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RESUMEN

El estrés en la vida temprana (ELS) es una realidad presente en el contexto humano,
causado por el maltrato infantil, que genera cambios morfologicos y moleculares en el
eje HPA y sus receptores hipotalamicos. Sin embargo, los estudios directos en humanos
son imposibles, por ende, se requiere usar animales de experimentacion para mejorar la
comprension de estos procesos. En este estudio, se busca observar los cambios que el
ELS pudo generar en los receptores de glucocorticoide, mineralocorticoide y CRHR1 en
ratones, y asi observar los cambios que el ELS tiene sobre los receptores hipocampales
GR, MR y CRHRI en la edad temprana y la adultez de ratones de las cepas BALB/c y
C57BL/6NCrl. Se utilizo el paradigma de restriccion de nido en ratones, a los cuales se
les extrajo el hipocampo a los 12 y 75 dias, y se analiz6 la expresion génica de GR, MR
y CRHR1 mediante RT-qPCR. Como resultados se encontraron cambios en la expresion
génica de estos receptores a los 12 dias de vida en todas las cepas y sexos analizados,
aunque el patrén de expresion difiere entre cepas y sexos. A los 75 dias de edad, los
machos de la cepa BALB/C y las hembras de la cepa C57BL/6NCrl mostraron los
cambios mas destacados, con aumento en la expresion de los tres genes estudiados,
aunque con patrones distintos. Las hembras de la cepa C57BL/6NCrl mostraron una
expresion 20% mayor de estos receptores, mientras que los machos de la cepa BALB/c
expresaron en promedio un 50% menos a los 12 dias y con un aumento de mas del 80%
a los 75 dias. El presente estudio contribuye al entendimiento de los mecanismos
moleculares involucrados en la respuesta al ELS y puede aportar a futuras investigaciones

en el campo de la neurobiologia del estrés y el desarrollo terapéutico.

Palabras claves: Estrés en la vida temprana (ELS), receptores corticoides, C57BL/6NCrl,

BALB/c, expresion génica, eje HPA.
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ABSTRACT

The early life stress (ELS) is a reality in human context, caused by childhood
maltreatment, which generates morphological and molecular changes in the HPA axis
and its hypothalamic receptors. However, direct studies in humans are impossible,
therefore experimental animals are required to improve the understanding of these
processes. In this study, the aim is to observe the changes that ELS may generate in
glucocorticoid, mineralocorticoid, and CRHR1 receptors in mice, and thus observe the
changes that ELS has on hippocampal receptors GR, MR, and CRHR1 in early life and
adulthood of BALB/c and C57BL/6NCrl mice strains. The mouse nest restriction
paradigm was used, in which the hippocampus was removed from mice at 12 and 75 days
of age, and gene expression of GR, MR, and CRHR1 was analyzed using RT-qPCR. As
results, changes in the expression of these receptors were found at 12 days of age in all
strains and sexes analyzed, although the expression pattern differs between strains and
sexes. At 75 days of age, males of BALB/C strain and females of C57BL/6NCrl strain
showed the most prominent changes, with increased expression of all three genes studied,
but with distinct patterns. Females of C57BL/6NCrl strain showed a 20% higher
expression of these receptors, while males of BALB/c strain expressed on average 50%
less at 12 days and with an increase of over 80% at 75 days. This study contributes to the
understanding of the molecular mechanisms involved in the response to ELS and may
contribute to future research in the field of stress neurobiology and therapeutic

development.

Keywords: Early life stress (ELS), Corticoid receptors, C57TBL/6NCrl, BALB/c, Gene

expresion, HPA axis.
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INTRODUCCION

El maltrato infantil tiene tanta historia como la misma humanidad, describiéndose
este desde relatos, escritos formales en el Derecho Romano como el “Pater Familiae
(D o0 hechos histéricos documentados como el caso de Mary Ellen @); la situacion
actual no ha mejorado en el mundo a pesar de los avances sociales, siendo esta
mediada por la pobreza, la guerra, la explotacion y el trafico ilicito de humanos y/o

organos.

Es también importante subrayar que en el Peru diariamente se realizan innumerables

denuncias por violencia familiar y estas siguen aumentando anualmente ).

Es asi que, para abordar el tema del abuso infantil y sus consecuencias, es
imperativo un enfoque multifacético. Si bien la intervencion psicoldgica oportuna
es crucial para prevenir los trastornos del desarrollo derivados del abuso, también
es fundamental profundizar en el tema y adoptar una perspectiva mas amplia. De
este modo, las tendencias actuales enfatizan la necesidad de una comprension

biomolecular del problema.

Estos estudios se centran en la comprension del eje hipotalamo hipofisiario adrenal
y el desarrollo cerebral, donde se ven cambios derivamos del estrés en la vida
temprana, especial mente en el hipotalamo donde se observan cambios estructurales
y biomoleculares que mediaran el desarrollo a largo plazo, por ello su comprension
es una necesidad con el objetivo de permitir un desarrollo farmacolégico mas

especifico y que a su vez proporcionen formas de intervencion mas efectivas.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del Problema
La Organizacion Mundial de la Salud (2018) estima que, en todo el mundo, casi mil
millones de nifios son victimas de abuso fisico, sexual, emocional o abandono ¥,
datos a los cuales nuestra realidad no es ajena, observandose asi en alumnos (nifios y
adolescentes) de nuestra region, en la ciudad de calca en 2017 presentaron un grado
de depresion entre leve y grave entre un 43,1% a 56,9%, con una tendencia a la
ideacion suicida en la misma proporcion ©-678),
Esta realidad impide inevitablemente el crecimiento personal no solo de los menores,
sino también de los adultos.
Teniendo esto en cuenta, se debe saber que tanto la violencia fisica como la
psicoldgica provocan estrés en el medio social en el que se vive y por tanto tendran
efectos fisiologicos dentro de la complejidad humana, que pueden o no ser benéficos;
Por ejemplo, niveles bajos de estrés mantienen el estado de alerta y atencion en
niveles 0ptimos, pero por el contrario, el aumento excesivo de los niveles de estrés o
la prolongacion de este sin estados de relajacion, como ocurre con la violencia
infantil, desencadenara procesos patologicos. (V.
Ademas, los efectos negativos del estrés son atin mas importantes en el desarrollo del
nifio, ya que tiene un sistema nervioso en constante desarrollo, observandose cambios
en los procesos fisiologicos y morfoldgicos de estructuras cerebrales @, relacionados
con cambios cognitivo-conductuales, que influyen en la memoria, el rendimiento
cognitivo, el pensamiento ejecutivo, la regulacion emocional y el afecto ).
Por estas razones, una mejor comprension fisiopatologica de estos procesos es

fundamental para idear nuevos enfoques de las patologias derivadas de esta
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problematica; sin embargo, existen muchas limitaciones al estudiar los efectos del
abuso infantil, especialmente porque la experimentacion directa es imposible y por
lo tanto es dificil observar los aspectos bioquimicos relacionados con esta; por ello,
es necesario desarrollar estrategias acordes a las limitaciones, a través de modelos de
estudio en animales capaces de replicar de cierta manera, los efectos del “estrés en
vida temprana (ELS)”, en la poblacion infantil, emulando de manera confiable
procesos de sefializacion molecular como el eje hipotalamo-pituitario-suprarrenal
(eje HPA). Sin embargo, al igual que en humanos existen variables importantes que
decidiran como el individuo respondera al estrés, también en animales de
experimentacion esta respuesta variara dependiendo del sexo, del tiempo de estimulo,
base genética del individuo, calidad del cuidado materno, control apropiado, de la
edad al momento de la aplicacion del test, del ciclo dia/noche, tamafio de las literas,
experiencias externas, entre otros; por lo que es necesario una correcta calibracion
del experimento y las condiciones en la que se he de realizar, para obtener una
correcta correlacion entre el modelo animal y su contraparte humana ©.

También es necesario tener en cuenta las diferencias que existen entre individuos,
debido a que se han observado en modelos de fragmentacion del cuidado materno
cambios en la maduracion hipocampal, lo cual disminuye la proliferacion celular y
acelera la maduracion de las interneuronas generando una posible aceleracion en el
aprendizaje del miedo contextual; y pese a que estos procesos se desarrollan en
ambos sexos, ¢l comportamiento tipo depresivo esta mas asociado a las hembras
debido a procesos hormonales propios de su género 19,

Otros procesos que necesitan ser tomados en cuenta son las variaciones en la
bioquimica cerebral durante el desarrollo prenatal, donde existen hormonas

placentarias como la placental 11p-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (11B-
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HSD?2), las cuales son capaces de inactivar a los corticoesteroides; mientras que en
el desarrollo postnatal se observan niveles bajos de la hormona adenocorticotropa
(ACTH) y poca respuesta a los estresores externos mediados por el periodo de
hiporreactividad al estrés (SHRP), pudiendo durar este hasta los 12 dias postnatales.
Sin embargo, el SHRP al igual que otros sistemas de sefializacion cerebral, puede ser
sobrecargado por estresores externos y generar la induccion de la secrecion de
hormona liberadora de corticotropina (CRH), ésta a su vez aumenta los niveles del
receptor de CRH tipo 1 (CRHR1) en algunos nucleos hipocampales; siendo posible
que este proceso puede ser mediado por el sexo del animal principalmente, aunque
también guarda relacion con la edad y el tipo de estresor !V,

Finalmente este proyecto estudia los procesos adaptativos ante el estresor de
restriccion de nido (como factor de ELS) a nivel molecular, en las condiciones del
bioterio automatizado UAC, en las cepas de raton C57BL/6NCrl y BALB/c; de esta
manera valora la evolucion en la expresion de ARN para los receptores GR, MR y
CRHRI1 durante etapas criticas para su desarrollo y su adaptacion en la adultez
diferenciando machos y hembras, con el objetivo de proporcionar datos que sumen
al entendimiento del ELS y aporten a estudios posteriores para el ELS en estas

mismas cepas de raton.

1.2. Formulacion del Problema

1.2.1.Problema General
(El estrés en la vida temprana (ELS) por restriccion de nido afectara la expresion
génica de receptores hipocampales corticoideos y de contra-regulacion en
ratones de ambos sexos de las cepas C57BL/6NCrl y BALB/c durante las etapas

de desarrollo de crias y adultos?
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1.2.2.Problemas Especificos
e Cuales son los efectos del estrés en la vida temprana por restriccion de nido
sobre la expresion génica del receptor de glucocorticoides (GR)
hipocampales en ratones de ambos sexos de las cepas de ratones
C57BL/6NCrl y BALB/c durante las etapas de desarrollo de crias y adultos?
e ;Cuales son los efectos del estrés en la vida temprana por restriccion de nido
sobre la expresion génica del receptor de mineralocorticoides (MR)
hipocampales en ratones de ambos sexos de las cepas de ratones
C57BL/6NCrl y BALB/c durante las etapas de desarrollo de crias y adultos?
e Cuales son los efectos del estrés en la vida temprana por restriccion de nido
sobre la expresion génica de receptores CRHR 1 hipocampales en ratones de
ambos sexos de las cepas de ratones C57BL/6NCrl y BALB/c durante las

etapas de desarrollo de crias y adultos?

1.3. Justificacion
Para el afio 2015 en Peru, entre nifios y nifias de 9 a 11 afios, se observo que casi el
60% de estos fueron victimas de algun tipo de violencia psicoldgica y/o fisica '?. Es
asi que, la alta incidencia de maltrato infantil y la constante bisqueda de nuevos
tratamientos mas efectivos y con menos efectos secundarios, hacen necesario realizar
estudios moleculares mas completos; este estudio observa en dos cepas de ratones,
la evolucion en la expresion génica de receptores glucocorticoides y de contra-
regulacion, en crias de ratones (momento mas critico del desarrollo) y ratones adultos
(adaptacion al ELS) utilizando RT-qPCR,; permitiendo de esta manera obtener datos
que nos ayudan a entender de mejor manera los procesos de adaptacion y correlacion

genético-fisiologica en estas dos cepas; datos que a su vez podran ser de cierta
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manera extrapolados a la fisiologia humana y el ELS, ademas de que la informacion
obtenida también podra ser usada en futuras investigaciones que profundicen en el
tratamiento del ELS y el desarrollo farmacologico necesario para este fin, usando

estas mismas cepas de ratdn como base de experimentacion.

1.4. Objetivos de Investigacion

1.4.1. Objetivo General
Analizar los cambios en la expresion génica de receptores hipocampales
corticoideos y de contra-regulacion en ratones de las cepas C57BL/6NCrl y
BALB/c inducidos restriccion de nido como modelo de estrés en la vida

temprana, durante las etapas de desarrollo de crias y adultos.

1.4.2. Objetivos Especificos

e Analizar los cambios en la expresion génica del receptor de glucocorticoides
(GR) en ratones de las cepas C57BL/6NCrl y BALB/c inducidos a
restriccion de nido como modelo de estrés en la vida temprana, durante las
etapas de desarrollo de crias y adultos.

e Analizar los cambios en la expresion génica del receptor de
mineralocorticoides (MR) en ratones de las cepas C57BL/6NCrl y BALB/c
inducidos a restriccion de nido como modelo de estrés en la vida temprana,
durante las etapas de desarrollo de crias y adultos.

e Analizar los cambios en la expresion génica del receptor de la hormona

liberadora de corticotropina (CRHR1) en ratones de las cepas C57BL/6NCrl
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y BALB/c inducidos a restriccion de nido como modelo de estrés en la vida

temprana, durante las etapas de desarrollo de crias y adultos.

1.5. Delimitacion de Estudio

1.5.1. Delimitacion Espacial
La estabulacion de animales se desarrolld en el bioterio automatizado y el
analisis molecular en el Laboratorio de Neurociencias del Instituto Cientifico de

la Universidad Andina del Cusco.

1.5.2. Delimitacion Temporal

La presente investigacion tuvo una duracion de 2 afios entre los meses de enero

del 2021 hasta enero del 2023.

1.6. Viabilidad del estudio
El estudio es viable, cuenta con financiamiento de FONDECYT - BANCO
MUNDIAL con Convenio N° 025-2019-FONDECYT-BM-INC.INV. bajo el
proyecto NUEVAS  ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA EL
TRATAMIENTO DE LA ANSIEDAD Y DEPRESION EMPLEANDO
DERIVADOS SEMI SINTETICOS DE LAS MACAMIDAS Y SUS EFECTOS
SOBRE LA EXPRESION GENICA DE CANNABINOIDES ENDOGENOS EN

NUCLEOS CEREBRALES DE RATONES.

La investigacion se realizo con la evaluacion y aprobacion del Comité de Etica de la
Universidad Andina del Cusco, mediante Resolucion N° 604-CU-2019-UAC bajo el

proyecto  NUEVAS  ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA EL
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TRATAMIENTO DE LA ANSIEDAD Y DEPRESION EMPLEANDO
DERIVADOS SEMI SINTETICOS DE LAS MACAMIDAS Y SUS EFECTOS
SOBRE LA EXPRESION GENICA DE CANNABINOIDES ENDOGENOS EN

NUCLEOS CEREBRALES DE RATONES.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de Estudio
2.1.1. Antecedentes internacionales

Arnett.M. (Estados Unidos, 2015), describe que, en ratones machos con 50 - 70
dias de vida, de la cepa C57BL/J expuestos al estresor de la separacion materna
y modificados con una variante fluorescente en hipocampo del gen para
“receptor glucocorticoideo (GR)” mediante inyeccion estereotaxica de
lentivirus; observa que la expresion de este gen es significativamente menor en
los ratones expuestos al estresor con respecto a los ratones control 13,

Asi mismo, en otro estudio en ratones adultos y knockout sometidos al estresor
de restriccion de nido, se observa la disminucion de la actividad del eje
hipotalamo hipofisiario adrenal(HPA) en las hembras, después de ser expuestos
al estresor de inmovilizacion forzada, mientras que en machos la actividad estaba
elevada, adicionalmente mediante la técnica Western Blot en hipocampo, se
determina que existe una sobre expresion genica de receptores glucocorticoides
y mineralocorticoides, con una sobre regulacion importante en machos a nivel
del receptor mineralocorticoide 9.

Courtney J. (Estados Unidos, 2008) observa en su estudio que, en ratones de 9
dias de vida de la cepa C57BL/6J sometidos a restriccion de nido, existe mayor
secrecion de los niveles de corticosterona en sangre por la falta de material de
nido, asi mismo observaron una disminucion de los niveles de ARN mensajero
de la hormona liberadora de corticotropina en el hipotalamo, especificamente en

el nticleo paraventricular (1),
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Bath KG. (Estados Unidos, 2017), otro estudio hecho en ratones C57BL/6N
entre los 6 y 75 dias de edad, sometidos a la restriccion de nido, se observa que
las hembras presentan un ligero aumento de secreciéon de corticosterona en
condiciones normales y sobre estrés (19,
Bath K. (Estados Unidos, 2016) demuestra que en ratones C57BL/6N de 12 dias
de edad sometidos a restriccion de nido disminuye la densidad celular en el
subiculo hipocampal y los niveles de expresion génica de receptores
glucocorticoides y mineralocorticoides 7).
En cuanto al receptor contra-regulador CRHR1, Xue-Mei L. (2014), demostrd
que, cuando este receptor es bloqueado en crias de ratones expuestas a estrés, se
reducen las alteraciones sinapticas, atenuando el retraso en el desarrollo de las
dendritas y mejorando el desarrollo de las neuronas piramidales CA3 del
hipocampo a nivel de las espinas dendriticas®®®.
Bonfiglio J. (Alemania-Argentina, 2013), determina que el receptor CRHR1
puede ser capaz de activar la “quinasa regulada por sefales extracelulares tipo 1
y 2, una proteina involucrada en varias funciones fisioldgicas como la mitosis,
meiosis y funciones pos-mitéticas de células diferenciadas, ademads de jugar un
rol importante en el hipocampo permitiendo la regulacién emocional, plasticidad

sinaptica, aprendizaje y memoria ©7).

2.2. Bases Teoricas

2.2.1.Estrés en la Vida Temprana (ELS)
El ELS, es el mayor factor socio-ambiental causante de multiples patologias
(18); como la depresion en nifios, jovenes y adultos, debido a que altera el

desarrollo normal de la persona en los momentos mas criticos de su desarrollo
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(19). Estas alteraciones generan cambios no solo psicoldgicos, sino también
cambios hormonales, estructurales, anatémicos e incluso genéticos ?%. Por
consiguiente, la alta incidencia y prevalencia del maltrato infantil, generan

alteraciones de relevancia, las cuales merecen ser atendidas y entendidas.

2.2.2.Hipocampo y ELS
El hipocampo, una pequefia estructura neuronal ubicada dentro del lobulo
temporal, el cual consta de 3 zonas histologicas (estrato polimorfo, estrato
piramidal y estrato molecular) y 4 areas (CAl. CA2, CA3 y CA4), las cuales

reciben informacion a través de las siguientes vias @:

e Via Perforante: que procede de la corteza entorrinal hacia la célula
granulares en el giro dentado, ademas de ser esta via la mas importante.

e Via de las Fibras Musgosas: via aferente que procede del giro dentado a la
region CA3

e Via colateral de Schaffer: via eferente de la region CA3 en direccion a la

region CAl

Debido a sus caracteristicas anatomicas y fisiologicas, y mediante distintos
experimentos hechos en animales, se genera un modelo por niveles, basados en
5 principales enunciados, que pueden explicar y predecir lo efectos del estrés

sobre la funcion hipocampal @)

e Las hormonas del estrés, influyen de manera directa la funcién hipocampal,
debido a que esta estructura a nivel molecular posee una gran cantidad de

receptores corticoideos.
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e Las hormonas del estrés también influyen de manera directa o indirecta la
amigdala.

e Las proyecciones de la amigdala en direccion del hipocampo, pueden
modificar las funciones de esta Gltima.

e Elarea CAl del hipocampo en funcion, es independiente de la amigdala en
condiciones sin estrés.

e El hipocampo necesita tanto la estimulacion hormonal por corticosteroides,
como la accion de la amigdala para sufrir alteraciones en su plasticidad
sinaptica, siendo de estos dos, la estimulacion hormonal la que determinara

la magnitud del efecto.

Ademas se sabe que el ELS en roedores tiene efectos sobre el aumento de la
apoptosis celular en el hipocampo en la etapa fetal, a su vez acelera la
maduracion de esta estructura, mediada probablemente por la sobre expresion de
CRH y su accidon sobre los receptores de CRH (CRHR); asimismo se observa la
posibilidad de afectar la maduracion dendritica de las células piramidales en la
area CA3 en la segunda semana postnatal, proceso que no es reversible en su
totalidad, por lo que tendra efectos notables a largo plazo sobre la estructura y
funcion del hipocampo (. Estas son algunas de las tantas estructuras y
funciones del hipocampo, que pueden verse afectadas en su desarrollo debido al

ELS.

2.2.3.ELS y modulacién del eje Hipotalamo-Hipofisiario-Adrenal
El eje hipotalamico hipofisiario adrenal (HPA), es la via de respuesta esencial
ante cualquier evento de estrés que atente contra la homeostasis corporal, dando

al cuerpo ese impulso metabdlico necesario para superar el evento y como su
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nombre lo indica, es un eje capaz de auto regularse en condiciones que no
superen su capacidad, ya sea en intensidad o en tiempo (1.
Este eje también es fundamental en la adaptacion de los sujetos a distintos
entornos, ya sean favorables o desfavorable mediante cambios especificos en
distintas estructuras cerebrales, mediando su funcidn; a esto es necesario aclarar
que cada estresor es distinto entre si y por ende media distintos cambios
cerebrales ?¥,
El producto final de este eje son los corticoesteroides, y estos son capaces de
penetrar facilmente la barrera hematoencefalica, donde tienen sitios de uniéon a
GR y MR, los cuales tienen distintos grados de afinidad hormonal y distribucion
en el tejido cerebral, lo que permite también que los corticoesteroides medien
distintos grados y formas de adaptacion, y desarrollo cerebral (.
A nivel central los principales componentes del sistema de estrés, son las
neuronas productoras de CRH y arginina vasopresina (AVP) localizadas en el
nicleo para ventricular del hipotalamo en conjuncién con las neuronas
noradrenérgicas del locus certileos, siendo este sistema estimulado por
neurotransmisores colinérgicos y serotoninérgicos, € inhibido por el é4cido
gamma amino butirico (GABA) y el nucleo arcuato. Es asi que, cuando es
activado el eje HPA este comenzara por la liberacion de CRH, el cual se unira a
los receptores de CRH tipo 1 y 2, activando receptores transmembrana acoplados
a proteina G, uniéndose estos al adenilato ciclasa, activando la sintesis de AMP
ciclico y la actividad de la protein quinasa A, en todo este proceso, CRH
demostro tener una mayor afinidad por CRHR1 @9,
El CRHR1 se encuentra en distintas regiones cerebrales incluyendo el

hipocampo y principalmente la glandula pituitaria ejerciendo funciones en la
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activacion de la secrecion de ACTH; del mismo modo presenta una funcion
regulatoria mediante interacciones complejas cambiando la funcion hipocampal
de excitatoria a inhibitoria, evitando una sobre excitacion de los mecanismos del

estrés a nivel molecular.

2.2.4.Sujeto en el que se realizara el estudio

2.2.4.1.Modelo de estudio

Los modelos de estudio a lo largo del tiempo han ido cambiando y seguiran
cambiando conforme al desarrollo tecnolégico por lo que es importante la
eleccion adecuada de los modelos de estudio dependiendo del nivel de
investigacion, la complejidad, las limitaciones de espacio, medio y tiempo
del estudio, y de los requerimientos del experimentador. Existen varios
modelos de estudio desde los realizados en roedores y sus diversos géneros
y especies, perros, gatos, etc., hasta los mas complejos especimenes con
modificaciones genéticas puntuales, las inducciones de enfermedades, los
cultivos de celulares, el uso de hominidos € incluso los hechos en el mismos
humano ¥,

Sabiendo esto, la eleccion de los especimenes para los estudios, depende de
las necesidades del proyecto, la conveniencia del espacio, los recursos y la
similitud humano/animal en el aspecto a estudiar; en el presente estudio se
tuvo como eleccion los ratones C57BL/6NCrl y BALB/c como sujeto de
estudio por 2%

e Relativa poca necesidad de espacio para su crecimiento.

e Poseen un ciclo corto.
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e Docilidad para su manipulacion.
e Necesidades bioldgicas limitadas.

e Fisiologia similar a la humana.

2.2.4.2.Raton C57BL/6NCrly BALB/c

Los ratones albinos BALB/c son ampliamente usados en estudios de
experimentacion en animales; estos ratones fueron desarrollados a partir de
una cepa de ratones albinos obtenidos por Halsey Bagg alrededor de 1913-
1936, quien los mantuvo hasta su 7ma generacion. Los estudios de Bagg
concluyeron que estos ratones eran mucho mas adecuados para estudios
comportamentales 7,

Por otro lado, el raton C57BL/6NCrl es una sublinea de los ratones
C57BL/6, la cual es la cepa de ratones endogamica mas ampliamente usada
para manipulacion genética. También es conocida por que en ella se
desarroll6 el proyecto “genoma del raton” concluyendo en 2002, finalmente
en el 2016 reportan que existe hasta un 70% de similitud entre las secuencias
genéticas que codifican proteinas con las humanas, también se observo que
existen similitudes notables en los procesos de transcripcion, la maquinaria
usada y las principales vias de sefalizacion y sin embargo existen

diferencias importantes en los detalles de estos procesos ¥,

2.2.4.3.Modelo Animal vs Humano
También llamado proceso de extrapolacion animal-humano, es un proceso
continuo de investigacion, mayormente usado en la toxicologia, el cual da

como resultado una respuesta completa ante la duda entre la similitud de dos
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0 mas organismos, en este caso el humano y el raton, sin embargo, su uso
estd regulado y estudiado por una serie de pardmetros previamente
estudiados; y por ende su uso estd completamente validado bajo ciertas
condiciones. Es necesario saber también que, aunque el valor predictivo de
los modelos animales es aparentemente muy alto, estos pueden presentar
inconsistencias, por ejemplo, en muchos casos se ha demostrado que
sustancias que pueden ser nociva o no tener ningin efecto sobre ciertas
especies, pueden ser inocuas y beneficiosas en el humano y viceversa ?°),
un caso sefialado es la capacidad del acetominofeno, la benzocaina, los
cloratos, la lidocaina, etc. Para producir metahemoglobinemia en modelos
animales, siendo estos productos en su mayoria inocuos en el humano a
dosis regulares ).

Adicionalmente también se tienen que evaluar las similitudes entre las
estructuras y funciones del hipocampo del raton y humano; se sabe que
existen similitudes anatomicas y fisioldgicas entre ambas estructuras mas
alla de la diferencia en tamafo, sin embargo las interconexiones entre las
distintas zonas hipocampales, sus vias aferentes y eferentes se mantiene
proporcionales entre la humana y la del raton, ademas de que los procesos
neuroendocrinos dependientes de corticoides siguen siendo los mismos,
aunque estos respondan de manera diferente en ciertos casos, procesos que
probablemente estén mediados por la evolucion; es mas, el eje HPA cumple
las misma funciones en ambas especies y es regulado por receptores

corticoides de funcion similar @9,
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2.2.4.4.Paradigma de restriccion de nido y ELS
El paradigma de restriccion de nido permite emular el maltrato infantil a
través de la fragmentacion del cuidado materno; esto se logra restringiendo
y limitando los materiales que la madre raton pueda obtener para la
elaboracion del nido; siendo este un factor que genera estrés en la madre, ya
que disminuye su estancia dentro del nido por la necesidad de conseguir los
materiales necesarios para mantenimiento de sus crias, al mismo tiempo las

crias entran en un proceso de estrés por el abandono materno 1%,

2.3. Hipdtesis

2.3.1. Hipotesis Alternativa
La expresion génica (ARN mensajero - ARNm) de receptores
glucocorticoidesos (GR), receptores mineralocorticoideos (MR) y receptor para
CRH tipo 1 (CRHR1) en el area hipocampal de crias de raton y adultos de las
cepas C57BL/6NCrl y BALB/c es alterada por el estrés producido en la vida

temprana por medio del modelo de restriccion de nido.

2.3.2. Hipotesis Nula
La expresion génica (ARN mensajero - ARNm) de receptores
glucocorticoidesos (GR), receptores mineralocorticoideos (MR) y receptor para
CRH tipo 1 (CRHR1) en el area hipocampal de crias de raton y adultos de las
cepas C57BL/6NCrl y BALB/c no es alterada por el estrés producido en la vida

temprana por medio del modelo de restriccion de nido.
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2.4. Variables

2.4.1.1dentificacion de Variables

Variables Independientes

Restriccion de nido: Se define como un tipo de protocolo-paradigma

utilizado con el fin de causar ELS.

Tiempo de restriccion de nido: Se define como el tiempo de exposicion a

la causa del ELS.

Variable Dependiente

e Expresion Génica de Receptores Corticoides: Se define como la

expresion de ARNm correspondiente a los receptores corticoides en

estudio (GR, MR y CRHR1).

Variable Interviniente

o Edad de Ratones: Se define como el tiempo de vida del espécimen, desde

su nacimiento hasta el momento en el que se procede a la recoleccion del

material de estudio

Variables Moderadora

o Sexo de los ratones: Se define como el sexo biologico que puede

diferenciar el proceso de adaptacion al estrés.

e Cepa de ratén: Se define como la cepa de raton usada.
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2.4.2.Operacionalizacion de Variables

Tabla 1: Operacionalizacion de variables

Repositorio Digital

ESCALA
DEFINICION TIPO DE FUENTE DE | DEFINICION
VARIABLE DIMENSIONES NATURALEZA |DE INDICADOR
CONCEPTUAL VARIABLE INFORMACION | OPERACIONAL
MEDICION
Estresor usado para Uso Del Estresor
Presencia del
Restriccion de nido | generar ELS  en | Fisico Independiente Cualitativa Nominal Estudios Previos | Si:1
estresor
ratones No:0
Tiempo que se Tiempo de uso del
Tiempo de|somete a los Tiempo de estresor
Fisico Independiente Cuantitativo Continua Estudios previos
Restriccion de nido | ratones al estresor exposicion 8 Dias:1
especifico. 0 dias: 0
Expresion Génica de Cuantificacion
Expresion de Cuantificacion
receptores Genético Dependiente Cuantitativo Continuo PCR relativa de la
ARNm de la expresion
Glucocorticoides expresion génica
Expresion Génica de Cuantificacion Cuantificacion
Expresion de
receptores Genético Dependiente Cuantitativo Continuo de la expresion | PCR relativa de la
ARNm
Mineralocorticoides génica expresion génica
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Cuantificacion Cuantificacion
Expresion Génica de | Expresion de
Genético Dependiente Cuantitativo Continuo de la expresion | PCR relativa de la
Crhrl ARNm
genica. expresion génica
Tiempo de vida en Edad
Numero de dias
Edad dias, desde el | Biologico Interviniente Cuantitativo Continuo Historial del raton | 12 dias: 0
de vida
nacimiento 75 dias: 2
Distancia  ano-
Sexo
genital.
Sexo Sexo Biologico Moderadora Cualitativo Nominal Sexado Macho: 0
Presencia de
Hembra: 1
pezones.
Cepa:
Registro del | Datos de registro
Cepa de Raton Cepa Biologico Moderadora Cualitativo Nominal C57BL/6NCrl: 0
espécimen en bioterio
BALB/c:1
Nota: Elaborado por el autor en base al marco teorico
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2.5. Definicion de términos

1. Receptores corticoideos: Receptores especificos para hormonas corticoideas
como glucocorticoides y mineralocorticoides, cuya funcion es la modulacion del
estrés y funciones asociadas.

2. GR: Receptor para glucocorticoides.

3. MR: Receptor para Mineralocorticoides.

4. Receptor de contra regulacion: Receptores de feedback negativo.

5. CRHRI1: Receptor de hormona liberadora de corticotropina tipo 1.

6. RT-qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa o
reversa.

7. Ct. Es la interseccion entre una curva de amplificacion y una linea umbral relativa
a la fluorescencia de los reactivos usados. Se trata de una medicion relativa de la
concentracion del gen objetivo frente a la muestra control en la reaccion de PCR.

8. ELS: Estrés en la vida temprana, se refiere a cualquier evento que expone a un
nifio (en experimentacion con animales se refiere a la cria) a estimulos fisicos y/o
psicoldgicos que exceden su capacidad para afrontar este con éxito.

9. ARNm: Es una molécula de cadena simple de ARN, complemento de una de las
cadenas de ADN de un gen.

10. ADN genémico: ADN contenido en los cromosomas.

11. Degradacion de ARN: Destruccion del ARN, en este caso por ARNasa.

12. Restriccion de Nido: Paradigma usado para genera ELS en ratones, consiste en
limitar el acceso a los animales de experimentacion a material de nido, frente a su

contraparte control, sin limitar el acceso a agua o comida.
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13. Gen Houskeeping: Son genes que se expresan sin necesidad de regulacion
adiciona y por ende su expresion es constante en todas las células y condiciones
en un mismo organismo.

14. Threshold: significa el punto en el que el ciclo de amplificacion de la PCR, en el
cual la cantidad de sefal fluorescente emitida es por el reactivo de verificacion,
supera un nivel determinado.

15. Electroforesis: Técnica que permite la separacion de moléculas segin su peso
mediante la induccion de un campo eléctrico.

16. H20 DEPC: Agua tratada con dietilpirocarbonato, asegurando la inactivacion de
nucleasas.

17. ad libitum: manejo de la alimentacion de animales en cual se ofrece a los animales

tanta comida como deseen.
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CAPITULO III: METODO

3.1. Alcance del estudio
El presente estudio es de alcance correlacional, busca estudiar la evolucion en el
tiempo de los efectos de la restriccion de nido (como factor para inducir ELS) sobre
la expresion génica de GR, MR y CRHRI en ratones de dos distintas cepas
(C57BL/6NCrl y BALB/c), ademas compara los datos obtenidos entre las distintas
variables no independientes, permitiendo ampliar el conocimiento existente sobre los
efectos del ELS, datos que a su vez podran ser utilizados en futuras investigaciones

en el tratamientos del ELS usando las cepas exploradas en este trabajo.

3.2. Disefio
El tipo de investigacion es experimental puro, de nivel analitico y prospectivo debido
al uso de sujetos de experimentacion (ratones de cepas CS7BL/6NCrl y BALB/c) en
los cuales se manipula las variables independientes mediante la restriccion de nido,
permitiendo de esta manera estudiar el comportamiento en la expresion génica de

GR, MR y CRHR1

3.2.1.Reproduccion
La reproduccion se llevdo a cabo segun las normas propias del bioterio
automatizado de la Universidad Andina del Cusco. El protocolo de apareamiento
se realizé con un raton macho por cada 3 o 4 ratones hembras los cuales se
agruparon en una sola jaula por el lapso de 7 dias; una vez finalizado este periodo
el macho fue separado, después de 7 dias se inici6 el monitoreo hasta observar

la formacion de un tapon vaginal.
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3.2.2. Grupos experimentales y controles

Los animales de experimentacion dentro del bioterio automatizado se
encontraron a temperatura constante de 24 °C, con control de humedad, ciclo
claro-oscuro de 12 horas y alimento-agua ad libitum.

La formacion de grupos fue de manera aleatoria simple, separados por camadas
de méaximo 6 crias y minimo 4 crias, donde como minimo existen 2 machos y 2
hembras, posteriormente se asignaron cada camada al grupo experimental o
control.

La formacion de grupos fue de la siguiente manera:

Grupo C57BL/6NCrl
a) Grupo Control 12 dias: G01-C-ctr12
b) Grupo Control 75 dias: G02-C-ctr75
¢) Grupo Experimental 12 dias: GO03-C-expl2
d) Grupo Experimental 75 dias: G04-C-exp75
Grupo BALB/c
a) Grupo Control 12 dias: GO05-B-ctr12
b) Grupo Control 75 dias: G06-B-ctr75
¢) Grupo Experimental 12 dias: G07-B-exp12
d) Grupo Experimental 75 dias: GO08-B-exp75

3.2.3. Protocolo de restriccion de nido para ELS
Para desarrollar un modelo de estrés es necesaria la correcta utilizacion de un
modelo de estrés en la edad temprana, por ello se usa el paradigma de

“restriccion de nido” (%)
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Las crias en crecimiento se encontraron en condiciones controladas dentro del
bioterio automatizado; para los animales del grupo control y experimental se

siguio el siguiente cronograma:

Grupo Control:
a) PO: dia 0 o dia de nacimiento de las crias.
b) P2: dia de grupaje y de cambio de caja de la madre y la cria, donde se
les coloca material de nido (algodon y viruta).
c) P10: dia de cambio de la madre y crias a cajas limpias con viruta.
d) P12: dia de colecta de tejido para el grupo etario de 12 dias.
e) P73:dia inicio de las pruebas comportamentales

f) P75: dia de colecta de tejido para el grupo etario de 75 dias.

Grupo Experimental:

a) PO: dia 0 o dia de nacimiento de las crias.

b) P2: dia de grupaje y de cambio de caja de la madre y la cria, donde se
les coloca la mitad de material de nido (algodon y viruta) que al grupo
control.

c) P10: dia de cambio de la madre y crias a cajas limpias con cantidad de
viruta igual a la del grupo control.

d) P12: dia de colecta de tejido para el grupo etario de 12 dias.

e) P73:dia inicio de las pruebas comportamentales

f) P75: dia de colecta de tejido para el grupo etario de 75 dias.
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3.2.4.Colecta

Se colectaron muestras de tejido cerebral fresco siguiendo lo normado por la ley
N°30407, Ley de Proteccion y Bienestar Animal y El Comité de Etica de la
Universidad Andina del Cusco, de causar el menor sufrimiento posible a los
animales de experimentacion.

La eutanasia de los ratones de 12 y 75 dias de vida se realizd mediante
dislocamiento cervical y decapitacion rapida, previa anestesia con hidroclorato
de ketamina e hidro-clorato de xilacina, una vez colectado el cerebro, se extrajo
el hipocampo en un medio frio, con ayuda de un estereoscopio para los cerebros
de menor tamafio, y herramientas de diseccion finas; el tejido hipocampal
diseccionado fue almacenado en microtubos RNAsa free de 1.5ml previamente
rotulados con los datos del espécimen, fueron pesados y llevados a refrigeracion
a -20°C para su mantencion temporal y finalmente se refrigeraron a -80°C para

su almacenamiento hasta el momento de uso.

3.2.5. Extraccion de ARNm
La extraccion del ARN total se realizé mediante el “protocolo de TRIzol” (Sigma
Aldrich) ®V; utilizando materiales y/o insumos de grado molecular; primero se
procedidé a homogeneizar la muestra con ayuda de una jeringa y 300 pl de
mammalian lysis buffer 1X (25ul Tris-HCI 25mM pH 8 + 20ul NaCl 100mM +
10pl Tx-100 1% + 10ul SDS 0.1% + 2ul EDTA 1mM pH 8 + 933ul H,O DEPC)
+ beta mercaptoetanol 5%, entre 4°C y 10°C, a esta mezcla se le agrego 500 ul
del reactivo de TRIzol y se agito rapidamente durante 15 segundos, se dejo
incubar durante 5 minutos; a la mezcla obtenida se le agrego entre 200 pl y 300

pl de cloroformo y se agito periddicamente con fuerza durante 5 minutos, luego
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se centrifugo durante 15 minutos a 12000rpm y 4°C; del paso anterior se obtuvo
una solucion con 2 fases e interfase, de la cual la fase superior fue transferida sin
perturbar la interfase a otro microtubo RNAsa fiee de 1.5 ml, ésta solucion
obtenida se volvio a mezclar con 200 pl - 300 pl de cloroformo, repitiendo los
pasos anteriores hasta la transferencia de la fase superior a un nuevo microtubo
de las mismas caracteristicas; la solucion obtenida contiene ARNm suspendida
en H»O, para precipitarla se us6 1000 pl de isopropanol y previa
homogeneizacion, la solucion resultante fue incubada entre 20 y 60 minutos a -
20°C, posteriormente la mezcla se centrifugo 15 minutos a 12000rpm y 4°C; del
procedimiento anterior se obtuvo un precipitado blanco(peller), el cual se
conservo descartando el isopropanol, posteriormente se lavo dos veces el pellet
con etanol al 75% en H,O DEPC; finalmente el pellet obtenido fue suspendido
en 15pul a 30pul de HO DEPC dependiendo de su tamafio y se cuantifico en el
espectrofotometro (NanoDrop 2000, Thermo scientific) a partir de 1ul de la
solucion obtenida; la muestra obtenida es ARNm, sin embargo ello puede
contener ADN genomico por lo que fue necesario someter esta a un proceso de
purificacion.

La purificacion del ARNm se realizéo mediante el “protocolo de precipitacion de
ADN con fenol y acetato de sodio” ©?); a la solucién obtenida en el protocolo
anterior se le agregd 40ul de acetato de sodio a S0mM, 40l de cloruro de sodio
a 50mM vy se llevo a un volumen final de 200ul con H.O DEPC, se incubo en
hielo por 20 a 30 minutos, agitando periddicamente; seguidamente se agregaron
200ul de Fenol-Cloroformo 5:1(Thermo scientific), se incubo durante 5 minutos,
agitando periodicamente; la mezcla obtenida se procesa de la misma manera que

en la obtenciéon de ARNm, desde la segunda adicion de 200pl de cloroformo, sin
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embargo el pellet obtenido fue re-suspendido en un volumen menor al
previamente usado para la misma muestra, siendo esta entre 10ul y 15ul de H,O
DEPC; la muestra obtenida fue evaluada y posteriormente refrigerada a -80°C
hasta su posterior uso.
La evaluacion de la cuantificacion, degradacion y pureza del material genético
obtenido fue realizada mediante:

e Cuantificacion mediante espectroscopia en longitudes de onda 230, 260 y
280, para que los resultados de estas pruebas se consideren favorables deben
tener las siguientes caracteristicas:

» La muestra debe contener en total minimamente 9000 ng de material
genético a una minima concentracion de 600 ng/ul para garantizar una
cantidad suficiente de material para experimentacion y concentracion
que evite degradacion en el tiempo.

» La relacion 260/280 y 260/230 deben ser de 2 +/- 0.2 para garantizar la
limpieza adecuada del material genético y que esta no interfiera con los
procesos de retro transcripcion y amplificacion.

o Electroforesis en gel de agarosa al 1% en base de buffer TBE y bromuro de
etidio sometido a 100v de corriente directa, las muestras a cargarse en el gel
de agarosa deben contener V.

» 16.5 ul de muestra con agua DEPC y un contenido neto de entre 1000ng
y 2000 ng de material genético.

» 3.5 ul de RNA sample loading buffer (6x).

El gel obtenido fue observado en el transiluminador a luz ultravioleta (UV).
Las muestras para considerarse viables para su uso, deben tener las siguientes

caracteristicas de integridad y pureza respectivamente:
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» Evidencia visual a la luz UV de las bandas 18s y 28s verificando que el
material genético no presente degradacion.

» Ausencia a la evaluacion visual con luz UV de bandas extras
inmediatamente después de los pozos del gel de agarosa, que evidencien
la presencia de material genético de origen gendmico.

» Ausencia a la evaluacion visual con luz UV de bandas extras, que
evidencien la presencia de material desconocido.

e PCR de punto final con el kit “AmpliTaq Gold” en gel de agarosa al 2% en
base de buffer TBE y bromuro de etidio, a 100v de corriente directa; las
muestras de ARNm fueron procesadas de acuerdo a las especificaciones del
fabricante del kit, ademas del uso el primer para gen mitocondrial 18s y/o
GAPDH; la muestra obtenida se cargd en el gel previamente hecho en
adicion de 4 pl de RNA sample loading buffer (6x) y se observo en luz
ultravioleta ¢,

Para considerar la muestra viable para su uso, no debe presentar
amplificacion del material genético muestreado, lo que significa ausencia
de material genético gendmico que interfiera con la cuantificacion.

e Si el material genético no cumple con alguna de las caracteristicas
previamente mencionadas, la muestra se somete a una nueva purificacion
y/o limpieza y se vuelve a evaluar.

Todas las muestras obtenidas que cumplieron con las caracteristicas adecuadas

de pureza, integridad y cantidad, fueron rotuladas como ARN limpio y

almacenadas a -80°C hasta su uso.
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3.2.6. Analisis de expresion génica

Del material obtenido como ARNm limpio se sintetizo ADN complementario
(ADNCc) mediante retro-transcripcion con ayuda de kit “High-Capacity cDNArt”
segun las especificaciones del fabricante; la cantidad de material genético que se
usa es de 2000 ng, que al final de la reaccion quedan suspendidos en 20 pl, a los
cuales se les afladio 20 ul de H,O pura para llegar a una concentracion final de
50 ng/ul.

El ADNc obtenido fue usado en el proceso de RT qPCR utilizando el Kit de
SYBR green segun las especificaciones del fabricante, y primers para GR, MR,
CRHRI1 y gene 18s como houskeeping elaborados por Applied Biological

Materials Inc. en base a las siguientes secuencias:

e GR forward: 5’-TACCCCGACAGAGAAGGAGTT-3’
e GR reverse: 5’-AAGGTGCTTTGGTCTGTGGTA-3’
e MR forward: 5’-GAGCGTTCTTCTCTTGGACCT-3’
e MR reverse: 5’-TGCTGCTCCCTTGAGTACTGT-3’
e CRHRI forward: 5’-TGACAGCCGCCTACAACTACT-3’
o CRHRI reverse: 5’-GATGCAGACGAACATCCACTT-3’
o [8S forward: 5’-GCCGCTAGAGGTGAAATTCTT-3’

o [8Sreverse: 5’- TCGTTTATGGTCGGAACTACG-3’

(Previamente se realiz6 el analisis de la eficiencia de los primers disefiados,
antes de su uso).
Para cada reaccion de RT-qPCR se us6 50ng de ADN complementario y analisis

génico se realizé mediante el uso de 3 réplicas técnicas por cada gen a estudiar.
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La reacciéon de RT-qPCR y el andlisis de la misma se realizo en el equipo
AriaMX Real-time PCR System y los resultados se midieron en el sofiware
provisto por “Agilent” para este hardware a partir del Ct obtenido,

adicionalmente los datos del Ct son analizados a través de método 224t G4,

3.3. Poblacion
En la parte experimental se utiliz6 como poblacion, las cepas de ratones alojadas en
la infraestructura del bioterio automatizado de la Universidad Andina del Cusco:
e (Cepade raton BALB/c

e (Cepa de raton C57BL/6NCrl

3.4. Muestra

El tamafio de la muestra se calculd6 mediante el método de analisis de poder, donde
se consideraron los siguientes parametros: tamafio de efecto (muy alto), error tipo I
(considerando el nivel de significancia al 5% (p=0,05)), poder del estudio (95%). El
calculo de tamafio de la muestra para cada experimento fue realizado con auxilio del
software G*¥Power3.1.9.7. 39,

El test estadistico se realizd6 mediante Means: Difference between two independent
means (two groups). Los resultados obtenidos del software indicaron un N= 10 en el
analisis del tamafio minimo de muestras para el tipo de experimento en cuestion. De
esta manera se establecio el uso de 5 animales por grupo distribuidos de la siguiente

manera.
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Tabla 2: Cepas utilizadas

Cepa de raton BALB/c Cepa de raton CS57BL/6NCrl

Grupo Etario Macho Hembra Macho Hembra
12 dias 5RB 5RB 5RB 5RB
75 dias 5RB 5RB 5RB 5-RB

El nimero minimo de animales usados en todo el proyecto fue de 80, no se
contabilizé la mortalidad de las crias y la variabilidad en la relaciéon de hembras y

machos nacida por cada camada.

El analisis del tamafio en base al poder de analisis y el tamafio del efecto fue:
t tests - Means: Difference between two independent means (two groups)

Analysis: A priori: Compute required sample size

Input: Tail(s) = Two
Effect size dz =2.6261287
a err prob =0.05
Power (1-f err prob) =0.95

Output:  Noncentrality parameter 6 = 4.1522741

Critical t =2.3060041
Df =8

Sample size group 1 =3

Sample size group 2 =5

Total sample size =10

Actual power =0.9513657
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Analisis del tamarfio de muestra:

t tests - Means: Difference between two dependent means (matched pairs)
Tail(s) = One, « err prob = 0.05, Effect size dz = 1.1

Total sample size

T T T T T T T T T T T T
0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95
Power (1-B err prob)

3.5. Plan de analisis de datos
3.5.1. Estadistica
Los datos obtenidos se procesaron mediante el software “AriaMx HRM qPCR
Software” que interpreta la melting curve en la RT qPCR y de esta se obtuvo una
cuantificacion relativa de la expresion genética de los animales experimentales
comparando los resultados con los de los animales control.
Ademas, se uso del software GraphPad Prism 9.5 para el analisis estadistico

secundario de la data obtenida.

3.5.2.Base de datos
Computadora de escritorio:
e Procesador: Ryzen 3 1200

e Tarjeta grafica Radeon RX 570

Ram 8 gb DDR4 a 2333Mhz

Sistema Operativo Windows 10 pro

e Programa estadistico GraphPad Prism 9.5
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Para medir los niveles de expresion génica de GR, MR y CRHR1 hipocampales, de los
ratones de diferentes cepas después de aplicar el modelo de restriccion de nido, se
realizaron ensayos de RT-qPCR en muestras de tejido recolectadas en dos momentos
especificos de vida de los ratones (12 y 75 dias de edad). El analisis se realizo6 a partir de
los datos de los Ct obtenido del programa AriaMX con un Threshold de 0.010, estos
valores se normalizaron a través del método de Taylor C. et al®?, posteriormente se llevo

el analisis estadistico en GraphPad Prism 9.5.

4.1. Analisis experimental de la cepa BALB/c

4.1.1. Analisis de la expresion génica de GR hipocampal en cepas de ratones

BALBY/c en crias y adultos

Tabla 3: Expresion génica de GR hipocampal en hembras adultas y crias de la cepa de raton

BALB/c.

Cepa Muestra Media + Error Estaindar  Desviacion p valor
BALB/c Estandar (p <0,05)
Adultas Casos (ELS) 0.8670 £ 0,3010 0.5213 0,4193
(75 dias) Control 1 £0,0006 0,0010 ns

Crias Casos (ELS) 1,079 £ 0,1448 0,2896 0,9709
(12 dias) ns

Control 0,9970 £ 0,0017 0,0034

Nota. Resumen de la Expresion génica de GR hipocampal en hembras adultas (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de raton
BALB/c. Los datos muestran la Media (M) + Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia estadistica
cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo contd con 4 animales para el
analisis.

La tabla 3 muestra la estimacion de la expresion génica del receptor de GR en

3 réplicas bioldgicas de ratones BALB/c 75 dias de edad y 4 réplicas bioldgicas
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de ratones de 12 dias de edad, sometidos a ELS. En las hembras adultas de 75
dias de edad, se observé que la expresion génica de GR es un 28% menos con
valor p de 0,4193 (Grafico 1), mientras que, en las hembras de 12 dias de edad,
no se observo un cambio en la expresion génica de GR con valor p de 0,9709
(Grafico 2). No se muestra una diferencia estadisticamente significativa en la

expresion génica de GR para ninguno de los dos grupos.

GR GR
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o ! CTR ELS[
CTR ELS Balb/c 12D Hemb
BALB/c 75D Hembra alble embra
Grafico 1: Expresion génica de GR en Grafico 2: Expresion génica de GR en
Hembras 75 dias cepa BALB/c. Hembras 12 dias cepa BALB/c
BALB/c de 75 dias: Control vs BALB/c de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de GR Experimental, Expresion génica no
28% menor, media y error estandar de significativa de GR, media y error
0.8670 + 0,3010, SD de 0.5213 y un p estandar de 1,029 +0,1448, SD de 0,2896
> 0,05. y un valor p > 0,05.
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Tabla 4: Expresion génica de GR hipocampal en machos adultos y crias de la cepa de raton BALB/c.

Cepa Muestra Media + Error Desviacion p valor
BALB/c Estindar Estandar (p <0,05)
Adultos Casos (ELS) 1,305 + 2,965 5,132 0,3681
(75 dias) Control 0,9990 + 0,037 0,0064 ns

Crias Casos (ELS) 0,5050 + 0,0662 0,1325 0,0005
(12 dias) Control 0,9970 + 0,0069 0,0138 o

Nota. Resumen de la Expresion génica de GR hipocampal en machos adultos (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de raton
BALB/c. Los datos muestran la Media (M) + Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia estadistica
cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo conté con entre 3 y 4 animales

para el analisis.

La tabla 4 muestra, 3 réplicas bioldgicas de ratones BALB/c machos adultos
de 75 dias de edad, donde se observo que la expresion génica de GR fue un
300% mayor con valor p de 0,3681 (Grafico 3); y 4 réplicas bioldgicas de
ratones BALB/c machos de 12 dias de vida, se observo que la expresion génica
de GR fue un 47% menor con valor p de 0,0005 (Grafico 4). Mostrando una

diferencia estadisticamente significativa para el grupo de machos de 12 dias.

GR GR
15+ 3.0
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2.5
o 10 u g
2 2 2.0
] ©
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-5 . T 0.0-
CTR ELS CTR ELS

Balb/c 75D Macho

Grafico 3: Expresion génica de GR
en Macho 75 dias cepa BALB/c.
BALB/c de 75 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica no
significativa de GR, media y error
estandar de 1,029 + 0,1448, SD de
0,2896 y un valor p > 0,05.
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Balb/c 12D Macho

Grafico 4: Expresion génica GR en
Macho 12 dias cepa BALB/c.
BALB/c de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de
GR 47% menor media y error
estandar de 0,5050 + 0,06626, SD de
0,1325 y un valor p <0,05.
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4.1.2. Analisis de la expresion génica de MR en cepas de ratones BALB/c en crias

y adultos

Tabla 5: Expresion génica de MR hipocampal en hembras adultas y crias de la cepa de raton

BALB/c.
Cepa Muestra Media + Error Desviacion p valor
BALB/c Estandar Estandar (p <£0,05)
Adultas Casos (ELS) 1,121 +0,0941 0.1630 0,2681
(75 dias) Control 1,001  0,0025 0,0037 ns
Crias Casos (ELS) 1,029+ 0,1709 0,3418 0,7701
(12 dias) ns

Control 0,9960 + 0,0015 0,0030

Nota. Resumen de la Expresion génica de MR hipocampal en hembras adultas (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de
raton BALB/c. Los datos muestran la Media (M) + Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia estadistica
cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo contd con 4 animales para el
analisis.
La tabla 5 muestra la expresion génica del receptor de MR en 3 réplicas
biologicas de ratones BALB/c 75 dias de edad y 4 réplicas biologicas de ratones
de 12 dias de edad, sometidos a ELS. En las hembras adultas de 75 dias de
edad, se observo que la expresion génica de MR fue un 28% mayor con valor
p de 0,2681 (Grafico 5), mientras que, en las hembras de 12 dias de edad, no
se observo un cambio significativo con valor de p de 0,7701 (Grafico 6).

Aunque no se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en la

expresion génica de MR en ninguno de los grupos.
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Grafico 5: Expresion génica MR en Grafico 6: Expresion génica MR en
Hembras 75 dias cepa BALB/c. Hembras 12 dias cepa BALB/c.
BALB/c de 75 dias: Control vs BALB/c de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de MR Experimental, Expresion génica no
28% mayor, media y error estandar de significativa de MR, media y error
1,121 +£0,09412, SD de 0,1630 y valor estandar de 1,029 = 0,1709, SD de 0,3418
p > 0,05. y valor de p > 0,05.

Tabla 6: Expresion génica de MR hipocampal en machos adultos y crias de la cepa de raton

BALB/c.
Cepa Media + Error Desviacion p valor
Muestra

BALB/c Estandar Estandar (p<0,05)
Adultos Casos (ELS) 1,977 + 0,3451 0,5978 0,0336
(75dias)  control 0,9890 = 0,0072 0,0125

Crias Casos (ELS) 0,5425 £ 0,0425 0,0851 <0,001

12 di Kokokk

(2dias)  Control 0,9965 =+ 0,0066 0.0132

Nota. Resumen de la Expresion génica de MR hipocampal en machos adultos (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de raton
BALB/c. Los datos muestran la Media (M) + Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia estadistica
cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo cont6 con 4 animales para el

analisis.

La tabla 6 muestra 3 réplicas bioldgicas de ratones BALB/c machos adultos de
75 dias de edad, donde se observd que la expresion génica de MR fue un 108%
mayor con valor p de 0,0336 (Grafico 7); y 4 réplicas bioldgicas de ratones

BALB/c machos de 12 dias de edad, la expresion génica de MR fue un 44%
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menor con valor p de 0,001 (Grafico 8). Mostrando una diferencia

estadisticamente significativa para ambos grupos.
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Grafico 7: Expresion génica de MR en Grafico 8: Expresion génica de MR en
Macho 75 dias cepa BALB/c. Macho 12 dias cepa BALB/c.
BALB/c de 75 dias: Control vs BALB/c de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de MR Experimental, Expresion génica de MR
108% mayor con una media y error 44% menor, media y error estandar de
estandar de 1,977 + 0,3451, SD de 0,5425 + 0,04258, SD de 0,08516 y valor
0,5978 y p <0,05. p <0,05.

4.1.3. Analisis de la expresion génica de CRHR1 en cepas de ratones BALB/c en

crias y adultos

Tabla 7: Expresion génica de CRHR1 hipocampal en hembras adultas y crias de la cepa de raton

BALB/c.
Cepa Muestra Media + Error Desviacion p valor
BALB/c Estiandar Estandar (p <£0,05)
Adultas Casos (ELS) 1,071 £ 0,0960 0.1664 0,8554
(75 dias) Control 1,000 £ 0,0003 0,0005 ns
Crias Casos (ELS)  1,7050 +0,1574 0,3147 0,0091
(12 dias) ok

Control 0,9970 = 0,0017 0,0034

Nota. Resumen de la Expresion génica de CRHR1 hipocampal en hembras adultas (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de
raton BALB/c. Los datos muestran la Media (M) = Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia estadistica
cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo contd con 4 animales para el
analisis.
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La tabla 7 muestra la estimacion de la expresion génica del receptor de CRHR1
en 3 réplicas biologicas de ratones BALB/c 75 dias de edad y 4 réplicas
biologicas de ratones de 12 dias de edad, sometidos a ELS. En las hembras
adultas de 75 dias de edad, no se observoé cambio significativo en la expresion
génica de CRHR1 un con valor p de 0,8554 (Grafico 9), mientras que, en las
hembras de 12 dias de edad, la expresion génica de CRHR1 fue un 59% mayor
con valor de p de 0,0091 (Grafico 10). Mostrando una diferencia
estadisticamente significativa en la expresion génica de CRHRI solo para el

grupo de hembras de 12 dias.

CRHR1 CRHR1
3.0 3.0
2.5 2.5 * %
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0.0- 0.0-

CTR ELSC
Balb/c 12D Hembra

CTR ELS
Balb/c 75D Hembra

Grafico 9: Expresion CRHRI1 en Grafico 10: Expresion CRHRI en

Hembras 75 dias cepa BALB/c.
BALB/c de 75 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica no
significativa de CRHR1, media y error
estandar de 1,071 £ 0,09606, SD de
0,1664 y valor p > 0,05.
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Hembras 12 dias cepa BALB/c.

BALB/c de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica 59%
mayor de CRHR1, media y error estandar
de 1,705 £ 0,1574, SD de 0,3147 y valor
p <0,05.
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Tabla 8: Expresion génica de CRHR1 hipocampal en machos adultos y crias de la cepa de raton
BALBY/c.
Cepa Muestra Media + Error Desviacion p valor
BALB/c Estandar Estandar (p<0,05)
Adultos Casos (ELS) 1,556 + 0,5603 0,9704 0,1879
(75 dias) Control 0,9890 = 0,0072 0,0125 ns
Crias Casos (ELS)  0,6880 +0,0811 0,1406 0,0143
(12 dias) *

Control 0,9950 + 0,0088 0,0153

Nota. Resumen de la Expresion génica de CRHR1 hipocampal en machos adultos (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de
raton BALB/C. Los datos muestran la Media (M) + Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia
estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo contd con 4 animales
para el analisis.

La tabla 8 muestra, 3 réplicas bioldgicas de ratones BALB/c machos adultos
de 75 dias de edad, donde se observo que la expresion génica de CRHR1 fue
un 87% mayor con valor p de 0,1879 (Grafico 11); y 4 réplicas biologicas de
ratones BALB/c machos de 12 dias de edad, la expresion génica de CRHR1
fue un 44% menor con valor p 0,1406 (Grafico 12). Mostrando una diferencia
estadisticamente significativa en la expresion génica de CRHR1 solo para el

grupo de machos de 12 dia
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0.0- T 0.0_
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Balb/c 75D Macho Balb/c 12D Macho
Grifico 11: Expresion génica CRHR1 en Grifico 12: Expresion génica CRHR1
Macho 75 dias cepa BALB/c. en Macho 12 dias cepa BALB/c.
BALB/c de 75 dias: Control vs BALB/c de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica no Experimental, Expresion génica de
significativa de CRHR1, media y error CRHRI1 44% menor, media y error
estandar de 1,071 £ 0,09606, SD de estandar de 0,6880 + 0,08118, SD de
0,1664 y valor p > 0,05. 0,1406 y valor p < 0,05.
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4.2. Analisis experimental en la cepa C57BL/6NCrl

4.2.1. Analisis de la expresion génica de GR en cepas de ratones CS7BL/6NCrl

en crias y adultos

Tabla 9: Expresion génica de GR hipocampal en hembras adultas y crias de la cepa de raton

C57BL/6NCrl.
Cepa Muestra Media + Error Desviacion p valor
C57BL/6NCrl Estandar Estandar (p<0,05)
Adultas Casos (ELS) 1,110 +0,0538 0.1318 0,0110
(75 dias) Control 1,000 + 0,0001 0,0004 :
Crias Casos (ELS) 1,126+ 0,1980 0,4850 0,1098
(12 dias) ns

Control 1,000 £ 0,0006 0,0016

Nota. Resumen de la Expresion génica de GR hipocampal en hembras adultas (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de raton
CS57BL/6NCrl. Los datos muestran la Media (M) = Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia
estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo cont6 con 6 animales
para el analisis.

La tabla 9 muestra la estimacion de la expresion génica del receptor de GR en
6 réplicas biologicas de ratones C57BL/6NCrl 75 dias de edad y 6 réplicas
biologicas de ratones de 12 dias de edad, sometidos a ELS. En las hembras
adultas de 75 dias de edad, se observé una expresion génica de GR 16% mayor
con valor p de 0,0110 (Grafico 13), mientras que, en las hembras de 12 dias de
edad, la expresion génica de GR fue un 34% mayor con valor p de 0,1098
(Grafico 14). Mostrando una diferencia estadisticamente significativa para la

expresion génica de GR para el grupo de hembras de 75 dias.
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Grafico 13: Expresion génica GR en Grafico 14: Expresion génica GR en
Hembra 75 dias cepa C57BL/6NCrl. Hembra 12 dias cepa C57BL/6NCrl.
C57BL/6NCrl de 75 dias: Control vs C57BL/6NCrl de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de GR Experimental, Expresion génica de GR
16% mayor, media y error estandar de 34% mayor, media y error estdndar de
1,110 + 0,0538, SD de 0,1318 y valor 1,126 + 0,1980, SD de 0,4850 y valor
p <0,05. p >0,05.

Tabla 10: Expresion génica de GR hipocampal en machos adultos y crias de la cepa de raton

C57BL/6NCrl.
Cepa Muestra Media + Error Desviacion p valor
C57BL/6NCrl Estindar Estandar (p £0,05)
Adultos Casos (ELS)  0,9970 +0,0671 0,1502 0,9494
(75 dias) Control 1,000 = 0,0008 0,0017 ns
Crias Casos (ELS) 1,558 £0,1417 0,3169 0,0289
(12 dias) *

Control 1,000 + 0,0004 0,0008

Nota. Resumen de la Expresion génica de GR hipocampal en machos adultos (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de raton
CS57BL/6NCrl. Los datos muestran la Media (M) = Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia
estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo cont6 con 6 animales
para el analisis.

La tabla 10 muestra, 6 réplicas bioldgicas de ratones C57BL/6NCrl machos
adultos de 75 dias de edad, donde no se observo una diferencia significativa
para expresion génica de GR con valor p de 0,9494 (Grafico 15); y 6 réplicas

biologicas de ratones C57BL/6NCrl machos de 12 dias de edad, donde la
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expresion génica de GR fue un 37% mayor con valor p de 0,0289 (Grafico 16).
Mostrando una diferencia estadisticamente significativa para la expresion

génica de GR solo para el grupo de machos de 12 dias.
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Grifico 15: Expresion génica GR en
Machos 75 dias cepa C57BL/6NCrl
C57BL/6NCrl de 75 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica no
significativa de GR, media y error
estandar de 0,9970 = 0,06719, SD de
0,1502 y un valor p > 0,05.
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Grafico 16: Expresion génica GR en
Macho 12 dias cepa C57BL/6NCrl
C57BL/6NCrl de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de GR
37% mayor, media y error estdndar de
1,558 £ 0,1417, SD de 0,3169 y valor

p <0,05.
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4.2.2. Analisis de la expresion génica de MR en cepas de ratones C57BL/6NCrl

en crias y adultos

Tabla 11: Expresion génica de MR hipocampal en hembras adultas y crias de la cepa de raton

C57BL/6NCrl.
Cepa Muestra Media + Error Desviacion p valor
C57BL/6NCrl Estandar Estandar (p<0,05)
Adultas Casos (ELS) 1,311 +£ 0,0894 0.2192 0,0349
(75 dias) Control 1,000 4 0,0002 0,0006 :
Crias Casos (ELS) 1,450+ 0,1557 0,3813 0,0066
(12 dias) *ok

Control 1,000 £+ 0,0009 0,0024

Nota. Resumen de la Expresion génica de MR hipocampal en hembras adultas (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de
raton C57BL/6NCrl. Los datos muestran la Media (M) + Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia
estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo cont6 con 6 animales
para el analisis.

La tabla 11 muestra la estimacion de la expresion génica del receptor de MR
en 6 réplicas bioldgicas de ratones C57BL/6NCrl 75 dias de edad y 6 réplicas
biologicas de ratones de 12 dias de edad, sometidos a ELS. En las hembras
adultas de 75 dias de edad, se observé que la expresion génica de MR fue un
21% mayor con valor p de 0,0349 (Grafico 17), mientras que, en las hembras
de 12 dias de edad, la expresion génica de MR fue un 53% mayor con valor p
de 0,0066 (Grafico 18). Mostrando una diferencia estadisticamente

significativa en la expresion génica de MR para ambos grupos.
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Griafico 17: Expresion génica MR en
Hembras 75 dias cepa C57BL/6NCrl.
CS7BL/6NCrl de 75 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de MR
21% mayor, media y error estandar de
1,311 £0,08949, SD de 0,2192 y valor

p <0,05.
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Grafico 18: Expresion génica MR en
Hembra 12 dias cepa C57BL/6NCrl.
C57BL/6NCrl de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de MR
53% mayor, media y error estandar de
1,450 £0,1557, SD de 0,3813 y valor

p <0,05.

Tabla 12: Expresion génica de MR hipocampal en machos adultos y crias de la cepa de raton

C57BL/6NCrl.
Cepa Muestra Media + Error Desviacion p valor
C57BL/6NCrl Estindar Estandar (p £0,05)
Adultos Casos (ELS) 1,025 = 0,0494 0,1106 0,1847
(75 dias) Control 1,000 + 0,0008 0,0017 ns
Crias Casos (ELS) 1,025+ 0,1096 0,2685 0,2838
(12 dias) Control 1,001 + 0,0004 0.0010 e

Nota. Resumen de la Expresion génica de MR hipocampal en machos adultos (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de raton
CS57BL/6NCrl. Los datos muestran la Media (M) = Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia
estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo cont6 con 6 animales

para el analisis.

La tabla 12 muestra, 6 réplicas bioldgicas de ratones C57BL/6NCrl machos

adultos de 75 dias de edad, no se observd cambio significativo alguno en la

expresion génica de MR con valor p de 0,1847 (Grafico 19); y 6 réplicas

biologicas de ratones C57BL/6NCrl machos de 12 dias de edad, la expresion

génica de MR fue un 12% mayor con valor p de 0,2838 (Grafico 20). Aunque
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no se detectd una diferencia estadisticamente significativa en la expresion

génica de MR en ninguno de los grupos.

MR MR
3.0 3.0
2.5+ 2.5
(2] (]
D 2.0+ D 2.0 ns
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£ e | !
O 1.5 | 1 o 1.5- ]
T 2 T
o 1.0 ° -
2 1.0 S 1.0
0.5 0.5
0.0- 0.0
CRT ELS CTR ELS
C57BL/6NCrl 75D Macho C57BL/6NCrl 12D Macho
Grifico 19: Expresion génica de MR Grifico 20: Expresion génica de MR en
en Machos 75 dias cepa C57BL/6NCrl. Macho 12 dias cepa C57BL/6NCrl.
CS57BL/6NCrl de 75 dias: Control vs CS57BL/6NCrl de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion no Experimental, Expresion no significativa
significativa de MR, media y error de MR, media y error estandar de 1,025
estandar de 1,025 + 0,04946, SD de +0,1096, SD de 0,2685 y valor p > 0,05.

0,1106 y valor p > 0,05.

4.2.3. Analisis de la expresion génica de CRHR1 en cepas de ratones

C57BL/6NCrl en crias y adultos

Tabla 13: Expresion génica de CRHR1 hipocampal en hembras adultas y crias de la cepa de raton

C57BL/6NCrl.
Cepa Muestra Media + Error Desviacion p valor
C57BL/6NCrl Estandar Estandar (p<0,05)
Adultas Casos (ELS) 1,360 = 0,0915 0.2242 0,0113
(75 dias) Control 1,000 = 0,0002 0,0006
Crias Casos (ELS) 1,883 +0,3456 0,8466 0,0165

12 di *

(12 dias) Control 1,000 + 0,0008 0.0020

Nota. Resumen de la Expresion génica de CRHR1 hipocampal en hembras adultas (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de
raton C57BL/6NCrl. Los datos muestran la Media (M) + Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia
estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo cont6 con 6 animales
para el analisis.
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La tabla 13 muestra la estimacion de la expresion génica del receptor de
CRHRI en 6 réplicas bioldgicas de ratones C57BL/6NCrl 75 dias de edad y 6
réplicas bioldgicas de ratones de 12 dias de edad, sometidos a ELS. En las
hembras adultas de 75 dias de edad, se observd que la expresion génica de
CRHRI1 fue un 28% mayor con valor p de 0,0113 (Grafico 21), mientras que,
en las hembras de 12 dias de edad, la expresion génica de CRHR1 fue un 99%
mayor con valor p de 0,0165 (Grafico 22). Mostrando una diferencia

estadisticamente significativa para la expresion génica de CRHR1 ambos

grupos.
CRHR1 CRHR1
3.0- _l*
2.5+ 3.0
dé, 20— * . 2.5
© ()] 2-0—
= (=
% 7 ‘ '_x_' § 1.5 "
S 1.0- oe 2
|18 u_o- 1.0 [}
0.5 054
0.0- 0.0

1
CTR ELSO CTR EII.S
C57BL/6NCrl 75D Hembra C57BL/6NCrl 12D Hembra

Grifico 21: Expresion génica CRHR1 en
Hembras 75 dias cepa C57BL/6NCrl.
CS57BL/6NCrl de 75 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de
CRHRI 28% mayor, media y error
estandar de 1,360 + 0,09155, SD de
0,2242 y valor p < 0,05.
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Grifico 22: Expresion génica CRHR1 en
Hembra 12 dias cepa C57BL/6NCrl.
CS57BL/6NCrl de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de
CRHRI1 99 % mayor, media y error
estandar de 1,883 +0,3456, SD de 0,8466
y valor p <0,05.
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Tabla 14: Expresion génica de CRHR1 hipocampal en machos adultos y crias de la cepa de raton
C57BL/6NCrl.
Cepa Muestra Media + Error Desviacion p valor
C57BL/6NCrl Estandar Estandar (p<0,05)
Adultos Casos (ELS)  0,1770+0,1193 0,2668 0,0473
(75 dias) Control 1,000 + 0,0004 0,0008
Crias Casos (ELS) 1,362+ 0,1861 0,4559 0,0263
(12 dias) *
Control 1,000 £ 0,0001 0,0004

Nota. Resumen de la Expresion génica de CRHR1 hipocampal en machos adultos (75 dias) y crias (12 dias) de la cepa de
raton C57BL/6NCrl. Los datos muestran la Media (M) + Error Estandar (ES); Desviacion Estandar (DS). Significancia
estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Control; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Cada grupo cont6 con 6 animales
para el analisis.

La tabla 14 muestra, 6 réplicas biologicas de ratones C57BL/6NCrl machos
adultos de 75 dias de edad, se estim6 una disminucion de la expresion génica de
CRHRI1 en un 28% con valor p de 0,0473 (Grafico 23); y 6 réplicas biologicas de
ratones C57BL/6NCrl machos de 12 dias de edad, la expresion génica de CRHR1
fue un 48% mayor con valor p de 0,0263 (Grafico 24). Mostrando una diferencia

estadisticamente significativa para expresion génica de CRHR1 ambos grupos.
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Grifico 23: Expresion génica de CRHR1
en Machos 75 dias cepa C57BL/6NCrl.
C57BL/6NCrl de 12 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de
CRHRI1 28 % menos, media y error
estandar de 0,7170 = 0,1193, SD de

Repositorio Digital
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Grafico 24: Expresion génica de CRHR1
en Macho 12 dias cepa C57BL/6NCrl

C57BL/6NCrl de 75 dias: Control vs
Experimental, Expresion génica de
CRHRI1 48% mayor, media y error
estandar de 1,362 +0,1861, SD de 0,4559

75 dias — CRHR1

p valor: 0,8554

p valor: 0,1879

p valor: 0,0113

0,2668 y valor p < 0,05. y valor p < 0,05.
Tabla 15: Consolidacion de datos.
BALB/c C57BL/6NCrl
Genero Hembra Macho Hembra Macho
F.C: 0,992 F.C: 0,539 F.C: 1,347 F.C: 1,377
12 dias — GR
p valor: 0,9709 p valor: 0,0005 p valor: 0,1098 p valor: 0,0289
F.C: 1,049 F.C: 0,5600 F.C: 1,531 F.C: 1,125
12 dias - MR
p valor: 0,7701 p valor: <0,001 p valor: 0,0066 p valor: 0,2838
F.C: 1,593 F.C: 0,6490 F.C: 1,993 F.C:1,485
12 dias — CRHR1
p valor: 0,0091 p valor: 0,0143 p valor: 0,0165 p valor: 0,0263
F.C: 0,7293 F.C: 3,999 F.C: 1,167 F.C: 1,004
75 dias — GR
p valor: 0,4193 p valor: 0,3681 p valor: 0,0110 p valor: 0,0671
F.C: 1,288 F.C: 2,085 F.C: 1,218 F.C: 1,071
75 dias - MR
p valor: 0,2681 p valor: 0,0336 p valor: 0,0349 p valor: 0,1847
F.C: 1,018 F.C: 1,876 F.C: 1,283 F.C: 0,7216

p valor: 0,0473

lidad todos los datos obtenidos. Mostrando el Fold Change (F.C) y el p valor para cada grupo experimental

La siguiente tabla, c
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CAPITULO V: DISCUSION

5.1. Descripcion de los hallazgos mas relevantes y significativos

e Todos los animales de experimentacion presentaron cambios en la expresion
génica de GR, MR y CRHRI1 a los 12 dias de vida debido al modelo de estrés
utilizado.

e A los 12 dias de edad, se observaron diferencias en la expresion génica de los
receptores en distintas cepas y sexos. Los machos en la cepa BALB/c mostraron
disminucion del 50% en promedio, en la expresion génica de MR y CRHRI,
mientras que las hembras de la cepa C57BL/6NCrl expresaron un 53% (p:0,0066)
y 99% (p:0,0165) mas, respectivamente en comparacion con los controles.

e A los 75 dias de edad, se observaron cambios génicos mas resaltantes en los
machos de la cepa BALB/c y las hembras de la cepa C57BL/6NCrl, con una
sobreexpresion de los receptores en estudio, aunque en proporciones diferentes.
La sobre expresion fue mayor en la cepa BALB/c, en contraste con la expresion
disminuida observada a los 12 dias.

e Existe una diferencia significativa en como cada cepa responde al ELS. Los
machos de la cepa BALB/c expuestos al estresor en la edad adulta mostraron una
sobre expresion del 108% (p:0,0336) y 87% (p:0,1879) en MR y CRHRI,
respectivamente, indicando quizds una adaptacion mas radical al ELS en
comparacion con la cepa C57BL/6NCrl, la cual también exhibe sobre expresion
de los receptores en cuestion, sin embargo, esta no es tan elevada a los 75 dias.

e Seobservaron diferencias importantes entre los sexos de cada cepa en su respuesta
al estresor. En la cepa BALB/c, las hembras parecen ser mas resilientes al ELS
por restriccion de nido, aunque se necesitan mas datos para obtener conclusiones

definitivas. Por otro lado, en la cepa C57BL/6NCrl se evidencian dos mecanismos
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distintos de adaptacion al ELS, donde los machos parecen ser mas resilientes al
estrés y presentan cambios permanentes solo en la expresion génica de CRHRI,
mientras que las hembras muestran una adaptacion mas sostenida en el tiempo,

con niveles relativamente estables de GR y MR a los 12 y 75 dias de edad.

5.2. Limitaciones del estudio

e En trabajos de investigacion previos son escasos y no permiten hacer una
correcta comparacion con los datos obtenidos, ademas que la literatura
consultada muestra resultados contrastantes dependiendo del autor, la cepa
usada, el estresor y el medio ambiente en el que se desarrolla el experimento.

e Lascondicionesy el tiempo para la reproduccion de los animales fueron limitada
debido a la coexistencia de otros trabajos de investigacion simultaneos.

e La curva de aprendizaje de la técnica de RTqPCR usadas en este estudio fue
bastante dificil debido al limitado tiempo que exige la experimentacion.

e La correcta calibracion de los pasos para obtener muestras apropiada de ARN

fue tediosa y desafiante en todo su proceso.

5.3. Comparacion critica con la literatura existente
La restriccion de nido es un modelo ampliamente utilizado para investigar los efectos
del estrés temprano en roedores. En este estudio se uséd este modelo para intentar
entender como el estrés en la vida temprana puede tener un impacto duradero en la
expresion génica de GR, MR y CRHRI en el hipocampo, es asi que la restriccion de
nido ha sido utilizada en ratones las cepas C57BL/6NCrl y BALB/c, para investigar

posibles diferencias genéticas en las respuestas al estrés temprano.
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Segun van Bodegom (Holanda, 2017) varios estudios investigaron los efectos de la
restriccion de nido en la expresion génica del receptor de glucocorticoides (GR) en
el hipocampo de ratones C57BL/6J y ratas durante diferentes etapas de desarrollo,
observando que la restriccion de nido aumenta la expresion génica del GR en el
hipocampo de ratones C57BL/6J en la etapa de desarrollo temprano, lo que puede
afectar la sensibilidad del eje HPA al estrés 0, estos datos concuerdan con los
obtenidos en las hembras y machos de la cepa C57BL/6NCrl la cual expresa entre un
34% y 37% mas de GR durante la edad temprana pero persiste moderadamente
elevada en un 16% en las hembras de esta cepa. Por otro lado, en ratones BALB/c,
los efectos de la restriccion de nido en la expresion génica de GR, son menos claros
en hembras e invertida en machos, donde estos ultimos disminuyen la expresion
génica de GR en un 44% durante la edad temprana y parece elevarse durante la edad
adulta, sin embargo, se requiere mas investigaciones para comprender plenamente
este fenomeno y los mecanismos subyacentes. Se ha sugerido que las diferencias en
la respuesta del GR y los otros receptores en estudio, a la restriccion de nido podrian
estar relacionadas con las variaciones genéticas entre las cepas de ratones y su
capacidad para adaptarse a condiciones estresantes 4%,

Bath K. (Estados Unidos, 2016) y van Bodegom (Holanda, 2017) demostraron que
la restriccion de nido también ha sido asociada con cambios en la expresion génica
del receptor de mineralocorticoides (MR) en el hipocampo de ratones!”“?, esta
informacién tiene correlacidon con este estudio, observandose un aumento en la
expresion génica de MR de un 53% (p : 0,0066), en el hipocampo de ratones
C57BL/6NCrl hembras, durante la etapa de desarrollo temprano, aunque estos
también describen comportamientos distintos dependiendo de las condiciones, por

otra parte, estos resultados podrian tener implicaciones en la regulacion de la
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respuesta al estrés®*?). Se podria afirmar que este aumento en la expresion génica del
MR podria estar relacionado con una mayor capacidad de los ratones para hacer
frente al estrés en etapas tempranas de la vida sin embargo esta elevacion en la
expresion solo se mantiene durante la adultez en un 21% (p : 0,0311), para las
hembras de esta especia, quiza adaptandolas mas a un medio ambiente estresante,
mientras que los machos podrian tener un grado de resiliencia mayor ante el ELS,
aunque estos resultados demuestran la necesidad de explorar mas, o de distinta
manera esta peculiaridad en machos de esta cepa. Por otra parte, van Bodegom
(Holanda, 2017) observa que la elevacion del MR es un cambio adaptativo que puede
hacer mas responsivos a los ratones ante el estrés “?, por lo que en este trabajo se
observa en los ratones machos BALB/c, una disminucion del 44% (p: < 0,001)de la
expresion génica del MR en la edad temprana y que esta se eleva drasticamente en la
adultes hasta un 108% (p: 0,0336), podria sugerir que estos animales han generado
cambios adaptativos que les permita ser mas reactivos ante el ELS y ademas de forma
permanentes.

El CRHRI es otro receptor relacionado con el estrés que ha sido investigado en este
estudio en el contexto de la restriccion de nido. Van Bodegon (Holanda, 2017) y Liao
XM (China, 2014) observaron el papel modulador del CRHRI1 en el desarrollo
neuronal hipocampal a nivel morfofisioldgico, dato que tiene importancia al observar
que la restriccion de nido en este proyecto aumento la expresion génica de CRHR1
en el hipocampo de ratones C57BL/6NCrl entre un 48% (p: 0,0263) a un 99% (p:
0,0165) para machos y hembras respectivamente, a los 12 dias y un 28% (p: 0,0113)
para hembras a los 75 dias, lo que puede estar relacionado con una mayor sensibilidad
del eje HPA al estrés en la vida adulta! V®® ademas puede que esta cepa haya tenidos

mayores cambios morfofisioldgicos en su estructura hipotalamica, aunque para
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afirmar esto, se necesitarian estudios citologicos mas profundos. Por otro lado, en
ratones BALB/c, los efectos de la restriccion de nido en la expresion génica de
CRHRI1 parecen ser menos consistentes y dependen del género, aunque ciertamente
el ELS afecta drasticamente su expresion génica en edades tempranas donde en
hembras la expresion génica aumenta un 59%(p: 0,0091), mientras que para machos
la expresion génica disminuye un 46%(p: 0,01406), pese a que aparentemente estos
cambios no se mantienen en la edad adulta, y por ello faltaria explorar de mejor
manera este aspecto para dar una apreciacion adecuada. Sin embargo y en conclusion
se pueden observar 4 patrones distintos de adaptacion.

Bath K. (Holanda, 2016) en su meta-analisis y Bath KG (Estados Unidos, 2017)
observo que la restriccion de nido puede tener efectos diferentes en la expresion
génica de receptores del estrés en el hipocampo en ratones de diferentes géneros. Este
estudio describe cambios en la expresion de los genes estudiados, y que estos tienen
estrecha relacion con su sexo “%!19. Por ejemplo, en ratones de la cepa C57BL/6NCrl,
se ha observado un aumento en la expresion génica de CRHR1 para ambos géneros
a los 12 dias, sin embargo este aumento es mayor en las hembras de esta cepa hasta
en un 99%(p: 0,0165), frente al 48%(p: 0,0263) de aumento que presentan los machos
y ademds este cambio parece tener consecuencias a largo plazo, estos cambios
podrian sugerir que las hembras de esta cepa se adaptan a un medio de estrés,
mientras que los machos son mads resilientes ante este estresor, sin embargo para
afirmarlo seria necesario complementar los estudios con test comportamentales. Por
otro lado, en ratones machos de la cepa BALB/c, se observo una tendencia importante
al incremento en la expresion génica de GR, MR y CRHR1, aunque los resultados
no sean estadisticamente significativos, en respuesta a la restriccion de nido en la

edad adulta, mientras que en ratones hembras de la misma cepa no se han observado
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cambios significativos de la expresion génica de estos receptores. Estos hallazgos
sugieren que las respuestas de los receptores del estrés a la restriccion de nido pueden
estar influenciadas por el género de los ratones y que se requiere ampliar los estudios

para comprender las diferencias de género en la respuesta al estrés temprano.

5.4. Implicaciones del estudio
Este estudio revela la importancia de los receptores de glucocorticoides (GR),
mineralocorticoides (MR) y CRHR1 en la respuesta al ELS en distintas cepas y
sexos, lo cual puede tener relevancia en el entendimiento de los mecanismos
neurobioldgicos involucrados en la adaptacion al estrés. Ademas, destaca que la
respuesta al ELS varia segun la cepa y el sexo de los animales, esto puede tener
impacto en la interpretacion de estudios previos y en el disefio de futuras
investigaciones en el campo del ELS.
Asimismo, sugiere que distintas cepas de animales de experimentacion pueden tener
respuestas diferentes a un mismo estresor, por ello esto tiene importancia en la
seleccion de cepas para estudios de ELS y en la extrapolacion de resultados a
diferentes poblaciones animales o humanas.
Este estudio también destaca la importancia de considerar la expresion génica de
distintos receptores de estrés de forma conjunta, ya que se observaron patrones de
expresion diferenciales en distintos ratones y sexos, teniendo importancia en la
comprension y complejidad de los mecanismos ante el ELS, y en la identificacion de
posibles blancos terapéuticos.
Este estudio aporta al entendimiento de los mecanismos biologicos subyacentes a la
respuesta al ELS, pudiendo direccionar de mejor manera el desarrollo de

intervenciones farmacologicas o terapéuticas centradas en la regulacion de los
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receptores de estrés en distintas condiciones patologicas. Ademas, resalta la
necesidad de seguir estudiando y ahondando en la comprension de los mecanismos
neurobioldgicos y genéticos involucrados en la respuesta al ELS, pudiendo ser puerta
de inicio en el desarrollo de nuevas estrategias de prevencion y tratamiento de
trastornos relacionados con el ELS, asi como en la promocion de la salud mental en
general.

Por ultimo, esta investigacion destaca la necesidad de seguir aportando mediante la
investigacion en el campo del estrés en la vida temprana, con una vision integradora
que consideren la variabilidad bioldgica, la influencia de factores genéticos y el papel
del sexo en la respuesta al estrés. Esto puede ayudar a alcanzar una comprension mas
profunda de los mecanismos neurobiologicos y genéticos involucrados en la
respuesta al ELS, y de esta manera intervenir en el desarrollo de una nueva
terapéutica mas precisa y efectiva para trastornos relacionados con el ELS en

humanos.
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CONCLUSIONES

e Lossujetos de estudio que presentaron mas cambios en la expresion génica fueron
los ratones BALB/c machos los cuales a los 12 dias expresaron una disminucion
importante de la expresion de GR, MR y CRHRI1 en un 47% (p:0,0005), 43%
(p:<0,001) y 36% (p:0,0143) respectivamente y a los 75 dias un aumento en la
expresion génica de MR y CRHRI en un 108% (p:0,0336) y 87% (p:0,1879)
respectivamente. Por otra parte, en la cepa C57BL/6NCrl, las hembras tuvieron
los cambios mas significativos, observandose a los 12 dias un aumento en la
expresion de MR y CRHRI en un 53% (p:0,0066) y 99% (p:0,0165)
respectivamente, cambios que se mantuvieron moderadamente a los 75 dias
observandose un aumento en la expresion de GR, MR y CRHRI en un 16%
(p:0,011), 21% (p:0,0349) y 28% (p:0,0113) respectivamente.

e FEl ELS demostrd6 cambiar de forma consistente la expresion génica de los
receptores de glucocorticoides, mineralocorticoides, y CRHR1 frente a sus grupos
controles, aunque esta variacion en la expresion es dependiente de la cepa, el sexo
y la edad.

e Laidentificacion de estas diferencias en la expresion de receptores de estrés puede
tener implicancias en el entendimiento de los procesos de adaptacion y resiliencia
al estrés, en la innovacion de estrategias preventivas y tratamiento de los
trastornos relacionados con el ELS en humanos.

e Entre los animales estudiados, los machos de la cepa BALB/c y las hembras de la
cepa C57BL/6NCrl demostraron ser buenos candidatos para experimentacion
futura y desarrollo terapéutico, al tener cambios marcados en su expresion génica,

los cuales pueden servir de referencia para estudios futuros.
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e Elestudio en la cepa C57BL/6NCrl demostrd tener cambios consistentes tanto en
el presente estudio como en la bibliografia consultada, por lo que se puede inferir
que las condiciones de experimentacion en altura no tienen una influencia
apreciable sobre los animales de experimentacion al observarse resultados

similares.
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RECOMENDACIONES

e Considerar la variabilidad biologica, genética y de sexo en la investigacion y el
disefio de intervenciones terapéuticas relacionadas con el ELS: Dado que la
respuesta al ELS es un proceso complejo y puede variar entre individuos debido
a la genética y otros factores biolodgicos, es importante tener en cuenta esta
variabilidad en la investigacion y el disefio de intervenciones terapéuticas. Esto
significa que es necesario considerar una terapéutica personalizada para el
tratamiento de trastornos relacionados con el ELS.

e Realizar estudios con técnicas de analisis mas diversas como estudios citologicos,
westernblood, test comportamentales, etc, dado que la respuesta al estrés es un
proceso complejo que involucra multiples sistemas y mecanismos biolégicos. Por
ello la colaboracion entre diferentes disciplinas, como la psicologia, la
neurobiologia, la genética y la medicina, es necesaria para obtener un
conocimiento mas completo del ELS y desarrollar intervenciones terapéuticas

mas efectivas.
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

Tabla 16: Matriz de consistencia.

Repositorio Digital

Problema de Objetivos Hipotesis Variables e Metodologia Poblacion y
Investigacion Indicadores Muestra
Problema General: Objetivo General: Hipotesis de Alternativa: | Variables Tipo de Investigacion: | Poblacion:
Independientes
(Cuales son los efectos Analizar los cambios La expresion génica El tipo de Ratones de
del estrés en la vida en la expresion génica (ARN mensajero - e  Restriccion de nido investigacion es experimentacion de
temprana por de receptores ARNmMm) de receptores e  Tiempo de Experimental puro. las cepas BALB/c y
restriccion de nido hipocampales glucocorticoidesos restriccion de nido El nivel es analitico, C57BL/6NCrl del
sobre la expresion corticoideos y de (GR), receptores prospectivo y bioterio de la UAC
génica del receptor de contra-regulacion en mineralocorticoideos | Indicadores correlacional
glucocorticoides (GR) ratones de las cepas (MR) y receptor para Muestra:
hipocampales en C57BL/6NCrl y CRH tipo 1 (CRHR1) | & Presencia del Disefio de
ratones de ambos sexos BALB/c inducidos en el area hipocampal estresor Investigacion: Se utilizaran um minimo
de las cepas de ratones restriccion de nido de crias de raton y e Tiempo en dias de de 80 ratones divididos
C57BL/6NCrl y como modelo de adultos de las cepas exposicion El disefio de la en grupos:
BALB/c durante las estrés en la vida C57BL/6NCrl y investigacion es e BALB/cy
etapas de desarrollo de temprana, durante las BALB/c es alterada experimental, se C57BL/NCrl.

crias y adultos?

etapas de desarrollo de
crias y adultos.

por el estrés
producido en la vida

Variables Dependientes

modificara y
controlara el

e  Grupo etarios
de 12 diasy 75

Problemas Especificos: temprana por medio o Expresion Génica de estresor (restriccion dias.
Objetivos Especificos: del modelo de receptores de nido) causantes e Hembray
1. ;Cuales son los restriccion de nido. Glucocorticoides de ELS y se Macho.
efectos del estrésen | 1. Analizar los o Expresion Génicade | mediran los efectos e Controly
la vida temprana por cambios en la Hipotesis Nula: receptores que tienen estos Experimental.
restriccion de nido expresion génica del Mineralocorticoides sobre la expresion
sobre la expresion receptor de La expresion génica o Expresién Génica de génica de GR, MR | T¢cnicas:
génica del receptor glucocorticoides (ARN mensajero - receptor de CRH y Crhrl
de glucocorticoides (GR) en ratones de ARNmMm) de receptores RT-qPCR
(GR) hipocampales las cepas glucocorticoidesos Indicadores
en ratones de ambos C57BL/6NCrl y (GR), receptores Instrumentos:
sexos de las cepas de BALB/c inducidos a mineralocorticoideos
ratones restriccion de nido (MR) y receptor para
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C57BL/6NCrl y como modelo de CRH tipo 1 (CRHR1) o Melting curve Fichas de recoleccion

BALB/c durante las
etapas de desarrollo
de crias y adultos?
(Cuales son los
efectos del estrés en
la vida temprana por | 2.
restriccion de nido
sobre la expresion
génica del receptor
de
mineralocorticoides
(MR) hipocampales
en ratones de ambos
sexos de las cepas de
ratones
C57BL/6NCrl y
BALB/c durante las
etapas de desarrollo
de crias y adultos?
({Cuales son los
efectos del estrés en
la vida temprana por | 3.
restriccion de nido
sobre la expresion
génica de receptores
CRHRI1
hipocampales en
ratones de ambos
sexos de las cepas de
ratones
C57BL/6NCrl y
BALB/c durante las
etapas de desarrollo
de crias y adultos?

estrés en la vida
temprana, durante
las etapas de
desarrollo de crias y
adultos.

Analizar los
cambios en la
expresion génica del
receptor de
mineralocorticoides
(MR) en ratones de
las cepas
C57BL/6NCrl y
BALB/c inducidos a
restriccion de nido
como modelo de
estrés en la vida
temprana, durante
las etapas de
desarrollo de crias y
adultos.

Analizar los
cambios en la
expresion génica del
receptor de la
hormona liberadora
de corticotropina
(CRHR1) en ratones
de las cepas
C57BL/6NCrl y
BALB/c inducidos a
restriccion de nido
como modelo de
estrés en la vida
temprana, durante
las etapas de
desarrollo de crias y
adultos.

en el area hipocampal
de crias de raton y
adultos de las cepas
C57BL/6NCrl y
BALB/c no es
alterada por el estrés
producido en la vida
temprana por medio
del modelo de
restriccion de nido.

hallado por RT
qPCR

Variable Interviniente
e [Edad
Indicador

e  Numero de dias

de vida
Variable Moderadora
e Sexo

e (Cepa de raton
Indicador

e Distancia ano-

rectal

e Presencia de
pezones

e Registro y color
del raton

de datos de
seguimiento,
recoleccion de
muestra y rotulacion
de camadas e
individuos.
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INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Tabla 17: Ficha de recoleccion de muestras.

Hipocampo Glandula Adrenal
Peso | Fechade Peso Tubo +| Peso Neto
Jaula| ID [ Cepa [ Leva |Sexo |Grupo Peso Tubo Hora Inicio | Hora Final Peso Tubo +| Peso Neto Notas
(gr) colecta Y Muestra Muestra ra fnict ora i Peso Tubo )
(gr) ) e Diseccion | Diseccion Muestra Muestra
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Repositorio Digital

Codigo
Completo

Codigo
Investigador

Codigo
Camada

Sexo

Numero

Cepa

Leva

Ctr/Exp

Peso
Ind (gr)

Fecha
Colecta

Peso Neto
Hipocampo

Particularidad

Procesado

RNA

RNA
clean

cDNA

rtPCR
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