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1. RESUMEN

El trastorno de ansiedad (TA) es una enfermedad prevalente vinculada a la
exposicion a adversidades en la vida temprana (ELA). Esta investigacién evaluo el
efecto de la separacion materna y estrés impredecible (MSUS) durante los primeros
14 dias postnatales en ratones C57BL/6J sobre el desarrollo y la herencia
intergeneracional de conductas tipo ansiosas, analizando ademas la exposicion
génica cortical del trascripto con el exén IV de bdnf y gad 1 mediante RT-qPCR. En
la primera generacion (F1), el modelo MSUS indujo un fenotipo tipo ansioso
caracterizado por un menor tiempo de permanencia y menor numero de transiciones
en los brazos abiertos del laberinto elevado (EMP) y un mayor tiempo de latencia
de entrar en zona iluminada en la caja luz-oscuridad (LDB), lo que se reflejé en un
incremento significativo en el Z-score del EPM y en la tendencia del Z-score global
de emocionalidad. Al estratificar este efecto por sexo, las hembras F1 sometidas a
ELA manifestaron de forma selectiva este fenotipo tipo ansioso. En la segunda
generacion (F2), obtenida via materna, los descendientes no exhibieron la herencia
de las alteraciones conductuales. Sin embargo, a nivel molecular se observé un
incremento estadisticamente significativo en la expresion relativa del trascripto con
el exon IV de bdnf exclusivamente en la corteza de la F2, manteniendo los niveles
de gad 1 sin cambios en ambas generaciones. En conclusion, la sobreexpresion
observada de bdnf en la generacion F2 sugiere la activacion de un mecanismo
neuroprotector adaptativo que amortigua la transmisiéon del fenotipo ansioso en
condiciones basales.

L

DR. C. ALBERTO CAMACHO MORALES

Director de Tesis
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ABSTRACT

Anxiety disorders are highly prevalent conditions linked to early life adversity (ELA).
This study evaluated the effect of the unpredictable maternal separation combined
with unpredictable stress (MSUS) paradigm during the first 14 postnatal days in
C57BL/6J mice on the development and intergenerational transmission of anxiety-
like behaviors, while also analyzing the cortical gene expression of BONF exon IV
and Gad1 via RT-gPCR. In the first generation (F1), the MSUS model induced an
anxiety-like phenotype characterized by reduced time and transitions in the open
arms of the elevated plus maze (EPM) and an increased latency in the light-dark box
(LDB), which was reflected by a significant increase in the EPM Z-score and a trend
toward an increased overall emotionality Z-score. Sex-stratified analysis revealed
that F1 females selectively displayed this anxiety phenotype. In the second
generation (F2), obtained through the maternal line, offspring did not exhibit
behavioral alterations. However, molecular analysis demonstrated a statistically
significant increase in the relative expression of BDNF exon IV exclusively in the
cortex of the F2 generation, while Gad1 levels remained unchanged across both
generations. In conclusion, the observed overexpression of BDNF in the F2
generation suggests the activation of an adaptive neuroprotective mechanism that

buffers the transmission of the behavioral anxiety phenotype under basal conditions
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2. INTRODUCCION

Dentro de los trastornos mentales mas comunes a nivel mundial se encuentra el
trastorno de ansiedad (TA), dentro de estos trastornos se suele experimentar miedo
y preocupacion de manera intensa y excesiva ante una situacion especificas y en
ausencia de un peligro real (Shin & Liberzon, 2010). Estos sentimientos suelen ir
acompafiados de tension fisica y otros sintomas conductuales y cognitivos
interfiriendo con la actividad de la vida cotidiana y pueden deteriorar la vida familiar,
social y escolar o laboral de una persona. La patogénesis del TA es multifactorial,
entre estos factores se puede encontrar factores biolégicos, ambientales, genéticos,
psicolégicos que participan en el desarrollo de TA. Dentro de estos el medio
ambiente al cual esta sometido un individuo ha sido pieza clave en entender la
tipologia de diferentes enfermedades mentales. Por ejemplo, las exposiciones
parentales adversas y las caracteristicas tempranas de la vida, tanto en el
desarrollo intrauterino y la primera infancia, influyen en la salud fisica y en la mental
de la descendencia (Fleming et al., 2018; Franklin et al.,, 2010a; Hanson &
Gluckman, 2014; Mao et al., 2024).

La ansiedad emerge de disfunciones en redes que integran estructuras corticales y
subcorticales, como la amigdala, hipocampo, corteza prefrontal (PFC), BSNT,
hipotalamo, estriado, insula y nudcleo talamico, cuya dinamica anormal se ha
documentado en estudios de neuroimagen y modelos animales (Jaimes Cienfuegos
et al., 2024; Martin et al., 2009; Shin & Liberzon, 2010; M. Xie et al., 2024). De forma
convergente, se describe hiperreactividad limbica — en particular de la amigdala- y
control desecante insuficiente de regiones ejecutivas como la PFC, favoreciendo
respuestas exageradas al estrés y al miedo (Martin et al., 2009; Shin & Liberzon,
2010). Este desbalance se articula con la activacion del eje limbico — hipotalamo-
hipdfisis-adrenal (LHPA) y la secrecion de CRH, ACTH vy cortisol, procesos que,
cuando son cronicamente desregulados, facilitan fenotipos ansiosos (Chen et al.,
2022; Shin & Liberzon, 2010; S. Xie et al., 2021)

Las exposiciones ambientales tempranas constituyen un determinante central del
riesgo de TA bajo el marco de los origenes del Desarrollo de la Salud y la

enfermedad. La adversidad parental y en la primera infancia, incluida la separacion
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materna (SM), pueden remodelar de manera persistente circuitos limbicos —
prefrontales, alterando la mielinizacién y modular la respuesta al estrés (Chen et al.,
2022; Fleming et al., 2018; Hamdan et al., 2022; Hanson & Gluckman, 2014; Mao
et al., 2024). La interrupcién del apego y del contacto temprano madre — cria afecta
ritmos fisiolégicos maduracion cortical y desempeino neuroconductual, apoyando la
nocion de periodo critico de alta plasticidad en los que la experiencia guia el
refinamiento sinaptico (Castrén & Antila, 2017; Mitchelmore & Gede, 2014; Y. Wang
et al., 2022; Zhang et al., 2024).

A nivel molecular, el factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) y su receptor
TrKB median la traduccion de la experiencia en cambios de conectividad, activando
vias como lo son MAPK/ERK, PI3K y PLC-y y, en ultima instancia, factores de
trascripcion como CREB, con efectos en crecimiento neurotrofico y plasticidad
sinaptica. Dada su expresién en interneuronas de parvalbumina (PV) de PFC, el
BDNF es clave para el equilibrio excitatorio/inhibitorio durante periodos criticos;
reducciones inducidas por estrés posnatal podrian retrasar la maduracion inhibitoria
y predisponer a desbalances E/l asociados con ansiedad (Adjimann et al., 2021;
Sakata et al., 2009; Tenkumo et al., 2020). En paralelo, el sistema GABAérgico
especificamente las enzimas glutamato descarboxilasas — GAD muestran
alteraciones vinculadas a fenotipos ansiosos (Mulligan et al., 2019). La
desregulacion de estos sistemas, particularmente a través de cambios
transcripcionales en regiones reguladoras como el exén IV de Bdnf, ha sido
sefialada como un sustrato mecanistico relevante tras la exposicién a modelos de
separaciéon materna (Badowska-Szalewska et al., 2021; Fungaro Rissatti et al.,
2024; Tenkumo et al., 2020).

Asimismo, las consecuencias del trauma temprano y los modelos de interaccion
madre — cria alterados no se limitan a los individuos directamente expuestos, sino
que pueden perdurar a través del tiempo y trasmitirse hacia la descendencia
mediante mecanismos intergeneracionales y transgeneracionales (Franklin et al.,
2010a; Gapp, Jawaid, et al., 2014; Gapp, Soldado-Magraner, et al., 2014; Van
Steenwyk et al., 2018). Entender como la exposicién a la adversidad temprana

reconfigura la plasticidad y trasmision inhibitoria a nivel cortical, asi como la manera
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en que estas alteraciones moleculares y conductuales se transfieren a través de las
generaciones, resulta fundamental para esclarecer los mecanismos de

vulnerabilidad y la programacién del desarrollo en los trastornos de ansiedad.

Por consiguiente, la realizacion de esta tesis es de importancia ya que aborda uno
de los mayores desafios a nivel de la neurobiologia, donde se trata de explicar como
la adversidad en etapas tempranas de la vida se traduce en cambios biologicos
estables que predisponen a la ansiedad tanto en el individuo como en su
descendencia. Al profundizar en la relacion entre el estrés temprano, la
desregulacion de Bdnf y la maduracién del sistema GABAérgico en la corteza
prefrontal, este trabajo ayudara a identificar uno de los procesos celulares vy
moleculares que determinan la vulnerabilidad a los trastornos tipo ansiosos como la

herencia de dicha alteracion conductual a la descendencia.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Trastorno de ansiedad (TA)
Los trastornos mentales mas numerosos en nuestra poblacion se integran en dos

categorias diagnosticas principales: los trastornos depresivos y los trastornos de
ansiedad. La ansiedad es considerada una respuesta comun del organismo ante
situaciones de miedo o presion, sin embargo, cuando es constante puede
convertirse en trastorno y requerir tratamiento psiquiatrico (Secretaria de Salud de
México, 2024). Siendo asi el trastorno de ansiedad un grupo de afecciones
mentales caracterizadas por sentimientos de ansiedad y miedo persistente a
situaciones o eventos cotidianos, e incluyen el trastorno de ansiedad generalizada
(TAG), el trastorno de panico, las fobias, el trastorno de ansiedad social, el trastorno
obsesivo-compulsivo (TOC) y el trastorno de estrés postraumatico (TEPT). Estos
trastornos son muy prevalentes en la poblacion (por ello que son considerados
“‘comunes”) y afectan el estado de animo o los sentimientos de las personas; los
sintomas varian en intensidad (de leves a graves) y en duracion (de meses a afios).
Estas afecciones se consideran condiciones de salud diagnosticables y se
distinguen de los sentimientos de tristeza, estrés o miedo que cualquiera puede

experimentar de vez en cuando en la vida (World Health Organization, 2017).

La ansiedad se situa entre las 25 principales causas de carga de enfermedad a
nivel mundial en 2019 y es uno de los trastornos mentales mas comunes en la
poblacién general (Sabbah & Northoff, 2025). La Organizacién Mundial de la Salud
estimé que, en 2015, 264 millones de personas en todo el mundo padecian un
trastorno de ansiedad lo que corresponde a tasas de prevalencia del 3,6 %. Para
2019 estas cifras aumentaron a 301 millones de personas en todo el mundo, con
una tasa de prevalencia del 4% (World Health Organization, 2023). Aunque su
prevalencia varia ligeramente segun la edad y el género, se encuentra entre los

trastornos mentales mas comunes en la poblacion general (Hohls et al., 2021).

La patogénesis del TA es multifactorial, entre estos factores se puede encontrar
factores biolégicos, ambientales, genéticos, psicolégicos que participan en el

desarrollo de TA (Cunningham et al., 2021). Diversos estudios han mostrado
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evidencia que los factores ambientales parentales—incluida la dieta, la composicién
corporal, el metabolismo y el estrés—impactan en el desarrollo embrionario y, por
tanto, afectan la salud y el riesgo de enfermedades a lo largo de toda la vida, tal
como refleja el concepto de Origenes del Desarrollo de la Salud y la Enfermedad
(DOHaD). Segun esta perspectiva, las exposiciones parentales adversas y las
caracteristicas tempranas de la vida, tanto en el desarrollo intrauterino y la primera
infancia, influyen en la salud fisica y en la mental de la descendencia (Fleming et
al., 2018; Hanson & Gluckman, 2014; Mao et al., 2024). En la siguiente seccién

describiremos las causas neurobioldgicas del desarrollo de ansiedad.

3.2Neurobiologia de la ansiedad
La neurobiologia del cerebro involucra las estructuras anatdmicas,

neurotransmisores, distintos subtipos de receptores, hormonas y vias cerebrales
(Martin et al., 2009). El cerebro tiene la capacidad de realizar cambios estructurales
reversibles que permiten adaptar al organismo al entorno cambiante. Entre los
cambios neuronales se incluye la remodelacion dendritica (expansién y contraccion
de arboles dendriticos), la renovacién de las conexiones sinapticas y la limitaciéon
del reemplazo neuronal mediante neurogénesis (Persaud & Cates, 2023). Las
investigaciones en neuroimagenes se han centrado en determinar circuitos
cerebrales asociados con la respuesta al miedo, principalmente en roedores (Shin
& Liberzon, 2010).

Los componentes que abarcan la conexidon entre regiones corticales como
subcorticales, importantes relacionadas con los trastornos de ansiedad, incluyen
BNST, corteza prefrontal, amigdala, hipocampo, el ndcleo accumbens, el
hipotalamo, la sustancia gris periacueductal, varios nucleos del tronco encefalico,
los nucleos talamicos y la corteza insular (Shin & Liberzon, 2010; M. Xie et al.,
2024). Los estudios de neuroimagenes han demostrado una heterogeneidad
fenotipica segun los diferentes trastornos de ansiadas, donde se han revelado
principalmente la hiperactivacién de areas cerebrales especificas como la corteza
cingulada anterior, la corteza prefrontal dorsolateral, la amigdala, la insula y la

circunvolucion parahipocampal (Jaimes Cienfuegos et al., 2024). Incluso se ha
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reportado que los trastornos de la ansiedad tienen en comun la hiperactividad
funcional en las regiones limbicas, en particular la amigdala, y la incapacidad de
las areas ejecutivas corticales superiores para normalizar la respuesta limbica a los
estimulos (Martin et al., 2009).

Los trastornos de ansiedad presentan anomalias en el proceso cognitivo, el
condicionamiento del miedo, la anticipacion de la incertidumbre, el sesgo de

motivacion y la regulacion del estrés (Shin & Liberzon, 2010).
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Figura 1. Representacion esquematica de los sistemas y estructuras
cerebrales relacionadas a la ansiedad. La interaccion patologica de las seis
regiones criticas de la red neuronal de la ansiedad provoca anomalias funcionales
en pacientes con trastorno de ansiedad. Amyg (Amigdala); BNST (Nucleo del lecho
de la estria terminal); Hipp (Hipocampo); Hyp (Hipotalamo); PFC (Corteza
prefrontal); Str (Estriado)(S. Xie et al., 2021).

La falla de la regulacién del estrés se asocia a un reclutamiento anormal del
hipotalamo, la amigdala y la corteza prefrontal. La amigdala detecta estimulos
amenazantes, enviando sefales excitatorias al hipocampo y el cual desencadena
la activacion del eje limbico-hipotalamo-hipofisario-adrenal (LHPA) y la secrecion
de hormonas del estrés, como la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la
hormona adrenocorticotropica (ACTH) y el cortisol, lo cual en un trastorno de
ansiedad se intensifica debido a una sobreactivacion de la amigdala lo que
promueve una conducta ansiosa debido a la amplificacion de la respuesta al estrés

por estrés. Ademas de recibir estas sefales participa en a la expresion generalizada
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del miedo, se ha observado que la desactivacion de sus neuronas de orexina puede
reducir el miedo excesivo. Por su parte la corteza prefrontal juega papel modulador
clave, enviando proyecciones a hipotalamo para regular la actividad emocional y
controlar la conducta. En condiciones de ansiedad, esta puede activar aun mas la
amigdala mediante liberacion de dopamina, ademas al ser deficiente pierde el
control descendente lo que favorece una respuesta exagerada al estrés (Shin &
Liberzon, 2010; S. Xie et al., 2021). La PFC ha sido en los ultimos afios de mucho
interés ya que es una region crucial implicada en la fisiopatologia de los trastornos
emocional sensible a la exposicion al estrés en las primeras etapas. Esta region
mantiene un alto grado de conectividad con areas limbicas como el nucleo
accumbens y la amigdala, y cada una de estas conexiones funcionales contribuyen
de manera distinta a la regulacion del comportamiento emocional y la patologia de

los trastornos neuropsiquiatricos. (Chen et al., 2022).

3.3Impacto de la adversidad en la vida temprana (ELA) en el neurodesarrollo y

su participacion en el comportamiento ansioso

El desarrollo del cerebro en los humanos abarca tantas etapas prenatales
genéticamente guiada in utero y una etapa de alta sensibilidad a la experiencia que
se extiende hasta el periodo posnatal (Kolb et al., 2014). Se sabe que el cerebro
tanto de animales altriciales, incluidos los humanos coma los primates no humanos
y los roedores, contindan desarrolldndose después del nacimiento. También esta
bien establecido que la experiencia en las primeras etapas de la vida interactua con
factores genéticos para moldear la estructura y funcién cerebral, si bien en la etapa
prenatal procesos como la neurogénesis, la migracion neuronal, el crecimiento
axonal y dendritico y la sinaptogénesis establecen los circuitos neuronales
subyacentes a la cognicidn, emocion y la conducta social en la etapa posnatal se
desempena un papel critico en el refinamiento y establecimiento de las redes
neuronales, particularmente durante la infancia temprana donde la plasticidad
sinaptica es maxima permitiendo que estimulos ambientales, como es el cuidado y
el apego, influyan fuertemente en la supervivencia neuronal, la densidad sinaptica
y la organizacion de los circuitos (Sullivan, 2012).Por lo tanto,la importancia de un

entorno adecuado y seguro en los humanos radica en el hecho de que los individuos
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con un entorno favorable tienen una mayor probabilidad de madurar hacia una
buena salud mental, mientras que los individuos con entornos deficientes o abusivos
tienen una mayor probabilidad de experimentar problemas mentales en la edad
adulta (Moriceau et al., 2010).En este contexto ha sido reportado especificamente
que la exposicion significativa a estimulos adversos en la vida temprana (por sus
signas en ingles ELA) como el abuso y la negligencia infantil, la exposicion a la
violencia, el divorcio de los padres, las enfermedades fisicas infantiles y las
dificultades econdmicas familiares, influyen profundamente en el desarrollo cerebral
e inducen cambios neurobioldgicos persistentes que pueden predisponer a un
individuo a trastornos del estado de animo, salud mental y uso de sustancias en la
edad adulta (Hamdan et al., 2022; Speranza et al., 2024).
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Figura 2. Impacto de la adversidad en la primera infancia en el desarrollo
cerebral y el desarrollo a lo largo de la vida (Speranza et al., 2024).

La investigacion en neuroimagen indica que la experiencia temprana en nifios con
desarrollo tipico se asocia con patrones distintos de activacion a través de las redes
frontales, limbicas y de los ganglios basales cuando el sistema de apego se activa,
lo que sugiere que la seguridad del apego y el ambiente favorable esta respaldada

por una actividad coordinada dentro de los circuitos neuronales involucrados en la
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regulacion emocional, la motivacién y el procesamiento social (Choi et al., 2018;
Madden et al.,, 2023). Se demostro que las condiciones de cuidado adverso
temprano, particularmente durante la infancia, se asocian con una actividad
amigdalina atipicamente elevada en la nifiez, junto con hipertrofia estructural e
incremento de dificultades emocionales y relacionadas con la ansiedad (Tottenham
et al., 2011). Los nifios expuestos a privacidon materna temprana muestran patrones
de conectividad amigdala-corteza prefrontal medial atipicos y prematuramente
maduros, semejantes a los que normalmente se observan durante la adolescencia.
Este desarrollo acelerado de la mecadistica fronto-amigdalina se caracteriza por un
acoplamiento amigdala-mPFC prematuramente negativo (Gee, Gabard-Durnam, et
al., 2013; Gee, Humphreys, et al., 2013

En nuestra poblacion y de importancia para dicho estudio, uno de los inductores
principales de ELA es la separacion materna (SM) en etapas tempranas de la vida.
La interaccion dinamica entre bebes y sus padres representan una relacion esencial,
que configura y moldea el sistema nervioso del bebé, incluyendo la arquitectura de
los circuitos cerebrales y, en consecuencia, el desarrollo conductual. ElI apego
temprano entre madre y recién nacidos pueden regular positivamente el suefio
neonatal, las hormonas, la respuesta conductual y el desarrollo (Y. Zhang et al.,
2024). El contacto piel a piel promueve vinculo y liberacion de hormonas saludables
como regulacion de la temperatura corporal y frecuencia cardiaca. Incluso el calor y
los latidos del corazén de la madre proporcionan comodidad y ayudan a regulacion
de temperatura corporal como patrones de respiracion del bebe (Y. Zhang et al.,
2024). Un ensayo mostro que el contacto temprano entre madre e hijo tiene una
actividad mas madura en la electroencefalografia de amplitud integrada (aEEG) y
presenta un mejor rendimiento neuroconductual en bebes prematuros (Y. Wang et
al., 2022; Zhang et al.,, 2024). La SM a reportado la activa respuesta
neuroinflamatoria, desregulacion del eje HPA, desregulacion del sistema
dopaminérgico, alteracién de la mielinizacion axonal y reconfigura a los circuitos
neuronales alterando la plasticidad y transmisién de sefales en redes y regiones

implicadas en la regulacion emocional y el afrontamiento al estrés. Investigaciones
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han recalcado que la SM produce disminucion en la excitabilidad neuronal y una

formacion anormal de mielina en la corteza prefrontal medial (Chen et al., 2022)

Incluso el impacto a largo plazo del trauma temprano se ha presenciado en modelos
de estrés temprano en roedores utilizando el paradigma de SM el cual modela la
interaccion madre — hijo perturbado, la privacion del cuidado en la vida temprana
y/o la negligencia (Speranza et al., 2024). Diversos estudios en humanos, primates
y roedores han documentado que el apego inseguro y los cuidados poco fiables,
desorganizados o deficientes influyen negativamente en las respuestas
conductuales adecuadas y provocan comportamientos desadaptativos. En este
contexto, se ha reportado por Hamdan et al. (2022) un aumento de los niveles
basales del comportamiento similar a la ansiedad en ratas sometidas a separacion
materna en comparacion con los animales de control. Ademas, otras
investigaciones han mostrado que la separacion materna impredecible (MSU) en
ratones C57BJ/6 es uno de los modelos inter — transgeneracional que han sido
ampliamente utilizado para reproducir en roedores el impacto del estrés temprano
afectando a la descendencia en el neurodesarrollo y en los comportamientos
sociales y cognitivos (Franklin et al., 2010b; Van Steenwyk et al., 2018; Weiss et al.,
2011).

3.4El factor neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF) modula la Plasticidad
cerebral en la ELA

Durante el desarrollo temprano del cerebro, el periodo critico se caracteriza por una
mayor plasticidad neuronal y es un periodo importante para la formacion de circuitos
neuronales, incluidos los mecanismos subyacentes a la arborizacion

axonal/dendritica y la sinaptogénesis (Castrén & Antila, 2017).

Los factores estresantes que ocurren en los periodos criticos del desarrollo, como
la vida perinatal, producen efectos adversos en numerosos comportamientos y
funciones fisiolégicas, incluyendo el crecimiento, el metabolismo, la reproduccion,
el suefo y la respuesta inflamatoria/inmunitaria. Por ejemplo, se ha informado que
las interrupciones de las interacciones tipicas entre madre y cria inducen cambios

persistentes en la neurobiologia, la fisiologia y el comportamiento emocional de
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animales adolescentes y adultos al alterar la capacidad de respuesta del eje

hipotalamo-hipofisis-suprarrenal (HPA)(Endo et al., 2021).

La plasticidad se intensifica durante este periodo critico lo que permite un arreglo
fino y eficiente de las redes neuronales en desarrollo, este proceso es impulsado
por la experiencia, es decir, el entorno externo e interno de un individuo
gradualmente se representa en la estructura y funcion neuronal durante el
desarrollo y el aprendizaje. En si la plasticidad no tiene una direccién en particular;
es la actividad dependiente de la experiencia dentro de la red neurona la que
determina cuales conexiones se fortalecen y mantienen y cuales se eliminan, es
decir, es adaptativa cuando esta guiada por el estimulo ambiental beneficiosos,
pero si la experiencia que la guian es adversa pueden ser desadaptativas
(Mitchelmore & Gede, 2014).

El BDNF, una proteina secretora de la familia de las neutrofinas, es un mediador
central de la plasticidad mediante la cual las experiencias ambientales, como la
informacion sensorial se traduce en la estructura y funcion de las redes neuronales.
La sintesis, liberacioén y accion de BDNF esta regulada por la actividad neuronal, y
el BDNF a su vez produce efectos troficos como la formacion, estabilizacion y
potenciacion de sinapsis a través de su unién a los receptores TrkB de alta afinidad
(Ali et al., 2024). La union de BDNF a su receptor TrkB conduce la fosforilacion de
residuos de tirosina en el dominio subcelular de TrkB activa varias vias de
sefalizacion dentro de la célula, entre ellas la MAPK (quinasa activada por
mitdégenos), la PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa) y la PLC-y (fosfolipasa C gamma),
estas rutas de sefalizacion finalmente conducen a la activacion de CREB,
descendente de la diferenciacion y supervivencia neuronal, el crecimiento de
neuritas y la plasticidad sinaptica (Ali et al., 2024; Ikegame et al., 2013) ademas
promueve el aprendizaje, la memoria y la funcién cognitiva, al mismo tiempo que
favorece la disminucién de la ansiedad (Bach et al., 2023). Por otro lado, se incluye
procesos atréficos como la apoptosis, la retraccion axonal, la poda dendritica y la
pérdida de sinapsis mediante su proforma, pro-BDNF, al unirse a p75NTR (Castrén

& Antila, 2017). EI BDNF tiene una compleja regulacién ya que consta de 9 exones
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no codificantes en el extremo 5°denominados | — 1Xa, cada uno con un promotor
unico, los exones no codificantes se empalman con el exdn codificante comun en
extremo 3°(IX), de modo que todas las variantes de transcripcion de BDNF
producen la misma proteina. La regulacion transcripcional de los promotores de
BDNF controlan la expresion temporal, espacial y dependiente de la actividad de
BDNF(Bach et al., 2024; Badowska-Szalewska et al., 2021). Se ha reportado
cambios en la expresion de moduladores neurogénicos como el BDNF después de
protocolos de estrés postnatal temprano (Adjimann et al., 2021). La interrupcion de
la sefializacion de BDNF en el cerebro, sea por la disminucion en la expresion o
liberacion, se ha vinculado a una variedad de trastornos psiquiatricos y neurolégicos
(Mitchelmore & Gede, 2014). Recientemente el exdén IV y su promotor han
despertado interés debido a su sensibilidad frente a los factores de estrés
ambiental, demostrando que mediante diversos procesos de regulacion epigenética
y transcripcionales pueden alterar significativamente la expresion de BDNF
(Fungaro Rissatti et al., 2024). Respecto al estrés en etapas tempranas del
desarrollo se ha reportado que la separacion materna (SM) entre los dias
posnatales (PND) 2 — 14 induce un aumento transitorio de los niveles de bdnf en el
hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala en ratas Wistar (Badowska-
Szalewska et al., 2021). Sin embargo, los hallazgos en la literatura muestran ciertas
variaciones, por ejemplo O’Sullivan et al. (2011) observaron que la SM aumenté los
niveles totales de BDNF sin generar cambios en la expresion del exén IV. De
manera interesante estudios han revelado que los cambios de expresion de bdnf
total y de sus diferentes trascriptos en el hipocampo exhibir una marcada
dependencia del punto temporal de evaluacion (Nair et al., 2007). Por ejemplo, los
animales expuestos a SM crénica (3h diarias, P2—P14) induce un aumento selectivo
del transcritos que contiene el exén Il en el PND 14, seguido de un aumento
selectivo del trascripto que contiene el exdén IV y V en PND 21 para finalmente
retornar los niveles normales en la edad adulta. Aunque se desconoce las
consecuencias de dicho incremento de BDNF tras la SM es posible que esta
represente una respuesta adaptativa a las experiencias adversasen la vida
temprana. (Nair et al., 2007). Esto se refuerza con lo reportado por Suri et al. (2013)

donde los animales sometidos a estrés temprano (SM 3 h diarias del PND 2-14)
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exhibieron una regulaciéon bimodal de la expresion de Bdnf dependiente de la edad.
En etapas jovenes (2 meses) indujo una mayor expresion que contiene el exon IV
de Bdnf, sin embargo, al alcanzar la mediana edad (15 meses) provocd una

disminucién de dicho trascripto.

3.5El acido gama - aminobutirico (GABA) modula la Plasticidad cerebral en la
ELA

Ademas de la importancia de los factores neurotréficos el periodo critico del
neurodesarrollo depende también de un equilibrio adecuado entre excitacion e
inhibicion neuronal. La maduracion deficiente de neuronas inhibidoras puede
retrasar su inicio y cierre, favoreciendo alteraciones sinapticas y déficits sociales,
como los observados en trastornos del desarrollo neuroldgico (Tenkumo et al.,
2020). ElI (GABA) es un aminoacido proteico que funciona como el principal
neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central (SCN). A través de la
senalizacion GABAergica, la excitabilidad neuronal se regula estrechamente
aumentando el umbral de activacion y reduciendo la conductividad sinaptica,
atenuando asi la transmisién del estimulo. Este sistema inhibidor desempefia un
papel critico en la remodelacién sinaptica y la diferenciacion neuronal garantizando
un procesamiento eficiente de la informacion a través de los circuitos neuronales.
La interaccion entre los sistemas inhibidores y excitadores influyen en la motivacion
la conducta, la percepcién sensorial, la regulacion del dolor y el procesamiento
visual (Grzesinska, 2025). El GABA se sintetiza a partir del glutamato mediante la
accion de la enzima glutamato de carboxilasa (GAD), con fosfato de priridoxal como
cofactor. Dos isoformas GAD 67 (GAD 1) y Gad 65 (GAD 2), son responsables de
la sintesis de GABA y se regulan de manera diferencial. Evidencia indica que la
exposicion al estrés conduce a una disponibilidad reducida de GABA y una

sefializacion inhibitoria alterada (Grzesinska, 2025; McArdle et al., 2023).

Para investigar como la exposicion a un entorno de desarrollo adverso afecta la
sociabilidad y la conducta, Ohta et al. (2020) examinaron el equilibrio excitador e
inhibidor (E/lI) en la corteza prefrontal medial (mPFC) de ratas macho adultas

jovenes expuestas a separacion materna (MS). En este modelo, las crias fueron
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separadas de su madre durante 3 horas dos veces al dia desde el dia posnatal 2 al
20. A las 9 semanas de edad, las ratas expuestas a MS mostraron una expresion
proteica pre- y post-sinaptica reducida en las neuronas inhibidoras, una disminucion
en el numero de interneuronas GAD 67—positivas y un menor numero de sinapsis
inhibidoras en la mPFC, hallazgos que se asociaron con déficits sociales. Adema
reforzando la importancia del entorno temprano otro estudio demostré que la
calidad de cuidado materno participa en la modulacion del desarrollo de los
sistemas GABAérgico a, ya que las crias de madres con alto nivel de
lamido/acicalamiento (alto-LG) mostraron un aumento en la expresion de ARNm de
GAD 1 en el hipocampo en comparacién con las crias de madres con bajo — LG (T.
Y. Zhang et al., 2010)

Una de las numerosas funciones de BDNF en el cerebro es la regulacion de las
neuronas GABAérgico en la corteza prefrontal. Se ha visto que los receptores de
BDNF TrkB se expresan abundantemente en interneuronas de parvalbumina (PV)
las cuales ejercen un poderoso control negativo sobre las células piramidales
disparando potenciales de accién no adaptativos (de picos rapidos) de alta
frecuencia controlando asi la sinapsis excitatoria. En ratones la sobreexpresion
BDNF genera una maduracion acelerada de interneuronas PV mientras que la
eliminacién de BDNF o TrkB reduce el numero de neuronas PV corticales (Sakata
et al., 2009). EI BDNF que regula el periodo critico a través de la maduracién de

neuronas inhibitorias

Tenkumo et al. (2020) reportan que una disminucién en la expresion de BDNF
alrededor del PD 7 por SM repetida podria alterar el desarrollo del circuito inhibitorio
entre la primera y segunda semana posnatal, lo que seria responsable de causar
un desequilibrio E/l en la corteza prefrontal después de la maduracion, sin embargo,
los autores mencionan que la poca evidencia cientifica de la influencia de la
exposicion repetida a la SM durante el periodo critico aun requiere un mayor
investigacion para esclarecer con precision los mecanismos que median los efectos

y su impacto en los comportamiento s relacionados.
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Figura 3. El desbalance molecular impulsado por la adversidad en la vida
temprana (ELA) [Creacion propia]

En conjunto, la evidencia sugiere que la adversidad en las primeras etapas de la
vida puede alterar tanto la senalizacion de BDNF como la regulacion GABAérgico,
dos sistemas que son criticos para la plasticidad dependiente de la experiencia y el
equilibrio E/I durante periodos sensibles del desarrollo. La alteracién de estas vias
puede comprometer la maduracion de los circuitos inhibidores y la estabilidad
cortical, proporcionando un vinculo mecanicista entre el trauma temprano, la
adversidad relacionada con el apego y la vulnerabilidad socioemocional a largo

plazo.

3.6 Herencia del estrés debido al efecto de ELA

Las condiciones ambientales adversas en la vida temprana pueden perdurar hasta
la edad adulta no solo en los individuos directamente expuestos, sino también en
su descendencia, trasmitiéndose a lo largo de varias generaciones (Gapp, Soldado-
Magraner, et al., 2014). Este fendmeno, a menudo denominado “programacion del
desarrollo”, explica como el estilo de vida parental puede incrementar los riesgos a

largo plazo de morbilidades en la progenie no solo neurolégicas si no también
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cardiovasculares, metabdlicas e inmunitarias (Fleming et al.,, 2018; Hanson &
Gluckman, 2014; Mao et al., 2024). Recientemente, nuestro grupo documento la
programacion fetal por dieta hipercaldrica en ratas Wistar, favorece la aparicion de
conductas ansiosas en la descendencia. Adicionalmente el equipo de trabajo
identifico alteraciones morfolégicas y volumétricas en regiones clave del cerebro
tales como amigdala, corteza prefrontal, hipocampo e hipotalamo; asociando dicho
fenotipo ansioso con las modificaciones anteriormente mencionadas (Truijillo-
Villarreal, 2022). Esto sugiere que las alteraciones moleculares podrian favorecer
cambios en distintas regiones cerebrales programando un fenotipo ansioso en la

descendencia.

Los efectos de la exposicidn parental en la descendencia pueden involucrar una
respuesta inter o transgeneracional que es dependiente del momento de la
exposicion en relacién con la concepcion y si esta tiene un efecto directo o indirecto
en la salud de sus descendientes (National Academies of Sciences, 2018). La
transmision intergeneracional implica la exposicion directa al estresor de la
generacion parental (FO) y subsiguiente (F1) por medio de células germinales en
desarrollo o al feto. Cuando la exposicion al factor ambiental ocurre antes de la
concepcion, las células germinales de ambos progenitores (masculino y femenino)
se ven afectadas por igual, dando lugar a transmisién intergeneracional hacia la
generacion F1. Sin embargo, si la exposicion tiene lugar durante la gestacion o en
el periodo postnatal temprano, no solo se expone al feto o cria (F1), sino también a
las células germinales en desarrollo de esa generacién. En ese caso, las
alteraciones se transmiten hasta la generacion F2. Una transmision
transgeneracional se da cuando surge la primera generacion que no esta expuesta
directamente a la exposicién al factor ambiental (Bhattacharya et al., 2019; Klengel
et al., 2016; Mbiydzenyuy et al., 2022).
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4. JUSTIFICACION

Los trastornos de ansiedad (TA) afectan a millones de personas en el mundo,
disminuyendo su calidad de vida. Se ha identificado a la adversidad en la vida
temprana (early life adverity, ELA) como un factor de riesgo que altera los
procesos neurobioldgicos, aumentando la vulnerabilidad a desarrollar trastornos
de ansiedad en la vida adulta, no solo en los individuos directamente expuestos,

sino también en su descendencia.

Ademas, se ha reportado que el periodo critico del neurodesarrollo es susceptible
a cambios en la transcripcion génica en la corteza cerebral donde estimulos
adversos pueden alterar la neuroplasticidad y la respuesta al estrés. Sin embargo,
aun se desconocen con precisidn los mecanismos especificos de expresion
génica en la corteza cerebral que sostienen la susceptibilidad al fenotipo tipo
ansioso. Por ello, este proyecto se enfoca en caracterizar el efecto de la ELA en
el desarrollo de conductas similares a la ansiedad en un modelo murino, a través
del analisis de la expresion génica en la corteza cerebral y evaluar la herencia

intergeneracional de dichas alteraciones.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO

La separacion materna impredecible combinado con estrés impredecible (MSUS)
genera la aparicién y herencia intergeneracional de una conducta similar a la
ansiedad a través de la alteracion de la expresion génica de bdnf y gad 1 en la

corteza cerebral.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Caracterizar el efecto de la separacion materna impredecible y estrés impredecible

en el desarrollo de conducta similar a la ansiedad en la generacion F1y su herencia
intergeneracional en la generacion F2 a través de cambios en la expresion génica

de badnfy gad 1 en la corteza cerebral.

6.2 Objetivos especificos
1. Identificar la conducta similar a la ansiedad en la generacion F1 de ratones en

respuesta a la separacion materna impredecible combinado con estrés
impredecible.

2. Examinar la herencia del comportamiento similar a la ansiedad en la generacién
F2 provenientes de la generacion F1 con fenotipo ansioso.

3. Cuantificar los niveles de expresion génica de bdnf y gad 1 en la corteza
cerebral en respuesta a la separacion materna impredecible combinado con

estrés impredecible en la generacidon F1 y su descendencia F2.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Estrategia experimental

CONDUCTA SIMILAR A LA ANSIEDAD EN LA GENERACION F1 HERENCIA DEL FENOTIPO TIPO ANSIOSO (F2)

SEPARACION MATERNA IMPREDECIBLE Y ESTRES IMPREDECIBLE (Msus) @D
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Figura 5. Estrategia experimental. En este estudio se emple6 ratones C57BL/6
sometidos al paradigma de separacion materna y estrés impredecible (MSUS)
durante los primeros 14 dias posnatales, con el fin de inducir un estrés temprano.
Primero, se analizé en la generacion F1 los efectos del estrés temprano mediante
pruebas conductuales que permitan determinar un comportamiento similar a la
ansiedad, entre ellas, laberinto elevado, caja luz — oscuridad y campo abierto. A
continuacion, se reprodujo a estos animales con un raton del sexo opuesto en
condiciones WT/naive lo que permitié obtener a su progenie F2, de esta se analiz6
la herencia intergeneracional de los fenotipos tipo ansiosos. Una vez finalizadas las
pruebas conductuales, se extrajo el ARN de la corteza de F1 y F2, y se procedi6 a
su tratamiento con DNasa |, retrotrascripcion para obtencion del ADNc y finalmente
la amplificacion en tiempo real (QPCR) para la cuantificacion de la expresion génica
del Bdnf exén IV y Gad 1, genes que participa en el neurodesarrollo, plasticidad y
regulacion del SNC.
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7.2 Animales de laboratorio
Los experimentos se realizaran empleando ratones hembra y machos de la

cepa C57BL/6J de 8 — 10 semanas de edad (20 — 30 g), mantenidos en una
instalacion con control de temperatura (20 - 23°C) y humedad, bajo un ciclo de
luz — oscuridad de 12 horas, con acceso at libitum de comida (Labdiet 5000) y

agua.

7.3 Tamano de muestra
El tamafo de muestra estimado en este protocolo contempla aproximadamente

18 animales para F1 y 24 animales para F2 por grupo experimental (Control y
MSUS) para las pruebas conductuales. Por ende, se precisan 6 ratone hembras
fundadoras WT (naive) control para el apareamiento, ya que se estima que cada
hembra tiene en promedio 6.2 ratones. Esta decisidon se basa en el calculo para
el tamano de muestra, empleando la diferencia de dos medias independientes:
férmula utilizada es nc=ne=2*S2D2*Za/2*Z32, donde nc es el tamano de muestra
para el grupo de referencia, ne es el del grupo con una intervencion alternativa,
D=(Mc-Me), Mc es la media del primer grupo y Me es la media del segundo, S2
es la varianza de ambas distribuciones, que se suponen iguales, Zp es el valor
del eje de las abscisas de la funcidon normal estandar en donde se acumula la
probabilidad de (1 - B). Esta formula para estimar nc = ne se emplea cuando se
trata de un contraste de hipotesis bilateral; en caso de un contraste unilateral, se

sustituira Za/2 por Za (Garcia-Garcia et al., 2013).

Ecuacioén 1. Tamafio de muestra
Calculo del tamarfio de muestra para (Za/2 + ZB)? - (2s2)
una diferencia de 2 medias n= D2

Donde:

e s =40, Desviacién estandar de la muestra (ambos grupos iguales)

e « =0.05, nivel de significancia estadistica

e Potencia = 0.80, 80 % de probabilidad de detectar una diferencia

e Za/2=1.96, Valor Z asociado a a = 0.05 en prueba bilateral
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e ZB =0.84, Valor Z asociado a potencia del 80 %
e Constante K= [(Za/2+ZB)"2 = (1.96+0.84)2 = 7.84

D =p1 - pu2;

e u1 = Media del grupo control
e |, = Media del grupo tratado (MSUS)

Para este calculo, se seleccion6 como variable primaria la respuesta en el
Laberinto Elevado en Cruz (EPM), especificamente la latencia de entrada a
brazos abiertos. Esta variable fue elegida por ser el indicador conductual mas
robusto y replicable de alteraciones en la emocionalidad (comportamiento tipo
ansioso) en el modelo MSUS con cepa C57BL/6. Los parametros ingresados en
la férmula se basan en los datos empiricos de Gapp et al. (2014) [Nature
Communications], quienes reportan una media de 100 + 40 para el grupo control,
frente a 69 + 40 para el grupo MSUS. Se aplicé un poder estadistico del 80% y
un nivel de confianza del 95% (a = 0.05). Esta decisibn se respalda
adicionalmente en la evidencia literaria que reporta tamanos de efecto moderados
a grandes en modelos de ansiedad con la cepa C57BL/6, permitiendo trabajar
con un numero de animales suficiente para obtener resultados confiables sin

violar el principio de reduccion.

Por lo tanto, sustituyendo los valores:

_ 7.84(2(40)?) _ 7.84(3200) _ 25088

(100-69)2 e sl = 26.10 ratones/grupo

Al considerar una potencia de 80% y un valor de significancia estadistica de 0.05,
el calculo a priori genera un tamafo de muestra con un total de 26 ratones por
grupo, es decir 53 ratones en total. Sin embargo, este niumero sobrepasa la
cantidad de animales que pueden ser sostenibles en el bioterio, con respecto a
espacio y numero de cajas de almacenamiento, y desacata el incumplimiento de
los lineamientos del principio de las 3Rs. Por ello se procedera a llevar un estudio
piloto debido a la naturaleza y primer acercamiento a este efecto en nuestro

equipo de trabajo, para ello se empleara un tamafo de muestra de18 animales
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por grupo. Para justificar esta eleccion nos basamos en el calculo de la diferencia

minima detectable con n = 18, como se muestra a continuacion:

Ecuacion 2. Calculo para determinacion de la Diferencia Minima Detectable a

partir del despeje de D en la ecuacién 1.

Ecuacion DMD

2
Diferencia minima detectable (D) DMD = (Za/2 + ZB) - ’Zi
n

Donde: n = 18, por grupo; a = 0.05, Nivel de significancia; potencia = 0.80, 80 %

de probabilidad de detectar una diferencia; Za/2 = 1.96, Valor Z asociado a a

0.05 en prueba bilateral; ZB = 0.84, Valor Z asociado a potencia del 80 %; o

40, Desviacion estandar esperada en la latencia de entrada a brazos abiertos.

Por lo tanto, sustituyendo los valores:

2607 _ (2.8) % = (2.8)(v177.78)

DMD = (2.8)(13.33)

DMD = 37.33

Con base en un analisis de sensibilidad, al fijar el tamafo de muestra en n = 18
animales por grupo (considerando una potencia estadistica del 80%, un nivel de
significancia de a= 0.05 y asumiendo una desviacion estandar de s = 40), se
determina que el estudio tendra la capacidad de detectar una Diferencia Minima
Detectable de 37.33 segundos en la latencia de entrada a los brazos abiertos del
EPM, esta magnitud de diferencia es biologicamente factible y esperable dado el
severo impacto del modelo MSUS. La magnitud de la diferencia observada en la
generacion F1 es biolégicamente plausible y consistente con el impacto fenotipico
reportado en el modelo MSUS. Sin embargo, para la generacién F2, considerando
que la transmisién epigenética puede presentar una atenuacion del fenotipo
(menor tamano del efecto), se determiné incrementar el numero de cruza muestral
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para asegurar un poder estadistico suficiente que permita detectar estas
variaciones intergeneracionales mas sutiles. Incluso este tamafo de muestra
coincide con la evidencia en la literatura, la cual reporta tamafios de efecto
moderados a grandes en modelos de ansiedad en ratones de la cepa C57BL/6 lo
que permite trabajar con un numero de animales suficiente para obtener
resultados confiables sin usar mas animales de los necesarios. Dentro de la
literatura, se identificé una revision sistematica y metaanalisis que analiza el
efecto de la separacion materna sobre el comportamiento ansioso en roedores.
El tamafno de muestra mas comunmente reportado en la literatura se situa entre
10 y 16 animales por grupo, particularmente en pruebas conductuales como
Laberinto elevado — EPM (Wang et al., 2020). Ademas, este tamafio de muestra
se situa en el rango de las publicaciones de los laboratorios pioneros que
utilizaron el modelo MSUS (Franklin et al., 2010a; Gapp et al., 2014). Mientras
que Franklin validoé efectos conductuales empleando 18-20 ratones, Gapp
demostré que, para la latencia en el EPM, n = 15 es suficiente para alcanzar
significancia estadistica. Este tamafno muestral de 18 garantiza un poder del 80%
frente al impacto biolégico esperado del MSUS, cumpliendo con el rigor cientifico

y el compromiso ético de minimizar el uso de animales vivos.

7.4Modelo de separacion materna impredecible y estrés impredecible
(MSUS)

Se iniciara con el apareamiento de hembras virgenes de edad de 8 — 10 semanas,
con machos de la misma edad en una proporcion 1:2 (1 macho con 2 hembras);
tras una semana de la confirmacion los machos se retiraran para no interferir con
la gestacion. Al nacer, las madres y crias seran asignadas al azar a los grupos
MSUS o control:

e Grupo control: No se sometid al protocolo de separacidon materna
impredecible y estrés impredecible (MSUS).

e Grupo MSUS: El evento de separacion temprana tiene como meta
establecer una conducta similar a la ansiedad en F1, la cual en la vida adulta

permitié analizar la transmision intergeneracional del fenotipo ansioso a F2

40



y asociar dicho comportamiento a cambios especificos en la metilacion del
ADN en la corteza prefrontal.

Tras el parto (PND 1 — 14) se someti6é diariamente a 4 horas de separacion
materna impredecible combinada con estrés materno impredecible 1 vez al
dia durante este periodo. Durante la separacién, madres y crias
permanecieron en jaulas separada. La madre fue colocada en una jaula
limpia la cual cont6 con alimento y agua, una vez separadas la madre fueron
colocadas en otra habitacion para perder contacto visual como olfativo de
las jaulas donde se encontraran las crias. Las crias fueron colocadas sobre
una almohadilla térmica a 37 °C para evitar hipotermia. El momento de la
separacion fue siempre impredecible, es decir, se programd un horario
diferente para la aplicacién de la separacion para evitar la adaptacion al
efecto, ademas en este tiempo de separacion, se aplico el estrés a la madre
como se describe en el siguiente apartado (7.5). Tras finalizar las 4 horas de
separacion, las crias y las madres se devolvieron a sus jaulas originales.
Tras finalizar este periodo de separacion, PND 15, las camadas de crias
permanecieron con su madre de forma continua hasta PND 21 momento en
que se destetaron a las crias, y entre PND 22 — 28, se agruparon en jaulas
de 3 ratones, emparejados por sexo y tratamiento, distribuyendo los
hermanos en distintas jaulas para evitar efecto de camada. (Franklin et al.,
2010b; Van Steenwyk et al., 2018; Weiss et al., 2011)

7.5Estrés impredecible a la madre
El estrés materno consistio en restriccion fisica en tubo plexiglas por 20 min o

nado forzado en agua fria (25°C) por 5 min, se aplicé uno de estos estresores
de manera aleatoria e impredecible, es decir la hora en la que se aplicé fue

diferente durante cada sesién de separacion, y nunca los dos juntos.

7.6 Pruebas conductuales
Para identificar si el modelo MSUS presento un comportamiento similar a la

ansiedad que proximamente pudiera asociarse con los cambios en el ADN

metilado, los ratones F1 fueron sometidos a pruebas conductuales, y
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proximamente en la F2 se analizé la herencia mediante esta misma bateria

conductual.

Tanto los ratones del grupo control y MSUS se evaluaron de forma alterna para
evitar efecto circadiano o sesgo por grupos, estas pruebas fueron llevadas a cabo
antes de la reproducciéon y cuando los ratones alcanzaron la vida adulta
(aproximadamente PND 60 - 90), con el fin de evitar interferencias en las pruebas
conductuales debido al apareamiento. Las pruebas se realizaron con un dia de
separacion entre cada una de ellas como tiempo de recuperacion para minimizar
los efectos de estrés acumulado. Antes de cada evaluacion, los ratones fueron
aclimatados a la sala de pruebas durante una hora, y el mismo experimentador,
se realizé los procedimientos para minimizar el estrés. Entre los sujetos todos los
aparatos se limpiaron con etanol al 70%, de esta manera se evita sesgo por pistas
olfativas. La actividad de los ratones fue grabada en video durante 5 para laberinto

elevado y caja luz — oscuridad o 10 minutos para campo abierto (OMNIALVA, Inc).

7.6.1 Laberinto elevado (EPM)
El laberinto elevado se basa en las tendencias duales (contrastadas) del roedor

hacia lugares novedosos con deseo tanto exploratorio como de evitar espacios
desconocidos que estan elevados y abiertos. El aparato cosiste en una
plataforma de plexiglas negro de cuatro brazos con forma de “mas” suspendida
a 50 cm sobre el suelo. Los brazos estan confinados por paredes bajas
(abiertos, 30 x 5 x 1 cm) o altas (cerradas; 30 x 5 x 15 cm), de modo que los
brazos similares se enfrentan entre si. Los ratones se colocaron
individualmente en la plataforma central mirando hacia un brazo cerrado y se
les permitié explorar libremente el laberinto durante 5 minutos. Se cuantifico el

tiempo que pasaron en cada brazo y el numero de tradiciones reales.

7.6.2 Campo abierto (OF)
Permite evaluar sistematicamente la exploracion de entornos novedosos y la

actividad locomotora en general y se basa en la tendencia de los roedores a
evitar las areas expuestas. Proporciona una prueba inicial para detectar

comportamientos similares a la ansiedad en roedores. Cada ratén se coloco de
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manera individual en la esquina de una caja de plexiglas de campo abierto (50
x 50 x 20 cm) y se registr6 su comportamiento durante 10 minutos.
Posteriormente se midié la distancia total recorrida para el analisis de actividad
locomotora y el tiempo que pasa en las orillas, centro de la arena y tiempo de

inmovilidad empleando el software ToxTrack.

7.6.3 Caja luz- oscuridad (LDB)
Esta prueba se basa en el conflicto natural de los animales entre buscar

proteccion y explorar un nuevo entorno, siendo propensos a la ansiedad al
estar en un area brillante iluminada. El aparato consta de una caja con dos
camaras: un tercio de la caja cubierta en la parte superior generando oscuridad
con paredes de acrilico de color negro y los dos tercios restantes abiertos e
iluminados con paredes de acrilico blanco. Una pequefa puerta (5 x 7 cm)
permite a los ratones moverse entre los compartimientos. Los ratone se
colocaron en el compartimento oscuro y se les permitié explorar libremente
durante 5 minutos. Se midi6 el tiempo de latencia para entrar al compartimiento
iluminado, el tiempo que pasan en cada uno de los compartimentos y numero

de transiciones.

7.7Reproduccion y obtencion de F2
Para la obtencion de la descendencia F2, tanto del grupo control como MSUS,

se trabajo con el sexo que haya mostrado un mayor comportamiento similar a la
ansiedad, determinada mediante las mediciones de las pruebas conductuales:
laberinto elevado, campo abierto y caja luz — oscuridad. A partir de esta
poblacion, se organizé los valores de Z-score de emocionalidad de cada uno de
los ratones para poder seleccionar los 4 ratones con mayor comportamiento
similar a la ansiedad en el caso del grupo MSUS vy los 4 ratones con menor
comportamiento a la ansiedad en el grupo Control, y de esta manera
posteriormente analizar la herencia de este comportamiento de interés. La
reproduccién de F1 se realizé tras las pruebas conductuales y con 2 semanas
de reposo entre las pruebas y el apareamiento (aproximadamente para el PND
109).
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7.7.1 Z-score de emocionalidad

Para el analisis de los datos conductuales nosotros implementamos el calculo
de Z-score este puntaje es una herramienta matematicas adimensionales que
permiten la normalizacion de la media de los resultados dentro de los estudios
y la posterior comparacion de datos entre ellos. La puntacién Z indican cuantas
desviaciones tipicas (o) una observacion (X) esta por encima o por debajo de la

media de un grupo de referencia ().

zZ =
g

X = representa los datos individuales para el parametro observado.
o = Desviacion estandar para el grupo de referencia.

M = Media para el grupo de referencia.

En el presente trabajo, como investigamos los efectos del estrés y el sexo, el
grupo de control masculino se definié como el grupo de control. Se calcularon
valores de la puntacion Z para cada animal utilizando los parametros mas
utilizados en la medicion de la conducta por estas pruebas. Para el puntaje de
campo abierto (Z or) se emplearon los valores de la proporcién del tiempo que
pasaban en la periferia (%TP) y el tiempo de inactividad de los roedores (Tl). De
manera similar, en el laberinto elevado (Z evwp) para cada animal, para obtener
el calculo se empleara la proporcion del tiempo en los brazos abiertos (%TBA)
y las transiciones reales. Y para la puntacidén Z en la caja luz — oscuridad (Z Lps)
se empleara el tiempo de latencia (TLat - tiempo que tarda en entrar en la zona
iluminada), tiempo en la zona iluminada. La seleccién de estas dimensiones
especificas se hizo en base al hecho de que estos parametros son los mas
utilizados en la medicion de un comportamiento tipo ansioso. La direccionalidad
de las puntaciones se ajustdé de modo que los valores de puntacién aumentados

reflejan mayor dimensionalidad, es decir, mayor emocionalidad.

Para mitigar la variabilidad y los sesgos inherentes a los ensayos individuales,
se calculé una puntuacién integrada de emocionalidad mediante el promedio de

los valores Z obtenidos en toda la bateria conductual Z epm, Z o y Z LD8:

44



Zor+Zepy+ZipB
Number of tests

Emotionality Score =

7.8 Sacrificio
El método empleado para el sacrificio fue la dislocacién cervical conforme a las

recomendaciones establecidas por la NOM-062-ZO0-1999. Esta es un método
fisico que genera la inconsciencia rapidamente, se aplica porque no contamina
los tejidos con substancias quimicas. Consiste en separar manualmente el
craneo y el encéfalo de la médula espinal mediante presion dirigida
anteriormente sobre |la base del craneo. La dislocacion cervical causa pérdida de
consciencia casi inmediata debido al shock cerebral. Todas las funciones
motoras y sensoriales voluntarias cesan debido al dafo a la médula espinal. Sin
embargo, puede producirse una considerable actividad muscular involuntaria
(Otto & von Thaden, 2012). La confirmacion de la muerte se llevara a cabo
mediante la verificacion de signos vitales, incluyendo el cese definitivo de la

respiracion, ausencia de reflejo corneal y pedal, y pupilas fijas y dilatadas.

Se evitd el uso de sobredosis con agentes anestésicos debido a que estos
afectan los cerebros animales y modifican la actividad neuronal regular. Se ha
reportado que uno de los problemas de la experimentacion con animales
anestesiados es el amplio y desconocido impacto de los agentes anestésicos en
el cerebro. La actividad neuronal normal y la respuesta a los transmisores
neuronales se ven alteradas por los agentes anestésicos. Probablemente,
algunas transmisiones sinapticas y actividades neuronales se verian
potenciadas, mientras que otras se verian inhibidas en cierto grado. En otras
palabras, la actividad cerebral se modifica de forma especifica para el agente
anestésico en animales anestesiados. Por lo tanto, la investigacion funcional en
el centro cerebral superior podria no ser adecuada bajo anestesia en general.
Por ejemplo, el pentobarbital ha sido uno de los principales agentes anestésicos
utilizados en el sacrificio de roedores de experimentacion. Este se une a los

receptores del &cido gamma-aminobutirico (GABA) induciendo una apertura mas
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prolongada de los canales de cloruro, potencia los efectos del GABA e induce

una hiperpolarizacion mas prolongada (Nagayama et al., 2024)

Nuestro principal interés es que el animal caiga en inconciencia inmediata sin

estimular directamente el sistema nervioso y conservar intacto el cerebro.
El sacrificio se realizé de la siguiente forma en cada generacion:

e F1:. A la finalizacion del modelo animal, la realizacion de pruebas
conductuales y la reproduccion para obtencion de F2.

e F2: 1 semana tras realizar las pruebas conductuales.

7.90btencién de tejido
Posteriormente se retir6 la cabeza del raton y la parte superior del craneo,
procediendo con un corte en el centro del craneo por debajo del gancho post-
timpanico izquierdo; y un ultimo corte entre los ojos para remover el hueso frontal
y pariental y finalmente se obtuvo el cerebro. A continuacion, se identificara la

corteza, la cual, se separd utilizando un bisturi.

7.10 Cuantificacion de la expresidon génica de genes participantes en la

neuroplasticidad y desarrollo cerebral: bdnfy gad 1 en la corteza cerebral

Dado que el ambiente en etapas tempranas del desarrollo desempefia un papel
fundamental en la regulacion de la expresion génica, se evaluaron los niveles de
trascripcion de genes claves en la corteza cerebral involucrados en las
alteraciones de la conducta. Para determinar si existen diferencias en a la
expresion génica entre ratones del grupo control y aquellos expuestos al protocolo

de MSUS, se realiz6 el analisis cuantitativo por RT-qgPCR.

7.10.1  Extraccion de ARN con Trizol.
El tejido recolectado fue respondido en 750 mL de Trizol (Fisher scientific;

15596018) frio, se procedié a su homogenizacion por sonicacion (Fisherbrand™
Desmembrador sénico modelo 120) durante 15 segundos a 5 pulsos y con una
amplitud de 30%. Se continuo con una incubacién a T° ambiente durante 5
minutos. Se agrego 200 pL de cloroformo frio (Sigma-Aldrich; UN1888)

procediendo a darle un ciclo en el vortéx (SI-0236) de 15 segundos. Se volvio a
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incubar por 5 minutos a T° ambiente para proximamente centrifugar a 14, 000 rpm
por 15 min a 4°C (Eppendorf™ Centrifuge 5425/5425 R). Se recupero la fase
acuosa a la que se le agrego 500 L de isopropanol frio (Quality Chemical) y se
reposo durante 1 hora a - 80°C. Pasada la incubacion las muestras fueron
centrifugadas a 14, 000 rpm por 15 min a 4°C lo que no permitié tener la pastilla
de ARN. Se descarto el sobrenadante y se realizé dos lavados: uno con Etanol
100% (Quality Chemical) y otro-segundo con etanol al 70%, entre cada lavado las
muestras se centrifugaron a 14,000 rpom durante 10 minutos y se descart6 el
Etanol. Se retiro cuidadosamente con una puntilla el excedente de etanol y se
dejo secar la pastilla durante 5 - 10 min. EI RNA se resuspendio en 25 pL de agua
mili Q con DEPC (Invitrogen™ DEPC-Treated Water). Se midio la calidad del ARN
con ayuda de un Nandrop (ThermoFisher Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000c
Spectrophotometers). Se busco que las relaciones de absorbancia A260/A280 =
1.8-2.0 y A260/A230 > 2.0. Las muestras se llevaron a una concentracién de

1,000 ng/uL y se almacenaron a -20°C

7.10.2 Tratamiento con DNAasa |
Se utilizo la DNasa |, sin RNasa (1 U/ul) (Thermo Scientific™; EN0521) para

eliminar la contaminacion por ADN gendmico y prevenir la amplificacién

inespecifica durante la gPCR. Se inicio agregando los volumenes que se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Volumenes por reaccion para el tratamiento con DNasa |

Reactivo Cantidades
RNA 1 ug
10 x reaction buffer with MgCl2 1L
DNasa |, RNase-free (EN0521) 1 uL (1U)
DEPC- treated Water (#R0601) To 10 yL

Se procedid a su incubacién a 37°C durante 30 min en el Termociclador Veriti 96-
Well, Applied Biosystems. Terminando este periodo se agreg6é 1 uL de 50 mM

EDTA 'y se procedio a su incubacion en el termociclador a 65°C durante 10 min.
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7.10.3 Retrotrascripcion para la obtencion de ADN complementario

EI ADN complementario se sintetizo utilizando el kit SuperScript® VILO™ cDNA
Synthesis (Invitrogen™; 11754050) preparando cada reaccion con los

volumenes que se menciona en la Tabla 2.

Tabla 2. Volumenes para la reaccion de Retrotrascripcion

Reactivo Cantidades
5X VILO™ Reaction Mix 4 uL
10X SuperScript™ Enzyme Mix 2 uL
RNA (up to 2.5 ug) X ML
DEPC-treated water To 20 uL

Se mezcld gentilmente y se realizaron las respectivas incubaciones en el equipo
Termociclador Veriti 96-Well, Applied Biosystems configurado de la siguiente
manera: Paso 1 (25°C durante 10 minutos), Paso 2 (42°C durante 60 minutos),

Paso 3 (85°C durante 5 minutos).

7.10.4 Cuantificacion de la expresion de bdnf y gad 1.

Para finalmente realizar la cuantificacion de la expresion de los genes blanco, se
utilizoé el Kit Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems™; 4385612)

utilizando los volumenes que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Volumenes por reaccion de amplificacién en tiempo real (Volumen

final 10 pL)
Reactivo Cantidades
Fast SYBR® Green Master Mix (2X) S ML
Forward and Reverse Primers (10 uM) 0.2 uL
ADNCc (hasta 20 ng) 1L
DEPC-treated water 3.6 uL

Las reacciones fueron preparadas en una placa de MicroAmp™ Fast Optical 96-
Well Reaction Plat en el StepOne and StepOnePlus Real-Time PCR Systems de
Applied Biosystems. Se evalud la expresion del ARNm de los genes relacionados
a neuroplasticidad (bdnf) y sistema GABAérgico (gad 1) con los primers que se
muestran en la tabla 4, los cuales fueron obtenidos de bibliografia, en los cuales

se reportd una eficiencia adecuada como el analisis de las curvas Melt con 1 solo
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pico (Son et al., 2015; Urrutia et al., 2016). Se utiliz6 como gen endégeno GAPDH
y se cuantificd relativamente su expresion por el método 24T, Todos los primers
se adquirieron de la casa comercial T4 oligo.

Tabla 4. Primers a utilizar para la amplificaciéon de la expresion génica del
gen bdnf exén IV y gad 1 en la cepa C57BL/6 Mus Musculus

Gen Secuencia Referencia
Bdnf F 5-AGCATGAAATCTCCCAGCCT-3’ Son et al.
(exon IV) | R 5-CGGTCCCCAAGGTTCTAGAC-3’ (2015)
Gad 1 F | 5-AAG GAC CAATAG CCT GGAAGA-3’ Urrutia et al.
(gad 67) | R | 5-GTT GGAGAAGTC GGT CTC TGT -3 (2016)
Gapdh F 5-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3 N/A
R | 5-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3’

7.11 Analisis estadistico
Todos los datos fueron analizados utilizando el software estadistico GraphPad

Prism (versidon 8.0.2). En primer lugar, se determind la distribucién de las variables
mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Las comparaciones
estadisticas entre los grupos de estudio se efectuaron empleando la prueba t de
Student para muestras independientes (en el caso de datos paramétricos) o la
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (para datos que no seguian una
distribucién normal). Los valores se expresaron como media + error estandar de
la media (SEM) / o mediana con rango intercuartilico segun la normalidad
obtenida. Un valor de p < 0.05 fue considerado como estadisticamente

significativo.
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8. RESULTADOS

7.1 La separacion materna impredecible y estrés impredecible (MSUS) en
etapas posnatales induce comportamiento similar a la ansiedad en la vida
adulta.

Para medir el efecto de la adversidad en la vida temprana se expuso al grupo
tratado al paradigma de separacion materna impredecible y estrés impredecible
(MSUS) midiendo su conducta en la vida adulta (PND 90 F1 y PND 65 F2). Por
ende, para identificar una conducta similar a la ansiedad en nuestro modelo se
implementd una bateria conductual, donde la primera prueba analizada fue
laberinto elevado (EPM), dentro de los valore obtenidos se encontré unas
diferencias estadisticamente significativas. Se identifico que los ratones que
sufrieron el estrés en la vida temprana por MSUS demuestran una disminucién
significativa en el tiempo que pasan en los brazos abiertos (p = 0.0067; Figura
6A) y en la cantidad de transiciones reales (p = 0.0158; Figura 6C), de la misma
manera se encontré que dichos ratones pertenecientes a MSUS presentaron un
aumento significativo en el tiempo que disponen en los brazos cerrados (p =
0.0134; Figura 6B) al ser comparados con el control que no sufrié ninguna

manipulacion durante su desarrollo.
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Figura 6. Efecto de la separacion materna impredecible y estrés
impredecible en la conducta similar a la ansiedad en la generacion F1 en la
prueba conductual de Laberinto elevado (EPM). Los paneles representan las
variables registradas durante la prueba: A) tiempo de permanencia en brazos
abiertos expresado en segundos (s), B) tiempo de permanencia en brazos
cerrados en segundos (s), y C) numero de transiciones reales realizadas entre
los brazos. La diferencia entre grupos se analizé6 mediante la prueba la U - Mann
Whitney para analizar la diferencia entre grupos. Los asteriscos representan (#)
0.05<p<01,(*)p<0.05 (*p<0.01, (™) p <0.001, (ns) no significativo.
Control, n = 16; MSUS, n = 14 donde cada punto representa los valores
individuales de cada sujeto y las barras indican la mediana con rango
intercuartilico.

Los ratones macho y hembras bajo estrés por MSUS no mostraron alteraciones
en la distancia total (p = 0.4961; Figura 7A), frecuencia en la periferia (p = 0.3997;
Figura 7B) ni tiempo de inmovilidad (p = 0.6155; Figura 7C) durante la prueba de
campo abierto.
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Figura 7. Efecto de la separacion materna impredecible y estrés
impredecible en la conducta similar a la ansiedad en la generacion F1 en la
prueba conductual de Campo abierto (OF). Los paneles representan las
variables registradas durante la prueba: A) Distancia recorrida tiempo de
expresado en milimetros (mm) como medida de locomocién, B) Frecuencia en la
periferia (%), y C) Tiempo de inmovilidad expresado en segundos (s). La
diferencia entre grupos se analizé6 mediante la prueba t de Student para muestras
independientes en A) y U - Mann Whitney en B) y C). Control, n = 16; MSUS, n
= 14 donde cada punto representa los valores individuales de cada sujeto
expresados como media + SEM para A) y mediana con rango intercuartilico en
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B) y C). Los asteriscos representan (#) 0.06 <p < 0.1, (*) p < 0.05, (**) p < 0.01,
(***) p < 0.001, (ns) no significativo.

Por otro lado, en la prueba de caja luz-oscuridad (LDB) se observaron cambios
significativos en el tiempo de la latencia (p = 0.0116; Figura 8A), caracterizados
por un aumento en el tiempo que tarda el organismo en salir por primera vez a
la zona iluminada en el grupo expuesto a estrés temprano por MSUS. Sin
embargo, dicha significancia no se observo en el tiempo de permanencia total en

la zona iluminada para los ratones de este grupo (p = 0.3083; Figura 8B).

2
L

ns

w -
400- * - 300 —
O — s .
S 300- s =
S € 200
[] =
® = @
< 200- g
© [ ) [ ]
o . c 1004 8° ",
g 1004 ° o S22
o 8
a 5
0- |: 0- o
PN o
& ¢ & ¢
> >
S S

Figura 8. Efecto de la separaciéon materna impredecible y estrés
impredecible (MSUS) en la conducta similar a la ansiedad en la generacion
F1 en la prueba conductual de Caja luz - obscuridad (OF). Los paneles
representan las variables registradas durante la prueba: A) tiempo de latencia en
salir a la zona iluminada mostrada en segundos (s) y B) El tiempo en zona
iluminada mostrada en segundos (s). La diferencia entre grupos se analizé
mediante la prueba U - Mann Whitney. Control, n = 16; MSUS, n = 14 donde
cada punto representa los valores individuales de cada sujeto expresados como
mediana con rango intercuartilico (IQR). Los asteriscos representan (#) 0.05 < p
<0.1, (*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p < 0.001, (ns) no significativo.

Finalmente, se calculé el indice de emocionalidad integral (Z-score de
emocionalidad) mediante la unificacion de todos los parametros de la bateria
conductual, complementado con un andlisis individualizado para cada
paradigma. De manera global, se observé una tendencia hacia el incremento en
el puntaje de emocionalidad en los roedores sometidos al modelo MSUS (p =

0.0787; Figura 9A). Sin embargo, al desglosar los valores por prueba, se denoté
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que el grupo MSUS presentd un aumento significativo exclusivamente en el Z-
score del laberinto elevado (Z-EPM) en comparacién con el grupo control (p =
0.0107; Figura 9B). Este comportamiento diferencial no se replicé en las pruebas
de campo abierto (OF) ni en la caja de luz-oscuridad (LDB), donde no se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre ambas condiciones

experimentales (p = 0.4741; Figura 9C y p = 0.1225; Figura 9D respectivamente).
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Figura 9. Indices de estandarizacion (Z-score) conductual y de
emocionalidad integral en ratones de la generacion F1 expuestos a MSUS.
Los paneles muestran los valores individuales estandarizados para cada prueba
neuroconductual: A) Z — score de Emocionalidad Integral, calculado mediante la
integracion matematica de los parametros anteriormente obtenidos de la bateria
conductual, B) Z — score Laberinto Elevado (Z — EMP), C) Z — score Campo
Abierto (Z — OF) y D) Z — score Caja Luz Obscuridad (Z — LBD). La diferencia
entre grupos se analiz6 mediante la prueba t de Student para muestras
independientes en A) y U - Mann Whitney de B — D). Control, n = 16; MSUS, n =
14 donde cada punto representa los valores individuales de cada sujeto
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expresados como media + SEM para A) y mediana con rango intercuartilico
(IQR). para B — C). Los asteriscos representan (#) 0.05 <p < 0.1, (*) p < 0.05,
(**) p < 0.01, (***) p < 0.001, (ns) no significativo.

7.2La exposicion al estrés por separaciéon materna impredecible y estrés
impredecible (MSUS) promueve el desarrollo de conductas de tipo
ansiedad en hembras F1.
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Figura 10. Indices de estandarizacién (Z-score) conductual y de
emocionalidad integral en ratones de la generacion F1 expuestos a MSUS
por sexo. Los paneles muestran los valores individuales estandarizados para
cada prueba neuroconductual en machos y hembras: A — B) Z — score de
Emocionalidad Integral, calculado mediante la integracion matematica de los
parametros anteriormente obtenidos de la bateria conductual de hembras y
machos respectivamente. C — E) Se muestra para el sexo de hembras los valores
obtenidos del Z — score Laberinto Elevado (Z — EMP), Z — score Campo Abierto
(Z - OF) y Z— score Caja Luz Obscuridad (Z — LBD) respectivamente. F— H) Se
muestra para el sexo de machos los valores obtenidos del Z — score Laberinto
Elevado (Z — EMP), Z — score Campo Abierto (Z — OF) y Z — score Caja Luz
Obscuridad (Z — LBD) respectivamente. La diferencia entre grupos se analizo
mediante la prueba U - Mann Whitney de A, C y F) y la prueba t de Student para
muestras independientes en B, D, E, G y H). Hembras: Control, n = 7; MSUS, n
= 10; Machos: Control, n = 7; MSUS, n = 4, donde cada punto representa los
valores individuales de cada sujeto expresados como media £+ SEM para B, D,
E, G y H) y mediana con rango intercuartilico (IQR) para A, C y F). Los asteriscos
representan (#) 0.05 <p < 0.1, (*) p <0.05, (**) p <0.01, (***) p < 0.001, (ns) no
significativo.

Derivado de los hallazgos significativos observados en diversos parametros del
laberinto en cruz elevado y la caja de luz-oscuridad, asi como en los indices
globales (Z - score de emocionalidad y Z-EPM), se procedié a evaluar si el
impacto de la separacién materna y el estrés impredecible (MSUS) presentaba
un componente de dimorfismo sexual. Con este propdsito, se estratificaron y
analizaron de manera independiente los Z — score tanto de la emocionalidad
integral como de cada prueba conductual, con el fin de determinar la existencia
de una susceptibilidad diferencial entre ratones macho y hembras sometidas a
estrés en la vida temprana. Se observo que las hembras sometidas al paradigma
MSUS presentaron una tendencia al incremento en el Z-score compuesto de
emocionalidad (p = 0.0831; Figura 10A). Aunado a esto, se registré un aumento
estadisticamente significativo en los puntajes Z de la prueba de laberinto elevado
(p = 0.0274; Figura 10C) y de la caja de luz-oscuridad (p = 0.0351; Figura 10E);
en contraste, no se detectaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales en la prueba de campo abierto (p = 0.1648; Figura 10D). Por el
contrario, el analisis de los machos sometidos a la misma bateria conductual no
reveld modificaciones significativas en el Z-score de emocionalidad (p = 0.8016;

Figura 10B), ni en los puntajes estandarizados de laberinto elevado (p = 0.1424;
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Figura 10F), campo abierto (p = 0.7011; Figura 10G) o caja de luz-oscuridad (p
= 0.5114; Figura 10H).

7.3Los descendientes de ratones que sufrieron separacion materna
impredecible y estrés impredecible no conservan la conducta similar a la

ansiedad en la vida adulta

Una vez demostrado unicamente la susceptibilidad del estrés en la vida
temprana en las hembras a nivel fenotipica de la conducta similar a la ansiedad,
se procedioé a examinar la herencia de dicho efecto a la descendencia a partir de
la linea materna, para ello se seleccionaron las 4 hembras mas ansiosas por
medio del Z-score de emocionalidad, mientras que para el control se opto por las
4 hembras con menor comportamiento similar a la ansiedad. En la prueba de
Laberinto Elevado se identificd que los ratones descendientes de progenitores
que sufrieron el estrés en la vida temprana por MSUS no mostraron diferencias
significativa en el tiempo que pasan en los brazos abiertos (p = 0.3343; Figura
11A), en el tiempo que disponen en los brazos cerrados (p = 0.2053; Figura 11B)
y en la cantidad de transiciones reales (p = 0.7946; Figura 11C) al ser
comparados con los ratones descendientes de progenitores controles que no

sufrid ninguna manipulacién durante su desarrollo.
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Figura 11. Analisis de la conducta tipo ansiedad en la descendencia (F2)
procedentes de ratones sometidos a separacion materna impredecible y
estrés impredecible en la prueba conductual de Laberinto elevado (EPM).
Los paneles representan las variables registradas durante la prueba: A) tiempo
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de permanencia en brazos abiertos expresado en segundos (s), B) tiempo de
permanencia en brazos cerrados en segundos (s), y C) numero de transiciones
reales realizadas entre los brazos. La diferencia entre grupos se analizo
mediante la prueba la U - Mann Whitney para analizar la diferencia entre grupos.
Control, n = 23; MSUS, n = 26 donde cada punto representa los valores
individuales de cada sujeto y las barras indican la mediana con rango
intercuartilico. Los asteriscos representan (#) 0.06 <p < 0.1, (*) p <0.05, (**) p <
0.01, (***) p < 0.001, (ns) no significativo.
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Figura 12. Andlisis de la conducta tipo ansiedad en la descendencia (F2)
procedentes de ratones sometidos a separacion materna impredecible y
estrés impredecible en la prueba de campo abierto (OF). Los paneles
representan las variables registradas durante la prueba: A) Distancia recorrida
tiempo de expresado en milimetros (mm) como medida de locomocion, B)
Frecuencia en la periferia (%), y C) Tiempo de inmovilidad expresado en
segundos (s). La diferencia entre grupos se analiz6 mediante la prueba t de
Student para muestras independientes en A) y U - Mann Whitney en B) y C).
Control, n = 23; MSUS, n = 26 donde cada punto representa los valores
individuales de cada sujeto expresados como media + SEM para A) y mediana
con rango intercuartilico en B) y C). Los asteriscos representan (#) 0.05 < p <
0.1, (*) p <0.05, (**) p < 0.01, (***) p < 0.001, (ns) no significativo.

En la prueba de campo abierto, no se encontraron diferencias significativas en la
distancia total recorrida (p = 0.2839; Figura 12A), la frecuencia de visitas a la
periferia (p = 0.3671; Figura 12B) o el tiempo de inmovilidad (p = 0.5346; Figura
12C). De manera homologa, en el paradigma de caja luz-oscuridad no se

registraron variaciones estadisticas en la latencia de emergencia (p = 0.7469;
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Figura 13A) ni en el tiempo de permanencia en la zona iluminada (p = 0.2839;

Figura 13B) en los descendientes de progenitores que sufrieron de MSUS.
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Figura 13. Andlisis de la conducta tipo ansiedad en la descendencia (F2)
procedentes de ratones sometidos a separacion materna impredecible y
estrés impredecible en la prueba de caja luz — obscuridad (LDB). Los
paneles representan las variables registradas durante la prueba: A) tiempo de
latencia en salir a la zona iluminada mostrada en segundos (s) y B) El tiempo en
zona iluminada mostrada en segundos (s). La diferencia entre grupos se analizé
mediante la prueba U - Mann Whitney. Control, n = 23; MSUS, n = 26 donde
cada punto representa los valores individuales de cada sujeto expresados como
mediana con rango intercuartilico (IQR). Los asteriscos representan (#) 0.05 < p
<0.1, (%), p<0.05, (**), p <0.01, (***), p <0.001 y (ns) no significativo.
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Figura 14. Analisis de los niveles de emocionalidad integral en la
descendencia de ratones sometidos a separacion materna impredecible y
estrés impredecible. Los paneles muestran los valores individuales
estandarizados para cada prueba neuroconductual: A) Z — score de
Emocionalidad Integral, calculado mediante la integracion matematica de los
parametros anteriormente obtenidos de la bateria conductual, B) Z — score
Laberinto Elevado (Z — EMP), C) Z — score Campo Abierto (Z — OF) y D) Z -
score Caja Luz Obscuridad (Z — LBD). La diferencia entre grupos se analizo
mediante la prueba t de Student para muestras independientes de A—B) y U -
Mann Whitney de B — D). Control, n = 23; MSUS, n = 26 donde cada punto
representa los valores individuales de cada sujeto expresados como media *
SEM para A — B) y mediana con rango intercuartilico (IQR) para C — D). Los
asteriscos representan (#) 0.05 <p < 0.1, (*) p < 0.05, (**) p <0.01, (*™) p <
0.001, (ns) no significativo.

Como ultimo analisis conductual, se determinaron los indices de emocionalidad
global y por paradigma conductual en los descendientes de la generacién F2,
con el objetivo de verificar la consistencia intergeneracional de las variables
analizadas. El perfil estandarizado confirmd la ausencia de cambios significativos
en el Z-score integrado de emocionalidad (p = 0.6536; Figura 14A), asi como en
los puntajes individuales de laberinto elevado (p = 0.2536; Figura 14B), campo
abierto (p = 0.4176; Figura 14C) y caja de luz-oscuridad (p = 0.3730; Figura 14D)

7.4 El estrés temprano promueve un incremento intergeneracional en la
expresion del exén IV de bdnf en la corteza cerebral sin alterar los niveles
de Gad 1
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Una vez analizando el efecto de la separacion materna impredecible con estrés
impredecible se continuo con su analisis molecular para identificar los posibles
cambios que podria generar el estrés por la adversidad en la vida temprana
sobre la expresidon génica en la corteza cerebral. Por ello, se midio la expresién
relativa de ARNm de dos genes clave ampliamente reportados en la literatura
por su participacion en la plasticidad sinaptica y la regulacion del equilibrio en el
sistema E/I en la modulacién del estrés, dentro de estos se analizo el exon IV de
Bdnfy Gad1.

Al evaluar el exén IV de Bdnf, se observd que la generacion F1 no presento
diferencias significativas en la expresion relativa del ARNm entre el grupo MSUS
y el grupo control (Figura 15; p = 0.1160). En contraste, la generacion F2
expuesta al estrés de manera indirecta mostro un incremento estadisticamente
significativo en la expresion de este trascripto en comparacion con su respectivo
control (Figura 15; p =0.0017)
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15. Efecto de la separaciéon materna impredecible y estrés

impredecible. sobre la expresion relativa de ARNm de BDNF exén IV en la
corteza cerebral a través de las generaciones F1y F2.
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La expresion de ARNm fue evaluada mediante RT-qPCR en ratones hembra. La
diferencia entre grupos se analizé6 mediante la prueba t de Student para muestras
independientes. Generacion F1: Control, n = 4, MSUS, n = 5; Generacion F2:
Control, n = 4; MSUS, n = 4 donde cada barra representa los valores individuales
de cada sujeto expresados como media + SEM. Los asteriscos representan (#)
0.06<p<0.1, (*) p<0.05 (**) p<0.01, (***) p < 0.001, (ns) no significativo.

Po otra parte, la evaluacion de la expresion relativa de Gad 1 en la misma regién
cerebral no revelo cambios estadisticamente significativos en ninguna de las
generaciones evaluadas (Figura 16). En la generacion F1, la comparacion entre
grupo MSUS vy el grupo control no mostraron variaciones respecto a los niveles
de expresion (p= 0.5921). De manera similar, en la generacion F2, los niveles de
ARNm de Gad? en el grupo MSUS se mantuvieron equivalentes a los

observados en el grupo control (p= 0.8084)
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Figura 16. Efecto de la separacion materna impredecible y estrés
impredecible. sobre la expresion relativa de ARNm de gad 1 en la corteza
cerebral a través de las generaciones F1y F2.

La expresion de ARNm fue evaluada mediante RT-qPCR en ratones hembra. La
diferencia entre grupos se analiz6 mediante la prueba t de Student para muestras
independientes. Generacién F1: Control, n = 4; MSUS, n = 5; Generaciéon F2:
Control, n = 4; MSUS, n = 4 donde cada barra representa los valores individuales
de cada sujeto expresados como media + SEM. Los asteriscos representan (#)
0.06<p<0.1,(*) p<0.05 (**) p<0.01, (***) p < 0.001, (ns) no significativo.
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9. DISCUSION

La adversidad en la vida temprana ha sido considerada como un factor de riesgo
bien establecido que incrementa la susceptibilidad a los individuos a un problema
de salud mental, asociada principalmente con la depresion, trastornos de
ansiedad y trastorno de estrés postraumatico (TEPT) en la edad adulta, o con
alteraciones duraderas en los procesos cognitivos relacionados con la memoria
(Abate et al., 2024; Hanert & Pedersen, 2026). En este trabajo, evaluamos el
efecto de un modelo animal analogo a la adversidad en la vida temprana de los
humanos basada en la separaciéon materna y todo el contexto de adversidad que
conlleva dicho modelo sobre la conducta similar a la ansiedad en roedores y su
posible herencia a la descendencia. Se identifico que la separacion materna en
periodos criticos del desarrollo como lo es la etapa postnatal temprana es un
factor desfavorable para el desarrollo del cerebro, alterando los circuitos que
sostienen la funciéon cognitiva y emocional a lo largo de toda la vida
manifestandose con fenotipos conductuales alterados, principalmente
destacamos que el estrés en esta etapa genera una vulnerabilidad en los ratones
que sufrieron separacidon materna bajo MSUS observandose una dismorfia
sexual en la hembras, las cuales al ser analizadas por separado son las que
presentaron un comportamiento similar a la ansiedad. Ademas, se examiné la
segunda generacion para identificar una herencia intergeneracional de dicho
comportamiento tipo ansioso, sin embargo, en esta generacion no se encontro

el mismo efecto que en la generacion F1.

Dentro de los primeros resultados en los ratones bajo un entorno adverso, es
decir, provenientes de la separacion materna bajo el paradigma de MSUS,
presentaron alteraciones en la conducta evidenciadas por la prueba de laberinto
elevado y caja luz - obscuridad, de los cuales se mantuvieron robustas tras su
estandarizacion mediante el indice de Z - emocionalidad y Z — EPM reflejando
un comportamiento similar a la ansiedad. Este hallazgo sugiere que el estrés en
la vida temprana podria estar contribuyendo con cambios neurobiolégicos
persistentes que incrementan la vulnerabilidad a una conducta tipo ansiosa (Rice

et al., 2008). A diferencia de los protocolos convencionales, u otro tipo de
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paradigma, el modelo MSUS combina el aislamiento en horarios impredecibles
con estresores directos a la madre, lo que evita la habituacién de las crias y
genera una dinamica de crianza erratica que simula un entorno de negligencia
cronica y caotica. Ademas, la impredecibilidad de la separacién es podria ser la
responsable de exacerbar los defectos conductuales, debido a que la
observacion previa donde el estrés cronico en los roedores ha sido un factor mas
perjudicial cuando es impredecible que cuando es predecible (Araujo et al.,
2003), incluso en humanos la imprevisibilidad de las sehales parentales y del
hogar ha sido expresado como el predictor mas fuerte de la funcion ejecutiva
(Short et al., 2024).

Al romper la predictibilidad del vinculo y la ausencia materna, se activan
respuestas neuroinflamatorias, neuroendocrinas y de actividad eléctrica
neuronal para regular el estrés (Y. Zhang et al.,, 2024); cuando estas
perturbaciones ocurren durante periodos criticos del desarrollo, se altera
patologicamente la maduracion normativa del sistema nervioso (Coley et al.,
2019). De este modo, la fragmentacién de la interaccion madre-cria sugiere que
la calidad y predictibilidad del vinculo, mas que la cantidad total de tiempo
compartido es el factor determinante en la programacién del fenotipo ansioso
observado en la descendencia (Rice et al., 2008). Esto es consistente debido a
que, en especies altriciales, el contacto materno regula la homeostasis del
neonato mediante estimulos multisensoriales (Graf et al., 2022). Aunque el
apego emerge de forma robusta para asegurar la supervivencia, incluso bajo
condiciones de maltrato, la adversidad temprana interrumpe el procesamiento de
estas sefales, alterando el desarrollo de los circuitos cerebrales del miedo y
programando una vulnerabilidad persistente hacia psicopatologias afectivas
(Opendak et al., 2020).

La literatura ha reportado por diferentes parametros en distintas pruebas
conductuales alteraciones a nivel de la conducta en murinos debido al efecto de
la adversidad en la vida temprana. Estudios previos han reportado que la
separacion materna en ratones incrementa significativamente el comportamiento
tipo ansiedad en la vida adulta, evidenciado por una reduccién en el tiempo de
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permanencia en los brazos abiertos del EPM. Se ha sugerido que las
alteraciones en la actividad neuronal y en la transmision sinaptica de las
neuronas piramidales de la amigdala basolateral (BLA PN) son responsables de
este fenotipo (Qin et al., 2021). De manera consistente, variantes metodologicas
mas severas, como el modelo de separacion materna con destete temprano
(MSEW), provocan un incremento robusto y reproducible de la ansiedad en
ratones macho. Este efecto ha sido validado en cohortes independientes que
replican de forma sistematica la disminucién en las entradas a los brazos abiertos
y el aumento en el tiempo en los brazos cerrados del EPM; alteraciones
conductuales que, a nivel de circuito, se vinculan con oscilaciones neuronales

anoémalas en el hipocampo ventral (vHIP) (Murthy et al., 2019).

Al contrastar nuestros hallazgos en otras pruebas conductuales con la literatura,
emergen divergencias metodoldgicas clave. Por un lado los ratones macho
Balb/cJ expuestos a la separacion materna exhiben un comportamiento similar
a la ansiedad aumentado en las pruebas de campo abierto (redujo
significativamente el tiempo en la zona central) y caja luz/oscuridad (menos
tiempo en el compartimento iluminado de la caja), sin embrago en este estudio
no se observaron diferencias en el EPM (Malcon et al., 2020), Esta discrepancia
con nuestros datos se podria deber a un efecto de cepa-dependencia ya que la
cepa BalB/cJ posee un trasfondo basal de alta reactividad al estrés y neofobia
comparado con la cepa C57B/L6. Por otro lado, resulta fundamental discutir la
discrepancia con el trabajo de Weiss et al. (2011), el cual comparte una alta
homologia con nuestro disefio experimental al emplear el paradigma MSUS en
ratones C57BL/6. Mientras que nuestro estudio identificd una evitacion clasica
del riesgo (menor tiempo en brazos abiertos), Weiss et al. reportaron que el
estrés cronico e impredecible exacerba las respuestas conductuales en entornos
desconocidos, induciendo un aparente efecto "ansiolitico" caracterizado por un
incremento en el tiempo en los brazos abiertos del EPM. Lejos de ser una
contradiccion biolégica, este fendmeno ha sido descrito como una alteracion en
los mecanismos de evaluacién del riesgo, dejando incapaces a los ratones de

evaluar cuidadosamente territorios amenazantes.
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La implementacion del Z-score en pruebas de comportamiento reduce
drasticamente el ruido metodoldgico y la variabilidad intrinseca del ensayo,
incrementando la potencia estadistica y la robustez de los datos en comparacion

con el analisis de parametros aislados.

Para reducir drasticamente el ruido metodologico y la variabilidad intrinseca del
ensayo, se implemento la estandarizacion de los datos mediante el Z-score para
obtener un indice compuesto de ansiedad (Z-emocionalidad) y puntuaciones
individuales por prueba conductual incrementando la potencia estadistica y la
robustez de los datos en comparacion con el analisis de parametros aislados
(Guilloux et al., 2011). El analisis global revel6 una tendencia al incremento en el
puntaje de Z-emocionalidad en el grupo MSUS. Aunque en nuestro estudio este
indice compuesto no alcanzé significancia estadistica, la direccion del efecto
reproduce consistentemente el fenotipo de ansiedad descrito por Orso et al.
(2020) quienes emplearon la misma bateria de pruebas para el calculo de dicha
puntuacion integral. Cabe destacar que en dicho estudio el efecto pudo verse
exacerbado debido a la incorporacién del paradigma de material de cama
limitada, el cual actua como un estresor cronico adicional para las crias durante

el desarrollo postnatal.

Conceptualmente, los paradigmas empleados en el presente estudio se basan
en la libre exploracion de entornos novedosos para medir la ansiedad. Sin
embargo, se ha demostrado que diferentes pruebas de ansiedad (entre ellas, el
EPM, OF vy la caja de luz-oscuridad) parecen medir distintos componentes del
comportamiento similar a la ansiedad, dado que los parametros utilizados
habitualmente en estas pruebas presentan una baja correlacién entre ellos (Van
Gaalen & Steckler, 2000). Si bien las tres pruebas se basan en el conflicto de
"aproximacion-evitacion", cada tarea genera una amenaza distinta para el
animal, que consiste en: un espacio amplio y desprotegido en el OF, un area
elevada e insegura basada en la aversion natural de los roedores a las alturas y

los espacios abiertos en el EPM, y un espacio muy iluminado en la caja de luz-
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oscuridad debido a la naturaleza aversiva de un area abierta y brillantemente
iluminada (Malcon et al., 2020). Estas diferencias en la forma en que cada tarea
impone una amenaza a los roedores explican por qué observamos diferencias al
evaluar al grupo MSUS. El hecho de que las alteraciones se manifestaran
exclusivamente en el Z-score del laberinto elevado sugiere que el estrés en la
vida temprana reconfiguré a los ratones hacia un miedo mas especifico ante

situaciones de altura y espacios abiertos, mas que a una ansiedad generalizada.

La selectividad observada en nuestros resultados coincide con el metaanalisis
de D. Wang et al. (2020), el cual reporta una alta heterogeneidad en las
respuestas debido a la variabilidad en los protocolos de separacion materna, la
cepa o especie, el sexo y la prueba conductual utilizada. Estos autores sefalan
que dichas divergencias no implican que los ratones sean modelos inadecuados
para estudiar el estrés temprano, sino que la evaluacion de sus conductas
defensivo-exploratorias representa un desafio metodolégico que requiere una
mejor estandarizacion y un mayor tamafio de muestra. Bajo esta perspectiva, se
sugiere que el fenotipo en ratones podria requerir de un "segundo golpe" (second
hit) en la edad adulta como la derrota social (Jaric et al., 2019; Pefa et al., 2017)
o la combinacion simultanea de estresores posnatales, como acoplar material de
cama limitada con la separaciéon materna (Orso et al., 2020) para desencadenar

respuestas de ansiedad robustas y generalizadas tanto en el OF como en el LDB.

Al evaluar el impacto del sexo en el fenotipo conductual, los resultados obtenidos
revelaron que el efecto de MSUS estuvo impulsado de manera exclusiva por las
hembras, siendo el unico grupo que manifestd una tendencia en aumento en el
indice de emocionalidad (Z- emocionalidad) y un aumento significativo en el Z-

score de laberinto elevad y caja luz — oscuridad.

Un de los aspectos importantes a considerar fue la diferenciacion del efecto
sobre cada sexo, el propoésito principal era saber cual linea seria la seleccionada
para seguir la trasmision del fenotipo tipo ansioso. No obstante, al evaluar el
impacto del sexo en el fenotipo conductual, nuestros resultados revelaron que el

efecto del MSUS estuvo impulsado de manera selectiva por las hembras. Esta
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susceptibilidad dismorfica coincide con la literatura clinica y preclinica, la cual
establece que el impacto de la adversidad temprana depende criticamente de la
etapa del desarrollo en la que ocurre; mientras que los machos muestran una
vulnerabilidad preferencial ante el estrés prenatal debido a una desventaja
placentaria (Bale, 2016), los modelos de estrés posnatal sugieren una mayor
susceptibilidad en las hembras (Davis & Glynn, 2024; Short et al., 2024). Bajo
esta perspectiva, se ha descrito que las fluctuaciones de las hormonas
esteroideas a lo largo de la vida influyen directamente en la salud cerebral y
contribuyen al riesgo de desarrollar patologias psiquiatricas, por lo que es crucial
considerar los efectos especificos de sexo (Lee et al., 2025). En alineacién con
esto, Jaric et al. (2019) demostraron que las experiencias adversas durante la
infancia interrumpen de forma especifica el papel protector que ejercen los
estrogenos en el cerebro femenino, promoviendo una vulnerabilidad que
mimetiza los estados de bajo estrogeno. Dado que estas variaciones endocrinas
modulan de manera directa la exploracién en pruebas de conflicto como el EPM
y el campo abierto, la desregulacion de este mecanismo inducida por el MSUS
explica por qué el fenotipo ansioso se manifest6 de forma exclusiva en las

hembras de nuestro estudio.

Una vez establecido que la adversidad manifestaba una conducta similar a la
ansiedad de manera selectiva en las hembras de la generacién F1, se quiso
examinar la posible transmisién hereditaria de este fenomeno. Diversos estudios
han demostrado que la separacion materna impredecible (MSUS),
particularmente en ratones C57BL/6, es uno de los modelos intergeneracionales
y transgeneracionales mas utilizados para reproducir el impacto del estrés
temprano, afectando tanto el neurodesarrollo de la descendencia como sus
conductas sociales, metabdlicas o cognitivas. Al respecto, la literatura reporta
que los rasgos conductuales de la F1 se transmiten con éxito a la generacion F2;
especificamente en el laberinto elevado (EPM), donde los ratones F2
procedentes de la linea de estrés muestran una menor latencia para ingresar a
los brazos abiertos pero una actividad locomotora normal, asi como un mayor

tiempo de permanencia en el compartimento iluminado de la caja de luz-
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oscuridad (Gapp, Jawaid, et al., 2014). Incluso, estudios basados en cohortes
transversales masivas procedentes de cruces realizados con diez afos de
diferencia por distintos investigadores, demuestran que estas alteraciones
conductuales se transmiten de forma persistente hasta la tercera generacion
(F3), respaldando la solidez del MSUS como un modelo robusto de herencia
transgeneracional (Van Steenwyk et al., 2018). Sin embargo, nuestros resultados
en la generacion F2 resultan aparentemente contradictorios con estos reportes
previos, ya que los descendientes evaluados bajo nuestro disefio no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los parametros
individuales de la bateria conductual, ni en los indices compuestos de
emocionalidad. Esta discrepancia se fundamenta criticamente en el disefio del
linaje y la ruta de transmision seleccionada. Mientras que la literatura clasica del
modelo MSUS, fundamenta la evaluacion de las generaciones F2 y F3
exclusivamente a través de la via paterna para aislar el impacto epigenético
gamético de los machos, nuestro estudio continué la descendencia por via
materna. Al evaluar el linaje por la linea de las hembras, se incorpora la influencia
directa del entorno de cuidado posnatal proporcionado por la madre F1. Dado
que las hembras F1 en nuestro disefio no fueron expuestas a estresores durante
su etapa reproductiva ni durante la crianza de sus camadas, el despliegue de
cuidados maternos estables podria estar funcionando como un mecanismo de
amortiguacion conductual capaz de contener la manifestacién de la ansiedad
basal en la F2. No obstante, la ausencia de variaciones a nivel conductual en la
F2 no implica necesariamente una interrupcion en la transferencia bioldgica del
estrés. El estudio de Franklin et al. (2010a) determind que la herencia
transgeneracional del trauma opera a través de un modo complejo, no lineal y
dependiente del sexo. Los autores demostraron que existen subgrupos dentro
de la descendencia que no externalizan ninguna anomalia en las pruebas
exploratorias, actuando como portadores silenciosos o asintomaticos de
alteraciones especificas. Bajo esta perspectiva, es altamente plausible que
nuestra generacion F2 conserve la huella del MSUS de forma latente en sus
circuitos reguladores, donde los mecanismos de compensacion bioldgica

mantuvieron el fenotipo defensivo encubierto ante la falta de un estresor agudo
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posterior o "segundo golpe" en su vida adulta. Este escenario de latencia
conductual abre el panorama hacia nuestro siguiente objetivo, el cual fue
cuantificar los niveles de expresion génica en genes reguladores clave del tejido
cerebral. Esta aproximacion a nivel molecular es indispensable para determinar
si, a pesar de la normalizacién conductual propiciada por el cuidado y la
estabilidad ambiental de la madre F1, la huella epigenética del MSUS logré
transferirse y consolidarse en la generacion F2, desenmascarando una

vulnerabilidad biolégica silenciosa que las pruebas conductuales no logran.

Se comenzd con la cuantificacidn del nivel de expresion de bdnf, como se
menciond anteriormente, esta neurotrofina es esencial en el desarrollo neuronal,
el mantenimiento y la plasticidad sinaptica, ademas se ha demostrado que la
expresion del gen y proteina cambian significativamente en respuesta al estrés
(Fungaro Rissatti et al., 2024). Por ejemplo, ha sido reportado una disminucién
de la expresion génica de bdnf en respuesta al estrés en la vida temprana en
ratas hembra (Coley et al., 2019). Al evaluar la expresion en nuestro modelo se
encontré un aumento significativo en la expresion relativa del exén IV de BDNF
exclusivamente en la generacion F2 provenientes de hembras que sufrieron
MSUS, mientras que la F1 no tuvo cambios significativos. Este resultado estaria
sugiriendo que la respuesta de bdnf depende de si el estrés se experimentd de
forma directa o heredada. Sin embargo, esta repuesta transcripcional en
aumento se alinea con lo reportado por diversos autores, quienes sefialan que
la induccion de bdnf en regiones corticales y limbicas constituyen un mecanismo
clave a través del cual el sistema nervioso responde dinamicamente ante el

estrés ambiental (Badowska-Szalewska et al., 2021; Chung et al., 2009).

En este sentido la literatura ha demostrado que las variaciones en al expresion
de los trascriptos de bdnf no son estaticos, sino que dependen de la ventana
temporal de evaluacién y la edad del animal de experimentacion. Por ejemplo,
Nair et al. (2007) reportaron que la separacion materna cronica (3 h/dia, PND 2—
14) provoca un incremento selectivo y transitorio en el trascripto que contiene el
exén IV a los PND 21, el cual posteriormente se normaliza en la adultez. De
manera similar Suri et al. (2013) evidenciaron un patrén bimodal dependiente del
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tiempo, donde el estrés temprano incrementa la expresion del exén |V en etapas
jévenes (2 meses), mientras que en la mediana edad (15 meses) este mismo
trascripto disminuye de forma drastica mediante mecanismos de precision
epigenética. La ausencia de cambios significativos en la expresion del exén IV
en la generacion F1 de nuestro modelo coincide con observaciones como las de
O’Sullivan et al. (2011), quienes sefialaron que ciertos paradigmas de separacion
materna no alteran de manera inmediata la trascripcion medida por este
promotor especifico en edades adultas. No obstante, el incremento significativo
observado en la generacién F2 podria estar siguiendo que la experiencia de
estrés intergeneracional podria remodelar la expresion génica por mecanismos
regulatorios epigéneticos de dicha regiéon de bdnf haciéndolo susceptible a una

respuesta de sobreexpresion en la descendencia que no se manifiesta en la F1.

En neurobiologia el aumento de la expresion de bdnf en estructuras del sistema
nervioso central es reconocido como un mecanismo de resiliencia y
neuroproteccion adaptativa, especificamente la sobreexpresion badnf en el eje
HPA es indispensable para prevenir la manifestacion de comportamientos tipos
ansiosos o depresivos frente el estrés (Taliaz et al., 2011). Incluso otros estudios
han reportado que una mayor resistencia al estrés exhibe un incremento
significativo en los niveles de bdnf en areas como el hipocampo y la corteza,
actuando como un amortiguador dinamico frente al impacto de los
glucocorticoides (Schulte-Herbriggen et al., 2006). En este contexto diversos
autores sugieren que este aumento en la expresion del trascripto que contiene
el exdon IV de bdnf podrian representar una respuesta adaptativa del tejido
cerebral para compensar la experiencia adversa recibida directamente en etapas
tempranas o de manera indirecta por via heredada (Nair et al., 2007; Suri et al.,
2013).Sin embargo la efectividad de este mecanismo protector difiere segun el
tipo de exposicion al estresor. De acuerdo con Nair et al. (2007) sugieren que la
experiencia directa de la separacion materna en la vida temprana genera una
impronta en los circuitos neuronales del miedo y del estrés alterando la forma en
que el gen bdnf responde en la vida adulta, aumentando la vulnerabilidad a

presentar un comportamiento andémalo. Esto permite hipotetizar que la
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generacion F1, al haber sufrido el estrés de forma directa, la corteza cerebral no
pudo activar el incremento protector y/o compensatorio del exén IV de bdnf
manteniéndose sin cambios significativos respecto al control, el cual es
necesarios para contrarrestar el estrés derivando en la manifestacion de una
conducta tipo ansiosa. Mientras tanto la generacion F2, aun sin presentar el
trauma muestra un aumento significativo de la expresion del trascripto con el
exon |V de bdnf. La posibilidad de que una marca epigenética heredada induzca
una respuesta compensatoria en la dependencia en lugar de un dafo estructural
se encuentra respaldado por hallazgos como los de Vassoler et al. (2013)
quienes demostraron que la experiencia adversa por consumo de sustancias en
los progenitores reprograma la linea germinal para inducir una sobreexpresion
adaptativa de bdnf en la corteza prefrontal de los descendientes, confiriéndoles

resistencia fenotipica la sustancia.
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10. CONCLUSIONES

. En nuestro modelo el estrés en la vida temprana (MSUS) induce un fenotipo
tipo ansioso en la generacién F1, evidenciado por el aumento significativo en
el Z-score del Laberinto Elevado (EMP) y respaldado por la tendencia en la
emocionalidad global, validando la alteracion una respuesta ante situaciones

de conflicto.

. Las hembras F1 sometidas a estrés en la vida temprana (MSUS) exhibieron
susceptibilidad en el desarrollo de una conducta similar a la ansiedad respecto
a sus controles. Por el contrario, los machos no manifestaron cambios

conductuales significativos en esta bateria conductual

. El comportamiento tipo ansioso en la F1 via materna no fue detectable en la

generacion F2.

. Se observo unicamente la sobreexpresion del trascripto con el exén 1V de Bdnf
en la corteza de la descendencia (F2) sin alteraciones en Gad1; sugiriendo un
posible mecanismo neuroprotector heredado que amortiguo la transmision del

fenotipo tipo ansioso.

72



11. REFERENCIAS

. Abate, B. B., Sendekie, A. K., Merchaw, A., Abebe, G. K., Azmeraw, M.,
Alamaw, A. W., Zemariam, A. B., Kitaw, T. A., Kassaw, A., Wodaynew, T.,
Kassie, A. M., Yilak, G., & Kassa, M. A. (2024). Adverse Childhood
Experiences Are Associated with Mental Health Problems Later in Life: An
Umbrella Review of Systematic Review and Meta-Analysis.
Neuropsychobiology, 84(1), 48—64. https://doi.org/10.1159/000542392

. Adjimann, T. S., Argafaraz, C. V., & Soiza-Reilly, M. (2021). Serotonin-
related rodent models of early-life exposure relevant for neurodevelopmental
vulnerability to psychiatric disorders. In Translational Psychiatry (Vol. 11,
Number 1). Springer Nature. https://doi.org/10.1038/s41398-021-01388-6

. Ali, N. H., Al-Kuraishy, H. M., Al-Gareeb, A. ., Alexiou, A., Papadakis, M.,
AlAseeri, A. A., Alruwaili, M., Saad, H. M., & Batiha, G. E. S. (2024).
BDNF/TrkB activators in Parkinson’s disease: A new therapeutic strategy. In
Journal of Cellular and Molecular Medicine (Vol. 28, Number 10). John Wiley
and Sons Inc. https://doi.org/10.1111/jcmm.18368

. Araujo, A. P.N,, DelLucia, R., Scavone, C., & Planeta, C. S. (2003). Repeated
predictable or unpredictable stress: effects on cocaine-induced locomotion
and cyclic AMP-dependent protein kinase activity. Behavioural Brain
Research, 139(1-2), 75-81. https://doi.org/10.1016/S0166-4328(02)00088-
8

. Bach, S. V., Bauman, A. J., Hosein, D., Tuscher, J. J., lanov, L., Greathouse,
K. M., Henderson, B. W., Herskowitz, J. H., Martinowich, K., & Day, J. J.
(2023). Distinct roles of Bdnf | and Bdnf IV transcript variant expression in
hippocampal neurons. https://doi.org/10.1101/2023.04.05.535694

. Bach, S. V., Bauman, A. J., Hosein, D., Tuscher, J. J., lanov, L., Greathouse,
K. M., Henderson, B. W., Herskowitz, J. H., Martinowich, K., & Day, J. J.
(2024). Distinct roles of Bdnf | and Bdnf IV transcript variant expression in
hippocampal neurons. Hippocampus, 34(5), 218-229.
https://doi.org/10.1002/hipo.23600

73



7. Badowska-Szalewska, E., Lietzau, G., Morys, J., & Kowianski, P. (2021).
Role of brain-derived neurotrophic factor in shaping the behavioural
response to environmental stressors. In Folia Morphologica (Poland) (Vol.
80, Number 3, pp. 487-504). Via Medica.
https://doi.org/10.5603/FM.a2021.0079

8. Bale, T. L. (2016). The placenta and neurodevelopment: sex differences in
prenatal vulnerability. Dialogues in Clinical Neuroscience, 18(4), 459-464.
https://doi.org/10.31887/DCNS.2016.18.4/tbale

9. Bhattacharya, S., Fontaine, A., Maccallum, P. E., Drover, J., & Blundell, J.
(2019). Stress across generations: DNA methylation as a potential
mechanism underlying intergenerational effects of stress in both post-
traumatic stress disorder and pre-clinical predator stress rodent models. In
Frontiers in Behavioral Neuroscience (Vol. 13). Frontiers Media S.A.
https://doi.org/10.3389/fnbeh.2019.00113

10.Castrén, E., & Antila, H. (2017). Neuronal plasticity and neurotrophic factors
in drug responses. In Molecular Psychiatry (Vol. 22, Number 8, pp. 1085—
1095). Nature Publishing Group. https://doi.org/10.1038/mp.2017.61

11.Chen, Y., Zheng, Y., Yan, J., Zhu, C., Zeng, X., Zheng, S., Li, W., Yao, L., Xia,
Y., Su, W. W,, & Chen, Y. (2022). Early Life Stress Induces Different
Behaviors in Adolescence and Adulthood May Related With Abnormal Medial
Prefrontal Cortex Excitation/Inhibition Balance. Frontiers in Neuroscience,
15. https://doi.org/10.3389/fnins.2021.720286

12.Choi, E. J., Taylor, M. J., Hong, S. B., Kim, C., & Yi, S. H. (2018). The neural
correlates of attachment security in typically developing children. Brain and
Cognition, 124, 47-56. https://doi.org/10.1016/j.bandc.2018.04.003

13.Chung, E. K. Y., Bian, Z.-X., Xu, H.-X., & Sung, J. J.-Y. (2009). Neonatal
maternal separation increases brain-derived neurotrophic factor and tyrosine
kinase receptor B expression in the descending pain modulatory system.
Neuro-Signals, 17(3), 213—-221. https://doi.org/10.1159/000224631

14.Coley, E. J. L., Demaestri, C., Ganguly, P., Honeycutt, J. A., Peterzell, S.,
Rose, N., Ahmed, N., Holschbach, M., Trivedi, M., & Brenhouse, H. C.

(2019). Cross-generational transmission of early life stress effects on HPA
74



regulators and bdnf are mediated by sex, lineage, and upbringing. Frontiers
in Behavioral Neuroscience, 13. https://doi.org/10.3389/fnbeh.2019.00101

15.Cunningham, A. M., Walker, D. M., & Nestler, E. J. (2021). Paternal
transgenerational epigenetic mechanisms mediating stress phenotypes of
offspring. In European Journal of Neuroscience (Vol. 53, Number 1, pp. 271—
280). Blackwell Publishing Ltd. https://doi.org/10.1111/ejn.14582

16.Davis, E. P., & Glynn, L. M. (2024). Annual Research Review: The power of
predictability — patterns of signals in early life shape neurodevelopment and
mental health trajectories. Journal of Child Psychology and Psychiatry,
65(4), 508-534. https://doi.org/10.1111/jcpp.13958

17.Endo, N., Makinodan, M., Mannari-Sasagawa, T., Horii-Hayashi, N.,
Somayama, N., Komori, T., Kishimoto, T., & Nishi, M. (2021). The effects of
maternal separation on behaviours under social-housing environments in
adult male C57BL/6 mice. Scientific Reports, 11(1).
https://doi.org/10.1038/s41598-020-80206-3

18.Fleming, T. P., Watkins, A. J., Velazquez, M. A., Mathers, J. C., Prentice, A.
M., Stephenson, J., Barker, M., Saffery, R., Yajnik, C. S., Eckert, J. J.,
Hanson, M. A., Forrester, T., Gluckman, P. D., & Godfrey, K. M. (2018).
Origins of lifetime health around the time of conception: causes and
consequences. In The Lancet (Vol. 391, Number 10132, pp. 1842-1852).
Lancet Publishing Group. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(18)30312-X

19.Franklin, T. B., Russig, H., Weiss, I. C., Grff, J., Linder, N., Michalon, A., Vizi,
S., & Mansuy, I. M. (2010a). Epigenetic transmission of the impact of early
stress across generations. Biological Psychiatry, 68(5), 408-415.
https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2010.05.036

20.Franklin, T. B., Russig, H., Weiss, I. C., Grff, J., Linder, N., Michalon, A., Vizi,
S., & Mansuy, I. M. (2010b). Epigenetic transmission of the impact of early
stress across generations. Biological Psychiatry, 68(5), 408-415.
https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2010.05.036

21.Fungaro Rissatti, L., Wilson, D., Palace-Berl, F., de Mello Ponteciano, B.,
Sardela de Miranda, F., Alece Arantes Moreno, |., dos Santos Vieira, T.,

Pereira Sorroche, B., Rebolho Batista Arantes, L. M., Madeira Alvares da
75



Silva, A., D’Almeida, V., Demarzo, M., & Rodrigues de Oliveira, D. (2024).
BDNF methylation associated with stress in women: Novel insights in
epigenetics and inflammation. Brain, Behavior, & Immunity - Health, 42,
100900. https://doi.org/10.1016/j.bbih.2024.100900

22.Gapp, K., Jawaid, A., Sarkies, P., Bohacek, J., Pelczar, P., Prados, J.,
Farinelli, L., Miska, E., & Mansuy, |I. M. (2014). Implication of sperm RNAs in
transgenerational inheritance of the effects of early trauma in mice. Nature
Neuroscience, 17(5), 667—669. https://doi.org/10.1038/nn.3695

23.Gapp, K., Soldado-Magraner, S., Alvarez-Sanchez, M., Bohacek, J., Vernaz,
G., Shu, H., Franklin, T. B., Wolfer, D., & Mansuy, |I. M. (2014). Early life stress
in fathers improves behavioural flexibility in their offspring. Nature
Communications, 5. https://doi.org/10.1038/ncomms6466

24 Graf, N., Zanca, R. M., Song, W., Zeldin, E., Raj, R., & Sullivan, R. M. (2022).
Neurobiology of Parental Regulation of the Infant and Its Disruption by
Trauma Within Attachment. In Frontiers in Behavioral Neuroscience (Vol.
16). Frontiers Media S.A. https://doi.org/10.3389/fnbeh.2022.806323

25.Grzesinska, A. D. (2025). The Involvement of the Endocannabinoid,
Glutamatergic, and GABAergic Systems in PTSD. In International Journal of
Molecular Sciences (Vol. 26, Number 13). Multidisciplinary Digital Publishing
Institute (MDPI). https://doi.org/10.3390/ijms26135929

26.Guilloux, J.-P., Seney, M., Edgar, N., & Sibille, E. (2011). Integrated
behavioral z-scoring increases the sensitivity and reliability of behavioral
phenotyping in mice: relevance to emotionality and sex. Journal of
Neuroscience Methods, 197(1), 21-31.
https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2011.01.019

27.Hamdan, J. N., Sierra-Fonseca, J. A., Flores, R. J., Saucedo, S., Miranda-
Arango, M., O’Dell, L. E., & Gosselink, K. L. (2022). Early-life adversity
increases anxiety-like behavior and modifies synaptic protein expression in
a region-specific manner. Frontiers in Behavioral Neuroscience, 16.
https://doi.org/10.3389/fnbeh.2022.1008556

28.Hanert, A., & Pedersen, A. (2026). Contextual elaboration shapes object

recognition memory across levels of childhood adversity in healthy adults.
76



Scientific Reports, 16(1), 15343. https://doi.org/10.1038/s41598-026-53083-
5

29.Hanson, M. A., & Gluckman, P. D. (2014). Later Health and Disease:
Physiology or Pathophysiology? Physiol Rev, 94, 1027-1076.
https://doi.org/10.1152/physrev.00029.2013.-Extensive

30.Hohls, J. K., Kdnig, H. H., Quirke, E., & Hajek, A. (2021). Anxiety, depression
and quality of life—a systematic review of evidence from longitudinal
observational studies. In International Journal of Environmental Research
and Public Health (Vol. 18, Number 22). MDPI.
https://doi.org/10.3390/ijerph182212022

31.lkegame, T., Bundo, M., Murata, Y., Kasai, K., Kato, T., & Iwamoto, K. (2013).
DNA methylation of the BDNF gene and its relevance to psychiatric
disorders. In Journal of Human Genetics (Vol. 58, Number 7, pp. 434—438).
https://doi.org/10.1038/jhg.2013.65

32.Jaimes Cienfuegos, J., Jaimes Garcia, J., & del Carmen Guzman Marquez
Editores, M. (2024). La interseccion de la ciencia y el dolor: ansiedad,
depresion, commotio cordis y el proceso de duelo.

33.Jaric, ., Rocks, D., Cham, H., Herchek, A., & Kundakovic, M. (2019). Sex
and Estrous Cycle Effects on Anxiety- and Depression-Related Phenotypes
in a Two-Hit Developmental Stress Model. Frontiers in Molecular
Neuroscience, 12. https://doi.org/10.3389/fnmol.2019.00074

34.Klengel, T., Dias, B. G., & Ressler, K. J. (2016). Models of Intergenerational
and Transgenerational Transmission of Risk for Psychopathology in Mice. In
Neuropsychopharmacology (Vol. 41, Number 1, pp. 219-231). Nature
Publishing Group. https://doi.org/10.1038/npp.2015.249

35.Kolb, B., Mychasiuk, R., & Gibb, R. (2014). Brain development, experience,
and behavior. In Pediatric Blood and Cancer (Vol. 61, Number 10, pp. 1720—
1723). John Wiley and Sons Inc. https://doi.org/10.1002/pbc.24908

36.Lee, B. H., Eid, R. S., Hodges, T. E., Barth, C., & Galea, L. A. M. (2025).
Leveraging research into sex differences and steroid hormones to improve
brain health. Nature Reviews Endocrinology, 21(4), 214-229.

https://doi.org/10.1038/s41574-024-01061-0
77



37.Madden, R. A., Atkinson, K., Shen, X., Green, C., Hillary, R. F., Hawkins, E.,
Sage, E., Sandu, A.-L., Waiter, G., McNeil, C., Harris, M., Campbell, A.,
Porteous, D., Macfarlane, J. A., Murray, A., Steele, D., Romaniuk, L., Lawrie,
S. M., Mcintosh, A. M., & Whalley, H. C. (2023). Structural brain correlates
of childhood trauma with replication across two large, independent
community-based samples. European Psychiatry, 66(1).
https://doi.org/10.1192/j.eurpsy.2022.2347

38.Malcon, L. M. C., Wearick-Silva, L. E., Zaparte, A., Orso, R., Luft, C,,
Tractenberg, S. G., Donadio, M. V. F., de Oliveira, J. R., & Grassi-Oliveira,
R. (2020). Maternal separation induces long-term oxidative stress alterations
and increases anxiety-like behavior of male Balb/cJ mice. Experimental
Brain Research, 238(9), 2097-2107. https://doi.org/10.1007/s00221-020-
05859-y

39.Mao, Y., Meng, Y., Zou, K., Qin, N., Wang, Y., Yan, J., Chen, P. J., Cheng, Y.,
Shi, W., Zhou, C., Chen, H., Sheng, J., Liu, X., Pan, J., & Huang, H. (2024).
Advanced paternal age exacerbates neuroinflammation in offspring via m6A
modification-mediated  intergenerational  inheritance.  Journal  of
Neuroinflammation, 21(1), 249. https://doi.org/10.1186/s12974-024-03248-8

40.Martin, E. I., Ressler, K. J., Binder, E., & Nemeroff, C. B. (2009). The
Neurobiology of Anxiety Disorders: Brain Imaging, Genetics, and
Psychoneuroendocrinology. In Psychiatric Clinics of North America (Vol. 32,
Number 3, pp. 549-575). https://doi.org/10.1016/j.psc.2009.05.004

41.Mbiydzenyuy, N. E., Hemmings, S. M. J., & Qulu, L. (2022). Prenatal
maternal stress and offspring aggressive behavior: Intergenerational and
transgenerational inheritance. In Frontiers in Behavioral Neuroscience (Vol.
16). Frontiers Media S.A. https://doi.org/10.3389/fnbeh.2022.977416

42.McArdle, C. J., Arnone, A. A., Heaney, C. F., & Raab-Graham, K. F. (2023).
A paradoxical switch: the implications of excitatory GABAergic signaling in
neurological disorders. In Frontiers in Psychiatry (Vol. 14). Frontiers Media
SA. https://doi.org/10.3389/fpsyt.2023.1296527

78



43.Mitchelmore, C., & Gede, L. (2014). Brain derived neurotrophic factor:
Epigenetic regulation in psychiatric disorders. In Brain Research (Vol. 1586,
pp. 162—-172). Elsevier B.V. https://doi.org/10.1016/j.brainres.2014.06.037

44.Moriceau, S., Roth, T. L., & Sullivan, R. M. (2010). Rodent model of infant
attachment learning and stress. Developmental Psychobiology, 52(7), 651—
660. https://doi.org/10.1002/dev.20482

45.Mulligan, M. K., Abreo, T., Neuner, S. M., Parks, C., Watkins, C. E., Houseal,
M. T., Shapaker, T. M., Hook, M., Tan, H., Wang, X., Ingels, J., Peng, J., Lu,
L., Kaczorowski, C. C., Bryant, C. D., Homanics, G. E., & Williams, R. W.
(2019). Identification of a functional non-coding variant in the GABAA
receptor a2 subunit of the C57BL/6J mouse reference genome: Major
implications for neuroscience research. Frontiers in Genetics, 10(MAR).
https://doi.org/10.3389/fgene.2019.00188

46.Murthy, S., Kane, G. A., Katchur, N. J., Lara Mejia, P. S., Obiofuma, G.,
Buschman, T. J., McEwen, B. S., & Gould, E. (2019). Perineuronal Nets,
Inhibitory Interneurons, and Anxiety-Related Ventral Hippocampal Neuronal
Oscillations Are Altered by Early Life Adversity. Biological Psychiatry, 85(12),
1011-1020. https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2019.02.021

47.Nagayama, S., Hasegawa-Ishii, S., & Kikuta, S. (2024). Anesthetized animal
experiments for neuroscience research. In Frontiers in Neural Circuits (Vol.
18). Frontiers Media SA. https://doi.org/10.3389/fncir.2024.1426689

48.Nair, A., Vadodaria, K. C., Banerjee, S. B., Benekareddy, M., Dias, B. G.,
Duman, R. S., & Vaidya, V. A. (2007). Stressor-specific regulation of distinct
brain-derived neurotrophic factor transcripts and cyclic AMP response
element-binding protein expression in the postnatal and adult rat
hippocampus. Neuropsychopharmacology, 32(7), 1504-1519.
https://doi.org/10.1038/sj.npp.1301276

49.National Academies of Sciences, E. and M. H. and M. D. B. on P. H. and P.
H.P.& C.on G. W. and H. V. 11: G. H. E. of S. in the G. War. (2018). Gulf
War and Health. National Academies Press. https://doi.org/10.17226/25162

50.0hta, K., Suzuki, S., Warita, K., Sumitani, K., Tenkumo, C., Ozawa, T.,

Ujihara, H., Kusaka, T., & Miki, T. (2020). The effects of early life stress on
79



the excitatory/inhibitory balance of the medial prefrontal cortex. Behavioural
Brain Research, 379, 112306.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112306

51.0pendak, M., Theisen, E., Blomkvist, A., Hollis, K., Lind, T., Sarro, E.,
Lundstrom, J. N., Tottenham, N., Dozier, M., Wilson, D. A., & Sullivan, R. M.
(2020). Adverse caregiving in infancy blunts neural processing of the mother.
Nature Communications, 11(1). https://doi.org/10.1038/s41467-020-14801-3

52.0rso, R., Creutzberg, K. C., Kestering-Ferreira, E., Wearick-Silva, L. E.,
Tractenberg, S. G., & Grassi-Oliveira, R. (2020). Maternal Separation
Combined With Limited Bedding Increases Anxiety-Like Behavior and Alters
Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis Function of Male BALB/cJ Mice.
Frontiers in Behavioral Neuroscience, 14.
https://doi.org/10.3389/fnbeh.2020.600766

53.0O’Sullivan, E., Barrett, E., Grenham, S., Fitzgerald, P., Stanton, C., Ross, R.
P., Quigley, E. M. M., Cryan, J. F., & Dinan, T. G. (2011). BDNF expression
in the hippocampus of maternally separated rats: Does Bifidobacterium
breve 6330 alter BDNF levels? Beneficial Microbes, 2(3), 199-207.
https://doi.org/10.3920/BM2011.0015

54.0Otto, K., & von Thaden, A. K. (2012). Anaesthesia, Analgesia and
Euthanasia. In The Laboratory Mouse (pp. 739-759). Elsevier Ltd.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-382008-2.00032-5

55.Pefa, C. J., Kronman, H. G., Walker, D. M., Cates, H. M., Bagot, R. C,,
Purushothaman, |I., Issler, O., Loh, Y.-H. E., Leong, T., Kiraly, D. D.,
Goodman, E., Neve, R. L., Shen, L., & Nestler, E. J. (2017). Early life stress
confers lifelong stress susceptibility in mice via ventral tegmental area OTX2.
Science, 356(6343), 1185—-1188. https://doi.org/10.1126/science.aan4491

56.Persaud, N. S., & Cates, H. M. (2023). The Epigenetics of Anxiety
Pathophysiology: A DNA Methylation and Histone Modification Focused
Review. In eNeuro (Vol. 10, Number 4). Society for Neuroscience.
https://doi.org/10.1523/ENEURO.0109-21.2021

57.Qin, X,, Liu, X.-X., Wang, Y., Wang, D., Song, Y., Zou, J.-X., Pan, H.-Q., Zhai,

X.-Z., Zhang, Y.-M., Zhang, Y.-B., Hu, P., & Zhang, W.-H. (2021). Early life
80



stress induces anxiety-like behavior during adulthood through dysregulation
of neuronal plasticity in the basolateral amygdala. Life Sciences, 285,
119959. https://doi.org/10.1016/j.1fs.2021.119959

58.Rice, C. J., Sandman, C. A, Lenjavi, M. R., & Baram, T. Z. (2008). A Novel
Mouse Model for Acute and Long-Lasting Consequences of Early Life
Stress. Endocrinology, 149(10), 4892-4900.
https://doi.org/10.1210/en.2008-0633

59.Sabbah, S. G., & Northoff, G. (2025). The self in depression and anxiety as
a transdiagnostic and differential-diagnostic neural marker: A systematic
review. In Neuroscience and Biobehavioral Reviews (Vol. 169). Elsevier Ltd.
https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2025.106034

60.Sakata, K., Woo, N. H., Martinowich, K., Greene, J. S., Schloesser, R. J.,
Shen, L., & Lu, B. (2009). Critical role of promoter IV-driven BDNF
transcription in GABAergic transmission and synaptic plasticity in the
prefrontal cortex. www.pnas.org/cgi/content/full/

61.Schulte-Herbriggen, O., Chourbaji, S., Ridder, S., Brandwein, C., Gass, P,,
Hortnagl, H., & Hellweg, R. (2006). Stress-resistant mice overexpressing
glucocorticoid receptors display enhanced BDNF in the amygdala and
hippocampus with unchanged NGF and serotonergic function.
Psychoneuroendocrinology, 31(10), 1266-1277.
https://doi.org/10.1016/j.psyneuen.2006.09.008

62.Secretaria de Salud de México. (2024, April 4). 136. Ansiedad puede
evolucionar 'y  convertirse en trastorno de salud mental.
https://www.gob.mx/salud/prensa/136-ansiedad-puede-evolucionar-y-
convertirse-en-trastorno-de-salud-mental

63.Shin, L. M., & Liberzon, I. (2010). The neurocircuitry of fear, stress, and
anxiety disorders. In Neuropsychopharmacology (Vol. 35, Number 1, pp.
169-191). https://doi.org/10.1038/npp.2009.83

64.Short, A. K., Weber, R., Kamei, N., Wilcox Thai, C., Arora, H., Mortazavi, A.,
Stern, H. S., Glynn, L., & Baram, T. Z. (2024). Individual longitudinal changes

in DNA-methylome identify signatures of early-life adversity and correlate

81



with  later outcome. Neurobiology of Stress, 31, 100652.
https://doi.org/10.1016/j.ynstr.2024.100652

65.Son, Y., Yang, M., Kang, S., Lee, S., Kim, J., Kim, J., Park, S., Kim, J. S., Jo,
S. K., Jung, U., Shin, T., Kim, S. H., Wang, H., & Moon, C. (2015). Cranial
irradiation regulates CREB-BDNF signaling and variant BDNF transcript
levels in the mouse hippocampus. Neurobiology of Learning and Memory,
121, 12—19. https://doi.org/10.1016/j.nIm.2015.03.002

66.Speranza, L., Filiz, K. D., Lippiello, P., Ferraro, M. G., Pascarella, S., Miniaci,
M. C., & Volpicelli, F. (2024). Enduring Neurobiological Consequences of
Early-Life Stress: Insights from Rodent Behavioral Paradigms. In
Biomedicines (Vol. 12, Number 9). Multidisciplinary Digital Publishing
Institute (MDPI). https://doi.org/10.3390/biomedicines12091978

67.Sullivan, R. M. (2012). The Neurobiology of Attachment to Nurturing and
Abusive Caregivers.

68.Suri, D., Veenit, V., Sarkar, A., Thiagarajan, D., Kumar, A., Nestler, E. J.,
Galande, S., & Vaidya, V. A. (2013). Early stress evokes age-dependent
biphasic changes in hippocampal neurogenesis, Bdnf expression, and
cognition. Biological Psychiatry, 73(7), 658—-666.
https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2012.10.023

69.Taliaz, D., Loya, A., Gersner, R., Haramati, S., Chen, A., & Zangen, A. (2011).
Resilience to Chronic Stress Is Mediated by Hippocampal Brain-Derived
Neurotrophic Factor. The Journal of Neuroscience, 31(12), 4475-4483.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5725-10.2011

70.Tenkumo, C., Ohta, K. ichi, Suzuki, S., Warita, K., Irie, K., Teradaya, S.,
Kusaka, T., Kanenishi, K., Hata, T., & Miki, T. (2020). Repeated maternal
separation causes transient reduction in BDNF expression in the medial
prefrontal cortex during early brain development, affecting inhibitory neuron
development. Heliyon, 6(8). https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2020.e04781

71.Tottenham, N., Hare, T. A., Millner, A., Gilhooly, T., Zevin, J. D., & Casey, B.
J. (2011). Elevated amygdala response to faces following early deprivation.
Developmental Science, 14(2), 190-204. https://doi.org/10.1111/j.1467-

7687.2010.00971.x
82



72.Urrutia, M., Fernandez, S., Gonzalez, M., Vilches, R., Rojas, P., Vasquez,
M., Kurte, M., Vega-Letter, A. M., Carrion, F., Figueroa, F., Rojas, P,
Irarrazabal, C., & Fuentealba, R. A. (2016). Overexpression of glutamate
decarboxylase in mesenchymal stem cells enhances their
immunosuppressive properties and increases GABA and nitric oxide levels.
PLoS ONE, 11(9). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0163735

73.Van Gaalen, M. M., & Steckler, T. (2000). Behavioural analysis of four mouse
strains in an anxiety test battery. Behavioural Brain Research, 115(1), 95—
106. https://doi.org/10.1016/S0166-4328(00)00240-0

74.Van Steenwyk, G., Roszkowski, M., Manuella, F., Franklin, T. B., & Mansuy,
I. M. (2018). Transgenerational inheritance of behavioral and metabolic
effects of paternal exposure to traumatic stress in early postnatal life:
Evidence in the 4th generation. Environmental Epigenetics, 4(2), 1-8.
https://doi.org/10.1093/eep/dvy023

75.Vassoler, F. M., White, S. L., Schmidt, H. D., Sadri-Vakili, G., & Pierce, R. C.
(2013). Epigenetic inheritance of a cocaine-resistance phenotype. Nature
Neuroscience, 16(1), 42—47. https://doi.org/10.1038/nn.3280

76.Wang, D., Levine, J. L. S., Avila-Quintero, V., Bloch, M., & Kaffman, A.
(2020). Systematic review and meta-analysis: effects of maternal separation
on anxiety-like behavior in rodents. Translational Psychiatry, 10(1).
https://doi.org/10.1038/s41398-020-0856-0

77.Wang, Y., Dong, W., Zhang, L., & Zhang, R. (2022). The effect of kangaroo
mother care on aEEG activity and neurobehavior in preterm infants: a
randomized controlled trial. Journal of Maternal-Fetal and Neonatal
Medicine, 35(25), 6483-6488.
https://doi.org/10.1080/14767058.2021.1916460

78.Weiss, I. C., Franklin, T. B., Vizi, S., & Mansuy, |. M. (2011). Inheritable effect
of unpredictable maternal separation on behavioral responses in mice.
Frontiers in Behavioral Neuroscience, (FEBRUARY).
https://doi.org/10.3389/fnbeh.2011.00003

79.World Health Organization. (2023, September 27). Trastornos de ansiedad.

https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/anxiety-disorders
83



80. Xie, M., Xiong, Y., & Wang, H. (2024). The regulative role and mechanism of
BNST in anxiety disorder. In Frontiers in Psychiatry (Vol. 15). Frontiers Media
SA. https://doi.org/10.3389/fpsyt.2024.1437476

81.Xie, S., Zhang, X., Cheng, W., & Yang, Z. (2021). Adolescent anxiety
disorders and the developing brain: Comparing neuroimaging findings in
adolescents and adults. In General Psychiatry (Vol. 34, Number 4). BMJ
Publishing Group. https://doi.org/10.1136/gpsych-2020-100411

82.Zhang, T. Y., Hellstrom, I. C., Bagot, R. C., Wen, X., Diorio, J., & Meaney, M.
J. (2010). Maternal care and DNA methylation of a glutamic acid
decarboxylase 1 promoter in rat hippocampus. Journal of Neuroscience,
30(39), 13130-13137. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.1039-10.2010

83.Zhang, Y., Wang, S., & Hei, M. (2024). Maternal separation as early-life
stress: Mechanisms of neuropsychiatric disorders and inspiration for
neonatal care. In Brain Research Bulletin (Vol. 217). Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2024.111058

84



	INDICE DE FIGURAS
	INDICE DE TABLAS
	ABREVIATURAS
	1. RESUMEN
	ABSTRACT
	2. INTRODUCCIÓN
	3. ANTECEDENTES
	3.1 Trastorno de ansiedad (TA)
	3.2 Neurobiología de la ansiedad
	3.3 Impacto de la adversidad en la vida temprana (ELA) en el neurodesarrollo y su participación en el comportamiento ansioso
	3.6 Herencia del estrés debido al efecto de ELA

	4. JUSTIFICACIÓN
	5. HIPÓTESIS DE TRABAJO
	6. OBJETIVOS
	6.1 Objetivo general
	6.2 Objetivos específicos

	7. MATERIAL Y MÉTODOS
	7.1  Estrategia experimental
	7.2 Animales de laboratorio
	7.3 Tamaño de muestra
	7.4 Modelo de separación materna impredecible y estrés impredecible (MSUS)
	7.5 Estrés impredecible a la madre
	7.6 Pruebas conductuales
	7.6.1 Laberinto elevado (EPM)
	7.6.2 Campo abierto (OF)
	7.6.3 Caja luz- oscuridad (LDB)

	7.7 Reproducción y obtención de F2
	7.7.1  Z-score de emocionalidad

	7.8 Sacrificio
	7.9 Obtención de tejido
	7.10 Cuantificación de la expresión génica de genes participantes en la neuroplasticidad y desarrollo cerebral: bdnf y gad 1 en la corteza cerebral
	7.10.1 Extracción de ARN con Trizol.
	7.10.2 Tratamiento con DNAasa I
	7.10.3 Retrotrascripción para la obtención de ADN complementario
	7.10.4 Cuantificación de la expresión de bdnf y gad 1.

	7.11 Análisis estadístico

	8. RESULTADOS
	9. DISCUSIÓN
	10. CONCLUSIONES
	11. REFERENCIAS


  Emotionality Score =     𝒁  OF +   𝒁  EPM +   𝒁  LDB  Number of tests


  𝒛 =   𝑿 − 𝝁  𝝈


  D M D =   37 . 33


  D M D =   ( 2 . 8 ) ( 13 . 33 )


  ∙


  D M D =    ( 1 . 96 + 0 . 84 ) ∙      2  ( 40 ) 2 18   =  ( 2 . 8 )   3200 18     = ( 2 . 8 ) (  177 . 78   )


  n


  D M D =    ( Z α / 2 ​ + Z β ) ∙      2 σ 2  n


   25088 961 = 26 . 10   r a t o n e s / g r u p o


    7 . 84 ( 3200 ) 961


  n =   7 . 84 (   2   ( 40 ) 2 )    ( 100 − 69 ) 2


  n =     ( Z α / 2 ​ + Z β ​ ) 2 ⋅ (   2 s 2 ​ )    D 2

