | P=0.9999 | P=0.9862 | P=0.9758 | P=0.9992
internal =
capsule 0.06697
P=0.9767
Left internal | F 3, 18) | P=0.8903 | P=0.9909 | P=0.9988 | P=0.9428 | P=0.8431 | P=0.9579
capsule =(0.2723
P=0.8446
Cerebelar F (3, 18) | P=0.9848 | P=0.9852 | P=0.7401 | P=0.9455 | P=0.9983 | P=0.4641
lobe 3 =0.8419
P=0.4887
Cerebelar F (3, 18) | P=0.9993 | P=0.9823 | P=0.9614 | P=0.9998 | P=0.9992 | P=0.9998
lobe 6 =
0.08256
P=0.9687
Right F (3, 18) | P=>0.9999 | P=0.9842 | P=0.9582 | P=0.9986 | P=0.9964 | P=0.9995
hippocampus | =
0.09111
P=0.9640
Left F (3, 18) | P=>0.9999 | P=0.999 | P=0.999 | P=0.9994 | P=0.9994 | P=>0.9999
hippocampus | =
PP P 0.01158
P=0.9982
Right F (3, 18) | P=0.9876 | P=0.8516 | P=0.9933 | P=0.9994 | P=0.9629 | P=0.6211
amygdala =0.5352
P=0.6640
Left F (3, 15) | P=0.999 P=0.7289 | P=0.9987 | P=0.8682 | P=0.9952 | P=0.7115
amygdala = (0.5594
P=0.6499
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Tabla 13

Valores de p de la comparacion de FA entre el grupo clasificado como sin ansiedad y ansiedad de

los grupos de control o cafeteria en la descendencia F2

Region ANOVA | CON- CON-NA CON- CON-A4 CON-A4 CAF-NA
NA VS.|VS. CAF-| NA VS. | VS. CAF-| VS. VS. CAF-
CON-A4 NA CAF-A NA CAF-A A
Right corpus | F 3, 10) | P=0.9213 | P=0.973 P=0.9063 | P=0.8377 P=0.7639 | P=0.9966
callosum =0.3877
P=0.7644
Left corpus | F (3, 10) | P=0.6416 | P=0.9456 | P=0.4901 | P=0.5073 P=0.2555 | P=0.8624
callosum =1.515
P=0.2701
Fornix F (2, 10) | NA P=0.9998 | P=0.5947 | NA NA P=0.6945
=0.5416
P=0.5980
Right F 3, 12) | P=0.6183 | P=0.9013 | P=0.985 | P=0.4269 P=0.8476 | P=0.8279
ﬁmbria =0.8706
P=0.4832
Left fimbria | F (3, 12) | P=0.8009 | P=0.6627 | P=0.9986 | P=0.3916 P=0.9053 | P=0.7035
=0.9616
P=0.4424
Right F(2,8)=| NA P=0.9996 | P=0.9591 | NA NA P=0.9607
internal 0.04783
capsule P=0.9536
Left internal | F (2,8) = | NA P=0.1889 | P=0.9978 | NA NA P=0.2698
capsule 2.144
P=0.1796
Cerebelar F (3, 10) | P=0.9703 | P=0.698 P=0.7756 | P=0.7183 P=0.7645 | P=0.9993
lobe 3 =10.7434
P=0.5502
Cerebelar F 3, 10) | P=0.9989 | P=0.9931 | P=0.7157 | P=>0.9999 | P=0.8666 | P=0.6827
lobe 6 =0.5295
P=0.6721
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Right F 3, 12) | P=0.9123 | P=0.0489* | P=0.5915 | P=0.0695 P=0.4589 | P=0.5167
hippocampus | =3.793
PP P P=0.0401
Left F 3, 12) | P=0.997 | P=0.521 P=0.5361 | P=0.6307 P=0.6422 | P=>0.9999
hippocampus | =1.195
PP P P=0.3532
Right F@3,6)=| P=0.7266 | P=0.8038 | P=0.652 | P=0.4623 P=0.3743 | P=0.9945
amygdala 1.307
P=0.3558
Left F@3,4)=| P=0.1673 | P=0.3782 | P=0.993 | P=0.0802 P=0.3624 | P=0.4611
amygdala 4.183
P=0.1003
Tabla 14

Valores de p de la comparacion de FA entre los grupos clasificados como sin ansiedad y ansiedad

del grupo de control o cafeteria en la descendencia F3
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Region ANOVA | CON-NA | CON-NA CON-NA CON-A | CON-4 CAF-NA
Vs. VS. CAF-| VS. CAF-A | VS. VS. CAF-| VS. CAF-A
CON-A NA CAF-NA | A
Right corpus | F(3, 27) | P=0.5791 | P=0.9995 | P=0.7811 P=0.6249 | P=0.2672 | P=0.7273
callosum =1.171
P=0.3392
Left corpus | F 3, 27) | P=0.8114 | P=0.9729 | P=0.7465 P=0.9292 | P=0.4285 | P=0.5295
callosum =0.9746
P=0.4192
Fornix F (3, 26) | P=0.9111 | P=>0.9999 | P=0.9998 | P=0.9127 | P=0.9075 | P=0.9998
=0.1673
P=0.9174
Right F (3, 26) | P=0.9253 | P=0.1975 | P=0.7684 | P=0.9457 | P=0.6547 | P=0.0544
ﬁmbria =1.333
P=0.2850
Left fimbria | F (3, 26) | P=0.956 | P=0.99 P=0.8225 P=0.9877 | P=>0.9999 | P=0.9456
= 0.8595
P=0.4744
Right F (3, 15) | P=0.4652 | P=0.8241 | P=0.8472 P=0.7768 | P=0.2437 | P=0.4414
internal =1.555
capsule P=0.2417
Left internal | F 3, 11) | P=0.637 | P=0.2943 | P=0.7079 P=0.9848 | P=0.9949 | P=0.8842
capsule =1.198
P=0.3556
Cerebelar | F 3, 27) | P=0.8915 | P=0.7115 | P=0.9189 | P=0.5036 | P=0.6846 | P=0.9937
lobe 3 =0.8524
P=0.4775
Cerebelar F 3, 27) | P=0.9711 | P=0.9953 | P=0.9284 P=0.9331 | P=0.8341 | P=0.9761
lobe 6 =0.2625
P=0.8518
Right F (3, 26) | P=0.7951 | P=0.9764 | P=0.3785 P=0.6757 | P=0.2765 | P=0.6427
hippocampus | =1.478
P=0.2437
Left F (3, 26) | P=0.8624 | P=0.7477 | P=0.3686 P=0.5528 | P=0.3323 | P=0.9041
hippocampus | = 1.502
P=0.2374
Right F (3, 22) | P=0.8859 | P=0.9924 | P=0.0028** | P=0.8169 | P=0.0181* | P=0.0076**
amygdala = 6.983
P=0.0018
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Left
amygdala

Tabla 15

F (3, 15)
=0.9691
P=0.4331

P=0.9961

P=0.9619

P=0.8396

P=0.908

P=0.9639

P=0.3622

Valores de p de la comparacion de ADC entre los grupos clasificados como sin ansiedad y

ansiedad del grupo de control o cafeteria en la descendencia F1

Region ANOVA | CON- CON- CON- CON-A | CON-4 CAF-NA
NA VS.|NA VS.|NA VS. | VS. Vs. VS. CAF-
CON-A4 CAF-NA | CAF-A CAF-NA | CAF-A A
Right corpus | F (3, 18) | P=0.2964 | P=0.6912 | P=0.4806 | P=0.1001 | P=0.0687 | P=0.9941
callosum =2.832
P=0.0675
Left corpus | F 3, 18) | P=0.4991 | P=0.5233 | P=0.4422 | P=0.1541 | P=0.1377 | P=>0.9999
callosum =2.435
P=0.0982
Fornix F 3, 18) | P=0.5759 | P=0.7085 | P=0.993 | P=0.2553 | P=0.4604 | P=0.7644
=1.356
P=0.2878
Right F (3, 16) | P=0.9107 | P=0.9962 | P=0.8559 | P=0.8474 | P=0.664 | P=0.9181
ﬁmbria =(.5811
P=0.6359
Left fimbria | F (3, 16) | P=0.8334 | P=0.9787 | P=0.9567 | P=0.6904 | P=0.6465 | P=0.9997
=(.5181
P=0.6758
Right F 3, 18) | P=0.9304 | P=0.7853 | P=0.6609 | P=0.6732 | P=0.6156 | P=0.9992
internal =0.8766
capsule P=0.4716
Left internal | F (3, 18) | P=0.5381 | P=0.9122 | P=0.8101 | P=0.3292 | P=0.2683 | P=0.998
capsule =1.345
P=0.2912
Cerebelar F 3, 18) | P=0.8082 | P=0.8844 | P=0.9448 | P=0.5658 | P=0.6217 | P=0.993
lobe 3 =0.6799
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P=0.5757
Cerebelar F (3, 18) | P=0.998 | P=0.7482 | P=0.9948 | P=0.7172 | P=0.9824 | P=0.834
lobe 6 =0.3956
P=0.7577
Right F (3, 18) | P=0.7798 | P=0.9113 | P=0.9517 | P=0.5565 | P=0.5957 | P=0.9964
hippocampus | = 0.6822
PP P P=0.5744
Left F (3, 18) | P=0.7144 | P=0.9248 | P=0.9892 | P=0.4996 | P=0.5897 | P=0.9784
hippocampus | = 0.7137
P=0.5565
Right F (3, 18) | P=0.8588 | P=0.8919 | P=0.973 | P=0.6362 | P=0.725 | P=0.9809
amygdala =0.5514
P=0.6537
Left F (3, 15) | P=0.7766 | P=0.9988 | P=0.9569 | P=0.7095 | P=0.5787 | P=0.978
amygdala =(.5833
P=0.6351
Tabla 16

Valores de p de la comparacion de ADC entre los grupos clasificados como sin ansiedad y

ansiedad del grupo de control o cafeteria en la descendencia F2

Region ANOVA | CON-NA CON- CON-NA CON-A | CON-4 CAF-NA
VS. CON-| NA VS.|VS. CAF-| VS. VS. CAF-|VS. CAF-
A CAF-NA | A CAF-NA | A A
Right corpus | F (3, 10) | P=0.8452 P=0.8447 | P=0.6702 P=0.9929 | P=0.9999 | P=0.9919
callosum =0.6188
P=0.6186
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Left corpus | F 3, 10) | P=0.9125 | P=0.6276 | P=0.7186 | P=0.9992 | P=>0.9999 | P=0.9991
callosum =0.7098
P=0.5680
Fornix F (2, 10) | NA P=0.9373 | P=0.8754 | NA NA P=0.9911
=0.1434
P=0.8682
Right F 3, 12) | P=0.8097 | P=0.985 | P=0.9984 | P=0.7365 | P=0.8093 | P=0.9986
ﬁmbria =0.3949
P=0.7590
Left fimbria | F 3, 12) | P=>0.9999 | P=0.9827 | P=0.6723 | P=0.9962 | P=0.8564 | P=0.9155
=0.4521
P=0.7205
Right F(2,8=| NA P=0.7749 | P=0.4081 | NA NA P=0.8286
internal 0.9342
capsule P=0.4319
Left internal | F (2,8)=| NA P=0.9153 | P=0.7309 | NA NA P=0.9429
capsule 0.3038
P=0.7461
Cerebelar F (3, 10) | P=0.8658 | P=0.9066 | P=0.9315 | P=0.9886 | P=0.9833 | P=>0.9999
lobe 3 =0.3258
P=0.8068
Cerebelar F (3, 10) | P=0.892 P=0.2049 | P=>0.9999 | P=0.9215 | P=0.8998 | P=0.3048
lobe 6 =1.763
P=0.2176
Right F G, 12) | P=0.7728 | P=0.9223 | P=0.9812 | P=0.5823 | P=0.9433 | P=0.8402
hippocampus | =0.6071
P=0.6230
Left F 3, 12) | P=0.9033 | P=0.9843 | P=0.9979 | P=0.9874 | P=0.967 P=0.9988
hippocampus | = 0.1670
P=0.9166
Right FG,6)= | P=0.9782 | P=0.9936 | P=0.9936 | P=0.9506 | P=0.9506 | P=>0.9999
amygdala 0.1152
P=0.9480
Left F@G,4=| P=0.8918 | P=0.9785 | P=0.9999 | P=0.9939 | P=0.9564 | P=0.9939
P=0.8974
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Tabla 17

Valores de p de la comparacion de ADC entre los grupos clasificados como sin ansiedad y

ansiedad del grupo de control o cafeteria en la descendencia F3

Region ANOVA | CON-NA CON-NA CON-NA CON-A | CON-A CAF-NA
VS. CON- | VS. CAF-|VS. CAF-| VS. Vs. Vs.
A NA A CAF-NA | CAF-A CAF-A

Right corpus | F (3, 27) | P=0.4378 P=>0.9999 | P=0.3541 | P=0.4363 | P=0.9971 | P=0.3524
callosum =1.736

P=0.1832
Left corpus | F 3, 27) | P=0.9997 P=0.8029 P=0.0341* | P=0.9589 | P=0.2126 | P=0.1634
callosum =3.011

P=0.0475
Fornix F 3, 26) | P=0.9945 P=0.5113 P=0.999 P=0.9515 | P=0.9989 | P=0.7311

=0.7352

P=0.5405
Right F 3, 26) | P=0.648 P=0.9989 P=0.9302 | P=0.5906 | P=0.9305 | P=0.8897
ﬁmbria =0.6577

P=0.5854
Left fimbria | F (3, 26) | P=0.3142 P=0.8564 P=0.2917 | P=0.6071 | P=0.9954 | P=0.6435

=1.712

P=0.1892
Right F 3, 15) | P=0.4816 P=0.6898 P=0.2119 | P=0.8732 | P=0.9917 | P=0.5986
internal =1.686
capsule P=0.2127
Left internal | F (3, 12) | P=0.5372 P=0.8316 P=0.2522 | P=0.8239 | P=0.9794 | P=0.4517
capsule =1.552

F 3, 12)

=1.552
Cerebelar F (3, 27) | P=0.9898 P=0.7573 P=0.9913 | P=0.9861 | P=0.9999 | P=0.9482
lobe 3 =0.3319

P=0.8024
Cerebelar F 3, 27) | P=0.892 P=0.9348 P=0.8802 | P=0.6951 | P=0.9993 | P=0.6114
lobe 6 =0.7184

P=0.5497
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Right F (3, 26) | P=0.6399 | P=0.4511 | P=0.9504 | P=0.2112 | P=0.8466 | P=0.2887
hippocampus | =1.951

P=0.1462
Left F 3, 26) | P=0.7817 | P=0.414 P=0.879 P=0.2932 | P=0.9673 | P=0.1887
hippocampus | =2.011

P=0.1370
Right F (3, 22) | P=0.9204 | P=0.9961 | P=0.9045 | P=0.8746 | P=0.9982 | P=0.8337
amygdala =0.3700

P=0.7754
Left F (3, 15) | P=>0.9999 | P=0.9487 | P=0.9749 | P=0.9531 | P=0.9745 | P=0.9992
amygdala =0.1591

P=0.9222

Tabla 18

Valores de p de la comparacion de AD entre los grupos clasificados como sin ansiedad y ansiedad

del grupo de control o cafeteria en la descendencia F1

Region ANOVA | CON- CON- CON- CON-A | CON-4 CAF-NA
NA VS.|NA VS.|NA VS.|VS. Vs. VS. CAF-
CON-A4 CAF-NA | CAF-A CAF-NA | CAF-A A
Right corpus | F (3, 18) | P=0.5221 | P=0.8573 | P=0.5995 | P=0.2827 | P=0.1884 | P=0.9766
callosum =1.784
P=0.1863
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Left corpus | F (3, 18) | P=0.6167 | P=0.9698 | P=0.6494 | P=0.4597 | P=0.2635 | P=0.8858
callosum =1.450
P=0.2614
Fornix F (3, 18) | P=0.3363 | P=0.5678 | P=0.9964 | P=0.0951 | P=0.2538 | P=0.5688
=2.261
P=0.1161
Right F (3, 16) | P=0.6503 | P=0.987 | P=0.9913 | P=0.7412 | P=0.5108 | P=0.8817
ﬁmbria =0.7392
P=0.5440
Left fimbria | F (3, 16) | P=0.6887 | P=0.9768 | P=0.9997 | P=0.8012 | P=0.6789 | P=0.9785
=0.4782
P=0.7019
Right F 3, 18) | P=0.903 | P=0.3065 | P=0.4095 | P=0.3532 | P=0.4354 | P=0.9738
internal =1.899
capsule P=0.1660
Left internal | F (3, 18) | P=0.5138 | P=0.4379 | P=0.6995 | P=0.1391 | P=0.2124 | P=0.9162
capsule =2.186
P=0.1250
Cerebelar F (3, 18) | P=0.7629 | P=0.9097 | P=0.8108 | P=0.5362 | P=0.4654 | P=0.9983
lobe 3 =0.9121
P=0.4547
Cercbelar | F (3, 18) | P=0.7971 | P=0.9786 | P=0.9853 | P=0.6651 | P=0.6726 | P=0.9997
lobe 6 =0.4867
P=0.6958
Right F (3, 18) | P=0.8358 | P=0.9381 | P=.9354 | P=0.6511 | P=0.6464 | P=>0.9999
hippocampus | = 0.5755
P=0.6385
Left F (3, 18) | P=0.8014 | P=0.9517 | P=0.9834 | P=0.6259 | P=0.673 | P=0.9953
hippocampus | = 0.5351
PP P P=0.6641
Right F (3, 18) | P=0.7827 | P=0.6425 | P=0.9582 | P=0.3922 | P=0.6075 | P=0.8239
amygdala =1.090
P=0.3788
Left F (3, 14) | P=0.999 | P=0.9708 | P=0.8738 | P=0.9994 | P=0.9905 | P=0.9859
amygdala =0.1957
P=0.8976
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Tabla 19

Valores de p de la comparacion de AD entre los grupos clasificados como sin ansiedad y ansiedad

del grupo de control o cafeteria en la descendencia F2

Region ANOVA | CON- CON- CON- CON-A | CON-4 CAF-NA
NA VS.|NA VS.|NA VS.|VS. VS. CAF-| VS. CAF-
CON-A CAF-NA | CAF-A CAF-NA | A A
Right corpus | F (3, 10) | P=0.9996 | P=0.8084 | P=0.6385 | P=0.9203 | P=0.8464 | P=0.9933
callosum = 0.6476
P=0.6021
Left corpus | F 3, 10) | P=0.9004 | P=0.5938 | P=0.3805 | P=0.5268 | P=0.4011 | P=0.9857
callosum =1.614
P=0.2475
Fornix F (2, 10) | NA P=0.9749 | P=0.7808 | NA NA P=0.9195
=0.2304
P=0.7983
Right F (3, 12) | P=0.9562 | P=0.8866 | P=0.9035 | P=0.7669 | P=0.9999 | P=0.6613
ﬁmbria = 0.5454
P=0.6605
Left fimbria | F 3, 12) | P=0.5949 | P=0.7448 | P=0.5215 | P=0.2964 | P=>0.9999 | P=0.2401
=1.885
P=0.1860
Right F(2,8)=| NA P=0.6642 | P=0.3966 | NA NA P=0.9002
internal 1.026
capsule P=0.4011
Left internal | F (2,8) = | NA P=0.3859 | P=0.7452 | NA NA P=0.8315
capsule 1.007
P=0.4074
Cerebelar F (3, 10) | P=0.9859 | P=0.561 | P=0.6191 | P=0.9602 | P=0.9726 | P=0.9998
lobe 3 =0.8542
P=0.4957
Cerebelar F (3, 10) | P=0.9769 | P=0.4255 | P=0.9569 | P=0.9362 | P=0.9999 | P=0.7947
lobe 6 =0.8467
P=0.4993
Right F (3, 12) | P=0.9998 | P=0.5164 | P=0.5164 | P=0.7667 | P=0.7667 | P=>0.9999
hippocampus | =1.112
PP P P=0.3827
Left F G, 12) [ P=0.701 | P=0.092 | P=0.2856 | P=0.7575 | P=0.9683 | P=0.9288
hippocampus | =2.791
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P=0.0860

Right F (3,6)=| P=0.855 | P=0.9979 | P=0.9616 | P=0.931 | P=0.7369 | P=0.945
P=0.7794

Left F (3,3) = | P=0.8402 | P=0.8402 | P=0.9287 | P=0.6167 | P=0.9972 | P=0.7045
P=0.6142

Tabla 20

Valores de p de la comparacion de AD entre los grupos clasificados como sin ansiedad y ansiedad

del grupo de control o cafeteria en la descendencia F3

Region ANOVA | CON-NA CON-NA CON-NA CON-A4 CON-A4 CAF-NA
VS. CON- | VS. CAF-|VS. CAF-|VS. CAF-|VS. CAF-|VS. CAF-
A NA A NA A A
Right corpus | FQ, 27) | P=0.9988 | P=0.9994 | P=0.1719 | P=0.9958 | P=0.3631 P=0.2049
callosum =1.852
P=0.1616
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Left corpus | F 3, 27) | P=0.9097 | P=0.9823 | P=0.0601 | P=0.8017 | P=0.0802 | P=0.1139
callosum =3.120
P=0.0425
Fornix F 3, 26) | P=0.9871 | P=0.5169 | P=0.9999 | P=0.9711 | P=0.9931 | P=0.6943
=0.7505
P=0.5320
Right F (3, 26) | P=0.8873 | P=0.8357 | P=0.9397 | P=0.5888 | P=0.996 P=0.6114
ﬁmbria =10.8376
P=0.4855
Left fimbria | F (3, 26) | P=0.4406 | P=>0.9999 | P=0.3714 | P=0.4534 | P=0.999 P=0.3857
=1.658
P=0.2004
Right F (3, 15) | P=0.9947 | P=0.9714 | P=0.0796 | P=>0.9999 | P=0.3026 | P=0.1198
internal =2.550
capsule P=0.0947
Left internal | F (3, 12) | P=0.6642 | P=0.9915 | P=0.3146 | P=0.7021 | P=0.9653 | P=0.2785
capsule = 1.665
P=0.2270
Cerebelar F 3, 27) | P=0.9634 | P=0.9769 | P=>0.9999 | P=0.9966 | P=0.9754 | P=0.9898
lobe 3 =0.1141
P=0.9511
Cerebelar F 3, 27) | P=>0.9999 | P=0.9976 | P=0.6767 | P=0.9979 | P=0.8732 | P=0.5809
lobe 6 =10.6021
P=0.6193
Right F 3, 27) | P=0.9388 | P=0.2802 | P=0.6484 | P=0.4063 | P=0.9988 | P=0.0512
hippocampus | = 2.808
P=0.0585
Left F 3, 26) | P=0.9043 | P=0.5508 | P=0.1324 | P=0.5016 | P=0.8971 | P=0.0138*
hippocampus | = 3-806
P=0.0219
Right F (3, 22) | P=0.9993 | P=>0.9999 | P=0.015*% | P=0.9997 | P=0.2227 | P=0.0228*
amygdala =4.452
P=0.0137
Left F 3, 15) | P=0.9982 | P=0.9341 | P=0.9968 | P=0.8952 | P=>0.9999 | P=0.7488
amygdala =0.4104
P=0.7479
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Tabla 21

Valores de p de la comparacion de RD entre los grupos clasificados como sin ansiedad y ansiedad

del grupo de control o cafeteria en la descendencia F1

Region ANOV | CON-NA | CON-NA | CON- CON-A | CON-A | CAF-NA

A VS. VS. CAF- | NA VS. VS. CAF- | VS. Vs.

CON-A NA CAF-A NA CAF-A | CAF-A

Right F (3,18) | P=0.6713 | P=0.8831 P=0.8564 | P=0.4221 | P=0.401 | P=>0.999
corpus =1.039 4 9
callosum P=0.399

2
Left corpus | F (3,18) | P=0.834 P=0.491 P=0.7457 | P=0.3713 | P=0.511 | P=0.9245
callosum =1.358 5

P=0.287

2
Fornix F (3,18) | P=0.7058 | P=0.7798 | P=0.9914 | P=0.3894 | P=0.587 | P=0.8504

=0.9851 9

P=0.421

9
Right F (3,16) | P=0.9904 | P=0.9604 | P=0.7724 | P=0.9302 | P=0.822 | P=0.9585
fimbria =0.4764 7

P=0.703

1
Left F (3,16) | P=0.9681 | P=0.7864 | P=0.8212 | P=0.7359 | P=0.765 | P=0.9986
fimbria =0.6141 2

P=0.615

8
Right F (3,18) | P=0.9796 | P=0.9953 P=0.9242 | P=0.952 P=0.884 | P=0.9804
internal =0.2634 4
capsule P=0.850

9
Left F (3,18) | P=0.8043 | P=>0.9999 | P=0.9597 | P=0.8029 | P=0.635 | P=0.9471
internal =0.5268 5
capsule P=0.669

5
Cerebelar F (3,18) | P=0.8366 | P=0.8749 | P=0.9841 | P=0.5931 | P=0.717 | P=0.9571
lobe 3 =0.6058 8

P=0.619

8
Cerebelar F (3,18) | P=0.8602 | P=0.9852 | P=0.9979 | P=0.7566 | P=0.797 | P=0.9963
lobe 6 =0.3378 9

P=0.798

2
Right F (3,18) | P=0.7323 | P=0.8875 | P=0.9675 | P=0.4848 | P=0.563 | P=0.9834
hippocamp | =0.7761 7
us
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P=0.522

5
Left F (3,18) | P=0.6486 | P=0.9028 | P=0.9943 | P=0.4164 | P=0.539 | P=0.9497
hippocamp | =0.8579 1
us P=0.480

7
Right F (3,18) | P=0.8919 | P=0.9631 | P=0.9791 | P=0.7583 | P=0.781 | P=0.9989
amygdala =0.3761

P=0.771

3
Left F (3,15) | P=0.8724 | P=0.9999 | P=0.9854 | P=0.8778 | P=0.753 | P=0.9646
amygdala =0.3550 5

P=0.786

3
Tabla 22

Valores de p de la comparacion de RD entre los grupos clasificados como sin ansiedad y ansiedad

del grupo de control o cafeteria en la descendencia F2

Region ANOVA CON- CON-NA | CON-NA CON-4 CON-A | CAF-NA
NAVS. VS. CAF- VsS. VS. CAF- VsS. VS. CAF-
CON-A NA CAF-A NA CAF-A A
Right corpus | F (3,10) | P=0.791 | P=0.9994 | P=0.9961 | P=0.8577 | P=0.883 | P=0.9998
callosum =0.2892 3 5
P=0.832
2
Left corpus F@(3,10) | P=0.583 | P=0.9998 | P=0.9259 | P=0.6656 | P=0.436 | P=0.9347
callosum =0.8229 3 5
P=0.510
5
Fornix F (2, 10) NA P=0.8848 | P=0.9582 NA NA P=0.9851
=0.1227
P=0.885
8
Right fimbria | F (3,12) | P=0.657 | P=0.9787 | P=0.9995 | P=0.5793 | P=0.79 | P=0.9747
=0.6097 5
P=0.621
5
Left fimbria | F (3,11) | P=0.959 | P=0.7638 | P=0.9939 | P=0.6617 | P=0.926 P=0.91
=0.4921 8
P=0.694
9
Right internal | F (2, 8) NA P=0.9972 | P=0.8987 NA NA P=0.9411
capsule =0.1035
P=0.902
8
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Left internal | F (2, 8) NA P=0.5788 | P=0.9248 NA NA P=0.4534
capsule =0.8737
P=0.453
8
Cerebelar F@3,10) | 0.8363 | P=0.9962 | P=0.9962 | P=0.8037 | P=0.803 | P=>0.999
lobe 3 =0.3107 7 9
P=0.817
3
Cerebelar F(3,10) | 0.8797 | P=0.3375 | P=0.8696 | P=0.9803 | P=0.675 | P=0.2035
lobe 6 =1.790 7
P=0.212
5
Right F 3,12) 0.778 P=0.6278 | P=0.9818 | P=0.3521 | P=0.696 | P=0.8941
hippocampus | =1.059 4
P=0.402
5
Left F@3,12) | 09764 | P=0.9956 | P=0.9821 | P=0.9525 | P=0.922 | P=0.9994
hippocampus | =0.1480 1
P=0.929
0
Right F@3,06) 0.8465 | P=0.9659 | P=0.9131 | P=0.7351 | P=0.665 | P=0.9984
amygdala =0.5261 6
P=0.680
3
Left F@3,4) 0.4647 | P=0.9989 | P=0.9962 | P=0.5808 | P=0.716 | P=0.992
amygdala =0.9216 3
P=0.507
0
Tabla 23

Valores de p de la comparacion de RD entre los grupos clasificados como sin ansiedad y ansiedad

del grupo de control o cafeteria en la descendencia F3

Region ANOVA | CON-NA | CON-NA | CON-NA CON-4 CON-A | CAF-NA
VS. CON- | VS. CAF- | VS. CAF- | VS. CAF- | VS. CAF- VS.
A NA A NA A CAF-A
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Right corpus | F (3,27) | P=0.3662 | P=0.9994 | P=0.9733 | P=0.3266 | P=0.2812 | P=0.987
callosum =1.246 7
P=0.312
7
Left corpus | F (3,27) | P=0.8491 | P=0.9384 | P=0.9909 | P=0.9722 | P=0.9498 | P=0.997
callosum =0.2556 5
P=0.856
6
Fornix F (3,26) | P=0.9984 | P=0.5607 | P=0.9975 | P=0.9409 | P=>0.999 | P=0.795
=0.6403 9 8
P=0.596
0
Right F(3,26) | P=0.506 | P=0.7065 | P=0.9796 | P=0.895 | P=0.7685 | P=0.966
fimbria =0.8167 6
P=0.496
4
Left fimbria | F (3,26) | P=0.4743 | P=0.2897 | P=0.54 | P=0.9927 | P=0.9899 | P=0.999
=1.482 8
P=0.242
5
Right F (3,15) | P=0.3469 | P=0.703 | P=0.9724 | P=0.731 | P=0.6316 | P=0.974
internal =1.086 7
capsule P=0.385
3
Left internal | F (3,12) | P=0.6478 | P=0.6403 | P=0.4539 | P=0.9855 | P=0.9978 | P=0.916
capsule =(0.8870 2
P=0.475
5
Cerebelar F (3,27) | P=0.9993 | P=0.4943 | P=0.9598 | P=0.8497 | P=0.9951 | P=0.894
lobe 3 =0.7233 3
P=0.546
9
Cerebelar F (3,27) | P=0.9267 | P=0.9769 | P=0.9992 | P=0.8151 | P=0.911 | P=0.996
lobe 6 =0.2658 7
P=0.849
4
Right F (3,26) | P=0.6146 | P=0.4895 | P=>0.999 | P=0.21 P=0.6337 | P=0.624
hippocampus | =1.615 9 3
P=0.209
9
Left F (3,26) | P=0.7665 | P=0.429 | P=>0.999 | P=0.2878 | P=0.8112 | P=0.505
hippocampus | =1.537 9 7
P=0.228
6
Right F (3,22) | P=0.8053 | P=0.9842 | P=0.6285 | P=0.6967 | P=0.3901 | P=0.833
amygdala =1.002 4
P=0.410
5
Left F (3,15) | P=>0.999 | P=0.9702 | P=0.7702 | P=0.9871 | P=0.8579 | P=0.891
amygdala =0.4161 9 2
P=0.744
0
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