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Resumen

Malnutricion proteica como modelo delversidad perinats su influencia

sobre el desarrollo de capacidades cognitivas y socioemotivas.

El desarrollo perinatal representa urripgo critico en la \Wa de un individuo
caracterizado por una sensibilidad extrem@xperiencias e interacciones con el medio
ambiente que originan efectos duraderos, y msickeces permanentes, sobre la estructura
y funcién del cerebro. La calidad del perioddoeionario como la calidad del ambiente y
experiencias postnatales tempranas tienen em@me influencia sobre el desarrollo
emocional y cognitivo con consecuencias sgiextienden durante toda la vida.

Una de las causas mas difundidas elatngoblacion mundial y con consecuencias
mas deletéreas sobre el desarrollo y latigidad neuronal es la que proviene de la
desnutricion o la malnutricion. Esta preay segun su severidad, desde problemas y
retardos en el aprendizaje hasta retrasos mentales con profundas consecuencias en la
sociabilidad del sujeto a lo largo de toda su vida.

Los modelos en roedores han demakiraser utiles ya que se observaron
alteraciones neuroanatdémicas comparables y deficiencias similares en las capacidades de
aprendizaje y memoria(l). Estas evidenaasvergentes sugieren una relacion causal
entre malnutricion proteica ytataciones neurofisiolégicas.

Sin embargo, y pese a losaaces realizadoal respecto en los ultimos afos,
diversos interrogantes permanecen aun sirugsta. Algunas de estas cuestiones abiertas
se refieren a cuales son las alteracionesductuales y cognitivas afectadas por la
malnutriciobn en la etapa perinatal, si @e&ficiencias observadas presentan dimorfismo
sexual, cuales son los mecanismos moleculgwesmedian los efectos permanentes de la
malnutricion en etapas temprande la vida y si los efectabservados son transmitidos a

las siguientes generaciones que no haydmsometidas a esta adversidad perinatal.

En este trabajo de tesis nos centraransel establecimiento de un modelo de
malnutricion proteica perinatah ratones, estudiando el efestibre el comportamiento de
las crias a diferentes edades, con el fin diecidiar si las diferencias encontradas en la
bibliografia se debian a la edad a la queesdizaron los d¢adios. Ademas se trabaj6é con
crias machos y hembras con el objeto detifiesr posibles efectodiferenciales de la

dieta de acuerdo al sexo.



Resumen

Nuestra evaluacion inicial del desarroffworfolégico y neurologico de las crias
revelé un claro retraso en gfupo cuyas madres sufrieraina reduccion del 55% en el
contenido proteico de la dieta. Estas Ultimafsieron una alteracion en su comportamiento
tanto en lo referido al cuidado dedicadolas crias como en la presencia de un
comportamiento de tipo ansioso.

Este comportamiento de tipo ansioso t@mldue observado en las crias mediante
los test de laberinto elevado en cruz ycdepo abierto, junto con una menor motivacion
exploratoria revelada por tst de escape de la jaula.

En relacion a las capacidades cognitivagadecrias se encantun defecto en la
memoria declarativa de largo término y la memespacial de corti@rmino solamente en
machos. En hembras se evidencié ademawnayor componente de comportamiento tipo
depresivo, que no fue observado en machos.

Con el fin de develar las bases molecidate los defectos observados, realizamos
un analisis de la expresion de génica yiaieniveles de modificaciones epigenéticas, a
diferentes edades en ambos sexos. Enguidrauna disminucion en la cantidad de
mensajero de la neurotrofina BDNF y una gaeibn diferencial global de las histonas 3 y
4. Este hallazgo resulta interesante deba que estd ampliamente documentado que
BDNF es fundamental para el desarrollo sistema nervioso y cumple diversos roles en
procesos de aprendizaje y memoria. Ademakaseisto que su expresion se encontraba
disminuida en ratones que sufrieron de uméssperinatal (como periodos de separacion
materna), y en modelos de enfermedadesoh@gicas y psiquiatricas. Por otro lado, la
expresion de este gen es finamente regulada a través de diversas modificaciones
epigenéticas por lo que es sensible aofast ambientales. En nuestro modelo, la
acetilacion anormal observada en ratonesatatios perinatalmente podria producir un
desbalance general en la expresion deerdds genes que podria llevar a una menor
expresion de BDNF. Ambas alteraciones esalares observadas podrian formar parte de
los mecanismos moleculares causantes dedkficiencias cognitivas y conductuales
observados.

Finalmente, los diferentes niveles deetilacion observadogosibilitarian la
herencia de las diferencias observadas agenaracion sucesiva que nunca fue expuesta a
este tipo de malnutricion. Un estudio prelimimaalizado a partir de la descendencia de
ratones que sufrieron de una malnutriciGpopiroteica perinatal, mostré una tendencia
hacia un retraso en el desdiobode estas crias y a urateracion en la conducta

motivacional, tal como se habia visto en sus progenitores.



Resumen

En resumen, los resultados aqui presdos demostraron que una malnutricion
materna durante una etapa perinatal aflectaaduracion del sistema nervioso, provocando
cambios que perduran a lo largo de la vidas alla del tiempo de exposicion a la dieta
deficiente. Estos cambios se pueden obsexv@ivel molecular y en un amplio rango de
comportamientos. Cabe destacar también gué&abajo de la presente tesis permitio
establecer dicho modelo de estrés perinatalj@l servira de base para futuros estudios en

el laboratorio y que podra utilizarse pgenerar y responder numerosas preguntas.



Abstract

Protein malnutrition as a modef perinatal dversity and its

influence on the development of cognitive aadioemotional skills

Perinatal development represents a critpeiod in the life of anndividual. It is
characterized by extreme sensitivity to expecies and environmental interactions which
may cause lasting and often permanentngka in brain’s structure and function. The
qguality of the embryonic periods the quality of the emanment and early postnatal
experiences, have a huge influence onotemnal and cognitive development with
consequences that extend throughout life.

A common cause of poor development thas deep deleterious effects on brain’s
growth and plasticity is that which com&®m under nutrition or malnutrition. This
provokes from problems and delays in leagnito mental retaation with profound
consequences for the sociabilifthe subject throughout his life.

Rodents have proven useful as a model as they mimic the neuroanatomical
disturbances and the learning and memdsficiencies observed in humans. These
multiple evidences point to a causal relationship between protein malnutrition and
neurophysiological alterations.

However, despite the progress made inmegears in this gard, many questions
remain unanswered. Some of these open aquesstoncern which are the behavioral and
cognitive alterations affectdoly malnutrition in the perinataderiod, if these deficiencies
are sexually dimorphic, which are the moleacunechanisms that mediate the permanent
effects of malnutrition in early stages of life and whether the observed effects are
transmitted to subsequent generations that haveeen subjected to perinatal adversity.

During this thesis we focused on the establishment of a perinatal protein
malnutrition (pregnancy and lactation) model in mice, and studied the effect on the
offspring behavior at different ages, in arde determine whether the differences found in
the literature were due to the age at whioh studies were conducted. We analyzed male
and female offspring in order to identify pddsi differential effects of diet according to

SexX.

Our initial evaluation of the offspring morphological and neurological development
revealed a clear delay in the group whasethers experienced a 55% reduction in the
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protein content of the diet. The latter sufferedaéteration in their behavior both in terms
of the care dedicated to the pups anthenpresence of an anxiety-like behaviour.

This anxiety-like behaviour was also obselvwe the offspring through the elevated
plus maze and open field tests, along with a smaller exploratory motivation revealed by the
cage escape test.

We also found a defect in long-term declarative memory and spatial short-term
memory, restricted to male individuals tife offspring. There was also evidence of a
depression-like behaviouestricted to females.

In order to unravel the molecular basistioé defects observed we analyzed gene
expression and epigenetic modifications lealglifferent ages in both sexes. We found
reduced BDNF mRNA levels and a differentigdbal acetylation of histones 3 and 4. This
is an interesting finding because it has bedprestvely reported that BDNF is crucial for
brain development and has different rolesnemory and learning. A reduced expression
of BDNF has also been described in mtbat had suffered fronrmaternal separation
during lactation, and for several neurdtm and psychiatric diseases models.
Furthermore, BDNF expression is tightly regulated by epigenetic modifications so it is
sensitive to environmental factors. In awmodel, the abnormal acetylation observed in
perinatally malnourished mice could produce cuerall imbalance in the expression of
various genes that could lead to a lowepression of BDNF. Together, these molecular
alterations could be part tfe molecular mechanisms causing the cognitive and behavioral
deficits observed.

Finally, the different levels of acetylatimbserved would enable the inheritance of
the observed differences to a later generatlat was never exposed to this type of
malnutrition. A preliminary study from the fspring of mice whasuffered perinatal low-
protein malnutrition, showed a trend towards a delay in the development of these offspring

and an alteration in motivational behawias was seen in their parents.

In summary, the results presented here demonstrate that the quality of maternal
nutrition during the perinatal stage affecttoration of the nervous system and causes
changes that persist throughout life, even laftgr the exposure tthe poor diet. These
changes can be observed at the molecular lexklraa wide range of behaviors. It is also
noteworthy that the work of this thesis allaes to establish a mddef perinatal stress,
which will be the basis for future studies in the laboratory and can be used to generate and

answer many questions.
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Abreviaturas:

ACTH : Adrenocorticotropina, hormona poligégica producida por la hipofisis.

Componente importante deregulacion del eje HPA.

BDNF: Neurotrofina de la familia dBIGF. Por sus siglas en inglBsin derived

neurotrophic factor.

CP: Dieta con niveles normales (control) pi@teinas. El grupo CP puede referirse
a la FO que fue alimentada con esta diatls F1 que estuvo erontacto con la misma
durante la prefiez y la lactancia, la&2, que nunca recibio este alimento.

CDKS5: Quinsa dependiente de ciclina 5.

CRH: Hormona liberadora de corticotropirgintetizada por ehipotalamo, regula
la secrecion de ACTH.

H3: Histona 3.

H3ac: Histona 3 acetilada.

H4: Histona 4.

H4ac: Histona 4 acetilada.

HP: Dieta con niveles bajoghipoproteica) de proteds. El grupo HP puede
referirse a la FO que fue alintada con esta dieta, a la g@e estuvo en contacto con la

misma durante la prefiez y la lactancia, la F2, que nunca recibio este alimento.

HPA: Eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal.



LG: Comportamiento de acicalado de lagsrpor parte de las madres. Por sus

siglas en ingléicking and grooming.

NGF: Proteina pequeiia secretada de la familia de las neurotrofinas. Por sus siglas

en inglésnerve growth factor.
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Introduccion

El periodo perinatal es un mento critico en la vidde los individuos, donde se
produce el mayor crecimiento del sistema mmw. El desarrollo del mismo durante esta
etapa es particularmente sids a cambios ambientalefys cuales pueden producir
efectos permanentes sobre las conexionesonales que se estaben durante este
periodo.

Durante el desarrollo las células nervisalquieren su identidad y establecen
conexiones sinapticas precisas y ordenadasspungsta a factores genéticos y ambientales.
Entre estos factores se encuentran el linajdarelias interacciones tréficas entre células,
las claves que guian la migracién celular grekcimiento axonal, el reconocimiento entre
células, y el refinamiento de las conexiones ddigmte de la actividad (2). Para crear la
arquitectura neural precisa del sistema iost durante el desarrollo, el nUmero y tipo
correcto de neuronas deben ser generadas, asumir su posicion adecuada, y realizar sinapsis
con células blanco apropiadas.

El desarrollo del sistema nervioso conziarentre las 2-3 semanas de gestacion en
humanos (3) y en el dia embrionario (DE) @tbroedores con el plegado y fusion de una
capa de células de origen neuroectodérmicplalea neural, para dar origen al tubo neural.
A continuacion la porcion anterior del tubwural se ensancha, comprime y pliega
formando tres vesiculas gwaran lugar al prosencéfalmesencéfalo y rombencéfalo,
mientras que la porcion mas caudal dara lagkr médula espinal. A partir de estas tres
vesiculas y mediante una serie de clejog eventos de duplicacion, migracion y
diferenciacion celular, se formaran las difees regiones del cerebrEstos eventos deben
ocurrir de forma dinamica y ordenada, y su sucesion esta determinada genéticamente,
dirigida epigenéticamente, por cambios estaplesredables en la expresion génica, y es
susceptible a la influencia ambiental (3).

La maduracion del sistema nervioso noliegal. Existen peéodos durante los
cuales un proceso determinado (p.ej. diferenciacién de un tiportedaldesarrolla mas
rapidamente. Se considera que dicho pro@ssonas susceptible a un estrés ambiental
durante este periodo de maximo crecimientguifa 1.1). Ademas, si este no ocurre en el
tiempo programado, se produce un déficit funcional permanente (4)
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Figura 1: Curvas comparativas de la tasa, dura@dimicio de los diferentes procesos de
desarrollo, superpuestas con la curva de mieato del cerebro en negrita. Gliogénesis
temprana: glia radial; gliogénesis tardia: oligodendroglia; macroneurogénesis: neuronas
piramidales; microneurogénesis: células granulares del giro dentado; bulbo olfatorio y
cerebelo. Adaptado de (4)

Es importante destacar que en comparacon el desarrollo del cerebro humano,
en donde la mayor tasa de crecimiento selyce alrededor del nacimiento, en ratones la
misma se encuentra desplazada hacia la etapa de la lactancia (Figura 1.1).

Al compararlo con el adulto, el cerebroaasarrollo es particularmente vulnerable
a su entorno debido a qukas diferencias en la fuimmalidad de la barrera
hematoencefélica y la actividad de las enzimas metabdlicas, entre otras, crean una

oportunidad para que una injuria ambientéifiera con el proceso de desarrollo(5).

1. Estrés perinatal y su efecto sobre el desarrollo del sistema
nervioso.
La vida es posible gracias mantenimiedeoun equilibrio complejo del ambiente

interno, denominado “homeostdsi®l cual es constantemiendesafiado por diversos
factores estresantes (6). Estrés puede definirse como una amenaza a ese estado de
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homeostasis 0 como la percepcion de una amextazesmo (7), e incluye en su definicion
a los mecanismos con los que el cuerpo reac@a®a afrenta. Cuando el evento adverso
se presenta tempranamente, durante lasgteyiticas del desarrollo, el mismo constituye
un factor deestrés perinatal
El ambiente perinatal cumple un rol sigrativo en el nodelado del desarrollo
neurocognitivo (8). Investigammnes clinicas, epidemioldgicgsde laboratorio, sugieren
que eventos comunes en el embarazo como la dieta, el estrés, los contaminantes
ambientales y el ejercicio, afectan significathente el desarrollo neurologico futuro de
los nifios (9).

1.1. Estrés prenatal.
El efecto sobre la descendencia de alt@racion ambiental producida durante la

prefiez, dependera del momento preciso eneslegte ocurra en relacion con los procesos
neurogénicos que estén sucediendo.

Una interrupcion en el desarrollo durané etapa de formacion del tubo neural,
puede resultar en anencefalia (ausencia deytaraproporciéon del cebro, craneo y cuero
cabelludo), espina bifida (falla en la fusi@fiormacion de la espina dorsal) y craneoquisis
(cierre incompleto del cranamn eventual degeneracion aelrebro)(10), asi como otras
anormalidades como la hidrocefalia (acumulacién de liquido cerebroespinal en los
ventriculos cerebrales) y héarde la médula espinal(11).

La etapa posterior, correspondiente al segundo trimestre de embarazo en humanos,
es una etapa con un elevado nivel de desamelloal, en donde las células progenitoras
siguen un programa de diferenciacion que adisus caracteristicas finales. Se ha
demostrado que la exposicion a diversos agesmabientales, como por ejemplo el uso de
anestésicos, el etanol, los pesticidas, eldde tabaco y la administracion de hormonas
estrogénicas, durante esta etapa crifiupade alterar la neurogénesis (5).

La alteracién del estado psicoldgico lds madres durante la prefiez, ya sea por
estrés, ansiedad o depresion, influye profumelste sobre el desarrollo de las crias.
Estudios realizados en roedores han demdstque la restricciondica materna durante
esta etapa produce una disminucién en elerany la proliferacién de las células madre
neurales derivadas de la zona subependind@rips ventriculos laterales (zona de activa
neurogénesis en el cerebro adulto que se encuentra por debajo del epéndima), en roedores

recién nacidos (12).
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Durante la ultima etapa de la prefiez en roedores se generan las neuronas de tres
regiones del sistema limbico. Lamigdala estructura formada por varios grupos de
nacleos involucrada en el procesamientolalenemoria y respuestas emocionales, el
hipocampa, involucrado en la conBdacion de la memoria y da navegacion espacial, y
el nlcleo accumbensrelacionado con el placer, miegaadicciones. Cuando las madres
durante la etapa final de [@efiez fueron sometidas a urirés, tal como periodos de
restriccibon acompafados de una internisaninacion, se encontré una disminucion
significativa del nimero de células prolifetesm en el nicleo accumbens y el hipocampo
en crias de diez dias de edad (P10) (18)a&ctar la neurogénssen el bulbo olfatorio
(14).

Otro tipo de estrés es el producido por infeccidn y consecuente activacion del
sistema inmune durante la pezfi El mismo puede producir diges efectos en las crias de
acuerdo a la gravedad y al momento en elsguproduce. Estos incluyen la aparicion de
comportamientos de tipo ansioso y depresiv@, alteracion en la respuesta a estrés, una
reduccion del nimero de neuronas dopaminérgicasotoninérgicasna disminucion de
la expresion de la neurotrofina BDNF, laagpion de sintomas esenciales del autismo,
entre otros desordenes cognitivos, compoetatales y psiquiatricos (15),(16),(17).

1.2. Estrés posnatal.
Como se puede observar en la figura 1.1, diversos eventos que en humanos

comienzan en el tercer trimestre de embaraaapedores se desalfan durante la etapa
de la lactancia. Por ejemplo la etapa iniciako@aptogénesis, donde se produce la mayor
tasa de formacion de conexiones neuronatesirre durante el tercer trimestre de
gestacion, y continla hasta los dos afiosdid, con la formacién de nuevas sinapsis
asociadas a diferentes experiencias (18,190 roedores, esta etapa de elevada
sinaptogénesis se produce durante la lactabcia.diferencia temporal similar se observa
entre roedores y humanos en la etapa dgomerecimiento del cerebro (Figura 1.1). Es
por esto que estudios realilss en roedores durante lepez abarcan, a grandes rasgos,
los eventos que tienen lugar durante los prameios trimestres del embarazo en humanos.
Aquellos trabajos en donde el factor estrds es presentado durante la lactancia en
roedores, intentan modelar el efecto de utexadion ambiental ocurrida durante el tercer
trimestre y la primera época posnatal en humanos.

Un modelo muy utilizado de adversidad temprana posnatal en roedores es aquel

mediante el cual se separa diariameatdas crias de la madre durante un tiempo
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determinado. Esta situacion de estrés produce cambios en la modulacion del eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), que afec&riuncionamiento del sistema nervioso y
el comportamiento emocional en los adul(@®), (21). La influenia de la separacion
materna sobre el comportamiento de las dréaarrojado resultados dispares. Por un lado
se ha reportado que mudltiples periodoselgaracion materna producen un aumento en la
manifestacion de comportamientos de tipgi@so (22,23) mientras que eventos cortos,
provocarian una disminucién de dicho compoiénto y una menor respuesta al estrés
(24,25). De manera similar, se ha reportgde periodos cortos de separacion materna
durante la lactancia resultan en una mengesta voluntaria de alcohol en ratas machos;
mientras que periodos prolongados de rsEpd@n materna durante la etapa posnatal
provocan un aumento de la misma. Resulta isgere que en lo que se refiere a la ingesta
voluntaria de alcohol, las hembras denf@gsma especie, no fueron afectadas por la
separacion materna (26).

Modelos de estrés posnatal por destete temprano, también indican que el mismo
afecta el eje HPA, provocando cambios enrdapuesta al estrés, un aumento en el
comportamiento de tipo ansioso y una disminucién de actividades de juego (27). Resulta
interesante destacar que espe tile estrés, provocado duralaetapa final del desarrollo,
también fue acompafiado de un menor niveiniinizacién en individuos machos (28).

Este hallazgo es consistente con la nocion éeuguproceso, en este caso la mielinizacion,
es mas susceptible a un evento disruptivo estdpa en la que dicho proceso se desarrolla

mas rapidamente (Figura 1.1).

1.3. Estrés perinatal en humanos.
Estudios clinicos y epidemiolégicos rigados en humanos han aportado diversas

evidencias acerca de cémo la influenciaatabiente, a través de la interaccion materno-

fetal, tienen consecuencias permanentes sobre la descendencia. Por ejemplo, una eventual
infeccidbn materna durante la prefiez o la lactancia aumenta la probabilidad de dafio
cerebral neonatal y puede tener consecuerpgaszanentes en las funciones cerebrales
(29). Por otro lado se ha higtizado que la esquizofreniadria estar causada en algunos
casos por una infeccion viral que interrumpiria el desarrollo de circuitos inhibitorios que
controlan la transmisién glutamatérgicapywcando asi una excitoioidad selectiva,

llevando eventualmente a la neurodegeneracion.
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Se estima que entre el 12% y el 18%akemujeres embarazadas exhiben durante
el tercer trimestre sintomas significativosdigpresion clinica (3Q)81). Esta puede tener
efectos adversos en la descendencia com@ mayor prevalencia de desordenes del
espectro autista (32), y de problemas emodésma comportamentales (33). Ademas se ha
visto una asociacion entre la depresion nm@ey un menor crecimiento intrauterino y

mayor incidencia de nacimientos prematuros (34).

Otro factor de estrés perinatal es lagencia de contaminantes ambientales. Por
ejemplo, el metilmercurio es capaz de atsavela placenta y sexposicidn ocurre
frecuentemente de a pequefas dosis a través del consumo de pescado. Aunque toda la
poblacién se encuentra eresgo de exposicion, los mas netables son las mujeres
embarazadas y los nifios. La exposicion péalrea metilmercurio puede provocar déficits
visuales, dificultades motrices, yfiubits cognitivosgenerales (35).

Estos ejemplos sirven para ilustrar cooma adversidad durante periodos criticos
del desarrollo puede tener consecuencias adversas permanentes para la descendencia. La
importancia del momento en la que se prestnadversidad puede subrayarse observando
las secuelas de la epidemia de rubeola a mediados de 1960 en Estados Unidos, la cual tuvo
como resultado el nacimiento de alredede 20.000 bebés con diferentes deficiencias
(36). Los hijos de madres que fueron expuestasenfermedad durante el primer trimestre
del embarazo, un periodo de rapido crecinsieptorganogénesis, mostraron defectos
generalizados, incluyendo anormalidades cardiacas e intestinales, cataratas, sordera y
desérdenes cognitivos. En contraste, |mpshide las madres que fueron expuestas en
periodos posteriores da prefiez presentaron un menor peso al nacimiento y desordenes
cognitivos. Este y otros estudios proveendencias de que existe una ventana de
vulnerabilidad para cada proceso, donde el mismo es mas sensible a un estrés con
capacidad de interrumpirlo. Aun queda compatar el conocimiento acerca de como
estas adversidades durantepamiodo de desarrollo deterraito, se traducen en cambios
micro y macroscopicos en el cerebro (5).

A continuacién se describird la importéa del cuidado materno durante el

desarrollo posnatal, siendo que un déficieemismo constituye un factor de estrés.
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1.4. Influencia del comportamiento materno.
En mamiferos la interacciéentre la madre y la cria, y el cuidado que les provee

durante el periodo posparto, influyen endekarrollo de los sistemas neuronales que
regulan las capacidades cognitivas y el comportamiento social (37).

Los cuidados parentales en roedorpseden dividirse en dos categorias:
comportamientos activos y quiescentes (38). El cuidado quiescente estd asociado a la
lactancia, en donde la madre se ubica en [@osite amamantamiensmbre o en estrecho
contacto con las crias. Por otro lado @mstruccion del nido, ya sea el transporte de
material o el armado del mismo, es considanaida forma de cuida activo, al igual que
traslado activo al nido de las crias que se emitan dispersas. Esto pueden realizar
levantandolas con la boca, cuando la distams larga, o empujéolos con el hocico,
cuando es corta. Finalmente, uno de los cotapoentos activos mas estudiados es el de
acicalado de las crias (LG ptas siglas en inglés ddicking and grooming. Los
parentales dedican bastante tiempo al damile las crias, un comportamiento que las
mantiene limpias, aumenta su actividad mogrigstimula la elimiacién de orina (38). El
acicalado tiene ademas, como se discutir@sta seccion, efectos a largo plazo en el
desarrollo emocional, enddcrino sexual de las crias. Estipo de interaccion es mas
frecuente durante la primera semana posnatalgstra una variabilidad considerable entre
individuos, siendo estable demtde cada individuo. Estagiersion entre individuos sigue
una distribucion normal y permite caracterizatas madres de acuerdo al tiempo (alto,
medio, bajo) que dedican a esta actividad (37,39).

Estas diferencias naturales en el nivekcdelado materno prodan cambios en la
expresion génica y la funcién neenddcrina de las crias. Alauar la respusta al estrés
producido por la restricén fisica en las crias, se encongue aquellas que habian sido
cuidadas por madres de bajo LG presemtalvaaumento mas prolordmen los niveles de
adrenocorticotropina (ACTH) -hormona libergata la hipdéfisis que estimula las glandulas
suprarrenales- y corticosterorglucocorticoide producido pdas glandulas suprarrenales
mediador de la respuesta a estrés- y unaomexpresion del mensajero del receptor de
glucocorticoides en hipocampo y niveles elevados del mensajero de la hormona liberadora
de corticotropina (CRH)-hormona hipotal@aique estimula la liberacion de ACTH (40)
(41). La liberacion deorticosterona luego da activacion del eje HPA tiene un feedback
negativo a traves de la interaccion de la hornummalos receptores dgucocorticoides del

hipocampo. La disminuciéon de la expresion dertasmos, mantiene la respuesta al estrés
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activa por mas tiempo, explicandsi la elevada acidad del eje HPA en crias de madres
de bajo LG y la dificultad pa restaurar los niles basales de corticosterona una vez
eliminado el estrés (42). La disminucion lanexpresion del gen de glucocorticoides es
provocada por una mayor metilacién del nasm constituye un mecanismo de herencia
comportamental, debido a que este aumentenseentra ausente en crias de madres de
bajo LG que fueron adoptadas por madrealtteLG durante la lactancia(37).

Los cambios neuroenddécrinos observadodasncrias de madres de bajo LG, se
vieron reflejados en una digmicion de la actividad exptatoria, la manifestacion de
comportamientos de tipo depresivo, y deficias@n el desempeiio en tests de aprendizaje
y memoria. Respecto a la exp@sgénica, estos animales stiaron una reduccion en los
niveles de mensajero de BDNFle la proteina sinaptoiite en el hipocampo (43).

En humanos, diversos factores puededtuimsobre el comportamiento materno
durante la prefiez y la lactancia. La depmesitaterna puede presentarse no sélo durante el
embarazo, como se menciono en la secciéniantsino también durante el periodo de los
6 meses posparto cuando tiene una altadémcia. La misma muchas veces pasa
desapercibida debido a que muchos de Idsstares del periodo posparto son similares a
los sintomas de depresion (44) conduciendn enenor cuidado de los infantes, que puede
llevar a un déficit cognitivo y saali de la descendencia (45).

Las victimas de abuso sexual o fisico dteda infancia, presentan un mayor riesgo
de sufrir, ya adultos, de obesidad, diabgtesnfermedades cardiacas y psiquiatricas. Aun
en ausencia de abuso fisico, chicos qeeeam en condiciones de abandono emocional o un
entorno familiar conflictivo, pusen ver su desarrollo fisigpcognitivo afectado y tienen
mayor riesgo de sufrir de obdad de adultos y de trastorndspresivos y de ansiedad
(46).

1.5. Efectos diferenciales del estr és perinatal de acuerdo al sexo.
Durante los ultimos afios se ha comenzado a dar cada vez mas importancia a los

efectos sexo dependientes del estrés petinastudios de exposin de las madres a
agentes estresantes durante la prefiezahajado resultados opstes acerca del efecto
sobre la cognicion entre machos y hemprabservandose una disminucion en el
desempenio de los machos y un aumento enlabdeembras (47). También se ha visto que
la respuesta al estrés alterada de lass @wigyas madres habian sido expuestas a una
adversidad, estaba restringida a los mackiogue esta diferencia entre géneros podria

tener origen en la regulacion diferencial de dive genes en la plata y la maquinaria
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epigenética de la misma (48)a exposicion a toxinas tienen efecto diferencial de
acuerdo al sexo sobre la metilacion, y consecuente expresion, de los genes de las enzimas
DNMT1 y DNMTS3A. Estas proteirsaestan involucradas enregulacion de la expresion

de diversos genes de forma tejido especifica a través de su metilacion, por lo que una
alteracién en los niveles de las mismas, f@odifectar directamente la expresion de
multiples genes (49) (50). Estas diferencias de acuerdo al sexo tienen una base epigenética
que podria originarse durargédesarrollo debido a las diéncias génicas y hormonales

entre ambos géneros (51) (52)

2. Malnutricion.
La alimentacibn materna durante la etapa de la gestacién y la lactancia es

fundamental para el correcto desarrollo dprizgenie y es uno dedrincipales factores
que impactan en el desarrollo del cerebro.

El término desnutricibnndica que, pese a que todos los nutrientes requeridos se
encuentran disponibles en ldeta, la cantidadngerida es insuficiente. El término
malnutriciobn implica, en cambio, que uno aiga de estos nutrientes esenciales o las
calorias necesarias no estan presearidas proporciones adecuadas (4).

La Organizacion de las Naciones Unidasiaaés de la FAO, informa que, segun
estadisticas de 2012, 842 millones de persorfesnsalgin grado de desnutricidn, es decir
cerca del 12% de la poblacion mundial. Se estima que mas de 1/3 de estas personas
corresponden a mujeres en edad fertil (FR0O12 “Food Insecurityn the World”). Se
estimo que para el 2011 habia 19 millones desimenores de 5 afios, la mayoria en el
sudeste asiatico y en Africa subsahariamae sufrian de malnutricion o desnutricion
severa aguda, y que mas del 7% de las naartesta edad eran debidas a esta condicion
(53). En caso de no producir la muerte, lassecuencias mas comunes de la desnutricion
son: perturbaciones en el comportamientta cognicion (como selaborara en mayor
profundidad) y un mayor riesgo en la prevalarde enfermedades metabdlicas, como la
diabetes mellitus tipo 2, y enfermedades cardiovasculares (54).

La desnutricibn materna afecta el ded@rdel sistema nervioso del embrion y
tiene consecuencias que se mantienen aun aduéb. Un ejemplo ilstrativo es el de la
llamada “hambruna holandesa”, la cual oduen ese pais durante la Segunda Guerra
Mundial, cuando un amplio sector de la pelda fue sometido a una extrema escasez de
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alimentos, que en 1944 provoco la muerteattededor de 20.000 personas por falta de
alimentos. Estudios realizados en adutiasidos de mujeres que estuvieron embarazadas
durante este periodo, indicargpie el desarrollo embriona durante el mismo estuvo
asociado a una duplicacion del riesgo de sdéficiencias neurologas (55) (56). Resulta
interesante ademas, que la exposicion ddmbruna durante el primer trimestre de
embarazo mostraba una correlacion directa un riesgo a sufrir esquizofrenia, mientras
que la exposicién durante el segundo y tetiberestres, estaba relanada con una mayor
incidencia de desérdenes afectivos (58).(Nuevamente resaltando la importancia del
momento que se ve afectado por el agenteres, y los procesos de desarrollo que se
estan llevando a cabo.

La malnutricién podria afectar diferencialnea los individuos de acuerdo al sexo.
Estudios hechos con nifios emibn han indicado que el efeale la malnutricién sobre el
aprendizaje y la memoria es sexo dependiergadsilos varones los mas afectados en este

aspecto (58).

2.1. La nutricion como problemética social.
Si bien la desnutricion a nivel mundial la retrocediendo en los Ultimos 20 afos

debido a un aumento en la produccion de altowey a las politicas implementadas por las

Naciones Unidas a través de la FAO, losdadide malnutricion, por el contrario, se han

incrementado. Los niveles de malnutricion, @special énfasis en la derivada de una
deficiente ingesta de proteinas o de las calonigeridas, alcanzan al 37% de la poblacién.

Aunque con una mayor prevalencia en pats®s menores recursos, la misma no debe
pensarse como una condicion restringida aegaien bajo desarrollo sino que se encuentra
con frecuencia en paises altamente inddigaidos entre los sectores sociales menos
favorecidos (59).

Casi la mitad de las muertes de nifios en todo el mundo se vinculan a la
malnutricidn. La resistencia a la infeccionrmenor en los nifios malnutridos que tienen
mayor propension a morir por causa de enfermedades infantiles comunes, como las
enfermedades diarreicas y las infecciones sleilas respiratorias. La mayor frecuencia de
estas enfermedades ocasiona que los quewsebn tiendan a seguinalnutridos y sujetos
enfermedades recurrentes y a letymbacion en el crecimiento (60).

La situacion de pobreza a la que se encadigada la desnrition estd asociada
generalmente a un escaso acceso las distettgsas educativas. Estas circunstancias

dificultan la salida de estaituacion desafortunada, expendo también a las futuras
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generaciones a una carencia alimenticia.intervencion del estado es obligatoria y
fundamental para tratar de recuperar sdmplias franjas de ciudadanos que se ven
privados de sus necesidades basicas. Cuandestado entra en una crisis econémica la
misma termina alcanzando con el tiempo a la alimentacion de los ciudadanos. Con la
reciente crisis y las medidde austeridad tomadas, seccdd que actualmente hay 50000
nifios en la comunidad de Catalufia que sufeeprivacion alimenticia (61). Esta privacion
puede revertirse en caso de cambiar itaasion econdOmica, pertos efectos de la

malnutricién, como se ha desarrollado, son mas duraderos.

2.2. Malnutricién proteica.
Los efectos bioldgicos de kdesnutricion y la malnuttion suelen superponerse,

pero no son exactamente iguales. Una de lasa® de malnutricibn mas extendidas en el
mundo es aquella que resulta de una ingesta pobre en proteinas, teniendo esta un fuerte
impacto sobre el desarrollo del sistema nervioso (58). La misma, al igual que otras formas
de malnutricién, puede encona aun en paises altamemtgustrializados entre aquellos
sectores sociales menos favorecidos, o ynma mala alimentacién debida a diversos
aspectos culturales.

Como se menciond, la malnutricion nrai@ es quizas la caa principal de
deficiencias en el desarroltel cerebro del embrion. Si bigosdos los nutrientes en mayor
o menor medida tienen influencia sobi@ maduracion del cerebro, las proteinas
representan uno de los componentes de la diés criticos para el desarrollo neurologico
(4). Salvo ciertas inmunoglobulinas, las pnoési no cruzan la placenta en cantidades
significativas. Por lo tanto el valor nutricional de las proteinas reside principalmente en los
aminoacidos individuales que son absorbiquw el tracto digestivo materno. Los
aminoacidos son precursores de proteindsuasrales que son esciales para el
crecimiento de los tejidos dtuido el cerebro grecursores de moléculas con actividad
biolégica como enzimas, hormonas peptidicaseurotransmisores (62) (63). Algunos de
estos aminoacidos tienen, por si mismastividad neurotransmisora. Es evidente,
entonces, que la funcidon de los aminoacidoslesistema nervioso va mas alla de su

participacion en la sintesis de proteinas.

Como se menciond previamente el desbp de una correet arquitectura del
sistema nervioso requiere de la migraciorierénciacion e intera@mn celular, en una

sucesion de pasos secuenciales y ordenadgmilados por unaerie de reacciones
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metabolicas. Las mismas estan determinadas genéticamente, pero dependen también del
estado nutricional. Factores exdgenos cdmanalnutricion, puedernnterferir con la

sintesis proteica y con la incorporacién apropiada de lipidos en diversas estructuras
cerebrales. Los efectos denfalnutricién proteica en el cdne en crecimiento no resultan

en una anatomia cerebral aberrante, lesidiogales microscépisadefinibles, ni en
retardos mentales evidentes, sino mas bremnin desarrollo intelectual y comportamental
suboptimo y permanente (58). Ademas, en caso de existir un retraso en la proliferacion o
migracion neuronal, las mismasieden no llegar al sitio blaneotiempo para recibir los
inputsadecuados. Esto podria reaukn una alteracion de laganizacion funcional de las

areas cerebrales involucradas, sin presett@raciones morfologicas evidentes (64).

Estudios clinicos realizados en nifiogp@estos a malnutricién proteica muestran
cambios en el comportamiento que se mantienen aun en la etapa adulta. Estos cambios
involucran problemas de atencion, hiptradad, agresividad y otras conductas
antisociales (65,66). Numerosas evidencias @stnan que la desmidién en el periodo
prenatal y de lactancia incrementa el riedgoenfermedades psi@tlicas tales como la
depresion, desérdenes dea personalidad y esquizofrani(67,68). Estas evidencias
convergentes sugieren una relacion causdle malnutricion proteica y alteraciones
neurofisiolégicas y conductuales. Sin engmarlos mecanismos moleculares que median
los efectos permanentes de la malnutricion en etapas tempranas de la vida no han sido adn

completamente dilucidados.

2.3. Malnutricion proteica en modelos animales.
Los modelos de roedores de malnutricpgioteica perinatal muestran alteraciones

comportamentales similares a las observasiabumanos, por lo que resultan muy utiles
para el estudio de las basesleculares y celulares de las mismas (69). Estos modelos se
generan a través de la alteracion del codterproteico de la dieta de la madre, sin
restringir la cantidad de alimento suminigmani su contenido calérico, y se pueden
circunscribir a la etapa pre o posnatal, o abaodras. Una dieta bagm proteinas durante

la lactancia, provoca en las madres ladpiccion de leche con un menor contenido de
nitrégeno y un mayor contenido deidos grasos lo cual se traduce en una alteracion de la

calidad de la dieta de las crias (70).
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Diversos trabajos experimentales en roeddran estudiado lasnsecuencias de la
malnutricion proteica en el darrollo del cerebro y en ebmportamiento. La malnutricion
proteica durante las primeras etapge la vida puede afectarneurogénesis, la migracion
celular, la diferenciaciéon y lplasticidad (71) (72) (73) (74Ademas, se ha reportado en
ratas que aquellos individuague habian sufrido de una malnutricion pre y posnatal
presentaban una reactividad emocional aes$mulos aversivos o de dolor (75), una
alteracion en la evaluacion de riesgo (76), retuccion en la flexibilidad cognitiva (77) y
problemas de aprendizaje y memoria (78). Rasmportante destacar que estos estudios
han sido realizados con unaluecién en dos terciasn la proporcion d@roteinas de la
dieta. Esta reduccién es mayor a la que se pde encontrar en paises desarrollados
(79) (80).

Por otro lado, pese a que el efecto dmédnutricion proteicdna sido ampliamente
estudiadojos efectos de este tipo de malnutriéh en particular sobre el desarrollo
fisico y de los reflejos neurologicqsha recibido una menoreatcion(64) (81) (58).

La incidencia de diversas enfermedaddacionadas con elesarrollo neuroldgico
difiere ampliamente entre sexos. Mientras guautismo y la esquizofrenia tiene mayor
incidencia en hombres que en mujeres fmstornos depresivos son dos veces mas
comunes en mujeres que en hombres. Sin gyulj@@se a las obviasfeliencias de género
en la incidencia de diversatesérdenes comportamentalpeco se sabe acerca de la

posible dependencia del sexo de los efectos de la malnutricion sobre la cogni¢82).

Finalmente, la duracion y la magnitud de malnutricion esta directamente
relacionada con la persisté@made sus efectos sobre a@sarrollo del cuerpo y de los
cambios comportamentales (69). Estudes animales y humanos indican que la
combinacion de la malnutricibn pre y poshatane efectos mas deletéreos que la
malnutricion restringidal periodo prenatal (4J.eniendo en cuenta #ta incidencia de la
inseguridad nutricional dentrde la poblacidbn de menoresgresos, es probable que la
mayoria de los nifios que han sufrido de prigacion nutricional durante la gestacion,

sigan expuestos a la misma durantetégpa de la lactara (83) (58,81,84).
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3. Plasticidad Neuronal.
La plasticidad cerebral puede entenderemo una serie de mecanismos que le

permiten al cerebro adaptarse a un emoem constante cambio e integrar nuevas
experiencias. Entre estos mecanismos de atl@ptae encuentran aquellos que involucran
el remodelado de sinapsis (por reforzamied#tilitacion o eliminacion de las existentes o
agregado de nuevas conexiones), reformadaxdees y dendritas, remocion o agregado
de nuevas células a los circuitos ya existeptlssregulacion de la expresion de diversos
genes involucrados entes procesos (3) (85) .

Esta plasticidad esta presente a lo ladgotoda la vida de un individuo, pero es
maxima durante la etapa de desarrollo (B8.esta capacidad del cerebro de cambiar e
incorporar nueva informacién dependen los procesos de aprendizaje y memoria.

A continuacion se discutiran algun@®cesos de plasticidad neuronal.

3.1. Neurogénesis y apoptosis.

3.1.1. Neurogénesis.
La neurogénesis ocurre a leda de toda la vida en ekrebro adulto de mamiferos,

incluyendo el humano (86). En roedores lasnma se lleva a cabo principalmente en la
zona subgranular del giro dentado depdsampo, y en la zona subventricular del
ventriculo lateral (87). El proceso dgeneracion de nuevas neuronas consiste
principalmente en cuatro etapas: prohf@dn, migracion, diferemacion y supervivencia
celular. Estas nuevas neuronas se integran sa diocuitos neuronales funcionales en
diversas regiones, sugiriendo que la neurogjérdiesempefiaria un papel importante en las
funciones cerebrales (88,89). Cada vez hayewi@encias experimentales que otorgan a la
neurogénesis hipocampal un rol fundamental en el aprendizaje, en la formacién de diversos
tipos de memoria y en la consolidacionlae conductas de undividuo (88,90). Ademas

la misma poseeria un rol fundamental en etaghizaje, en la formacion de diversos tipos
de memoria y en la consolidaciéon de lasductas de los individud88,90). Mas aun, el
hecho de que esta neurogénesis sea inctadeerpor la persisteia en un ambiente
estimulante o el ejercicio y negativamentectédda por diversos desoérdenes neuroldgicos
como la depresion, Parkinson, Alzheimer o &gia cerebral, muchas de las cuales estan
asociadas a un déficit cognitivofuerzan esta hipotesis (91,92).
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La neurogénesis se lleva a cabo en ubiante Unico, o nicho neurogénico, que
esta conformado por células endotelialestoagos, microglia, células ependimarias y
neuronas maduras, asi como la progenie deplecursores neurales adultos (89). La
misma estd ademas regulada, en condiciomemales y patolégicas, por una serie de
sefales extrinsecas, intrinsecas y por esténaimbientales. Estas sefiales afectan la
proliferacion de los precursores neuralesadavacion de los mismos, la especificacion y
diferenciacion neural y su incorporaciorcatuito maduro del giro dentado (93).

Entre las sefales extracelulares se agest la neurotrofina BDNF, la cual
promueve la proliferacion celular, la difasgacion neuronal y la sinaptogénesis, y la
proteina reelin, la cual caota la migracion de las neuras recientemente generadas.
Entre las intracelulares se encuentran elofade transcripcion CREB, el cual media los
efectos de promocién de crecimiento de espaependiente de latagdad, la formacion
de nuevas sinapsis y la supervivencia de neuronas generadas a partir de un aumento en la
actividad de los neurotransmisores GABA wtgmato (94). Dentro de esta categoria
también se encuentran las proteinas déruaiislas CpG metiladas, MBD1 y MeCP2. La
primera inhibiendo a diversos microRNAs cotdndo asi el balanantre proliferacion y
diferenciacion, y la segunda regulando la nmadién y la formacion despinas de nuevas
neuronas. Otra proteina celulgue interviene en la reguian de la neurogénesis es la
histona desacetilasa 2 (HDAC?2) (89). Esta inHibexpresion del factor de transcripcion
Sox2, el cual es necesario para la madaragi supervivencia de las neuronas recién
generadas.

Factores ambientales o externos athoi neurogénico tienen la capacidad de
regular la generacion de nuevas neuronaseHwogrestimulos ambientales que estimulan la
neurogénesis se destacan el ejercicio fiselocual aumenta lgroliferacion de los
precursores tipo gliales; un ambiente enriqueadicual promueve laupervivencia de las
nuevas neuronas (93); las tareas de aprendmageregulan la supenewncia de las nuevas
neuronas. El estrés cronico y el envejecintiepor otro lado, son factores que provocan

una disminucién en la proliferaci@e los precursores neurales (89,93-95).

3.1.2. Apoptosis.
Durante el desarrollo del sistema nervigsntral y periféricaun gran namero de

neuronas sufre apoptosis principalmente deragl proceso de sinaptogénesis. Esta
apoptosis masiva es crucial para dar forne@mpleja arquitectura del cerebro de modo

de establecer los circuitos neuronales necesarios que permitiran la ejecucion de las
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funciones motoras, de aprendizaje, memate, (96,97). Sin embgo, y en contraste con

el rapido recambio celular ensltejidos proliferatios, las neuronas, em sentido general,
sobreviven durante toda la vida del indivd, siendo esta caracteidatde permanencia,
imprescindible para el mantenimiento de taedes neuronales mencionadas. Es por ello
que, al contrario que durante el desarrollgpriagresiva apoptosis neuronal en el cerebro
adulto es causa de patologias irreversiblenominadas enfermedades neurodegenerativas,
tales como las enfermedades de AlzheinRatkinson, Huntington y esclerosis lateral
amiotrofica entre otras (98). Los estimulosgtbres genéticos, fisioldgicos o ambientales
que promueven la apoptosis neuronal sonadas. Entre ellos, el limitado acceso a
factores neurotroéficos (99), quesos de excitotoxicidad (109 el aumento de radicales
libres producidos por estrés oxidat que causan dafio al DNA (101). La
neurodegeneracion también es causgma mutaciones genéticas y disfunciones
metabolicas y la accién de toxinas ambikssta Otro factor externo que afecta la
supervivencia neuronal es el cuidado mate@ras de madres de bajo LG presentaron
mayores niveles de apoptosis y menor piétracion celular que aquellas que fueron
criadas por madres de alto LG(102) (103).

La estabilidad de las neuronas durantdango periodo de la vida del organismo
necesaria, como ya se dijo, para mantengrfsuciones y el hecho de que la mayoria de
estas células no se dividan luego del desarsultgieren que, duranta evolucién, se ha
ejercido una fuerte presion sobre el sistamavioso de modo de desarrollar diversos
mecanismos que lo protejan contra la mueefelar. Las dramaticas consecuencias de la
neurodegeneracion enfatizan la importand& estos mecanismos que promueven la

supervivencia y plagidad neuronal.

3.2. Modelado de espinas dendriticas.
Los circuitos neuronales son definidos por las estructuras de axones y dendritas, y

las sinapsis conectadas por estos. La pldsticsinaptica en los ciritos neuronales en el
cerebro adulto involucran o bien el fortalecimiento o debilitamiento de sinapsis
persistentes, 0 una plasticidad estructupa¢ incluye la formacién o eliminacion de
sinapsis (104). Esta plasticidad es fundamdepara el aprendizaje, la formacién de la
memoria y su capacidad de almacenamientongsuperacion luego de una injuria o stress
en el cerebro. Si bien la morfologia d&ones y dendritas es muy estable, hay una
importante variacion en la aparicion y desapdn de espinas dendriticas que modulan el

namero de sinapsis lo que contribuye en gnadida a la plasticidad neuronal (105) (106).
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Las espinas dendriticas son los receptpriesarios de los impulsos excitatorios del
sistema nervioso central y proveen los compartimentos bioquimicos que controlan
localmente los mecanismos de sefalizaciérasnsinapsis. Las espinas del hipocampo
muestran una plasticidad estructural impodant este proceso estn la base de la
respuesta a cambios en el medio ambientenagnitud de esta plasticidad se corresponde
con la eficacia con la que el sujeto seeape y memoriza dichos cambios y, por ende, la
posibilidad de adaptarse a ellos, lo que dafinitiva define su comportamiento. La
formacion y eliminacion de espinas es reglal por mecanismos moleculares que son

afectados por las experiencias del sujeto (107,108).

4. Expresion Génica, Desarrollo y Plasticidad.

4.1. Neurotrofinas.
Las neurotrofinas constituyen una familia de proteinas estrechamente relacionadas

identificadas, en principio, como factoressigervivencia neuronal pero que, actualmente

se sabe, controlan muchos aspectos del dnacniento del sistema nervioso central. En
mamiferos esta familia esta constituida por cuatro miembros: NGF (nerve growth factor),
BDNF (brain derived neurotrophic factor), RT(neurotrophin 3) y N (neurotrophin 4).

Las neurotrofinas actlan a través de dos clases de receptores. Cada una de ellas activa uno
0 mas de los receptores de tirosina quinaska8, TrrkB y TrkC y todas ellas interactian

con el receptor p75NTR (109).

Las neurotrofinas ademas de ser fundamentales para el correcto desarrollo del
sistema nervioso central, desempeian unlgapeamental en eterebro adulto donde
controlan la funcidén sinapticda plasticidad neuronal y laupervivencia, morfologia y
diferenciacion de las células neurales (110).

Mutaciones o defectos en la expéeside las neurotrofinas son causa de
enfermedades neurodegenerativas y también sido reportadasn patologias que
presentan defectos en la percepcion s@idsatisminucion de capacidades cognitivas y
alteraciones en la pgonalidad (111,112).

La expresion de BDNF puede estar influada por el ambientperinatal. Se ha
reportado una disminucion de esta neurateofen el hipocampo, deza prefrontal y

amigdala de ratones de madres de bajo(LG3) (114). Otro estlio en ratas indica
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ademas que la exposicion a un estrés durameefegez, altera la expsion de BDNF en el

hipocampo de las crias (115).

4.2. Genes de ex presion temprana.
Entre los genes cuya expresion nornesl mas relevante para una correcta

plasticidad neuronal estan losngs de expresion tempranenfnediate early genes, IEG),
cuya expresion y activacion es una de las etppasrias en la cascada de eventos para la
formacion de la memoria. Entre estos genes se encuentrdn &g, CREB, €fos, cjun'y
JunB. Todos ellos han sido relacionados @uocesos de aprendizaje y formacion de
memoria (116-118).

Ha sido reportado que la expresionkgr-1 y Arc esta alterada en crias que
recibieron bajos niveles de cuidado matern@ fueron expuestas @ro tipo de estrés
posnatal, y que esta alteracibn en su esipn estaria regulada epigenéticamente y
dependeria del sexo (119) (120).

4.3. Mecanismos epigenéticos.
Como se menciond anteriormente, el dedlardel sistema nervioso y el apropiado

funcionamiento de las neur@jarequiere la expresion rdgda de un gran namero de
genes. Los cambios epigenéticos, que se esfi@amodificaciones estables y heredables en
la cromatina, constituyen un mecanismo regulatorio de la expresion de gene&$idsl).
cambios estan dados principalmente pagrato de metilacién del ADN, la presencia de
diversas modificaciones postraduccionales tdstonas y la expresion de ARN no
codificantes. Los primeros dos regulan eddyyr de compactacion de la cromatina y en
consecuencia la accesibilidad al ADN de la maquinaria de transcripcién (122), mientras
que los ARN no codificantes son capaces adeteaslenciar la expresion génica a nivel
postranscripcional (54).

Estas modificaciones epigenéticas no eBtaitadas en su plasticidad a las etapas
iniciales del desarrollo, sino gpeieden ser modificadas a loda de la vida en respuesta
a una amplia variedad de estimulos (56).8sta forma se genera un nuevo nivel de
regulacion de la expresion génica que pusatemodulado por estimulos provenientes del
propio desarrollo y del medio ambiente (123-125).

Estos mecanismos epigenéticos pueden provocar, en ciertas circunstancias, una

alteracion en la expresiéon de genes ertiplés tejidos, incluyendo el cerebro, con
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consecuencias en el funcionamiento y conectividad de los circuitos neurales, lo cual puede
generar un aumento en el riesgo a sufrieenedades fisicas o psiquiatricas (56).

En humanos la exposicion a una depcidn social severa, por ejemplo la
institucionalizacion luego del nacimiento, csemetimiento a situamnes de abuso durante
la infancia, ha sido asociada con una atiéraen el perfil de metilacion del ADN (50)
(126).

También se observé una metilacion diferend&alos genes de BDNF y Reelin en
ratones sujetos a un estrés posnatal, juntaunarmenor acetilacion glabde H3 en lisina
9 en el hipocampo de los mismos (122).

Diversos tejidos, incluyedo el cerebro, exhiben udimorfismo sexual en la
proporcion de genes que expresan (1€ada sexo presenta una sensibilidad especial a
los cambios ambientales durante el desarrollg la vida adulta, y esto se traduce a su
vez en una marcacion epigeniéa diferencial de sus genes€Es mas, esta marcacion
diferencial es responsable en gran partalohebrfismo en la expresién génica mencionado
previamente (54). Por ejemplo, variacionedaencetilacion de H3 presentan dimorfismo
sexual en el cerebro en desarrollo debmaty los patrones de acetilacién, pero no de
metilacion, se encuentran “masculinizados” emlwes por la presencia de testosterona en
el utero (128).

La malnutricién también podria actuar aviés de estos mecanismos epigenéticos.
Por ejemplo, se ha demostrado que deficanaiutricionales calucen a un patron
alterado de expresion génicaarsistema nervioso (129-13Hstos cambios en el patron
de expresion génica podrian ser prodasi por alteraciones en las modificaciones

epigenéticas (132)

5. Comportamiento y cognicion.
Como ya se ha discutido en secciones an&sj resultados de trabajos en animales

y humanos sugieren que la exjg@® a eventos estresantes dieada primera etapa de la

vida puede incrementar el riesgo a diversasopatologias en el adulto. Por ejemplo, una
separaciéon materna de 24 h a una edad reamapen roedores, hsido asociada con
alteraciones comportamentales similares a las presentes en psicopatologias del desarrollo
como la depresion y la esquizofrenia (13Burante el desarrollo embrionario es la
placenta la que al funcionar como una interfastee la madre y el feto, media el efecto de

las alteraciones ambientales sobre el debariEstas pueden producir cambios dindmicos
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en esta estructura endocrina temporaria, atedi en parte a travée la regulacion
epigenética de la expresi@eénica, que podrian tener img@litcias significatas en el

crecimiento y desarrollo (56).

La esquizofrenia es un desorden ceconiremitente asociado con el deterioro
progresivo de las funciones cognitivas, psigatas y comportamentales (134). EI mismo
esta caracterizado por una serie de sintamegativos (interrupcion de comportamientos
normales) como falta de expresividad, diso monotono o monosil&a, falta de interés
general y anhedonia (incapacidad de sendicgr)) entre otros; y uconjunto de sintomas
positivos (ausentes en condiciones normalesjocdelirios, alucinaciones y presencia de
pensamiento desorganizado (135). La maistiene una prevalencia de 1.4-4.6 y una
incidencia de 0.16-0.42 cada 1000 personas anualmente (136).

Estudios epidemiolégicos han establecido cmaelacién entre la malnutriciéon y el
aumento de riesgo de sufrir de un trastorno del espectro efsgnizo. Entre los
nutrientes cuya falta ha sido vinculada a essorden se encuentran la vitamina D, el

acido fdlico, el hierro y laproteinas (137) (138).

Los desordenes depresivos se caractepoairia presencia de un estado de animo
triste, vacio e irritable, acompafiado por cambios somaticos y cognitivos que interfieren
con la vida del individuo (135). El animo depresivo puede estar acompafiado de una
pérdida del interés por el placer, una akén en el apetito y el peso, insomnio o
hipersomnia, agitacion o retardo psicomotfatjga y pérdida denergia, una capacidad
dismnuida de concentracion y hasta de peiesdos suicidas, en e€aso de un trastorno
depresivo mayor (139). Se estima que eatré3-12% de personas en el mundo sufren en
algun momento de sus vidas de un desoidkl espectro depresivo (140).

Los trastornos de ansiedad pueden disalien cuatro categorias. Trastorno de
ansiedad generalizada, caracterizado por pneacupacion constante, no especifica, e
irracional en situaciones e interacciones sesi@generalmente seguras, con una duracién
de al menos 6 meses. Las fobias estfarcimnadas con la ansiedad provocada por un
evento u objeto particular, o en el casdakefobias sociales, cda exposicion a ciertos
eventos o situaciones sociales. El trastornpatéco esta caracteado por la ocurrencia
de ataques de panico (intenso miedo o t¢rmoansiedad, de encontrarse en lugares o

situaciones sin escapatoria. Finalmentdyasdtorno obsesivo compulsivo es un desorden
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caracterizado por obsesiones que provocaredadiy la ejecucion de compulsiones para
aliviarla (141) (142).

Tanto la ansiedad como la depresi@on trastornos retdonados con un mal
manejo del estrés y posterior recuperaciofademeostasis, siendo su prevalencia mayor
entre mujeres (143). Como ya se ha mamailo estudios epidemiolégicos han vinculado
al estrés perinatal y a la malnutriciboncun aumento del riesgo de sufrir de estos
desérdenes. Sin embargo, los modelos en roedores de malnutricion temprana han arrojado
resultados contradictorios en cuanto a su relacion con la ansiedad y poco se conoce en
cuanto a un posible efecto de este estoése la depredn (144) (145) (146).

Los modelos animales de desérdenesuyi&ifcos son limitados en cuanto a su
capacidad de reproducir el conjunto de@imitologias que los caracterizan, limitandose a
la modelacion de algunas de ellas, pero permiten un estudio de las bases moleculares de
estos trastornos, asi comd desarrollo de terapias.

Resulta interesante notar, tal como sedésarrollado en las secciones anteriores,
qgue tanto la calidad de la alimentacién empas tempranas de la vida, al igual que el
cuidado materno, impactan de forma sinmsiabre las funciones cognitivas (147) (148).

Una estructura cerebral, el hipocampo, podeael vinculo emne los efectos del
estrés perinatal sobre la cogdn y el comportamiento ya qwse ha visto que el mismo
esta involucrado tanto en taredes aprendizaje y memoria corea la respuesta al estrés
(149). Esta estructura cerebeal particularmente sensible anfluencia ambiental debido
a su marcada plasticidad, la elevada presetieireceptores de hormonas de respuesta al
estrés y un importante desarrollo posnatal.nEmanos este desarrollo ocurre desde el
tercer trimestre del embarazo hasta los 16 déalad y, en roedores, entre el dia prenatal
18 y la 2da o 3ra semana posparto (150).

Estudios realizados en ratones maidos perinatalmente indicaron que los
mismos exhibian defectos en tareas aprendizaje espacial, las cuales dependen del
hipocampo (151). Ademas se ha encontrado Heeeiones en la dieta materna durante el
desarrollo afectan la neogénesis hipocampal, la complgd dendritica, la densidad de
espinas sinapticas y reducentanafno de las células graards del giro dentado (152)
(150) (153). Estos resultados obtenidos sddar morfologia indicarian que el hipocampo
de estos individuos tendria una plasticidad redydacual explicaria en parte los déficits
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cognitivos observados (150). Por lo tantdjipbcampo podria ser latasctura afectada de
forma comun en los modelos de estrés painaor bajo cuidado materno y en los de

malnutricion.

6. Plasticidad y recuperacion.
El elevado nivel de plasticideasociado a etapas tempradada vida pdria servir

al recién nacido como mecanismo de adagtaailas nuevas condiciones ambientales. La
presencia de un estrés durante esta etapa de maxima plasticidad, trae como consecuencia
defectos fisicos y comportamentales, probablam debido a que su accion se ejerce en el
momento en el que el organismo es mas vubhera la influencia del ambiente. A su vez,

sin embargo, manipulaciones posnatales edaoes, como adopciones por madres que
proveen elevado cuidado materno (154), emiliquecimiento ambiental (155) tienen la
potencialidad de revertir estos efectos (1%Hta capacidad de reversion esta asociada
también con la capacidad plastica del cerebro el cual, frente a una alteracion externa, es
capaz de generar cambios celularedemdares y estructurales (157).

El enriquecimiento ambiental consisteudea combinacion de estimulos cognitivos,
fisicos y sociales. El uso de jaulas de maganafio que las de rutina permite la inclusion
de un mayor numero de individuos (enriquecintuesocial) y la incorpracion de juguetes,
tuneles y escaleras. Este ambiente mas rico y complejo es capaz de inducir una mejora en
el aprendizaje y la memoria en roedores (1E8jos efectos se harsto asociados con un
aumento en el peso del cerebro, en el contetdneurotrasmisores, en la gliogénesis, en
la plasticidad sinaptica dfmacién y maduracion de espipa en la expresion de
neurotrofinas y en la neurogénesigddampal en el adulto (159) (160).

Varios de los efectos beneficiosae un ambiente enriquecido pueden ser
reproducidos por el ejercicicEl correr en una rueda drementa, en roedores, la
neurogénesis hipocampal, la densidad de espmieadriticas, la plasticidad sinaptica, los
niveles de neurotrofinas y la memoria &spl(157,161). El agregado de una rueda en la
jaula de ambiente enriquecido potencia ectf del mismo sobre el aprendizaje y la
memoria.

Los efectos beneficiosos del ejercicio y de la estimulacion cognitiva han sido
comprobados también en humanos. La ejecud®rjuegos que requieren ejercicios en

nifos con autismo, disminuye la frecuenciandevimientos esteriotipados y mejora las
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funciones ejecutivas (162,163). Brersonas mayores la bicicleta fija disminuye la
declinacion cognitiva (164), migias que el ejercicio de fatecimiento muscular mejora
los sintomas de demencia temprana (16pjoyoca un aumento exl tamafio del cerebro
(166). Esto ultimo es ademas evidencia de glicerebro conserva cierta capacidad de
recuperacion hasta edades avanzadas de la vida.

Estas evidencias de plasticidad ewividuos adultos indan que, bajo las
condiciones adecuadas, puede haber cigramlo de recuperaciode las capacidades

cognitivas.

7. Mecanismos de Heredabilidad.
La transmision de los diferentes rasgosucesivas generaciones ha sido asociada

exclusivamente con la herencia de la informacion genética contenida en la secuencia de
ADN. Sin embargo, multiples evidencias obtasdiurante los ultimos afos, indican que
existiria un nuevo nivel de herencia de infaoidn medido por la presencia de diversas
modificaciones epigenéticas.

En el ejemplo de bajo cuidado materno (seccién 1.4), existe evidencia de
transmision posparto de este comportamientia ceadre a las crias hembras. Es decir que
las crias de madres que dispensaban bayeteside cuidado (bajoG), reproducian este
comportamiento. Estudios de adopcioneszadas entre madres de bajo y alto LG
demostraron que esta herencia no es genésino comportamental y estd mediada por
mecanismos epigenéticos (167) (168). Entipalar, en crias de bajo LG, el gen del
receptor de estrégenos se encuentra metilagb @&ea predptica medial del hipotalamo, la
cual esta involucrada ela regulacion del comportaenito materno. Esta metilacion
provoca una disminucion en la expresion deeptor de estrégenos, @jes esencial para
mediar los efectos de la hormona, entre dosles se encuentra la activacion de la
expresion de oxitocina, hormona fundamerpara la expresién del comportamiento
materno (37)

Este es un ejemplo de como el ambiente -cuidado materno- afecta el
comportamiento de las crias de forma establheredable, a través de informacion no
contenida en la secuencia del ADN (169). Sirbargo esta herences mantenida por la
interaccién entre la madre ydaia, y se pierde en caso adopcion por una madre de alto
cuidado materno. Entonces, ¢es posiblehdgencia de caractetias epigenéticas
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adquiridas a lo largo de la vida a futsirgeneraciones que nunestuvieron en contacto
con el agente que promovié dicho cambido®ersos trabajoshan indicado que la
experiencia de los progenitores, aun antels dencepcion de lasias, puede transmitirse

a la descendencia por medio aEmbios epigenéticos. Esto se ha visto principalmente en
C. elegansy D. melanogasteraunque nuevos estudios indicarian que este mecanismo
también existe en mamiferos. Por ejemploraiones, el estr&sor separacion materna
durante la lactancia provoca un aumentocdmportamiento tipo depresivo en las crias
(F1). Cuando los machos de la F1 eran puestos a aparear con heahgdas crias de la

F2 exhibian los mismos rasgos de pomamiento aunque nunca hubieran estado en
contacto con el progenitor macho. Los maadih®s$a F1 presentaban ademas una alteracion
en la metilacion general de diversos gepeslos espermatozoides, mientras que los
machos de la F2 presentaban un patron similar en sus cerebros (170).

Un trabajo reciente utiliz6 un modelo dendicionamiento de miedo asociado al
olor para demostrar que lastendencia, obtenida por inseminacion in vitro de padres que
habian sido entrenados en gstgadigma, mostraba la miamespuesta daiedo para la
que habian sido entrenados sus progenitores(171).

Estos resultados muestran como las erperas de los padrealn antes de la
concepcion de la descendencia, influyen esstauctura y funcion del sistema nervioso de
las generaciones futuras. Este fenbmeno paxnidribuir, a la transmision del riesgo de
enfermedades neuropsiquiatricas tales cdiolmas, ansiedad y estrés postraumatico
observadas en humanos (172). Por otro ladotestaferencia de infmacion podria servir
para “informar” a la descendela acerca de la importancia de ciertas caracteristicas

ambientales que pueden llegar a e en su futuro entorno (171).
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Objetivos:
La nutricibn durante el desarrollo y el principio de la vida extrauterina

constituye una de las valles mas importantes que influyen sobre la formacion,
crecimiento y organizacion funcional de ugamismo. En particular, una alimentacion
deficiente durante este primer periodovia redunda en un desarrollo inadecuado del
cerebro conduciendo a cambies su estructura y funaié Como resultado, en los
individuos expuestos a esta adversidad tempsenencrementa el riesgo de la aparicion

de defectos en funciosecognitivas y motoras prowando deficiencias en el
aprendizaje y la memoria y una reduccion de las habilidades sociales. Estas evidencias
convergentes sugieren undam@on causal entre malnutidbn proteica y alteraciones
neurofisiolégicas y conducted. Sin embargo, los faces especificos que median
estos efectos aldn no se conocen.

El proyecto de investigacion para egtsis doctoral contempla los siguientes
objetivos:

1. Establecer un modelo de malnutriciéotpica perinatal en ratones de ambos
sSexos que presente consecuencias advesbasrvables y/o mensurables sobre el
desarrollo fisico y neuroldgico.

2. Evaluar el impacto de la malnutriciproteica sobre la plasticidad neuronal y
las caracteristicas conductuales y cognitivas.

3. Determinar las alteraciones en la @gpin génica y mecanismos epigenéticos
con potencial implicancia en las deficiencias comportamentales y cognitivas.

4. Evaluar la posible transferencia intergiacional de las deficiencias fisicas,

neurolégicas y conductles causadas por la malnutricion  proteica.
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El desarrollo del individuo y de su @sta nervioso esta determinado por su
informacion genética, que es modulada epigeagtente y es susceptible a la influencia
ambiental. Un factor ambiental que influgeofundamente sobre el shgrollo de las crias
es la alimentacion materna. La misma afdataalidad de los nuentes que reciben las
crias y junto con otros factores como el adiol materno, pueden infiisobre la expresiéon
de genes clave para los procesos qudesan a cabo durante el desarrollo, como la
neurogénesis y la sinaptogénesis. Asi, lanatation proteica, comexperiencia temprana
adversa, conduce a modificaciones permanesteta estructura y funcion del cerebro
resultando en alteraciones en la conduatapacidades cognitivas confiriendo al individuo

vulnerabilidad a diversas psicopatologias.
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1. Establecimiento del modelo de  malnutricién proteica: Colonia e
hipoproteicidad.

1.1. Utilizacion de la cepa C57BL/6J.

En la primer parte de la tesis saeab@jo en la generacion del modelo de
malnutricién. Se comenzd probando la cepa C57BL/6J ya que la bibliografia la caracteriza
como una cepa adecuada para realizardest comportamentales (173,174), uno de los
puntos centrales para el desarrollo de esta tesis. Se utilizaron ratones de esta cepa de dos
origenes. En primer lugar se evaluaron los procedentes del Bioterio Central de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales. Salizaron dos tandas de apareos con ratones
alimentados con la comida control (grupB, 20% caseina) o hipoproteica (grugp, 6%
de caseina en los primeros ensayos), produeiddsas en el laboratorio a partir de sus
componentes basicos, también denominadas d¢ietédcadas. La caseina es la fuente de
proteinas de la dieta y su pentaje es el estipulado pamedores de laboratorio, de
acuerdo al reporte del afio 1993 ‘themerican Institute of Nuition”. (175). La proporcion
de caseina para la dieta hipoproteica, fue edegidbase a trabajos de diversos grupos que
utilizaban una reduccion de proteinas a matesin tercio con respical control, como
modelo de manutricion (69) (176). Ambas dietas fueron suplementadas con cisteina, en
forma de L-cistina, debido a que la caseinepasma baja proporcid@e este aminoacido
(132). La cisteina y la metionina constituyen ademas una importante fuente de azufre de la
dieta, y su falta aumenta el riesgo de swdnifermedades cardiovasculares (177). Por este
motivo es muy comun que diversos modelosndgnutricion utilicen el suplemento de
cisteina aun en laelia hipoproteica (132).

En el primer experimento el porcentajepterniez fue bajo (0% para el grupo CP y
40% para el HP) y las crias nacidas no sabieron mas alla de P2. En la segunda tanda,
realizada con ratones del mismo origeninskiy6 un grupo alimentado con dieta estandar
de bioterio (grupdB). En este caso los porcentajespmteiiez fueron del 75% para el
grupo CP, 67% para el HP y 50% para las esdtimentadas con dieta DB, pero solo en
el ultimo caso las crias sobrevivierondoede P2, sugiriendo que esta cepa posee una
sensibilidad especial al alimento preparado en el laboratorio.

En segundo lugar se utilizaron ratones C5BBLdel bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de La Plata. Namente se incluyeron los tres grupos y se
obtuvieron los siguientes porcentajes defipz: 100% CP, 83% HP, 100% DB. De las
cuales un 50% para el grupontrol, un 60% para el grupopaproteico y un 100% para el
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grupo bioterio tuvieron crias que sobrevivieron hasta el mondehtestete, y a las cuales
se les realiz6 el test de enderezamientolaesuperficie durante la lactancia. Se ha
reportado que este reflejo se encuentra alteen desordenes que afectan el desarrollo,
como la desnutricién (178). Como se puedesnla en la Figura 1ps ratones hijos de
madres alimentadas con dieta purificada,sedrol o hipoproteica, mostraron un retraso
en la maduracién para la ejecirc de este reflejo, con respe@ aquellos cuyas madres
recibieron alimento de bioterio.

En base a estos resultados y junto con la baja eficiencia de obtencién de crias,
decidimos descartar el uso de esfaaggara nuestro modelo de estudio.

80
- P
=@~ HF
i —— DB
3
e 407
i
i
Eﬂ-
0
@

Dia Posnatal

Figura 1: Latencia para ejecutar el enderezamiemtda superficie. Cada punto corresponde

a un dia posnatal diferente. Promedio+EE de diferentes camadas del mismo tratamiento. Para
obtener el valor de cada camada se realizd6 un promedio de la latencia para todos los
individuos de la misma camada.

1.2. Utilizacion de la colonia CF -1 y eleccion del porcentaje de
proteinas de la dieta.

Debido a los inconvenientes presentadotaaitilizacion de la cepa C57BL/6J, se
decidi6 comenzar a trabajaon ratones de la colonia €Fproducida en el Bioterio
Central de la FCEyN-UBA. Séncluyeron los tres grupoga mencionados, control,
hipoproteico y bioterio.

En este caso el porcentaje de prefiealklel00% para el grupmontrol, 83% para
el grupo hipoproteico $00% para el grupo con alimento loieterio. De ews, el 100% de
las madres control y un 50% de las alimendacian dieta de bioterio tuvieron crias que
sobrevivieron hasta la edad de desteteelEraso de aquellas que recibieron el alimento
hipoproteico, solo el 20% das que quedaron prefiadas &ron crias que sobrevivieron
hasta la edad de destete. A diferencialadecurrido ca la cepa C57BL/6J, las crias
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provenientes de madres que recibierondiata control producida en el laboratorio
presentaron un desarrollo similar al de lasgiepo bioterio. Esto no fue asi para las crias
del grupo hipoproteico, que moswa un claro retraso con respo a los otros dos grupos.
Esto nos indicé que la anlia CF-1 era apropiada pamaestro modelo, debido a
que las crias control no diferiapreciablemente de las deligo bioterio, mientras que las
del grupo hipoproteico presentaban un retraselatesarrollo. Sin embargo, persistia el
inconveniente del bajo niumero de crias de este Ultimo grupo. Es por este motivo que
decidimos aumentar el contdnide proteinas de la dieta ale 6% a un 8% 0 a un 9% de
caseina. La utilizacién de udata con 8% de caseina pranlup aumento en el tamafio de
la camada, pero estuvo asociada a un altel mie mortandad duranta lactancia y a un
incremento en el nivel de canibalismo pmarte de las madres, por lo que finalmente
adoptamos un nivel de caseit@l 9%. Los resultados que peesentan a partir de este
punto corresponden a experimentos realizadoganes de la colonia CF-1 alimentados
con dieta control@P, 20% de caseina) o hipoproteiddP( 9% de caseina) durante el
apareamiento, prefiez y lactancia, y de suseptisyas crias. Este porcentaje, ademas de
poseer las ventajas experineas mencionadas, se asemeja mas a la reduccion en el

contenido de proteinas observada en cdsasalnutricion en seres humanos (179,180).

2. Caracterizacion de la FO. Cambios fisicos. Fecundidad y
comportamiento materno.

2.1. Variacion en el peso corporal de las madres durante la prefiez y la
lactancia.

Con el objeto de determinat impacto de la dieta HR] peso de las madres fue
registrado diariamente durante la prefiez yaktancia. Se determiné el cambio en el
aumento de peso para cada grupo duraresf@ez realizando un ANOVA de dos factores
con medidas repetidas. La interacciéntre los factores dieta y el di&{4258,48,
p<0,0001) fue significativa, entoes se realizd el andlisé posterioride Tukey con el
objeto de comparar ambos grummsdiferentes dias. El pede las madres HP fue menor
que el de las CP para E17, E18, E19 y ERD05) (Figura 2A). El efecto del tiempo se
vio reflejado en diferencias significativas entrarios pares de dias, pero como no es el
objeto de estudio y para sififfgar los graficos, no smcluyen las significancias.

Respecto a la variacién de peso de ladregdurante la lactancia (con respecto a
P0), la interaccion entre la diey el dia fue significativaFg; 44=1,789,p=0,0176), y la
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prueba de Tukey no arrojo diferencias enambos grupos para ninguno de los dias

estudiados (Figura 2B).
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Figura 2: Cambio de peso en la FO. (A) Cambio de peso durante la prefiez. Para cada tiempo
(X) el cambio de peso fue calculado como el peso al EX - peso a EO. MediatEE. Anova de
dos factores con medidas repetidas, t@sposteriori de Tukey. n=10-13 para cada
tratamiento. p<0,05. (B) Cambio de peso duranteldmtancia. Para cada punto (X), el
cambio en el peso fue calculado como el peso a PX-peso a PO. MediatEE. Anova de dos
factores con medidas repetidas, tegosterioride Tukey. n=10-13 para cada tratamiento.

2.2. Fecundidad de la FO.
El porcentaje de hembras de cada tratatoieue resultaron pfiadas se calculd

para cada experimento y se promedio luegcedtitrersos experimentos realizados en esta
tesis. Se observo una disminucién en el enorde hembras del grupo HP que resultaron
prefiadas en relacion con las hembras glepo CP (Figura 3A). Asi mismo, la
alimentacion de las madres con dieta hiptgica resulté en uneeduccién significativa

del niamero de crias en la camada comparado con hembras alimentadas con dieta control

(t23=3,270,p=0,034), con un rango de 4 a 13y 6 a 16, respectivamente (Figura 3B).
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Figura 3: (A) Porcentaje de hembras prefiadas para cada tratamiento. Cada valor
corresponde al porcentaje geefiez en un ensayo. MaglEE Mann-Whitney n=6 ensayos
*p<0,05. (B) Tamafio de la camada para cada hembra a PO. Media+E&ttent n=10-15

para cada tratamiento p%0,01.
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2.3. Comportamiento materno.

2.3.1. Cuidado de las crias.
El cuidado que reciben las crias por paltela madre durante la lactancia es un

factor determinante en su desarrollo con efecfue perduran en la adultez y pueden ser
transmitidos a generaciones posteriores (181)ldP@anto, decidimos evaluar si el tipo de
alimentacion que recibia cada uno de los gsuge madres tenia algun efecto sobre el
cuidado que proporcionaban a sus crias. Rl realizamos olesvaciones de este
comportamiento registrando la actividad de haadres. El comportamiento materno en el
cuidado de las crias se relaciona en fodinacta con el tiempo que se encuentran las
madres en posicibn de amamantamiento, yqet le dedican aealizar tareas de
acicalamiento (LG poticking and groomingen inglés) de las crias. Se encontraron
diferencias significativas en el tiempo qlees madres de ambos grupos dedicaban al
acicalado de las criag,£2,816, p=0,0103) (Figura 4A). Por el contrario, no se
encontraron diferencias en #mpo que las madres secentraban en una posicién de
amamantamiento (Figura 4B)i, en el tiempo total que pasaban en el nido.

Llamativamente, se observo un alto grado de canibalismo en el grupo de madres HP
llegando, en algunos casos,38% de la camada. Dado que este comportamiento no se
observo en las madres de grupo de controlnfetelo en cuenta que el mismo no ha sido
reportado como caracteristico de la colo@il, el mismo puede atribuirse a la dieta

hipoproteica.
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Figura 4: Cuidado materno medido como el tiempo que la madre dedica a realizar
actividades de acicalamiento (LG) de las c(ffs y en una posiciomle amamantamiento
(B). Media+EE test-Student n=10-13 camadas analizadas para cada tratanpet05.

Esta disminucion en el tiempo dedicadaaidado de las cridaadica que la dieta

afecta el comportamiento de la madre y dseke tenida en cuenta al interpretar los
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resultados que se presentan mas adelantelaealtjue la disminucién del cuidado materno

es un factor de estrésmprano para las crias.

2.3.2. Madres HP presentan un comportamiento de tipo ansioso.
El cambio en el cuidado de las madres ddas crias sugiere que dieta baja en

proteinas podria ser un factor de estrés [@ranadres que alteraria su comportamiento.
Este factor de estrés podria desencadenksenadres la aparicion de un comportamiento
de tipo ansioso. Por este motivo, se decidiodéstisi las madres HP presentaban este tipo
de comportamiento dos semanas luego del degstélizando para ello, los test de campo

abierto y laberinto elevado en cruz.

Ambos son, para los ratones, test de conflicto entre dos comportamientos, la
voluntad de exploracion de nuevos espagida aversion generada por los ambientes
expuestos. El laberinto en cruz cueran dos brazos con paredes elevadas, mas
protegidos y dos brazos sin paes, mas expuestos, dispuestos de forma perpendicular (ver
Figura 5 Materiales y Médos) y elevados del suelo. Enzlana que se cruzan los brazos
se delimita virtualmente ademas un espaciaeelkro, en el que sealiza la transicion
entre los diferentes brazos. Se considga aquellos ratones quexploran en menor
medida los brazos abiertos, poseen un commdagteo con mayores rasgos de tipo ansioso
(182).

El campo abierto se puede diiivirtualmente en dos pmas, una zona periférica
adyacente a las paredes elevadas y una central, mas expuesta. De forma analoga al
laberinto elevado en cruz, se considera quekos ratones que exploran en menor medida
el centro, poseen un comportamiento de tipsicao. No existe en el campo abierto una

zona equivalente al “centro” daberinto elevado en cruz.
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(A) Tiempo en los brazos (B)  Tiempo en los brazos
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Figura 5: Laberinto elevado en cruz en la FO. Latalcia recorrida total (m) (A), el tiempo

en los brazos abiertos (s) (B), el tiempo en los brazos cerrados (s) (C), la latencia para ir a los
tips (s) (D), el nimero de inmévaes de cabezas realizadas ) namero de rearings (F),
fueron medidos utilizando el softwakeNY-Maze. Media+EE Mann-Whitney o test

Student n=8-14 hembras para cada tratamigmt6,05 y **p<0,01.

La administracion de ansioliticos incrementa en raxida exploracion de los
brazos abiertos del laberinto eruz y disminuye la inhibion sobre la exploracion en el
campo abierto (183).

La actividad en el laberinto, resumi@a la Figura 5, revel6 que las hembras
alimentadas con la dieta hipoproteica pasamenos tiempo en los brazos abiertos
(t22=1,856,p=0,0384) y mas en los brazos cerrades2,164,p=0,0208), resultados que
estarian indicando la presencia de un compuetato de tipo ansioso en las madres HP. La
zona de las puntas des brazos abiertogifs) es la zona mas alejada en su regreso al
centro. De forma concordante con los resultaatdsriores, las hembras HP tuvieron una

mayor latencia para realizar la primera visita a esta zbaz40,00, p=0,0474). El
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namero de inmersiones de cabeza, eqgiones asomando la cabeza de los brazos
abiertos, fue menor en madres del grupo HR=38,00,p=0,0399), indicio también de
una menor exploracién de espacios expuetislistancia total recorrida por las madres
HP {>=2.901, p=0.0088) fue mayor que la recorrida por las madres del grupo CP,
indicando una hiperactividad locomotriz en tagdres HP. El nUmero de exploraciones en
dos patasréaringy (t.»=1,695, p=0,1042) y el tiempo de acicalamientd,4=64,00,
p=0,8554) no fue diferente entre ambos grupos.

El test del campo abierto no arrojé dércias significativas entre ambos grupos.

Estos resultados sugieren que las hembras alimentadas con la dieta hipoproteica
presentan rasgos caracteristiae comportamiento de ti@nmsioso, el cual podria estar

influyendo en su interaccion con las crias.

3. Crias de madres hipoproteicas presentan un retraso en el
desarrollo fisico y neuroldgico.

3.1. Evaluacion del desarrollo fisico.

Como ya mencionamos, el desarrollolae crias esta fuertemente influenciado por
el medio ambiente. Por lo tanto, se estudié el efecto de la dieta materna hipoproteica
durante la prefiez y la lactancia sobre el deBarfisico de las crias, evaluando diversos

rasgos que se utilizan como marcadores del mismo.
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Figura 6: Desarrollo fisico de las crias. Machos (columna izquierda) y hembras (columna
derecha) fueron analizados por separado. Edad febsnatal) de apertura de los ojos (A), de
las orejas (B), de aparicién del pelo dorsal (C) y ventral (D) fue registrado para cada
individuo y promediado por camada. Media+EE Mann-Whitney oti8stident n=10-12

para cada tratamiento y sexo, excepto para (
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La dieta HP produjo un retrassignificativo en la edade apertura de los ojos
(machos: U;9=14,50, p=0,0025; hembrasU;;=14,500, p=0,0040), del canal auditivo
(machodJs,=85,50,p<0,0001; hembras y en la edad de aparicién del pelo dorsal (machos:
112,833, p=0,0053; hembrast;7=4,130, p=0,0004) y ventral (machosuJ;9=19,00,
p=0,0066; hembrag;=4,017,p=0,0004) (Figura 6), no se encontraron diferencias en la
edad de despegado del pabelléonditvo entre tratamientos (machosii=43,50,
p=0,1658; hembradJ,;=33,00,p=0,1094).
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Figura 7: Aumento de peso de las crias. Machos (columna izquierda) y hembras (columna
derecha) fueron analizados por separado. P&yase registrd el peso de cada cria y se
calculé un promedio para cadamada en los dias posnataledicados en el eje de las
abscisas, n=10-12 camadas para cada tratamiento. Para (B) se eligieron unos pocos
individuos de cada camada y su peso se midi6 en los dias posnatales indicados en los ejes de
las abscisas, n=12-14 individuos de cada sexo por tratamiento. MediatEE. ANOVA de dos
factores medidas repetidas, test de Tukppsteriori*p<0,05.

El peso de las crias de hos sexos fue medido regulamte durante la lactancia y
analizado por medio de un ANOVA de daxctbres con medidas repetidas. EI mismo
reveld una interaccion significativa tem la dieta y la edad (machoBip 059,563,

p<0,0001; hembrad:1018710,10,p<0,0001). El andlisis posterioride Tukey indicé que
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los pesos de las crias alimentadas con ugia dhipoproteica, de P9 a P21 para machos y
de P7 a P21 para hembras, fue signifieatignte menor que el de sus respectivos
controles (Figura 7A).

El peso de las crias machos y hemlsasontinud registranddesde el destete,
momento en que todas las crias comienzan alisgentadas con dieta estandar de bioterio,
hasta las 6 semanas de vida. El ANOVA defdotores con medidas repetidas reveld una
interaccion significativa entre |Idactores dieta y edad (machd%;12649,298,p<0,0001;
hembras:Fs 1155,787,p<0,0001). El analisis @osterioride Tukey indicé que, tanto el
peso de los machos como de las hembrhgrdeo HP, continud siendo menor que el de
los del grupo CP durante este periodo (Figura 7B).

Nuevamente no se incluyen las comparadosetre dias dentrde la dieta, para
simplificar los graficos.

En resumen, los resultados obtenidos ahasfui nos indican que el contenido de
proteinas de la dieta matermdéluye sobre el desarrollo de las crias. Las crias de ambos

sexos del grupo HP mostraron un retraso fuatas los parametros fisicos analizados.

3.2. Desarrollo neurolégico.
En forma paralela se evalu6 el impactaida dieta materna baja en proteinas sobre

el desarrollo de los reflejos neuroldgicos de las crias de ambos sexos. En primer lugar se
determind, entre los dias P2 y P10, el reflég enderezamiento, uest que evalta el
desarrollo de la integracion sensorial y motora de los ratones, a través de la medicion del
tiempo que tardan en endereealisego de ser colocados @ma posicion detito supino.
Las crias, tanto machos como hembras, prievwes de madres del grupo HP presentaron
un aumento significativo en el tiempo que demamaen ejecutar el refjo (Figura 8A). Un
ANOVA de dos factores con medidas repetidato largo de este periodo revel6é una
interaccidn no significativa entre theta y la edad para machés (3&1,46,p<0,1774). El
efecto de la dieta fueggiificativo al comparar entre tratamientés {=13,14,p=0,0021),
siendo la latencia de los machos HP maylorlargo del periodo analizado. En hembras, la
interaccion entre los factores fue significatitg 136=2,197,p=0,0313). El test posteriori
de Tukey indicé que la latencmra ejecutar la respuestalds individuos HP fue mayor
qgue la de los CP en los dias P4 y P@tagpara machos como para hembras. Estas
diferencias desaparecieron,a&nbos sexos, luego de P7.

La integracion sensorial y motora fue exala, ademas, por el test de geotaxis

negativa. En este test, se determina ekjefque poseen los ratamenediante el cual,
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luego de ser ubicados con la cabeza apdotdracia abajo, cambian de posicion para
orientarse en direccién opuesta. El misme foedido entre P5 y P13 tanto en machos
como en hembras (Figura 8B). El ANOVA des factores con meaths repetidas mostré
un efecto significativo de la dieta (mach&s;16=8,697,p=0,0094; hembrad:; 17~14,39,
p=0,0020) y de la edad (machds:s+~5,369,p=0,0009; hembrad:,5:3,132,p=0,0215)
pero no en su interaccidon (machds;e~1,238, p=0,3037; hembrasF,ss1,054,
p=0,3879). El analisis @osteriori indico que las diferencias entre ambos tratamientos,
tanto para machos como para hembras, sigmficativas solo a P, siendo la latencia
mayor en las crias del grupo HP. Estos radok indican que lalimentacion de las
madres afecta la ejecucion de este reflejo pdemke las crias, definida como la latencia
para girar 90° de lposicion original en la que son colocados.

A continuacion realizamos el test deefza de agarre para evaluar la fuerza y
coordinacion neuromuscular en machos y hembras de ambos grupos. La interaccion entre
la dieta y la edad no fue significativamentiéerente entre ambos grupos, por lo que se
prosiguiéo con el analisis ds efectos principales (machos;7=0,6367, p=0,6385;
hembras:F; ~1,142, p=0,3451). Se encontr6é una diferensignificativa en el efecto
principal de la edad (machoBj;7=50,92,p<0,0001; hembrasfF,6~48,55, p<0,0001),
pero no se encontraron difamas entre dietas, indicandyue esta caracteristica del
desarrollo no se encuentra afectada, en las condiciones estudiadas, por la menor cantidad
de proteinas en la dieta materna, (mackes=0,3329,p=0,5711; hembrad:; 161,410,
p=0,2524) (Figura 8C)

Como se mostro en la seccionaror, al analizar el desaito fisico de los ratones,
encontramos un retraso en la edad de aedel canal auditivo en el grupo proveniente
de madres HP tanto para machos como panabras. Por este motivo decidimos estudiar
el desarrollo auditivo de lasias de ambos grupos realizandotest de sobresalto frente a
la presentacion de un sonido, a diferentes giosnatales. Los ratones de ambos sexos
provenientes de madres HP straron una respuesta signiti;amente atenuada en P15
(test exacto de Fisher, machps0,0218; hembrap=0,0218) y en P16 (test exacto de
Fisher, machog=0,0146; hembrap=0,0059) comparada con la respuesta de los ratones
provenientes de madres CP. Estas diferemi®aparecieron en P17 (test exacto de Fisher,
macho9=0,0626; hembras=0,0626) (Figura 8D).
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Figura 8: Reflejos neuroldgicos. Machos (columna izquierda) y hembras (columna derecha)
fueron analizados por separado. La latencia ppeeutar el reflejo de enderezamiento de la
superficie (A), la geotaxis negativa (B) y la lat@ngara caerse en el test de fuerza de agarre
(C); fueron medidos a diferentes dias posnateteap se indica en el eje de las abscisas. Los
valores de tiempo para cada camada (n) se obtuvieron como el promedio de todos los
individuos del mismo sexo de la camada en el P indicado. MediatEE. ANOVA de dos
factores con medidas repetidas, Test de Tukey a posteriori. n=7-12 para cada
tratamiento*p<0.05. (Preflejo auditivo. Porcentaje dedividuos de cada tratamiento que
mostraron un reflejo de sobresalto frente a la presentacion de un sonido. Test exacto de
Fisher n=10-21 para cada tratamiento y sexo. *p<0.05.
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En conjunto estos resultados indican que aliraentacion deficiente en proteinas
durante la etapa perinatal afecta profundamehtdesarrollo fisicoy neurolégico de los

ratones independientemente del sexo.

4. Evaluacién de distintos aspecto s comportamentales de la F1.
Como se ha mencionado en secciones améxide la tesida presencia de un

factor de estrés durante elsderollo afecta profundamente el comportamiento de las crias,
aun después de la desaparicion del mismo.

Nuestro objetivo es estudiar la malkicibn proteica restngida a una etapa
perinatal. Por este motivo, luego del destedectéas son alimentadas con dieta estandar de
bioterio. Todas las mediciones realizadasraones de mas de tres semanas incluyen
diferentes periodos de rehabilitacion alimenticia, de acuerdo a la edad en que fue realizada
la observacion.

En la Figura 9 se esquematiza la secuedeitest comportamentales (seccion 4) y

cognitivos (seccién 5) que se han utilizado mas@uar estas caradigticas en la F1.
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Figura 9: Linea temporal de realizacion de lostten relacion a las semanas luego del
nacimiento de la F1. En rojo test orientadosvaluar caracteristicas comportamentales de la
F1, en negro aquellos orientados a las caracteristicas cognitivas. Aquellos que fueron
realizados en la misma semana corresponden a tandas experimentales diferentes.

4.1. Caracteristicas sociales de la F1.

4.1.1. Juegos juveniles.
Los comportamientos sociales de juego pueden dar lugar a estrategias Utiles en la

vida adulta y preparar ahdividuo para futuras contingelas ambientales. Dado que

distintas situaciones de estrés alteran kEpabicion de los roedores para actividades
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sociales, nos preguntamos si el comportatoiele juego juvenil pod verse afectado por

la malnutricion proteica materna. Para &l esta caracteristica se armaron parejas
formadas por un individuo de cada uno de los grupos, de la misma edad y género y pesos
lo méas similares posibles. Ambos ratonesrdém colocados en un &area novedosa y se los
film6 durante 30 minutos. Sobre el video sgis&#0 el nUmero de veces que cada individuo

de la pareja realiz6 actividades orientadasi@ar el juego (arrastrarse por encima o por
debajo del compafiero, empujar y acercarse lpocabeza) y a la investigacién del
comparfiero (olfateo anogenital, de la nacuerpo y seguimiento por la caja).

En lo que respecta a laetiuencia de actividades reilanadas con la solicitud de
juego (Figura 10), el numero de veces que el raton HP de la pareja se acerco a la cabeza de
su compariero fue menor que la de los respetiontroles, tanto pa machos como para
hembras (machos;,=3,889,p=0,0015; hembrad4=3,313,p=0,0081). La frecuencia con
la que el miembro control de la parejmacho o hembra, realizd las actividades
investigativas de olfateo anogenital (machtas=1,900, p=0,0433; hembrasts=2,105,
p=0,0399) y de nariz fue mayor que la de los miembros HP (magkrs319,p=0,0214;
hembras:ts=5,359, p=0,0009), mientras que el olfateo etros sectores del cuerpo fue
similar entre ambos miembros de la pareja (machgs0,2040,p=0,4212; hembras:
ts=0,1307,p=0,4501) (Figura 11).

No se encontraron diferencias entre grupam el tiempo que dedicaban a otras
actividades de interaccion social (contacto pasigoogmingsocial).

Estos resultados indicarian que las actividalesstigativas y de solicitud de juego
se ven disminuidas en individugsie sufrieron de malnutri proteica durante la etapa

perinatal.
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Figura 10: Juegos juveniles. Actividades de solicitud de juego. Machos (columna izquierda)
y hembras (columna derecha) fueron analizadoseparado. NUmero de veces que un ratén
del tratamiento indicado en eleefle las abscisas se arrastré por encima o debajo de su
compafiero (A), o lo empujé (B), o se adepor la cabeza al mismo (C). Media+EE Mann-
Whitney o test-Student, para cada tratamiento n=4 hembras 0 n=6 magh3,61.
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Figura 11: Juegos juveniles. Actividades de investigacion del compafiero. Machos (columna
izquierda) y hembras (columna derecha) fuemnalizados por separado. Nimero de veces
gue un ratén del tratamiento indicado en el eje de las abscisas olfate6 la region anogenital
(A), nariz (B), el cuerpo (C) o siguié a su compafiero del otro tratamiento. Media+EE Mann-
Whitney o testt-Student, para cada tratamiento n=4 hembras o n=6 magk@s05 y

*** p<0,001.
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4.1.2. Interaccion social.
Con el fin de continuar asfiando los comportamientoscsales en nuestro modelo

realizamos el test de interaccion social desnanas después del estudio de los juegos
juveniles. Los ratones de ambos grupodicon el mismo tiempo a explorar ambos
cilindros (machost;5=0,7980,p=0,2187; hembrady=0,4932,p=0,3169) y mostraron el
mismo nivel de preferencia por el cilimdrconteniendo al ratdon estimulo (machos:
t15=0,7992 p=0,2183; hembrass=0,0268 p=0,4896) (Figura 12).

Esto nos indicaria que ama situacion de escasontacto con ratones estimulo
mas pequefios, lo cual genera una disminucion en el componente de estrés de la novedad
social, los individuos del grupo HP no mostradiferencias en el interés por el nuevo

individuo con respecta los controles.
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Figura 12: Interaccion socialMachos (columna izquierda) y hembras (columna derecha)
fueron analizados por separado. La preferesmigal se expresdé como el tiempo que el ratén
testeado dedic6 a investigar el cilindro con en ratén novedoso sobre el tiempo que se dedicé a
explorar ambos cilindros. Media+EE test tésttudent t-test n=6-12 machos o n=5-7
hembras de cada tratamiento.

4.1.3. Dominancia social.
En base a los resuttas anteriores, decidimos investigi los ratones del grupo HP

presentaban un mayor nivel de sumision aode adultos al ser confrontados con
individuos novedosos de la misma edad. Parasestdilizo el testlel tubo de dominancia
en el cual se coloca un ratdbn de caddatniento del mismo sexo, edad y de pesos
similares, en extremos opuestos de un tubosfrarente. Los mismos interactian en el
medio del aparato considerandose dominarggueel que logra expulsar al otro del tubo.
Este test ha sido utilizado por otro grupo taranachos como hembras, por lo que es util

para estudiar la sumisi@ocial en ambos sexos (184).
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No se encontraron diferencias en el nlonge victorias (eventos de dominancia)

entre ambos tratamientos, para ambos sexosegkesto de Fisheron respecto al azar,

machos p=1; hembras p=1).

Las respuestas sociales tes individuos HP resultan ser complejas. No se

encontré una diferencia eel interés por lanovedad social medida por el test de

interaccion, ni en el nivel de sumision frera un ratén novedoso de la misma edad. De

acuerdo a nuestros resultados, la alteraciéal @omportamiento soal se restringe a la

etapa juvenil, en ratones del grupo HP.

4.2. Estudio del nivel de motiva cidn exploratoria de la F1.
Realizamos el test de escape de lagjazdn el fin de evaluar el efecto de la

malnutricion proteica sobre la motivacidrgordinacion neuromuscular de las crias.
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Figura 13: Escape de la jaula. Machos (coluninguierda) y hembras (columna derecha)
fueron analizados por separado. (A) Niumercul@idas a la pared (nimero de veces que las
patas traseras del animal abandonaron la éeda jaula). (B) Nimero de escapes (nUmero
de veces que el cuerpo entgl®l animal abandond la base de la jaula). Media+EE Mann-
Whitney n=26-20 machos o n=19-21 hembras para cada tratamiga®05 y ***p<0.001.

Tanto los machodX,,=169,0,p<0,0219) como las hembrads=76,00,p<0,0004)
del grupo HP realizaron un namesignificativamente menor daibidas a la pared de la
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jaula (Figura 13A). De forma similar umimero menor de intentos de escape fueron
observados en machdd=190,0p<0,0435), pero no en hembras;=158,0,p<0,2611)

del grupo HP con respecto@P (Figura 13B). Estos resudtas nos estarian indicando que
la coordinacién neuromuscular y la motivaciig exploracion se encuentran disminuidas

en miembros del grupo HP.

4.3. Crias malnutridas perinatalmen te poseen un comportamiento de
tipo ansioso.

El estrés perinatal, tal como se mo®nd en la introduccién, puede inducir
trastornos relacionada®n la ansiedad en las crias. Bste motivo, decidimos explorar si
la malnutricibn durante el desarrollo puedwducir la aparicion de este tipo de

comportamientos, ya observados en las madres HP.

4.3.1. Test de campo abierto.
Se midié la actividad de los ratonesrelacion a las dos zonas virtuales del campo

abierto, una periférica y una central. Comarsnciond anteriormente, la Ultima es una
zona de mayor exposicibn y es menostaia por ratones que presentan un mayor
componente tipo ansioso en su comportamiento.

La latencia para entrar en la zona carfue significativamente mayor, para ambos
sexos, en ratones del grupo HP (macHdg=113,0, p=0,0006; hembrastzs=87,00,
p=0,0038), resultado que es consistente con un mayor componente ansioso en el
comportamiento (Figura 14A). De forma comegnte, los ratones que sufrieron de una
malnutricion proteica durantd desarrollo dedicaron un tigm menor a la exploracion de
la zona central (macho&l4,=128,0,p=0,0036; hembradJs;s=86,50,p=0,0072) (Figura
14B) y recorrieron una menor distancia en la misma (madbgs125,0, p=0,0014;
hembrast3s=90,0,p=0,0049) (Figura 14C). Ademas, los ratones de ambos sexos del grupo
HP realizaron un menor nuamero dexploraciones verticalesre@ringy (machos:
U44=115,5,p=0,0007; hembradJ;¢=89,0,p=0,0045) que sus respeds/controles (Figura
4D). Esta disminucion en el numero dearings es también indicio de una menor

motivacion exploratoria ye una mayor ansiedad.
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Figura 14: Campo Abierto. Machos (columna izquierda) y hembras (columna derecha)
fueron analizados por separado. Latencia para entrar a la zona central (s) (A), Distancia
recorrida en la zona central (m) (B), Tiengola zona central (s) (C), Cantidadrdarings

en ambas zonas (D), Distancia recortiatal (E) Media+EE Mann-Whitney o tesStudent.
n=26-20 machos o0 n=19-21 hembras para cada tratamiept®,&1 y ***p<0,001.
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Sin embargo, los ratones de ambos grupogrniecon una distancia total similar, lo
que indicaria que no difirieron significativamte en su actividad locomotriz (machos:
t44=1,463,p=0,0753; hembradJ3s=174,0,p=0,4533) (Figura 14E).

4.3.2 Laberinto elevado en cruz
A continuacion se evalué el desempefidateratones en el erinto elevado en

cruz de la misma forma qgdee utilizado para la FO.

La distancia recorrida en los brazos abiertos fue significativamente menor en
ratones HP comparados con el grupo CP (machks:=55,00, p=0,0424; hembras:
t16=2,626,p=0,0092) (Figura 15A), pero de la mistimeanera fue menor la distancia total
recorrida durante los 5 minutos del test (machips=4,054, p=0,0002; hembras:
U,4=37,00, p=0,0084) (Figura 15B) sugiriendo, este caso, una disminucién de la
actividad exploratoria geral mas que una prefeotn por los brazos cerrados.
Confirmando esto, el cociente entre la distane@rrida en los brazabiertos y la total,
no arrojo diferencias entre grupos (machUgz=78,00, p=0,37; hembrasiJ,,=61,00,
p=0,2472).

El nimero de inmersiones de cabezdaosnbrazos abiertos no mostré diferencias
significativas entre ambos grupos, pero damtachos como hembras HP realizaron un
menor namero de inmersiones de cabeza con el cuerpo en la zona protegida (machos:
t26=2,551,p=0,0085; hembrag;,=3,789,p=0,0004) (Figura 15C). Notoriamente, solo los
machos del grupo hipoproteico pasaron menos tiempo eipfode los brazos abiertos
(U26=60,00, p=0,0177) (Figura 15E) y reahron un menor numero deearings
(U26=35,00,p=0,0020) que sus respectivaantroles (Figura 15D).

Los resultados obtenidos en el test de campo abierto indican que la administracion
de una dieta hipoproteica a las madregvepeca en las crias la aparicion de un
comportamiento de tipo-ansioso. En el laberigievado en cruz, se encontré que las crias
HP exploraban el ambiente en menor medigsultado consistente con el obtenido para el
test de escape de la jaula. Dos careatiesis del laberinto elevado, el nimero de
exploraciones verticaleyy el tiempo en lostips de los brazos abiertos, fueron
significativamente menores solo en mactiesgrupo HP. Estos resultados sugeririan que
para las caracteristicas medidas, los machos poseerian una sensibilidad incrementada a la

dieta con un menor catido de proteinas.
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Figura 15: Laberinto elevado en cruz-Brazos Abiertos. Machos (columna izquierda) y
hembras (columna derecha) fueron analizados por separado. La distancia recorrida en los
brazos abiertos (m) (A), la distancia recaarital (m) (B), el nUmero de inmersiones de
cabeza con el cuerpo ubicado en la plataforcentral (C), el nimero de exploraciones
verticales (earing9 (D) y el tiempo en las puntasips) de los brazos abiertos, fueron
medidos con el programa ANY-Maze. Media+EE Mann-Whitney o t&ttident n=14
machos y n=12-14 hembras para cada tratamigrtd,85, **p<0,01 y ***p<0,001.
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4.4. Hembras malnutridas peri natalmente presentaron un
comportamiento de tipo depresivo medido por el test de suspension
por la cola.

La desesperanza, un comportamientocieteado con la depresion, fue evaluada
mediante el ensayo de suspension por la, ediizando el tiempo de inmovilidad en el
mismo. Este test ha sido ampliamente empleado en modelos de depresion debido a que la
administracion de depresivos disminuye el tiempo de inmovilidad en ratones.

Encontramos un efecto sigicihtivo de la malnutridin proteica durante el
desarrollo en ratones hembras del grupmopioteico cuando sks comparé con sus
respectivos controle®)g=2,000,p=0,0159) (Figura 16).
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Figura 16: Test de suspension por la cola. Machos (columna izquierda) y hembras (columna
derecha) fueron analizados por separado. Tiempo total de inmovilidad (s) para una sesién de
6 minutos. Media+tEE Mann-Whitney n=B2-machos y n=6-5 hembras para cada
tratamiento *p<0,01

Este resultado diferencial entre sexasmauerda con lo obe@mdo en humanos,
donde las mujeres tienam 70% mas de probabilidad defrsude trastonos de animo

depresivo (185).

5. Evaluacion de diversas caracter isticas cognitivas en la F1.
Numerosos estudios epidemioldgicosheimanos han ligado a la malnutricion con

deficiencias cognitivas en nifios de edadoks. Sin embargo, hay escasa bibliografia
acerca de los efectos cognitivaslargo plazo en humanos en caso de restringirse la
malnutricion a una etapa temprana de la vidabajos realizados enedores han arrojado
resultados contradictorios acerca del efattola malnutriciéon luego de un periodo de
recuperacion alimenticia (186). Por otradda el potencial efeot diferencial de la
malnutricién entre los sexos ha sido largate ignorado. En consecuencia decidimos

evaluar las capacidades cogras en ratones adultos (se@knente maduros) de ambos
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sexos luego de varias semadasrecuperacion alimenticia, ut&ndo una segide test que

cubren diferentes aspectos de la memoria.

5.1. Aprendizaje espacial.

5.1.2. Alternancia espontanean el laberinto en Y.
Este test estd disefiado para estudiar la memoria de trabajo relacionada con el

aprendizaje espacial de los roedores hacieisdade la motivacion que poseen los mismos
por explorar nuevos ambientes. En estededieja explorar a $oroedores libremente un
laberinto en Y, y se toma la proporcién deralécias correctas (8sitas consecutivas a 3
brazos diferentes), como medida de memdearabajo. Este tipo de memoria es la que
mantiene una representacion de la infor@agor un periodo corto de tiempo, que luego

esta disponible patan uso posterior (187).

Machos Hembras
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Figura 17: Laberinto en Y, alternancia espontandachos (izquierda) y hembras (derecha)
fueron analizados por separado. Proporcion de alternancia medida como la relacién entre el
ndamero de entradas consecutivas en cada utasd&azos y el nimero de entradas totales
menos dos. La linea punteada indica la probatlidsperada por ekar (0,5). Media+EE
testt-Student n=12 machos y n=12 hembras para cada tratamiento.

El nimero de alternancias correctas fue maylaeresperada por el azar en todos los
casos (Figura 17), pero no se encontrarorralii@as entre ratones del grupo CP y el grupo
HP, tanto para machos como para hembras (madhe€,5608, p=0,2903; hembras:
t,2=0,2211,p=0,4135). Esto nos indicaria que la meiaale trabajo relacionada con el

aprendizaje espacial no se encuentra afegadii malnutricién dunte el desarrollo.

5.1.2. Aprendizaje espacial. Memoria de corto término.
Se utilizé el laberinto er¥Y en un test de memoria de reconocimiento en dos

sesiones, cuyo desempefio no depende del apagnde una regla por parte del individuo,
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ya que utiliza la tendencia innata que poseen los ratones por explorar ambientes nuevos
(188). EIl test se realiz6 en las mismamdiciones de luz que el laberinto en Y de
alternancia espontanea, donde no se obsengfamo de aversion por el espacio nuevo.

En la primera sesion se coloco a los indieslien la base del brazo de salida y se le
permitié explorar el laberinto con un bragerrado (brazo objetivo), durante 8 minutos.
Luego de 20 minutos en una jaula similar ddaalojamiento, se lo colocé nuevamente en

el brazo de salida, ahora con el brazo diddenabierto. Un tiempo de retencion de 20
minutos nos permitio evaluar la memoria d&rto término, es decila capacidad de
guardar pequefias cantidades dermacion durante un periodo acotado.

El test se realizé con claves espacialdsreres al laberintabicadas al final de
cada brazo. Se evaluaron los saguies parametros: primer braaloque ingresan luego de
abandonar el brazo de salida, el tiempo qusamen en el brazo objed y el nimero de
entradas realizadas al mismo. La primeex@&@bn refleja el porcentaje de individuos que
reconocieron el brazo novedoso (memoria derdninacion), el segundo parametro refleja
el comportamiento inspectivo (comportamiest@loratorio) y el nimero de entradas el
comportamiento inquisitivo (respuesta a la nove(leg8).

No se encontraron diferencias en laceién de la primera entrada para ambos
sexos con el test exacto de Fisher (machpe®),2950, n=12 para cada tratamiento;
hembrasp=0,6111, n=11-12 para cada tratamientayffa 18A). Al estudiar el tiempo
gue permanecieron en el brazo objetivo enaombs que el mismo fue significativamente
mayor en machos del tratamiento CP, cloarse lo comparé con los HP (machos:
t20=1,919,p=0,0347; hembrad;=0,7331,p=0,2370) (Figura 18B). Es decir que, aunque
el reconocimiento del brazo en relacién a la primera entrada fue igual en ambos casos, lo
cual indica que los ratones de ambosipgs pudieron aprender de igual forma, el
comportamiento exploratorio de los mdiuos HP se encuentra afectado. No se
encontraron diferencias entre grupos en cuaméorespuesta a la novedad, medida como el
namero de entradas al brazo novedoso (maches0,9112, p= 0,1860; hembras:
t21=0,1102p=0,4566) (Figura 18C).

-57 -



Resultados

Machos Hembras

Eleccidn de brazo Eleccidn de brazo

=
(=1 ]
4

0.6

Proporcion de eleccion =
correcta

Proporcién de eleccion
correcta
=

0.2
0.0-
o & f &
Dieta Dieta
(B) Tiempo objetivo Tiempo objetivo
200 2000

& & & $
Dieta
©) Dieta
i
3 Entradas al brazo novedoso 2 Entradas al brazo novedoso
-g 057 E 0.5
-
=]
'ﬁ %0.4' E %Q.‘_—
o -En.au K Eua-
& E 0,24 5 go.z-
§ 3 $
E - 0.4+ E -uD.."'
E 0.0 E o0
= |
= C? qﬂ = c,q Qﬂ'
Dieta Dieta

Figura 18: Laberinto en Y, entrenamiento con claves. Machos (izquierda) y hembras
(derecha) fueron analizados por separado. Proporcion de individuos que se dirigieron primero
al brazo objetivo. La linea punteada indicgptababilidad esperada pel azar (0,5). Test
Exacto de Fisher n=12 machos y n=11-12 hembras para cada tratamiento (A). Tiempo de
permanencia en el brazo objetivo. Media+EE tt&ttident n=12 machos y n=11-12 hembras
para cada tratamiento (B) Numero de entraglabrazo novedoso en relaciéon al total de
cambio de zonas Media+EE tasStudent n=12 machos y n=11-12 hembras para cada
tratamiento. p<0,05

5.2. Memoria declarativa. Reconoci miento de un ob jeto novedoso.
Las memorias caracterizadas por unacaemn consciente se denominan memorias

declarativas, mientras que aquellas que son evocadas de forma inconsciente, se consideran

memorias implicitas o asociativas. El tel reconocimiento debjeto novedoso esta
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disefiado (secciones 5.2.1. y 5.2.2ap@&stear el primer tipo deaemoria, mientras que el

condicionamiento de mi® (seccion 5.3.), el segundo.

5.2.1. Memoria de largo término.
Los roedores son capaces de distinguireeabjetos y reconocer un objeto que ya

les fue presentado anteriormen(objeto familiar). El testle reconocimiento novedoso
utiliza esta capacidad de los roedores, junto leotendencia natural de los animales de
explorar de forma preferenciabjetos que no les fueron peesados anteriormente (objeto
novedoso). Se realizo el test de objeto doge con un intervalo de 24 horas entre el
entrenamiento y el testeo des Iatones con el fin de estudiarmemoria de largo término
(almacenamiento y evocacion de memoria [@gos periodos de tiempo) en nuestro
modelo. Los ratones machos que sufrieron una malnutricion proteica durante el desarrollo
presentaron una menor preferencia poexploracion del objeto novedoso en relacion a
Sus respectivos controles;€2,489,p=0,0106) (Figura 19A). En elaso de las hembras se
observd la misma tendencia, aunque déiferencias no fueron significativdiigs=1,740,
p=0,0511). Se analiz6 también el tiempo tatal interaccion con losbjetos familiares
durante las tres sesiones de entrenami@mtdiante un ANOVA de dos factores con
medidas repetidas (Figura 19B). No se encontré un efecto de la interaccion entre ambos
factores, dia de entrenamie y dieta materna (machds; 4=0,0927,p=0,9117; hembras:
F2441,426,p=0,2511) por lo que se continué con ellemide los efect® principales. No
se encontro un efecto de la dieta para ambos sexos (ma&ghesi,190, p=0,2878;
hembras:F; 4~=1,878,p=0,1843), lo cual indigéa que las difereras observadas no se
deberian a una menor interaccién de ldsn@s del grupo hipoproteico con los objetos
durante la etapa de aprendizaje. Si se ubsem efecto del nUmero de sesién para ambos
grupos, indicando una menor esqacion de los objetos familiares luego de la primera
sesion (machos$:, 4=11,79,p<0.0001; hembra$:, 4~=42,01,p<0.0001).

Estos resultados indican que la malnubricproteica afecta la memoria de largo
término en ratones machos malnutridos negelmente. En hembras se observé la misma

tendencia, aunque no significativa.
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Figura 19: Reconocimiento del objeto novedoso, memoria de largo término. Machos
(izquierda) y hembras (derecha) fueron andbsapor separado. (A) €erencia exploratoria

del objeto novedoso medida como proporcion del tiempo que esta en contacto con el mismo
en relacion al tiempo de exploracion de ambos objetos. Media+EEStalent n=11-12
machos y n=12 hembras para cada tratamigmt6.05. (B) Tiempo total de exploracién de
ambos objetos durante los tres dias de entrenamiento. ANOVA de dos factores con medidas

repetidas.
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Memoria de trabajg preferencia exploratoria.
Las diferencias observadas anteriorraepodrian deberse no a un defecto en la

memoria, Sino a una mayor expresion de umpmartamiento de tipo ansioso frente a un
objeto desconocido que contrarrestaria lagoegicia por la novedadPara evaluar una

posible respuesta del tipo ansioso frente aljeto nuevo realizamos el test del objeto
novedoso pero presentando el mismo 5 minatespués del ensayo de entrenamiento
(protocolo de tiempo corto). Como se puedsenar en la figura sabtuvo el mismo nivel
de preferencia exploratoriantre individuos de ambos taatientos, tanto para machos
como para hembras, (machags=0,0080, p=0,4969; hembrast;=1,556, p=0,0754)

(Figura 20A). Por el contranj si se observd una menioteraccion de los individuos
machos del grupo hipoproteico con ambos objdtorante la fase de entrenamiento, con
respecto a los controled{:16,00,p=0,0338) (Figura 20B).
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Figura 20: Reconocimiento del objeto novedoso, memoria de corto término. Machos
(izquierda) y hembras (derecha) fueron anabzgubr separado. (A) Preferencia Exploratoria

del objeto novedoso medida como proporcién del tiempo que esta en contacto con el mismo
en relacion al tiempo de exploracion de ambos objetos. Medigt¢sE n=6-12 machos y
n=5-7 hembras para cada tratamiento. (B) Tiempo total de exploracién de ambos objetos
durante el entrenamiento. MadEE test Mann-Whitney o tesStudent n=6-12 machos y
n=5-7 hembras para cada tratamienfs:0:05.

Esta diferencia no se encoien el entrenamiento defotocolo de reconocimiento
de objeto novedoso de largarténo debido, probablemente, a gere este test se realizo
una mayor habituacion a la arena de tegtsesiones de entrenamiento mas prolongadas.
Estas condiciones podrian disminuir la diferanentre tratamientos en el tiempo de
exploraciéon de los objetakirante el entrenamiento.

Los resultados obtenidos en este testcandian que la memoria de corto término no
estaria afectada por la malncibn proteica y quela diferencia olkervada en el punto
anterior, se deberia a un defecto en la mearaeclarativa de largo término en los ratones

machos HP y no a una respuesta de tigman frente a un objeto desconocido.

5.3. Condicionamiento de miedo.
En un paradigma de condicionamiento cldsie aparea (asocia) un estimulo que

hasta el momento era neutro (estimuadicionado), con un estimulo (incondicionado)

gque evoca una respuesta reflejo. Diversas dstagcerebrales como la corteza prefrontal
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ventromedial, el hipocampo y la amigdalaaesinvolucradas en el condicionamiento de
miedo y en la extincién del mismo (189).

Con el fin de completar el estudio deéetb de la malnutrién proteica perinatal
sobre las capacidades cognitivas, decidimos evaluar la memoria de condicionamiento de
miedo en nuestro modelo. Durante la faseed@enamiento se asocia el shock eléctrico
(estimulo incondicionado) a un sonido (claestimulo condicionado). Ademas el ratén
asocia el contexto de entemiento (estimulo condicionado &) shock. Al ser colocados
en el mismo ambiente (testeo de contexia)ratén que asocié correctamente el contexto
al shock, presenta una respuedta miedo, medida como tiempo @leezing (ningin
movimiento excepto la respiréci). En el testeo de clavee presenta el tono en un
contexto cambiado, midiendo asi la asoida entre la clave y la respuestafidgezing.En
la asociacion entre la clave y el shock, ésw@lucrada la amigdala, mientras que en el
condicionamiento de contexto, tamiiésta involucrado el hipocampo.
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Figura 21: Condicionamiento de miedo. Machos (izquierda) y hembras (derecha) fueron
analizados por separado. Proporcion de freezing durante las sesiones de entrenamiento, testeo
en el mismo contexto y durante la sesion de testeo de clave. En la Ultima se separan los
porcentajes de freezing antes y después geskentacion del tono. MediatEE. ANOVA de

dos factores medidas repetidas, test de Takgysteriori.

Para ambos sexos, los contrastes de Takppsteriorino mostraron diferencias
entre tratamientos para ninguna de las sesideécondicionamiento de miedo analizadas
(Figura 21). Si arrojaron difencias entre la proporcion d&eezing durante el
entrenamiento, con respecto al testeo con claldgsteo en el mismo contexto, dentro de
cada tratamiento. Esto indica que tanto los individuos machos como hembras de los dos
grupos de dieta, fueron capaces de asociaroekston la clave y el contexto. El nivel de
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freezing durante el testeo con clave, pmeva la presentacion del tono, no fue
significativamente diferente al del entrenanto, indicando que en ningln caso se asocio
al ambiente alterado del testcon clave, con el shock.

Estos resultados nos estarian indicando lguespuesta al condicionamiento de

miedo no se encontraria afectada en indies con malnutricion proteica perinatal.

6. Estudios de los efectos de la malnutricién proteica sobre el
namero de neuronas hipocampales y sus sinapsis.
Los resultados obtenidos hasta ahoracadin que individuos HP presentaron un

retraso general en el desarrollo fisico yrimldgico, y diversas alteraciones cognitivas y
comportamentales. En la signie parte de esta tesis nlesmos dedicado a estudiar si
existen deficiencias a nivel estructural ylewollar, con el objeto de comprender mejor a

futuro cual es su relaci@on las alteraciones observadas.

6.1. Crias hipoproteicas poseen una menor densidad de neuronas
diferenciadas en distintas zonas del hipocampo.

En primera instancia realizamos una timcide Nissl en cogs espaciados que
abarcan todo el hipocampo, y diraos en los mismos el area total de esta estructura y de
las zonas CA1l, CA2, CA3 y giro dentado (GDos concentramos en esta estructura
debido a que ha sido ampliamente reportada su importancia tanto para procesos de
memoria, como para el manejo slauaciones de estrés (190).

Al no encontrar diferencias anatomicagewntes, decidimos continuar evaluando si
la malnutricion perinatal tenia un efectobse el nimero de neuronas que conformaban
esta estructura. Para esto se analiz6, mediaitroscopia confocal, el nimero de células
positivas para NeuN (antigeno nuclear de neuronas) pérdeas zonas del hipocampo
mencionadas, en crias recién destetadasir@@22). El nimero de neuronas positivas para
NeuN (NeuN+) fue significativamente menmara las crias HP en las zonas CAl, CA3y
GD (CA1:t,=2,400,p=0,0372; CA31,=2,476,p=0,0343; GD1,=5,112,p=0,0035). No se
encontraron diferencias significadis entre grupos para el CA2=1,267,p=0,1369).
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Figura 22: Densidad de células inmunopositivas gdealN en las zonas CAl, CA2, CA3y

GD del hipocampo. (A) InmunofluorescenciasgpleuN. Imagenes representativas tomadas

con un aumento de 400X y un zoom digital de 1,8X. La barra blanca corresponde a una

longitud de 100um (B) Numero de células NeuN+/mniTestt-Student, n=3 para cada

tratamiento. p<0,05, **p<0,01.

Estos resultados indican que la malmidm durante el desarrollo altera la
maduracién del hipocampo, tal vez a trawds un aumento en la apoptosis, una

disminucién en la neurogénesis o0 ambas. Cabjelto de evaluar si existia un aumento en
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la apoptosis, se estudiaron loseles de la proteina Bax, yptomotor de la misma, en
hipocampos de crias de tres semanas. Nensentraron diferenciasn los niveles de la

esta proteina, analizadogdiante western blot.

6.2. Determinacion de la dens idad de espinas dendriticas.
Las espinas dendriticas s@notuberancias neuronalegie contienen organelas,

receptores de neurotransmisores, y son esesgmra la funcion y plasticidad sinaptica.

Su formacion, maduracién y mantenimiento aejen de la actividad sinaptica y pueden

ser modulados por la experiencia. Alteraciones en el nimero y estado de maduracion de las
espinas han sido asociadas con diversogdeseés cognitivos y psiquiatricos (191).

El modelado de espinas dendriticas forma parte ademés de los mecanismos de
plasticidad sinaptica del cerebrmotivo por el cual decidimos estudiar si su numero se
encontraba alterado en ratomealnutridos perinatalmente. Para esto utilizamos la técnica
de Golgi-Cox, que nos permitio tefiir neuronas de la zona de la corteza. Como las espinas
estdn en constante remodelacion, decidimasluay su densidad emtones de tres
diferentes edades: 3 semanas, 6 semagndl2 semanas de vida. El primer grupo
corresponde a individuos recién destetados, es decir que no recibieron alimento de bioterio,
mientras que el segundo y tercer grupojieion 3 y 9 semanade rehabilitacion
alimenticia, respectivamente. Los resultadienidos se encuentran resumidos en la
Figura 23.

En hembras no se encontraron diferencitas&8 semanas de efjgero las de la
dieta HP presentaron una mayor densidid espinas dendriticas a las 6 semanas
(U26=20,00,p= 0,0056). Esta diferencia no fue obselwva las 12 semanas de edad. En
machos no se encontraron diferencias signifiaatpara ninguna de las edades analizadas.
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Figura 23: Densidad de espinas dendriticas en owas de corteza. Tincién de Golgi-Cox.
Imagenes representativas tomadas con un aumento de 1000X. Y sus respectivas
cuantificaciones expresadasnum numero de espinas contadas/longitud de la dendrita
contada. La barra negra corresponde a un tamafio dew200estt-Student o Mann-
Whitney, para cada tratamiento n=7-21hembras o n=11-47 magk@s05.
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Estos resultados indican que el efecto l@emalnutricion ebre el namero de
espinas dendriticas, podriser potencialmente revertidluego de un periodo de
alimentacion adecuada. lgualmente, nos guagaegunta para un futuro de si luego del
mismo periodo de alimentacion completa ekbpotal sinaptogénico (capacidad de generar
espinas y su maduracion) de los individuos HEl@sismo que el de los CP, cuando se los

somete a una situacion de aprendizaje que se sabe estimula la sinaptogénesis.

7. Estudio de la expresion génica en el modelo de malnutricion
perinatal.
A continuacion decidimos dexdirnos al estudio de Ig®sibles bases moleculares

de las alteraciones en el des#o, la cognicion y el comptamiento, concentrandonos en
genes relevantes para los procesos mencionad@osel estado epigenético general de la
cromatina. Estos seran analizados en dosastas cerebrales, el hipocampo, cuyo rol en
comportamiento y cognicion ya ha sido discutido, y la corteza, involucrada también en

diferentes procesos de memoria (192).

7.1. Neurotrofinas y sus receptores.
La neurotrofina BDNF, como se ha mencionado en la introduccién, posee un rol en

procesos de aprendizaje y memoria, y suesipn alterada ha sido asociada a numerosos
desdrdenes psiquiatricos. Como las ct#® presentaron un comportamiento alterado
(resultados del laberinto elevado cruz, campo abierto y tetd suspension por la cola), y
ciertas deficiencias cognitivas (reconocimiento del objeto novedoso), decidimos estudiar la
expresion del ARNm de esta proteina en extractos de corteza e hipocampo en ratones
recién destetados (3 semanas), juveniles (6 semanas) y adultos (12 semanas).

Machos y hembras del grupo HP preseariauna menor expresion del ARNm de
BDNF en corteza a las 3 semanas de eda®ralomparados con sus respectivos controles
(machost,=2,434,p<0,0358; hembrag,= 1,905,p<0,0388) (Figura 24A). Esta diferencia
desaparecié en los machos a partir de@asemanas. En cambio, en hembras, hubo una
reversion significativa de estgendencia a las 6 semands=38,656, p<0,0108). Esta
diferencia desaparecié a las 4@manas de edad. No seamtraron variaciones en los
niveles de este MRNA en extracto de bgopo de los mismos animales (Figura 24B).
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Figura 24: Expresion del ARNm de BDNF analizada por RT-PCR semicuantitativa. Geles

con imagenes representativas de las RT-PG&syrespectivas cuantificaciones, relativizadas
al individuo control de 3 semanas, del nismeexo y estructura cerebral. Resultados
obtenidos para la cortetd) e hipocampo (B). TedtStudent, machos n=3 y hembras n=3-8
para cada combinacion de edad,aliestructura cerebral y sexp<9,05.

También analizamos la expresion d&e neurotrofina NGF (involucrada en

diferenciacion y crecimiento neuronal),reteptor de BDNF, TrkB, y TrkC, receptor con
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alta afinidad por la neurotrofina NT-3. No sacontraron diferencias en la expresion de

estos genes entre ratones CP y HP.

Estos resultados indicarian que la expresié6 BDNF se encuentra disminuida en
ratones HP de ambos sexos a las 3 semantsdiEsrencia se pide o incluso revierte,

luego de tres semanas de rehabilitacion alimenticia.

7.2. Genes inmediatos tempranos.
Los genes inmediatos tempranos son un gdgpgenes cuya exgsion se activa de

forma rdpida en respuesta a un estimulo extertes @e la sintesis ddras proteinas. Los
genes inmediatos tempranos c-fos, Arc y Egufnplen un rol fundanmeal en eventos de
aprendizaje y memoria.

Al analizar la expresion del ARNm degrl, no encontramos diferencias entre
ratones CP y HP del mismo sexo y edad,otguatra corteza como para hipocampo. Sin
embargo, al evaluar la expreside la proteina, encontramque los ratones machos HP
presentaron una tendencia hacia un aumenta expresion de la misma en hipocampos a
partir de las 6 semanas de edad, geehizo significativa a las 12 semanasq,747,
p=0,0023) (Figura 25B). Las hembras, por el contrario, presentaraienstencia hacia la
disminucién de la expresién de Egrliepocampo, que fue signifitiva a las 12 semanas
de edadt(=2.902,p= 0,0220). No se encontraron diferen@ada expresion de la proteina
Egrl en corteza (Figura 25A).

Al evaluar la expresion de Arc mediam@&-PCR, encontramos una tendencia hacia
una mayor expresion de su ARNm en catbembras HP, que fue significativa a las 12
semanast{=2,300,p=0,0415) (Figura 26A). La expresion tke proteina en corteza, en
cambio, fue significativament@enor en hembras HP de 3 y 6 semanas (3 sentgnas:
t=2,771, p=0,0251; 6 semanasy,=2,190, p=0,0468). Sin embargo, esta diferencia
desaparecio, y hasta tendicka la reversion, en hembras de 12 semanas (Figura 27A). No
se encontraron diferencias en la expresidnmimsajero (Figura 26B), ni en la expresion
de la proteinas (Figura 27B), en hipocampoketabras de cualquiera de las tres edades.

Estos resultados indican que, a excepaénla proteina Egrl en hipocampo, la
expresion de estos dos genendiza aumentar o revertir ssinucion a partir de las 6 o

12 semanas en animales HP, luego de un periodo de alimentacion completa.
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Figura 25: Expresion de Egrl analizada por western blot. Western blots y sus respectivas
cuantificaciones, relatizadas al individuo control, demismo sexo y edad. Resultados
obtenidos para la corte£Ad) e hipocampo (B). TedtStudent, machos y hembras n=3 para
cada combinacion de edad, dieta, estructura cerebral y g05.
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Figura 26: Expresion del ARNm de Arc analizada por RT-PCR semicuantitativa. Geles con
imagenes representativas de las RT-PCR yresmectivas cuantificaciosgrelativizadas al
individuo control de 3 semanas, del mismo sexo y estructura cerebral. Resultados obtenidos
para la corteza (A) e hipocampo (B). TeStudent, machos n=3 y hembras n=3-8 para cada
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Figura 27: Expresion de Arc analizada por weastdinot. Western blots y sus respectivas
cuantificaciones, relatizadas al individuo control, tenismo sexo y edad. Resultados
obtenidos para la cortefA) e hipocampo (B). TegtStudent, machos y hembras n=3 para
cada combinacién de edad, dieta, estructura cerebral y $2q05.

7.3. Otros genes relacionados con cognicion.
Decidimos evaluar otros genes invokgos en cognicion, ademas de los

inmediatos tempranos y BDNF. Comenzamdsidiando expresion de los mensajeros de
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calcineurinao (CalNa) y calcineurinay (CalNy), dos isoformas de la subunidad catalitica
de la fosfatasa calcineurina, involucradaderersos mecanismos de la memoria, como la
memoria de trabajo, la memoria de largo t@éomy en la consolidacion de la extincién de
la memoria de miedo. No encontramos difer@nsignificativas entre dietas para ambos
genes en ninguna de lesndiciones analizadas.

No se encontraron diferencias tampoco eexiaresion de reelj involucrada en el
desarrollo del sistema nervioso y en ladoracion y generacion aspinas dendriticas.

La quinasa dependiente de ciclinaDK5 es fundamental también para el
desarrollo del sistema nervioso y es un adaptddda via de sefiakcion de reelin(193).
Regula funciones vitales para la memoria plisticidad sinaptica, como el reciclado de

vesiculas sinapticas, la formacion de espidesdriticas, la densidad de receptores de

neurotransmisores y kxcitabilidad neuronalSu actividad normal depende de su union a

la proteina p35, mientras que la interacadn la forma clivada de p35 -p25- provoca una
actividad aberrante de la gaisa que puede llevar anaurodegeneracion (194).

Al estudiar la expresion de esta proteen corteza encontramos una disminucion
de la misma en machos HP recién destetaijoed,697,p=0,0047). Esta disminucion se
revirti6 en machos de 6 semanas de edgR,(159, p=0,0485). En hembras HP la
expresion de la proteina fue sigo#tivamente menor a las 6 semanas4(131,
p=0,0072) (Figura 28A).

No se encontraron diferencias para Xaresion de la proteina en hipocampos de
hembras, pero si una tendencia hacia un atovde la misma en machos HP con respecto
a sus controles, que resulté sigrativa a las 12 semanas de edad4(801,p=0,0204)
(Figura 28B).

Estos resultados indican que CDK5 se encuentra regulada diferencialmente en

ratones HP, indicando un aumento en sus rsveatemachos HP a edades mas avanzadas.
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Figura 28: Expresion de CDK5 analizada por western blot. Western blots y sus respectivas
cuantificaciones, relatizadas al individuo control, tenismo sexo y edad. Resultados
obtenidos para la cortefA) e hipocampo (B). TegtStudent, machos y hembras n=3 para
cada combinacion de edad, dieta, estructura cerebral y $ax05, **p<0,01.
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7.4. Influencia de la dieta materna durante el desarrollo sobre el estado
epigenético de la cromatina.

El nivel de compactacion de la cromatinka presencia de diversas modificaciones
epigenéticas regulan fuertemente la expresiotivcersos genes, y pueden sufrir cambios a
lo largo de la vida de un indduo en base a la experiengi#a influencia del ambiente.

En primer lugar analizamos el nivel de acetilacion de histona 4 (H4) e histona 3
(H3), con anticuerpos que permiten la deién de histonas acetiladas en diversos
aminodacidos. Las hembras de 3 semanas del grupo HP presentaron un mayor nivel de
acetilacion global de la H4 en cortezg6,719,p= 0,0013) (Figura 29A). Esta diferencia
no fue significativa a las 6 semanas y se peadis 12. No se encoaton diferencias en
hipocampos de hembras (Figura 29B) de lagdlifies edades, ni en ambas estructuras en
machos (Figuras 29 Ay B).

De igual forma que para la acetilacionldstona H4, la acetitién global de H3
fue mayor en corteza de hembras HP recién destetadd377,p= 0,0139), sin embargo
esta diferencia no fue encontrada a edades mas avanzadas. No se encontraron diferencias
en los niveles de acetilacibn de H3 en corteza de machos en ninguna de las edades
analizadas (Figura 30A). En cambio, los e HP presentaron mayores niveles de H3
acetilada en hipocampos a la4638,934,p= 0,0295) y 12t(=3,723,p= 0,0102) semanas.

No se encontraron diferencias para la acéfitade H3 en hipocampos de hembras (Figura
30B).

Estos resultados indican que la maliwidn perinatal tieneun efecto sobre el
estado global de acetilacion de las histonagl 3sugiriendo una potencial modificacion de
la expresion de diversos genes. Estas difgéas cambian ademas con la edad, tal vez por
el crecimiento o la rehabilitacion alimenticide los ratones. Estudios a futuro podrian
arrojar resultados interesantes acerca geae genes se encuentran afectados
diferencialmente y qué sucede con su expresion.

También se estudiaron los niveles ded@iiente modificaciorede histonas: H3
trimetilada en lisina 9, altamente correlacionada con heterocromatina constitutiva (zonas
de cromatina altamente condensadas y constrbaja expresion génica), H3 dimetilada
en lisina 4 (marcador de transcripcion actiya)4 acetilada en lisina 12 (enriquecida en
los sitios de iniciacion de la transcripci®@ih que se hayan encontrado diferencias en los
niveles globales entre los upos analizados. De cualquitsrma no descartamos que
puedan existir diferencias en la preseragaestas modificaciones de histonas en genes

especificos.
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Figura 29: Niveles de H4 acetilada (H4ac) analiaagor western blot. Western blots y sus
respectivas cuantificaciones, relativizadasiralividuo control, del mismo sexo y edad.
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Figura 30: Niveles de H3 acetilada (H3ac) analiaagor western blot. Western blots y sus
respectivas cuantificaciones, relativizadasirgividuo control, del mismo sexo y edad.
Resultados obtenidos para la corteza (A) e hipocampo (B)t-Bastlent, machos y hembras
n=3 para cada combinacién de edad, dieta, estructura cerebral yme&x065*

Finalmente también evaluamos los niveles dedHy°PHP1y, proteinas relacionadas

con la heterocromatina, en los mismos gruprpgerimentales sin encontrar diferencias
significativas entre ellos.
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8. Efectos transgeneracionales de la malnutricion proteica.
Como ya se ha mencionado en la adtrccion, el ambient@uede ejercer su

influencia sobre el fenotipo de los individu@dterando el estado epigenético de diversos
genes y, en consecuencia, su expresiones8s cambios se ven reproducidos en las
gametas, pueden ser transmitidos a la aelreia. En nuestro modelo encontramos una
alteracion transitoria en los niveles globales de acetilacion de histona 3 y 4. Esto nos
sugiere que existiria un efectlel ambiente (malnutriciéen combinacién con un menor
cuidado materno) sobre el estado epigenético de la cromatina. Si este efecto existiera
también en las gametas, podria ser poténeiaste heredado a una segunda generacion.

Con el objetivo de estudiar si las alteraciones observadas en la F1 son transmitidas
a una segunda generacion, realizamos cruzas entre machos y hembras de diferentes
camadas pero del mismo grupo experimental,ealtados con dieta de bioterio a partir del
destete, y repetimos en su descendencia algiséss andlisis presentados anteriormente.
A continuacion se presentan los resultados thes evaluaciones para la F2, en donde CP y
HP se refiere al tratamiento recibido por Ha durante la prefiez y la lactancia. Es
importante tener en cuenta que la F2 sierfipFalimentada con dieta estandar de bioterio.

Un andlisis preliminar del comportamiento materno de la F1 no arrojo diferencias
apreciables entre grupos. De cualquier foriog,resultados de comportamiento de la FO
involucraron el uso de datgwovenientes de varias tandasperimentales. Los datos

presentados a continuacion correspona@eéna unica tanda experimental.

8.1. Desarrollo fisico y neuroldgico.
Al igual que para la F1, se registrodparicion de ciertos pilares del desarrollo

fisico. En un primer analisis no encontrardiferencias al comparaatones CP y HP del
mismo sexo. Como no se encontraron difer@s entre machos y hembras del mismo
tratamiento en la aparicion destas caracteristicas enHa, y como en la F2 no hubo
tampoco diferencias significativas entsexos del mismo grupo para ninguna de las
caracteristicas estudiadas [apertura de los ojos (codgell,00,p=0,8783; hipoproteico:
U1=30,50, p=0,9121), apertura del w©al auditivo (control: Ug=10,00, p=0,7077;
hipoproteico: U;,=31,00, p=0,9570), aparicion del fme dorsal (control: Ug=12,00,
p=0,9095; hipoproteico:U;,=29,00, p=0,7469), aparicion del pelo ventral (control:
Us=6,50, p=0,2538; hipoproteicol;,=32,00,p= 0,9443)]; se decidi6 combinar los datos

de ambos sexos para cada tratamiento. Llaaratwte, se observo una edad mas temprana
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de aparicion del pelo dorsgfigura 31C) y ventral (Figar31D) en individuos del grupo
HP (pelo dorsalu,4=46,00,p=0,0455; pelo ventralJ,;=22,00,p= 0,0008).
No se encontraron diferencias enddad de apertura de los 0jdd,£76,00,

p=0,6705) (Figura 31A), ni en la edad de apertura del canal auditlys53,00,
p=0,1544) (Figura 31B).
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Figura 31: Desarrollo fisico de las crias. Datos de machos y hembras combinados. Edad
(dias posnatal) de apertura de los ojos (A)Jaderejas (B), de aparicion del pelo dorsal (C)
y ventral (D) fue registrado para cada individuo, con un méximo de 3 individuos del mismo

sexo por camada. Media+EE Mann-Wkinn=10-16 para cada tratamientp<®,05 y
*** p<0,001

Con el fin de profundizar en la asociatientre las edades de aparicion de cada
caracteristica fisica y el gpo experimental, realizamos un analisis de correspondencias
con las variables dependientes (edad de aparieg| pelo dorsal, pelentral, apertura de
los ojos y del canal auditivo) y la variabledependiente (dieta). Para esto, primero
convertimos a las cuatro varlab dependientes en categoricas, calculando la moda de cada
una y asignandole el valor “Normal”, mientrggse edades anteriorgsposteriores a la
moda fueron definidas como “Temprano” y “@&”, respectivamentdn la Figura 32 se
encuentran resumidos los resultados del andlisis ebiplat donde los Ejes 1y 2
corresponden, cada uno de ellosjna nueva variable generaalgartir de las estudiadas.
Estas, son aquellas que resumen la mayoe phatla informacién origal, siendo la del

Eje 1 aquella que més variabilidad incluye. Casaquede observar en el grafico, la dieta
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control y la dieta hipoproteica se encuentran en posiciones opuestas de este eje, indicando

que el tipo de dieta podriexplicar en gran medida dadiferencias observadas entre

individuos.
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Figura 32: Desarrollo fisico de las crias. da de machos y hembras combinadgiplot
del andlisis de correspondencia para las vasathieta, y las variables edad de apertura de
los ojos, edad de apertura de canal auditipertara orejas), edad de aparicion del pelo
dorsal (pelo dorsal) y edad de aparicién del pelo ventral (pelo ventral), categorizadas.

Las edades normales y tardias de aparaempelo ventral y deal, estuvieron mas
asociadas con una dieta control, mientras lggeedades tempranbs estuvieron con la
dieta hipoproteica, confirmando lo observaddafigura 31. En cambio, para la apertura
de los ojos y del canal auditi, se encontré una mayor asadd de los valores normales
con la dieta control y de los valores mas extremos, tardio y temprano, con la dieta
hipoproteica.

El analisis del aumento de peso tampacwjo diferencias entre tratamientos en
individuos del mismo sexo. Nuevamente tampse@ncontraron diferencias significativas
entre sexos para la misma digtontrol (Interaccion Sexo*Edaéss+~0,99, p=0,4536,
Sexo:F;6=0,27,p=0,6149); hipoproteico (Interacciéon Sexo*Ed&d;;1,~0,22,p=0,9867,
Sexo: F1,g=0,00062,p=0,9804)], motivo por el cual serocedié nuevamente a unir los
datos de ambos sexos para cada tratamiergaré~33). Al hacer esto no se encontraron
diferencias para la interacci@ntre la dieta y la edadF{19=0,60,p=0,7748), ni para el
efecto de la dietaFq s=1,39,p=0,2503), y los contrastes posterioride Tukey tampoco

arrojaron diferencias entre tratamienpasa ninguno de los dias estudiados.
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Figura 33: Peso de las crias durante la lactanb@tos de machos y hembras combinados.

El mismo fue registrado para cada individuo, con un maximo de 3 individuos del mismo sexo
por camada. Media+EE. ANOVA de dos factores medidas repetidas, test de aukey
posteriori.

En relacion con el analisis del desawatieurolégico en &2, se evaluaron los
reflejos de enderezamiento y geotaxis negatNinguno de ellos arrojé diferencias entre
tratamientos en individuos del mismo sexoeiamente, al no encontrar diferencias entre
sexos de la misma dieta en la F1, y consodéerencias entre sexos no fue significativa
para la F2 [reflejo de enderezamtie control (Interaccion Sexo*Edadtis+~1,41,
p=0,1764, Sexo: F;,7=0,07, p=0,7990); reflejo de enderezamiento hipoproteico
(Interaccion Sexo*Edad1,156=0,50,p=0,9134, SexoF;1=0,0021,p=0,9645); geotaxis
negativa control (Interaccibn Sexo*Edad:;;5=0,85, p=0,4827, Sexo:F;3=0,98,
p=0,3600); geotaxis negativa camit(Interaccion Sexo*Edad:; 3:=0,28,p=0,8394, Sexo:
F13=0,95, p=0,3481)]; se unieron los resultadde ambos sexos y se realizO0 una
comparacion entre tratamientos.

El andlisis del reflejo de enderezamientmp una diferencia ghificativa para la
interaccion diety edad posnataF{, ,s+1,85,p=0,0407) por lo que no se continuo con el
analisis de los efectos principales. Los contrastessteriorientre tratamientos para cada
dia, indicaron una mayor latéagara la ejecucién de estflejo en individuos HP a P3
(p<0,05) (Figura 34A).

En cuanto al desarrollo de la gexis negativa no se encontr6 un efecto
significativo en la interaccioentre la dieta y la edadr{s:=0,61,p=0,6094), pero si un
efecto principal de la diet&{s=7,37,p=0,0130). Los contrastesposterioride Tukey no
arrojaron diferencias entre tratamientos panguno de los dias estudiados (Figura 34B).

Esto indica que los individuos HP poseen unasgtrgeneral en la latencia para ejecutar
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este reflejo (efecto principaieta), sin ser significativam@ndiferentes en ningun dia al

analizarlos por separado.

(A} Enderezamiento en la superficie (B Geotaxis negativa
M - P 40 - CP
A = HP = HP
Z 204 2]
. -
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: s
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(=]
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Dia posnatal Dia posnatal

Figura 34: Reflejos NeurolégicodDatos de machos y hembras combinados. La latencia para
ejecutar el reflejo de enderezamiento de la superficie (A) y la geotaxis negativa (B) fueron
medidos a diferentes dias posnatales, comndseai en el eje de las abscisas. Este valor fue
registrado para cada individuo, con un maximo de 3 individuos del mismo sexo por camada
MediatEE. ANOVA de dos factores con medidas repetidas, test de ays@steriori n=7-

12 para cada tratamienw20.05.

Estos resultados sugieren que la malndnigroteica perinakafectaria no solo a
los individuos directamentavolucrados, si no también a dgescendencia. Esto se vio
reflejado en un retraso en el desarrollo okgico de la F2, y de forma contraria, una
aparicion temprana de ciertas caracteristicasafi. Un adelanto en el desarrollo fisico de
la F2, seria consistente con una trangmisde informacion entre generaciones que
prepararia a la descendencia para las mgaticias ambientales a las que estuvieron sujetos
los padres.

8.2. Estudios comportamentales en la F2.
Realizamos tres test comportamentales en la F2 orientados a evaluar la motivacion

exploratoria, la presencia de comportarteende tipo ansioso y de tipo depresivo. Los

resultados de los mismos han sido analizatdb$orma separada para machos y hembras
debido a que se encontraron diferencias dethsthagnitud entre sexos para los diferentes
test para la F1. Es importante destacar lIguE2 siempre recibié alimento estandar de

bioterio, ya sea durante el desarrollo a trade&das madres o luegiel destete. Es decir

gue estos test no conllevan diferemiesodos de rehabilitacion alimenticia.
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8.2.1. Las crias CP y HP de la F2 nogsentan diferencias eal comportamiento
de tipo ansioso.
Se repitié el test de campo abierto lais mismas condiciones en las que fue

realizado para la F1 y la FO. El andlisisivariado no arrojo diferencias entre ambos
grupos experimentales, tanto para machomo para hembras, para ninguna de las
variables analizadas: distanaiecorrida total, distancia recaa en el centro, distancia
recorrida en la periferia, tiempo en el centiempo en la periferialatencia para ir al
centro y nimero deearings Se realiz6 un MANOVA incluyedo las variabke analizadas
para la F1 y el mismo no arrojéfeliencias entre tratamientos (mach&s;60,62
p=0,7326; hembra$:71:=0,28,p= 0,9504).

8.2.2. Las hembras HP poseen una menor motivacion exploratoria.
El test de escape de la jaula fue utdiagara evaluar motivacién exploratoria, al

igual que en la F1.

N Machos Hembras
& Subidas Subidas
g E 2007
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Figura 35: Escape de la jaula. Machos (coluninguierda) y hembras (columna derecha)
fueron analizados por separado. (A) Niumersul@idas a la pared (nimero de veces que las
patas traseras del animal abandonaron la éeda jaula). (B) Nimero de escapes (nUmero
de veces que el cuerpo entefel animal abandond la base de la jaula). Media+EE Mann-
Whitney o test-Student n=12 machos o n=7-12 hembras para cada tratamigs@d5.
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No se encontraron diferencias significagventre grupos para los machos, excepto
una tendencia del grupo HP a realizar un menor nimero de subjdab45,p=0,0683).

En hembras, las del grupo HP realizarommamero significativamente menor de subidas
(t17=2,112,p=0,0498) (Figura 35).

Este resultado es en parte diferente aknlzslo a la F1, en donde los machos HP
mostraron un menor nivel de motivacioén, ea easo por un menor niumero de intentos de
escape. Pese a que el numero de escapes fue similar, el nimero de subidas a la pared fue,
en lineas generales, mayor en la F2 quéadrl (Figura 13). Esto podria deberse a la
utilizacion de una mayor cantidad de viruta tpgefacilitaba el acceso al borde de la jaula,

cuando realizamos los experimentos de la F2.

8.2.3. Los machos HP presentan un maymmponente de tipo depresivo en su
comportamiento.

Se realiz6 el test de susg@m por la cola para la F2 y, de forma sorprendente, se
encontré que los machos del grupo HP tuvieron un mayor tiempo de inmovilidad en el
mismo, al ser comparados con sus respectivos conttdles4(,00,p=0,0391) (Figura
36).

Machos Hembras

&R & & *F
Dieta Dieta

Tiempo de Inmovilidad(s)
g
Tiempo de Inmovilidad(s)

Figura 36: Test de suspension por la cola. Machos (columna izquierda) y hembras (columna
derecha) fueron analizados por separado. Tiempo total de inmovilidad (s) para una sesién de
6 minutos. Media+tEE Mann-Whitney o tasStudent n=12 machos o n=7-12 para cada
tratamiento p<0,05.

A diferencia de lo observado para la F1,seoencontraron diferencias en el tiempo

de inmovilidad entre hembras de ambos tratamientos.

Los resultados presentade®s indican que la malmigion perinatal genera

cambios en el individuo, que se transitela generacién siguiente. Los cambios a nivel
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comportamental son dependientes del sdrgola cria, y reproducen algunas de las
caracteristicas observadas en los pridges. Un andlisis mas exhaustivo del
comportamiento materno de la F1 podrida@ la contribuciéndel mismo sobre los
efectos observados. Ademas, experimentdsitaro utilizando machos y hembras de
diferentes tratamientos como parentales, podran indicar si laherencia de estas

caracteristicas es maternatgraa, o de ambos parentales.
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La malnutricibn materna ha sido asociaddeficiencias comportamentales y
neuroldgicas, tales como ttasos en el desarrollo das capacidades cognitivas y
también ligada a efectos perjcidles para la $ad agudos y de largo plazo. Durante
este trabajo de tesis, se determiné eliorento fisico y el desarrollo neuroldgico, asi
como comportamientos sociales, comportrtos relacionados con la ansiedad y la
depresion y diversas caracteristicasgritivas en ratones machos y hembras
sometidos a una malnutricion proteica prahgtpostnatal. Ademas se realizaron, en
distintas etapas de la vida, medicionedadexpresion de genes, presencia de marcas
epigenéticas y cambios en el nimero de células de la estructura hipocampal, asi como
el numero de espinas dendriticas en la corteza cerebral, con el fin de encontrar las
bases moleculares y celulares de losnpartamientos y deficiencias cognitivas

observadas en este modelo.

La malnutricibn proteica durante la prefiez y la lactancia, altera el
comportamiento de las madres y el deslo fisico y neuroldgico de las crias.

Nuestro primer objetivo durante el desloale esta tesis fue establecer un
modelo de malnutricion prots en ratones en nuestro laboratorio. Durante esta etapa
pudimos observar que la propam de proteinas de la dieta afectaba profundamente
el tamafio de la camada y la superviviencia de la misma.

Con respecto al efecto da dieta sobre la prefielgs hembras malnutridas
presentaron un menor aumento en el pasporal durante lalltima etapa de la
misma. Trabajos realizados en ratas hgyportado no encontrar diferencias en la
duracién de la prefiez, ni en el consumalimento por parte de madres alimentadas
con dietas purificadas hipoproteicas, comgu& usamos en este trabajo (195). Pese
al menor aumento de peso de las madres, las crias presentaron un peso similar en el
momento del nacimiento. Esto podria debeak menor nimero de crias nacidas de
madres alimentadas con la dieta hipopic#t, comparadas con las controles.
Resultados similares han sido obtenidosmaelos de ratas (196), en donde se ha
reportado que las diferencias observadasesnbos grupos en el nimero de crias
por camada se debian principalmente @ menor ovulacion y en menor proporcion a
una pérdida antes de la implantacion.

En cuanto al nimero de prefieces hemos encontrado que el mismo era menor
en hembras del grupo hipoproteico. El mispugria deberse, al igual que para el

tamafno de la camada, a una menor ovulagi@ghuna mayor pérdida en el periodo
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preimplantatorio. Una mayor reabsorcioniafedurante la prefiez, tal como se ha
observado en hembras con el ritmo circadialterado (197), tandn podria ser la

causa de la menor fecundidad observada.

En la literatura se pueden encontraodelos de malnutricion perinatal en
roedores que abarcan diferentes etapas de la prefiez y la lactancia, con consecuencias
diferentes sobre el desarrollo de los individuos. La deficiencia proteica en la madre
durante la gestacién lleva un retraso en el crecimiento intrauterino de la
descendencia. Sin embargo, cuando esaesri@loptada por una hembra alimentada
con dieta control, muestra una fase de rapido crecimiento durante la lactancia (198).
La combinacién de un retraso en eeamiento fetal y un crecimiento posnatal
acelerado provoca un aumento en la susceptibilidad a enfermedades metabdlicas y
reduce la esperanza de vida. En contrasterestriccion nutdional durante la
lactancia lleva a un retraso en el crecimiedgdas crias, el cual se mantiene durante
toda la vida (199,200).

La composicion de la leche también podafactar el desarrollo de las crias.

Esta puede ser alterada pardieta. En roedores $& demostrado que hembras que

son alimentadas con una dieta baja etginas, poseen una menor proporcion de las
mismas en su leche, asi como una altgp@mcion de acidos grasos (201). La leche,
ademds de ser fuente de nutrientes, transmite a las crias otros componentes como
citoquinas, factores de crecimiento, mioquinas y diversas hormonas (202). La
proporcion de la mismas depende del estadergé de la madre, e ha visto que la

falta del factor de nectrosis tumoral(TNFa) en el linaje hematopoyético de las
madres, altera la proporcion de diveragasmoquinas en la leche. Ademas se ha
visto que aumenta la neurogsis hipocampal en las crias, junto con la memoria

espacial (203).

Una consecuencia de la malnutriciomipatal para la desndencia de ambos
sexos es un menor tamafio corporal sodteen el tiempo, que se hace evidente a
partir de P7 en hembras y de P9 enhmac Esta diferencia de peso fue de un 30%
con respecto al peso de los controlesmiaimento del destete, y puede mantenerse aun
en etapas posteriores de la vida dotwke individuos con carems nutricionales
durante el desarrollo contian siendo un 18% mas livigue los controles. Las

dietas deficientes en prat@is han sido consideradas intpates reguladores de la
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programacion metabolica con consecuenciaseposts para la salud en roedores y
humanos (204,205).

Junto con estas diferencias en el tAmaorporal, tanto k machos como las
hembras del grupo hipoproteico presentarorrairaso en el desarrollo de diversos
pilares del desarrollo fisico tales comodparicion del pelo dsal y ventral, la
apertura del canal auditivo y tles ojos en relacion a susspectivos controles. Estas
observaciones sugieren laiggncia de un retraso genleea el desarrollo epitelial y
en la maduracion del ojo (206).

Ademas encontramos un retraso en la maduracion auditiva medida por el test
de sobresalto frente a un sonido. Un retraska exparicion de este reflejo podria estar
vinculado con un retraso en la maduracioh afmrato auditivo, Iacual iria de la
mano con el retraso observado en la tapardel canal, o con un retraso en el
desarrollo cerebelar, como se vera enp@irafo siguiente, yaue las funciones

auditivas y la ejecucion del reftejtambién dependen del mismo (207).

El desarrollo neurolégico también se\afectado por la malnutricion proteica
perinatal. Las crias de las madres querdn alimentadas con una dieta hipoproteica
mostraron un retraso en la ejecucion delkejefde enderezamiento en la superficie y
de la geotaxis negativa. Estiunciones sensorimotoras redlej al igual que el reflejo
auditivo, una maduracion de la funcién cerebeth cerebelo es fundamental para el
ajuste postural necesario para maeteel balance. A través de lasputs de los
receptores vestibulares y propioceptores modula los comandos hacia las neuronas
motoras compensando los cambios en la pbsidel cuerpo o de la carga sobre los
musculos (208). Las crias de ambos grupostramn un desempefio similar en el test
de fuerza de agarre, sugiriendo que letalideficiente en proteinas no produce un
defecto neuromuscular, ni afecta la figemuscular (209). Por lo tanto, como los
reflejos perinatales pueden ser consideradnso un indice denaduracion cerebral,
los resultados obtenidos sugieren quexfgosicion perinatal a la malnutricion afecta

los mecanismos embrionarios responsables del correcto desarrollo del mismo.

Al analizar estos resultados es impotgaiener en cuenta que nuestro modelo
de malnutricidn proteica materna no nos permiparar los efectos de la dieta sobre

el desarrollo, de la influencia de los d@os en el comportamiento materno. Es
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posible que los defectos observados ercteess HP para el crecimiento y desarrollo
durante la lactancia se encuentren infligtas por el comportamiento de las madres
(210). De hecho, nuestros resultados maasfjue las madres alimentadas con dieta
hipoproteica dedicaron menos tiempo a laizaalon de actividades de acicalamiento
(licking and groominyde las crias en el periodo petal. Es sabidque alteraciones
en el comportamiento materno estan @stas con el desarrollo de diferencias
individuales en las spuestas neurologicas y al este¥s las crias. Al llegar a la
adultez, la descendencia de las readqgue otorgaron una mayor proporcién de
cuidado materno mostraron una menor resgguée miedo y una activacion menor del
eje HPA frente a un estré$q7) (40). En los animales, ebtrés prenatal reduce el
cuidado materno y la vinculacion conslarias, quienes luego presentan un
comportamiento alterado (211) (212). Smbargo, la relacién entre la nutricion
materna, el cuidado materno y el riesgoedéermedad de la descendencia aun debe
ser determinada (213).

La importancia del contacto madre-hijo también se ha visto en humanos en
infantes nacidos antes de término, en donde un tacto moderado (masajes) mejora el
manejo del estrés cuando son adultos (214).

En el caso del comportamiento materno, se ha demostrado que esta
caracteristica se transmite a las crias mamh través de mecanismos epigenéticos
(167) (168). En nuestro caso particularamhlizar los efectogsansgeneracionales no
hemos encontrado, por el momento, difer@h@preciables en el cuidado materno
provisto por las hembras de la F1 a guwepias crias. Essoresultados son de
cualquier forma preliminares. Deberan uide un mayor nimero de camadas, antes
de concluir al respecto.

Ademés de una menor actividad de deida de las crias, hemos encontrado
una mayor expresion de un comportamiedéo tipo ansioso en las madres. Este
estado de mayor ansiedad, provocado probablemente por la dieta hipoproteica, podria
contribuir también a las caracteristicaemportamentales de las crias HP. En
humanos, la ansiedad y depresion mateurante la prefiez ha sido relacionada con
un comportamiento de miedo en infantesdde meses, una respuesta de llanto a la
novedad a los cuatro meses y mayor pradantia del trastoro por déficit de

atencion e hiperactividad (215).
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La malnutricion proteica perinatal afecta la estructura hipocampal, el
comportamiento y las capacidades cognitivas de las crias. Prinradim$os sobre su
efecto sobre la plasticidad neuronal.

El juego social es un comportamieqi@valente duranten corto periodo de
tiempo en roedores, que disminuye connaio de la maduracion sexual, y puede
servir para dar a los animales las capacisiddsicas y las estrategias esenciales para
la ejecucion de una variedad de comportatoeque se expresan ehadulto (216).

El desarrollo de loxomportamientos sociales puede verse afectado por diversas
condiciones ambientales. Este trabajo demostramos que la malnutricion proteica
temprana produjo cambios en el desarrollcdeportamientos de juego en ratones,
especificamente una reduccion en actividadesstigativas y deolicitud de juego.

Una disminuciéon similar fue reportada eamtas malnutridas (216,217). A nuestro
entender esta es la primera\gie el comportamiento satjuvenil fue descripto en

un modelo de malnutricion proteica periiaa ratones en animales de ambos sexos.
Esto sugiere que los cambios en la expresle juego social eratones se deban,
posiblemente, al retraso en el desarrglk los cambios neuroldgicos producidos por
una dieta deficiente en proteinas.

Si el juego y otros comportamientos sbes en etapas tempranas de la vida
son cruciales para la expi@s de comportamientos en atlulto (218), entonces los
ratones que tuvieron una dieta adecuadaiastanejor adaptados para lidiar con los
desafios impuestos por el ambiente erdisitaz. Nuestros resultados, en cuanto a los
niveles de comportamiento de tipo ansigsdepresivo, son coisentes con esta

hipotesis.

En este trabajo encontramos difeiascque indican niveles alterados de
ansiedad en ratones malnutridos adespués de un tiempo de recuperacion
nutricional. Las observacionesomportamentales realizadas en el campo abierto
revelaron diferencias en los comportamientos de acercamiento/evitacion: crias
alimentadas con una dieta baja en protefeaorrieron una mendistancia y pasaron
menos tiempo en la zona central del campe aquellas cuyas madres recibieron una
dieta control. Ademas mostraron unaetaia mayor para abandonar la zona
periférica, una respuesta clasica de eviémto del riesgo asociada con mayores

niveles de ansiedad. En el test del lalterielevado en cruz, se observé una menor
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motivacion exploratoria geeral en crias de ambos sexos, y un mayor nivel de
comportamiento de tipo ansioso en macheffejado en una menor visita a las puntas

de los brazos abiertos, larm mas expuesta del laberinto,

Las bases moleculares de esta respuesta quedan por ser estudiadas. Cambios
estructurales y neuroquimicos en ciertasas del sistema nervioso, como el sistema
GABAérgico hipocampal, provocados pama malnutricibn temprana fueron
considerados los causantes de los efeahservados sobre los comportamientos de
tipo ansioso (219). Recientemente se deamnostrado que la restriccién proteica
durante la gestacion disminuye significativaieela llegada al feto de acidos grasos
esenciales y lipidos fundamentales paraatecto desarrollo del cerebro en ratas
(220). Esta deficiencia en ebntenido de acidos graspedria afectar regiones del
cerebro importantes involucradas en el comportamiento de aproximacion/evaluacion
del riesgo en la descend@ncPor otro lado, estudicsn animales y humanos han
demostrado que la exposicién a una maloidini global durante el periodo perinatal
estd frecuentemente asociada con uheramion en el funcionamiento del eje
hipotalamo - hipdfisis - adrenal (HPA) eeriodos posteriores de la vida (221,222).

Se ha encontrado también un aumento en iedes basales de corticosterona en ratas
adultas malnutridas pre- y posnatalme(@23). Estos estudiosugieren que la
programacion durante el desarrollo de¢ &iPA en ratones malnutridos pre- y
posnatalmente puede resultar ian defecto persistente en feedbackdel eje, que

conduce a la expresion de comportamientos anormales.

Los efectos de una malnutricibn prima temprana en las capacidades
emotivas estan respaldados por diversos estudios. Sin embargo, parece no haber un
consenso acerca de la direccionalidadedtos efectos. Mientras algunos autores
indican que existe unaumento en la ansiedad en animales que fueron malnutridos
tempranamente y luego tuvieron un periodoedeiperacion nutrional, y en aquellos
que sufrieron de una malnutricibn cronicatros sugieren que la malnutricion
temprana altera los mecanismos de @aeibn de riesgos, observandose un efecto
ansiolitico por parte de la misma (79,219,223) este aspecto resulta importante
considerar las posibles diferencias entre especies asi como las técnicas para inducir la

malnutricion temprana (224).
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Estos comportamientos complejos requieren no solamente de una
coordinacion motriz, si no también dea integracion sensorial. Una funcion
sensorial normal tiene una importancigtica en el funcionamiento social y
exploratorio. ElI cambio en el comportanio exploratorioes particularmente
interesante porque la busqueda de la daglese piensa que requiere de sistemas
cerebrales modulados por dopamina y eacuentra alterado en diversas
manifestaciones clinicas. Estudios coiiosi malnutridos muestran una tendencia
similar a las encontradas en el presente estudio: diversas alteraciones
comportamentales como apatia, dismiéocen la actividad y exploracion del
ambiente (65,66).

Una de las diferencias comportamentahes llamativas fue la presencia de un
comportamiento de tipo depresivo éas hembras del grupo HP. A pesar del
conocimiento general de que las mujeres son mas susceptibles que los hombres de
sufrir de un trastorno psidatrico relacionado con un mal ngo de estrés, como la
depresion, muchos de los trabajos relesmmn este campo han sido conducidos en
modelos de roedores utilizando machos, y existe menos informacién disponible en
relacion a la respuesta de lsembras a un estrés (225).

En aquellos trabajos en los que se haalizado ambos sexos, se ha reportado
en distintos modelos en roedores, que EEsgrenatal ejeraen efecto diferente en
machos y hembras. En lineas generalessiés prenatal incrementa en forma més
pronunciada en hembras la ansiedad, lared@on y la duracion dia respuesta al
estrés. Los machos, en cambio, son mas propemsufrir de deficiencias cognitivas
(226). Estos resultados concuerdan con lendaslo durante estasie en el test de
suspensioén por la cola para hembras, y en los test de laberinto en Y y reconocimiento
de objeto novedoso en donde los macH&stuvieron un peor desempefio que sus
respectivos controles. Bajo las mismasdiciones, no encontramos diferencias en la
memoria de largo término en hembras, pgrana clara tendelacque indicaria que
las hembras HP podrian sufrir de la maseheficiencia. Ademas, encontramos un
mayor comportamiento de tipo ansioso paréos sexos en los ratones que sufrieron
de malnutricion durante el g@rrollo. De cualquier forma, aunque en lineas generales
se ha visto que el estrés patial altera la respuesta fipede una situacion estresante,

la forma en que la misma es alterada ddpedel momento en el cual las madres son
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sujetas a un estrés durante la prefiez, tiaralaza del mismo, la especie en estudio y

la edad de testeo de las crias (226).

En cuanto a los tests utilizados parauésr las capacidadecognitivas de las
crias, el test de alternancia espontanea en el laberinto en Y mide la voluntad de los
roedores por explorar ambientes nuevdsrdedor prefiere \ditar un brazo nuevo
antes de volver a uno ya visitado) y la memale trabajo espacial de los mismos.
Esta tarea involucra diversasnas del cerebro como kipocampo, el septum, el
prosencéfalo y la corteza prefrontal (22lZds resultados obtenidos indicarian que,
bajo las condiciones estudiadas, los ratdrigsproteicos no prestrian defectos en

el aprendizaje espacial.

El laberinto en Y con claves nos permiti6 estudiar la memoria de corto
término en relacion al aprendizaje esphdependiente del hipocampo (228). La
misma se encontrd intacta en hembrdgydgpo hipoproteico, quiieron igualmente
capaces gue sus respectivos controlegléetificar el brazo novedoso y mostraron
una clara preferencia exploratoria porngsmo. En cambio los machos del grupo
hipoproteico, pese a identificar de forma correetabrazo novedoso (primera
eleccion) no mostraron una preferenciglesatoria por elmismo, medida como
tiempo dedicado a su investigacion. Eptudria deberse a untado de ansiedad
producido por el nuevo espacio, lo cualienprincipio podriamos descartar debido a
que la primera eleccion fue correcta, indicafalta de temor poingresar en un lugar
desconocido. En este punto cabe destacar que las condiciones en las que se realiza
este test son de baja luminosidad yespacio no es expuesto, condiciones que no
favorecen la expresién de comportamisnémsiosos. La menor exploracion podria
deberse a una menor motivacidnestigativa. Esta hipotesis la podriamos descartar
ya que el numero de entradas en losrdiftes brazos fue similar para ambos grupos,
lo cual nos estaai indicando similares niveles deoluntad explorativa. Estos
resultados nos sugeririan, finalmente, guiste un defecto suave en la memoria de
corto término de machos que sufrieron muéicion proteica peniatal, que no se ve
reflejado en la primera eleccidén del brazaopsi en la preferencia exploratoria del
brazo novedoso. De forma similar, las crias de hembras que proveen bajos niveles de

cuidado materno, poseen un menor desempeiesende aprendizaje espacial (37).

-94-



Discusion

El test de reconocimiento de wbjeto novedoso ha sido ampliamente
utilizado para evaluar el estado de la meadeclarativa en roedores, tanto de corto,
como de largo término (187). El mismo deeser configurado ademas para medir
memoria de trabajo, atencion y preferempmala novedad (229,230 ste test resulta
particularmente atractivo ya que no regeiige una motivacion externa, recompensa o
castigo, solo una habituacion al ambiente y un entrenamiento previo (230). Como se
menciond anteriormente, cuando los anesaon expuestos a un objeto familiar y a
uno novedoso, estos pasan mas tiempgloeando el novedoso (231). El
reconocimiento de la novedad requienés habilidades cognitivas por parte del
animal que las tareas que miden exgptoyn de un ambiente nuevo. En nuestro
modelo, al evaluar la memarde largo término en ed&rea, encontramos una menor
interaccion de los individuos que sufrierd& una malnutriciéon pmatal proteica con
el objeto novedoso, resultado que nos estsefialando un defecto en este tipo de
memoria. Este defecto fue mas evidente gjuebtenido para elprendizaje espacial
medido con el laberinto en Y. Esfwuede deberse a que, como se mencion6
anteriormente, el test del objeto novedosmés complejo, 0 a que los defectos sean
mayores cuando esta involucrada una nreande largo término. Podemos descartar
una falta de preferencia por la novedad @stado de ansiedad inducido por el objeto
nuevo ya que no encontramos diferencias @doda presentacion del objeto nuevo se

realiz6 al poco tiempo del entrenamiento.

El hipocampo es una estructura ceatlque cumple un rol importante en
tareas de aprendizaje espacial, en la dm@non de la memoria, en la estabilizacion
de la memoria de corto término en una de largo término, y en el procesamiento de
situaciones estresantes (190). En concordaran esto y con los defectos cognitivos
y caracteristicas comportamentales lde individuos HP, encontramos que la
densidad de neuronas maduras en diversass de esta estructura era menor en

individuos que habian sufrido dea malnutricién perinatal.

Contrario a lo esperado en un primer momento, no encontramos un indicio de
menor plasticidad sinaptica, medida coehmimero de espinas dendriticas, si no por
el contrario, un incremento en la misnmas hembras HP luego de tres semanas de
rehabilitacion alimenticia. Este resultadmcuerda en parte, con lo observado para la

expresion de ciertos genes, como discutird a continacion. Sin embargo son
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necesarios estudios, que involucren la @a@ibn del estado de maduracion de las

espinas, utilizando ademas un mayor nimero de animales.

Alteracion de la expresion génica y posible relacion con las caracteristicas
comportamentales y cognitivas des landividuos que fueron sujetos a una
malnutricién proteica perinatal.

Los estudios a nivel molecular fueron realizados en hipocampo y corteza
cerebral. El primero fue elegido debido a que interviene en el manejo del estrés y en
una variedad de funciones de la memaasociativa, declarativa y de navegacion
espacial. En cuanto a la corteza, divemasgas de la misma intervienen en tareas de
memoria, la corteza prefrontal en partarulregula la expresion y consolidacién de

memorias asociativas.

Uno de los genes estudiados, la neofota BDNF, es esencial para la
plasticidad sinaptica en el adulto y péagormacion de diversos tipos de memoria,
tanto asociativa como declarativa. La nmasge expresa en diversas areas del cerebro
como el hipotalamo, la amigdala, el hipopany el neocortex (232En este trabajo
encontramos una menor expresion del mensaje BDNF en cortezas de machos y
hembras de 3 semanas de edad del grupoBEdfa diferencia no fue encontrada en
machos después de 3 semanas de rehabilitacién alimenticia y se invirti6 en hembras
de 6 semanas. Este resultado podria indicar que existe cierta reversion a nivel
molecular de la alteracion de la expéespénica en ratones de mayor edad, tal vez
debido a una recuperacion alimenticia. 8mbargo, se encontom alteraciones
comportamentales y cognitivas en ratones HP de 6-10 semanas, indicando que, en
caso de estar estas deficiencias ligadasapgeesion de BDNF, su aumento luego del
cambio en el alimento no fue suficientergpaliminarlas. De forma anéloga a lo
observado en este trabajo, una disminuciétaeexpresion de BDNF en corteza ha
sido reportada en ratas sujetas a unésgtosnatal por separacién materna (233),
modelo que, como ya se ha memzdo, estd asociada alteraciones
comportamentales y cognitivas similares a las que encontramos.

Los genes inmediatos tempranos Egrl y Arc han sido asociados a tareas de
aprendizaje y memoria debido a que su esign aumenta rapidamente durante estas
tareas, y este aumento es necesario para la realizacion de las mismas(234) (235). Este

incremento en la expresion se ha vistoapambas proteinas tanto en la zona del
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hipocampo como de la corteza (236,237). De forma analoga a lo observado para
BDNF, encontramos una disminucién en ampeoteinas en cortezas de hembras HP

de tres semanas, que se mantuvo egasb de Arc hasta las 6 semanas. Esta
diferencia se revirti6 para Egrl a |48 semanas y para Arc se observl la misma
tendencia, aunque no significativa para lat@ina, pero si para su mensajero. La
similitud entre la expresion de ambas proteinas concuerda con el rol de Egrl como
factor de transcripcion de Arc (238). Eorteza de machos HP encontramos un
aumento de la proteina Arc en relacianlos controles, luego de 3 semanas de
alimentacion completa.

Al estudiar la expresion de Egrl eh hipocampo, encontramos diferencias
entre grupos a las 12 semanas, siendonester para hembras HP y mayor para los
machos, en relacién a sus respectivos ctasrdestos cambios son posteriores a las
edades analizadas para los test comapmntales, motivo por el cual resultaria
interesante estudiar mas adelante sdléeyencias observadas en individuos de 6-10

semanas, se mantiene luego de un magomo de rehabifcién alimenticia.

Estos primeros andlisis indicarian geristiria una alt@cion de diversos
genes en ratones con malnutricion prot@eanatal que es revertida en algunos casos
a edades mas avanzadas, sea por la maduracion natural de ambos animales o por una
rehabilitacion alimenticia. Otra posibilida$ que no se trate de una reversion, sino
que exista un incremento transitorio dekg@resion de las proteds analizadas a una
edad determinada, y que este incrementé exrasado en ratones que sufrieron de
una malnutricién perinatal.

Estos resultados preliminares damgdr a diversas pguntas que seria
interesante abordar en estaliposteriores. Primero, si a edades mas avanzadas, con
un periodo mayor de alimentacion cdetp, estas deficiencias se siguen
manteniendo. Ademas se ha visto que BDNF se expresa en una variedad de células en
el sistema nervioso central, esto es fibashds, astrocitos y neuronas de diversos
tipos (232), de forma que seria interesantedés en que tipos celulares se encuentra
alterada la expresion del ARNm. Finalmemes queda por saber si el aumento de
BDNF, Arc y Egrl, que se ha reportado weten el hipocampo dante la ejecucion
de tareas que requieren de un aprendespacial, se produce con la misma magnitud
en ratones que han sufrido de mmanutricion proteia perinatal (239).
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La quinasa Cdk5 es una proteina querseuentra ampliamente expresada en
el sistema nervioso central. A travéssiis funciones como reguladora del reciclado
de las vesiculas sinapticas, la formaciénedpinas dendriticag la excitabilidad
neuronal, facilita la plastidad cerebral, el aprendizajda memoria (240). De forma
opuesta, se ha visto una mejora tameas de aprermhje en ratonesknockout
condicionales para este gen. Su actividad exacerbada en neuronas puede llevar
ademas a la neurodegeneracion (194)e&ie trabajo encontramos una disminucién
en la cantidad de Cdk5 en cortezas oecims HP de tres semanas. Al estudiar
machos HP de 6 y 12 semanas encontsaoro aumento de la misma en corteza e
hipocampo, respectivamente. En heash HP la expresion de Cdk5 fue
significativamente menor en corteza a8 & semanas. En machos nuevamente los
cambios se encontraron asociados a edawgores luego de una rehabilitaciéon
alimenticia. De cualquier forma, debidoral dual de Cdk5, es ficil interpretar el
sentido de estos cambios. Estudiar mas atierefecto de los inhibidores de Cdk5 y
la expresion de sus reguladores p3p2p en neuronas furomales o apoptéticas,
puede ser de utilidad para entender megjeé papel juega Cdk5 en relacion con la
neurodegeneracion o plasticidad,rerestro modelo de malnutricion.

En cuanto a la presencia de diversas modificaciones epigenéticas, pudimos
observar un incremento transitorio en logetes de H3 e H4 acetilada global corteza
de hembras HP, y un incremento hastalpanenos las 12 semanas de vida en los
niveles de H3 acetilada en hipocampo. Egis indica que la nfreutricién perinatal
provoca un cambio general en la transcripdérdiversos genes en ratones. Estudios
futuros enfocados en los genes que seanican diferencialmente regulados, podran

proveer informacion acerca del sentido de este cambio.

Cabe destacar que el hecho de emeontina reversion en las diferencias
observadas en la expresion de diversosgygren el aumento de espinas dendriticas a
edades mas avanzadas, no elimina la posibitigague los efectos de la malnutriciéon
sean perdurables en el tiempo, especiateneuando la misma estuvo presente en

etapas claves del desalo de los individuos.

Las crias de ratones que sufriearauna malnutricion perinatal muestran

cambios en el desarrollo y alteracionesmportamentales sexo dependiente.
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Evidencias recientes sugieren que las consecuencias a largo plazo de un
ambiente adverso en etapas tempranasierrollo, podrian nestar limitadas a la
generacion expuesta al mismo, sino queripodtransmitirse a las generaciones
siguientes que nunca estuvieron en contacto el mismo (241). En el presente
trabajo pudimos observar que las crids los ratones que sufrieron de una
malnutricion proteica perindtgpresentaron también un leve retraso en el desarrollo
neurologico medido por ekflejo de enderezamiento &nsuperficie y el reflejo de
geotaxis negativa, reproduciendo parcialmezitelefecto obseado en la F1, aun
cuando esta nueva generacion nunca estuvo expuesta a una alimentaciéon deficiente.
En este caso el cambio producido por ebimie tendria el mismo sentido para
ambas generaciones, tal como se ha \ist@ el cuidado mateo, el manejo del
estrés y la presencia de comportamiemtesipo depresivo en roedores (37) (169)
(170). De forma opuesta, ciertos rasgogaadores del desarrollo fisico, como la
aparicion del pelo dorsal y ventral, fueron observados a edades mas tempranas en
ratones cuyos padres y madres sufrieslenuna malnutriciéon perinatal. Un efecto
similar fue observado en humanos, en dolodenietos de mujeres que estuvieron
embarazadas durante la hambruna holangiesgntaron un aumento en la adiposidad
neonatal. Ademas el indice de masa calpfre mayor en recién nacidos hijos de
padres que fueron expuestos a la hambmnaero (241). Este leve adelanto en el
desarrollo fisico seria conwste con una respuesta compensatoria que prepararia a
las generaciones futuras para enfrentamabiente adverso con el que estuvieron en
contacto los padres (242).

A nivel comportamental las alteraces observadas en la F2 fueron
dependientes del sexo. En hembras eseontraron evidencias de un menor
comportamiento exploratorio, mientrague los machos presentaron un mayor
comportamiento de tipo depresivo. La heremtdauna respuesta al estrés alterada ha
sido observada en modelos de estrés pakpar bajo cuidado materno, y estrés
prenatal, por restriccion fisica de la dmna, como se ha mencionado ya en la
introduccion (37) (170). Ademas una degencia con el sexo ha sido reportada
utilizando un modelo de inestabilidadcsd generada por una perturbacion de la
jerarquia social durante la adolescen(243). En este trajo se encontré una
alteracion en los niveles de ansiedatby comportamientos sociales que fue mas
marcada en hembras, sin embargo sololgpdinea paterna se heredaron la totalidad

de estas caracteristicas.
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En lineas generales durante el desarrollo de esta tesis establecimos un modelo
de malnutricion proteica perinatal entaes, en donde encontramos alteraciones
comportamentales en las tres generasoestudiadas, la FO, F1 y F2. Ademas
encontramos defectos cognitives la F1 y un desarrollo diferencial en la F1 y F2.

Los cambios cognitivos y comportamentatis la F1 estuvieron acompafados por
cambios estructurales en el hipocampo y exyaresion diferencial de diversos genes
dependiente de la edad. El establecitdedel modelo de malnutricibn y estos
primeros estudios abrieron una nueva lideainvestigacion que ha dado lugar a

diversas nuevas e intsantes preguntas.
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1. Animales y dietas.
Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6JFcen (en adelante C57BL/6J) y de la

colonia CrlFcen:CF1(en adelante CF-1del Bioterio Central de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de BueAa®s, con la excepcién de una camada de
animales C57BL/6J producida eh bioterio de Facultad d€iencias Veterinarias de la

Universidad Nacional de La Plata. Las dietikzadas en esta tesis fueron preparadas de
acuerdo al reporte realizado por la AIN-92éRes, Nielsen et al. 1993) y su composicion

esta detallada en la Tabla 1.

Dieta Control (CP) Dieta Hipoproteica
(HP)

Ingredientes Peso Caloriag Peso Calorias

(g/kg) (kcall/kg) (9/kg) (kcal/kg)
Almidén de maiz 529,5C 2.118,00 639,5C 2.558,00
dextrinizado
Caseina 200,0C 800,00 90,00 360,00
Sacarosa 100,0C 400,00 100,0C 400,00
Alfa Celulosa 50,00 0,00 50,00 0,00
Aceite de soja 70,00 630,00 70,00 630,00
Mezcla de 35,00 0,00 35,00 0,00
minerales(AIN-93G-MX)
Mezcla de vitaminas 10,00 40,00 10,00 40,00
(AIN-93-VX)
L-Cistina 3,00 12,00 3,00 12,00
Bitartrato de colina 2,50 0.00 2,50 0,00

Tablal: Composicion de las dietas expresado en gramos por kilogramo y valor energético
aportado por cada componente expresado en kilocalorias por kilogramo de dieta.

Salvo excepciones indicadaspaincipio del trabajo déesis en donde se testearon
dietas hipoproteicas con un 6% u 8% de casda dieta hipoproteica utilizada es la que

figura en la tabla (9% caseina).
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Los ratones parentales (FO) machos miwes fueron alimentados con dieta control
o hipoproteica durante los cinco dias previogpareamiento. EI mismo se realiz6 alojando
dos hembras nuliparas por diez dias consaexufivego de los cuales cada hembra fue
alojada individualmente. Los parentales fueron alimentados con dieta control o
hipoproteica durante el apareamiento, luedacdal las hembras fueron mantenidas con la
dieta correspondiente y su peso fue contlml@eriédicamente. En los primeros dias
postparto se removieron los individuos exceegrton el fin de balancear el nimero de
crias entre camadas. Las hembras de la FOdesmués del destete fueron testeadas en el
laberinto elevado en cruz y el campo abieiteyron mantenidas con la misma dieta hasta
la finalizacion de los test. kacrias (F1) fueron destetadak dia 21 posnatal (P21),
momento a partir del cual fueron alimedda con dieta estandar de bioterio.

Para la obtencion de una segunda gen@ma(t2), se utilizaron un macho y una
hembra de distintas camadas de la F1 (2@éjo perteneciented mismo tratamiento
(control o hipoproteico de acuerdola dieta de la FO). Se siguié el mismo protocolo de
apareamiento utilizado para la FO, con laepcion de que se mantuvo a los animales con
alimento estandar de bioterio en todo momento.

Los animales fueron mantenidos en unc® 12 horas de luz (6:00 a 18:00) y 12
de oscuridad. El agua y leomida fueron suministradcad libitum Los experimentos
fueron realizados respetando las regulacidoeales y las enunciadas por el National
Institute of Health (NIH) en sGuide of the Care and Use of Laboratory Anim@dH
publicacién 80-23/96). Los protoad experimentales fuerongsiamente aprobados por la
Comision Institucional para el Uso y CuidadoAtemales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, &hsidad de Buenos Aires. Se realizaron los
esfuerzos necesarios para minimizar el sufrimiento animal y el numero de individuos

utilizados.

2. Evaluacion del desarrollo.

2.1. Desarrollo fisico.
Las crias fueron pesadas dia por medio arphatP1. Para el estudio del desarrollo

fisico los siguientes cambios fueron obselos y registradogpara cada individuo:

aparicion de pelo dorsal y ventral, desmkpalel pabellén auditivo, apertura del canal
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auditivo y apertura de los ojos. Los parametfisicos fueron expresados como el dia
postnatal en el cual se oba&ia aparicion de los mismos.

2.2. Desarrollo neurolégico.
El progreso en el desarrollo neurologfoe evaluado durante la lactancia mediante

los siguientes test:

Reflejo auditivo:Las crias fueron colocadas sobre una superficie plana. Se utilizo

una pieza de cotillon para producir un stinde 80 dB sobre un background de 74 dB a
15cm del animal, y se registro la ausenciaes@ncia del reflejo de sobresalto. Este reflejo
fue evaluado en las edades impares entre P15y P21.

Reflejo de enderezamiento en la superfitias crias fueron colocadas sobre sus

espaldas sobre una superfigiana y se tomoé el tiempgue les llevaba volver a una
posicién ventral, hasta un méo de 60 segundos. Este rafleje midio a partir de P2
hasta que fueron capaces de ejecutar elmienio en no mas de un segundo durante dos
dias consecutivos.

Geotaxis negativd:os ratones fueron ubicados sobre una grilla metalica con 25° de

inclinacién, con la cabeza orientada haciajalFigura 1). EI desempefio fue medido
como el tiempo que les llevo rotar 90°, hash méaximo de 60 segundos. Las mediciones
fueron realizadas en las edades impares entre P 5 a 13.

Fuerza de agarréa fuerza de agarre se testea por medio en crias de entre 12 y
20 dias de edad. Las crias fueron colocadaieama grilla metalica que fue ligeramente
sacudida para que los individuos se aferraragila. La grilla fueuego girada 180° en
sentido vertical dejando a los ratones colgaBda@m (Figura 2) poencima de una jaula
con lecho limpio. Se regist@ tiempo durante el cual peamecieron aferrados a la grilla

hasta un méaximo de 60 s.
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Figura 1: Grilla inclinada para la medicion de la geotaxis negativa.

Figura 2: Montaje para la medicion de la fuerza de agarre.

3. Observaciones y test comportamentales.

3.1. Comportamiento materno.
El cuidado materno fue evaluado entrs ldias P1 y P7. Las madres fueron

observadas todos los dias durante una hdra ks 10:00 y las 12:00. Durante este tiempo
se registrd, cada minuto, la actividad real&zgmbr las madres. Estas actividades fueron
clasificadas en las siguientes categorfasstura de amamantamiento sobre las crias,
acicalamiento de las crias (LG por las siglafidkéng and groomingen inglés), ubicacion
en el nido pero sin postura de amamantarojesifateo de las crias, olfateo del ambiente
en el nido, cavado y construccién del nido,l&@s de crias al nid@uto-acicalamiento en
el nido, traslado de criasm el hocico, beber, alimentacion, pararse en dos patig),
trepar, auto-acicalamiento fuera del nidepleracion del ambiente, dormir fuera del nido,
roer. Se realizaron 60 observaciones sej@racada un minuto durante una hora y el
tiempo dedicado por cada madre a cada udasdectividades, fue calculado asignandole 1
minuto de duracién a cada observaciéon de knmai Luego se realizé un promedio para
cada madre de los valores oltiers durante los siete dias.

Los test laberinto elevado en cruz ycaeimpo abierto en la FO fueron realizados
como se describe mas adelante para la F1lsemana luego del destete de las crias. Las
madres fueron mantenidas con el mismo atita hasta la conclusién de los mismos.

3.2. Test comportame ntales en la F1.
Los ratones no fueron manipulados previategsalvo para Bcambios rutinarios

de jaulas, a menos que se especifique loraoat Antes de cada test los animales fueron

habituados, durante 40-50 min, a la habitacdnla que se reahlizla prueba, con la
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excepcion del test de condicionamiento del miedo. Para todos los test se limpiaron los
laberintos o arenas utilizados entre animalesatanol 20%. En logest que involucraban
varias sesiones, una a contioiéa de la otra, para el mismo animal (reconocimiento de
objeto, interaccién social) las arenas no fueron limpiadas entre sesiones. El test de juego
juvenil fue realizado en individuos de entre Z2elfas de edad. Elst® de las pruebas fue
realizado en individuos de 614 semanas de edad. Para dada se trabajé en el mismo

dia con ratones de ambos tratamientos na@dosno mas de tres dias de diferencia. En
caso de realizar una serie de testeosrmteta, los mismos se efectuaron dejando un lapso
de por lo menos cuatro dias entre cada testaBa de realizar mas de un mismo test en la
misma cohorte, se respetd el siguiente ordgaraccion social, lalbmto elevado en cruz,
campo abierto, escape de la jaula, laberartoY alternancia espontanea, laberinto en Y
con claves, reconocimiento de objeto noveddsmpinancia social, condicionamiento del

miedo o test de suspension de la cola.

3.2.1. Juego juvenil.
Las actividades de juego juvenil fueron lerealas en parejas de ratones del mismo

sexo, edad y peso lo mas cercano posible niiamas fueron integradas por un raton del
tratamiento control y uno del hipoproteico quenca habian entrado en contacto. Los test
comenzaron a las 17:00 con lases dispuestas a 10 lux. Los sujetos fueron habituados a

la habitacion de testeo de forma individeal una jaula estandar sin agua ni comida. A
continuacion, cada individuo fue colocador @0 minutos en la arena experimental
(21x30x23 cm) con paredes negras y cubipdauna fina capa daserrin. Una marca

negra fue pintada en la cola de uno deseton el fin de identificarlo. Luego, ambos
ratones fueron colocados en la arena y fuelgjados para interactuar libremente por 30
minutos (245). La sesion fue grabada y analizada de forma independiente. Los parametros
de comportamientos sociales de ratones juveniles fueron los reportados por Cox y

Rissmand245), con leves modificaciones (Tabla 2).

Contacto pasivo: Sentarse estrecho contacto con el
compafiero (duracién).

Interacciones socialegGroomingsocial: Acicalado del compafiero (duracion).

IAuto-groomingsocial: Auto-acicalado en estrecho contacto
con el compairiero (duracion).
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Exploracion de la arerge testeo (duracion).

Auto groomingno social: Auto-acicalado sentado solo
(duracién).

Sentarse: Sentarse lesl compafiero (duracion).
Comportamientos no

sociales Pararse en dos pataedring) apoyado contra la pared
(frecuencia).

Pararse en dos patasdring) apoyado contra la pared
(frecuencia).

Saltar contra las paredes (frecuencia).

Olfateo Anogenital: Olfateo de la region anogenital del
compairiero (frecuencia).

Olfateo de Nariz: Olfatede la nariz del compafiero

Investigacion del [(frecuencia).
compafero.

Olfateo de Cuerpo: Olfateo del compariero en el cuerpo
exceptuando la nariz y laza anogenital (frecuencia).

Seguimiento: Seguir al compabeyor la arena de testeo
(frecuencia).

Arrastrarse por encimapor debajo del compafiero
(frecuencia).

Solicitud de Juego. Empujar (frecuencia).

Acercarse a la cabeza (frecuencia).

Tabla 2: Comportamientos medidos en el test de Juego Juvenil.

3.2.2. Interaccion social.
El dispositivo consiste en una cajatengular de poliestireno negro (15x41x25 cm)

conteniendo dos cilindros de acrilico traaagmte (d:7 cm h:15 cm) ubicados en puntas
opuestas sobre el lado mas largo. El ratén fue colocado en la caja permitiendo la
exploracion de la arena y los cilindros dueaB min. Los cilindros poseen agujeros de 1

cm de diametro distribuidos de forma homogémeéoda su superficie mediante los que se
permite la exploracion olfativa de lo que se encuentra en su interior (Figura 3). Luego de la
sesion de habituacion, en uno de los ciling®soloca un raton dsemanas desconocido
para el raton testeadoatén estimulo), y un tubde rollo de fotos erl otro cilindro. El

ratén es colocado nuevamente en la arenaguaexploracion durante 10 minutos. Ambos
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estadios fueron grabados usando el ANY-MY2¢ideo Tracking Software (Stoelting). Se

midi6 el tiempo que dedico el raton a explaebinterior de cadano de los cilindros.

Figura 3: Aparato utilizado para el test de irgecion social. Los tulsofueron cubiertos
a fin de evitar el escape de los ratonesvedt o la entrada del ratén a testear (no
incluido en la foto)

3.2.3. Dominancia social.
El dispositivo consiste en un tubo acrilde 3,4 cm de diametro y 30 cm de largo

(Figura 4). El test se rkz20 enfrentando un raton conkrp uno hipoproteico del mismo

sexo, edad y peso. Se colocaron los ratomesen cada extremo y soltandolos al mismo
tiempo de modo que se encuentren en el onddi cilindro. El test concluyé cuando uno

de los ratones retrocedié quedando la base de la cola en el extremo del tubo o cuando
ninguno de los ratones retrocedio hasta diclsicigm dentro de los 3 minutos de iniciado

el test. Se denomindé dominanal raton que se mantuvo dentlel tubo y se midio la

latencia para la emergencia de uno de los ratones.

Figura 4: Tubo utilizado para el test de dominancia social.

3.2.4. Laberinto elevado en cruz.
El aparato consiste en un laberinto dgopdscuro con una plataforma central (5x5

cm) que conecta cuatro brazos perpendicsldee 30 cm de longitud. Dos brazos tienen

paredes oscuras de poliestirad® 15 cm de altura (brazesrrados), y los otros dos sin
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paredes salvo un pequefo zécalo de 0,5 cm (brtzertos). El labarto se ubica a 50 cm

del suelo (Figura 5). La prueba realizé colocando el raton lkarplataforma central frente

a uno de los brazos abiertos y permitiendo ex@ore el dispositivo durante 5 min. La
sesién fue filmada con una camara de video colocada por encima del laberinto y grabada
con el ANY-MazeTM. Un observador sentado fude la habitacion gestrd, utilizando el
software mencionado, las siguientes actividadesumero de veces que el ratdn se paré

en dos patagdaring9, el nimero de inmersiones de cabeza y el nUmero de inmersiones
de cabeza protegidas (inmersion de cabeza mientras el animal aun estaba en la plataforma

central) y el tiempo total que ahimal dedico a acicalardeas luces se fijaron en 100 lux.

Figura 5: Vista superior del laberinto elevado en cruz.

3.2.5. Campo abierto.
El campo abierto consiste en una arena cuadrada de 45 cm de lado con paredes y

fondo oscuros (Figura 6). Una zona central28ecm de lado fue marcada virtualmente
mediante el Software ANY-Maz¥ El resto de la superficide la caja se denomina
periferia. El raton fue colocado junto a uno de los lados y se les permitid explorar el
ambiente durante 20 min. La sesion fue gdaby el movimiento de los ratones fue
registrado utilizando el ANY-Maz¥. Un observador sentadera de la habitacion
registro, utilizando el software mencionado, dagiientes actividades! nimero de veces

que el ratdn se pard en dos patearingy, y el tiempo total que el animal dedico a

acicalarse. Las luces se fijaron en 100 lux.
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Figura 6: Vista superior del campo abierto.

3.2.6. Escape de la jaula.
Los ratones fueron colocados en una jaddmtica a su jaula de alojamiento con 3

cm de lecho limpio y dejados durante 10nnaein la habitacion. Durante ese tiempo se
registraron las siguientes adtisdes: niumero de trepadas a la pared de la jaula (definida
como el niumero de veces que el raton seatael borde la pared con las extremidades
delanteras levantando del suelo las extrenaglgoosteriores) y los intentos de escape
(definido como el numero de veces que elnati@anza ubicarse corslauatro patas sobre

la pared de la jaula). Los raies fueron devueltos a la jaulatdsteo luego de cada intento

de escape cada vez que se lo considecésario. Las luces fueron fijadas en 10 lux.

3.2.7. Test de suspension por la cola.
El dispositivo esta constituido por uraalbre delgado sostenido por dos soportes

verticales (Figura 7). Los ratones fueron sugpdos del alambre por la cola mediante
cinta adhesiva de algoddén durante 6 minutosregestrd el tiempo total de inmovilidad

durante la sesion la sesionslaces se mantuvieron a 100 lux.
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Figura 7: Vista superior del aparato para el test de suspension por la cola.

3.2.8. Laberinto en YAlternancia espontanea.
La memoria de trabajo se evalué mediatt@desempefio en uterea de alternancia

espontanea en un laberinto enBf.equipo consiste de unaepa de acrilicdransparente

con tres brazos de 40 cm de largo, 13 cm de altura, 3 cm de ancho en la base y 10 cm en
los bordes superiores, con ambas paredes agb limclinadas con ehismo angulo interno
(Figura 8). Los pisos del laberinto estan eufois con una base de syntrax negro para
facilitar el seguimiento de $oanimales. El raton fue colataen el extremo de un brazo y

se le permiti6 explorar libremente el laberinto durante una sesion de 8 minutos. El
recorrido realizado por el &t fue registrado con una camamocada directamente sobre

el laberinto y luego analizadmwn el software ANY-Maze. La ise fijo a 30 lux durante el

test. La alternacion correcta fue definida cama serie de tres entradas consecutivas, una
en cada uno de los brazos terinto. De esta forma el m@&ro maximo de alternancias

fue igual al nimero total de entradas menos poslo que el porcentaje de alternancia se
calcul6 como: alternancias correctas/maxide alternancias. Las reentradas al mismo

brazo luego de pasar por el centro, rerdm consideradas como cambios de zona.
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Figura 8: Vista superior del laberinto en Y.

3.2.9. Laberinto en YTesteo con clave.
Con el objeto de evalual reconocimiento y apreradije espacial se aplico una

prueba de dos sesiones con claves espa@aled laberinto en ¥Y246). Se utilizo el
mismo equipo que en el punto anterior. Si bienterior de los tres brzos es idéntico, por

lo que no hay posibilidad de identificaci@spacial, la transparencia de sus paredes
permite la visualizacion de claves exterrizss mismas consistieron en diferentes figuras
geomeétricas con o sin patrones atdores, ubicadas en las pdes de la sala. El raton a
testear fue colocado en el extremo de uno gidtazos (brazo de inicio), y se le permitié
explorar el laberint@on uno de sus brazos cerradosgbrnovedoso) durante 10 minutos
(sesion de entrenamiento). Se utilizé el midmazo de inicio para todos los ratones, pero
se alternd la ubicacion ddbrazo que se mantiene aibie (familiar) durante el
entrenamiento. Terminada la sesion de eatréento y luego de un lapso de 20 min el
raton fue colocado nuevamente en el brazo ideidel laberinto y se le permitié explorar
libremente los tres brazos del mismo duranteirb (sesion de testeo). La luz se mantuvo a
30 lux durante ambas sesionesaPados los individuos se retyid la elec@n del primer
brazo (novedoso vs. familiar), eimero de entradas, la distancia recorrida y el tiempo que
dedicaron a la exploracion de cada brazo el programa ANY-Maze. No se encontraron
diferencias entre individuos del mismo tratambiede acuerdo a cualdua designacion del

brazo novedoso y del familiar, por lo que se decidié promediar estos resultados.
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3.2.10. Reconocimiento del objeto novedoso.

3.2.10.1. Testeo de memoria de corto término.

El test de reconocimiento de objetovedoso fue llevado a cabo en una arena
experimental de paredes negras (21x30x23 (Eigura 9). Cada ensayo consistié de tres
sesiones. Durante la primera sesiéon (habifurgdbs ratones fueron lmzados en el campo
experimental durante 5 mirEn la segunda sesion, dos etbg idénticos (objetos
familiares) fueron colocados en la arena y se permitio a los ratones explorar durante otros 5
min (entrenamiento). Los objetos utilizadosnsgestran en la (Figura 10 A y B). Durante
la Ultima sesion, sesion de tastds objetos fueron reemplazagms un objeto idéntico al
familiar y otro nuevo (objeto novedoso). La duracion de la ultima sesién fue también de 5
minutos. Entre sesiones losaaes fueron removidos de leearn y colocados en una jaula
idéntica a la de alojamiento por cinconmios. Los ensayos fueron grabados y el
movimiento de los animales registraddilizando el ANY-MazeTM Video Tracking
Software (Stoelting). El tiempo de exploi@at de cada objeto (cabeza del raton apuntando
hacia el objeto a corta distaa) durante las fases de entrenamiento y de testeo fue
determinado por un observador utilizands lgrabaciones del swofare. Se calculd el
porcentaje de tiempo durantecelal el ratén explora el @io novedoso con respecto al
tiempo de exploracion de ambobjetos durante el testeo. SHernd el tipo de objeto
novedoso y la posicion (derecha o izquierda) en la arena entre individuos de forma
balanceada para ambos tratamientos. Noemseontraron diferem@s dentro de cada
tratamiento en el tiempo de exploracion dejeto novedoso de acuerdo al tipo o la
ubicacion del mismo, por lo que se promediastos resultados. Las luces se mantuvieron

a 10 lux durante todo el ensayo.

Figura 9: Test de reconocimiento del objeto novedoso. Area de testeo con dos objetos
diferentes a fines ilustrativos.
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3.2.10.2. Testeo de memoria de largo término.

Esta variante se realizé en la mismanar experimental con los objetos que se
muestran en la (Figura 10 B y C). Se reabimados sesiones de 5 min de habituacién en
dias consecutivos. A partir lddia siguiente se realizaron 3 sesiones de entrenamiento con
dos objetos iguales (familiafjede 7 min cada una. Los animales fueron testeados 24 h
después con el objeto familiar y el novedosaadte 5 min. Al final de la sesion de cada
dia los individuos fueron devueltos a sus jaulesdo el test fue llevado a cabo con la
intensidad de la luz fijada a 10 lux. Se rardin los mismos parametros que para la version
de testeo de memoria de corto término. De igual forma se balanceé la posicién y tipo de

objeto novedoso entre individuos del mismo tratamiento.

(A) (B) (©)

Figura 10: Test de reconocimiento del objeto novedoso. Objetos utilizados. (A) y (B)
fueron empleados para testear la memorieatd® término, mientras que (B) y (C), para
la de largo término.

3.2.11. Condicionamiento del miedo.
El equipo consiste en una camara dadicionamiento de acrilico transparente

(24,5 x 24,5 x 42 cm) ubicada dentro de una dajmadera con tageontal transparente.

El piso de la camara es una grilla de barraalelas de acero inoxidable, cada barra de 0,3
mm de didmetro y espaciadas 0,8 mm entre dllagyilla se conecta a un dispositivo que
controla las presentaciones (duracion e intexide los tonos y los shocks eléctricos para
el condicionamiento. El experimento se reabratres sesiones. El entrenamiento (dia 1)
consistié en una sesion que se inici6 conperiodo de aclimatacion a la camara de dos
minutos. Cumplido este tiempo, se le present@da raton un tono & dB durante 10 s,
superpuesto durante el ultimo segundo con velkskléctrico (0.6 mAL s) proporcionado

a través de la grilla. Los ratones se rogi@ron durante un minuto mas en la camara y
luego fueron retornados a sus jaulas. El coadamiento de miedo asociado al contexto
fue evaluado 24 h después del entrenamiento (dia 2) colocando nuevamente al ratén en la

camara de condicionamiento en ausenci@aode y shock eléctrico. Los animales fueron
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testeados también con el tonoadrdia posterior (dia 3) paevaluar el condicionamiento
con clave. Este testeo se realiz6 pressio el mismo tono utilizado en la sesién de
entrenamiento, pero en un corttermodificado. Para esto sel@od en la misma camara de
condicionamiento un piso blanco para ocultar lidagrparedes semicirculares de color
verde y aroma a esencia de vainilla. Ademé&sasebio la intensidad de la luz de la sala y,
entre individuos, se limpi6é la camara condacaceético 4%. A cada raton se le permitio
explorar la camara modificada durante Zhumos antes del tono. Aontinuacion se les
presentd el mismo tono usadoardia 1, pero durante 4 mingt Las tres sesiones fueron
grabadas. Se determin6fetdezing(cuando el ratén no realizads movimiento que el de
respiracion) durante el entrenamiento, eleestontextual y el testeo de clave antes y
después del tono.

La memoria fue expresada como el porcentaje de tiempo que el raton presenté una
respuesta déeezing el cual es un rasgo ampliamente utilizado para evaluar la respuesta
de miedo del animal (247). EI mismo se miidealizando una observacion del animal cada
5 segundos y registrando si se encontrabaun estado de freezing o no. Para el
entrenamiento y el testemrextual se obtuvieron 60 wlieiones a lo largo de 300
segundos, y para el testeo con clave 24iom@nes en los 120 segundos pre-tono y 24

mediciones durante los 240gsmdos de duracion del tono.

4. Analisis de la expresion génica.
4.1. Extraccion de corteza e hipocampo.
Ratones de ambos sexos fueron sacrificgaoglislocacion ceical a las 3, 6 y
12 semanas de vida. Cada raton fue decapitagoextrajo el cerebro del cual se separé
la corteza y el hipocampo. @& una de las muestrasefudpidamente depositada en
nitrégeno liquido y conservada a -80 °Gsthasu uso para la extraccion de RNA y

proteinas totales.

4.2. Analisis de ARNm por RT-PCR.
4.2.1. Extraccion de ARN.

Se realiz6 la extraccion de ARN majeso de corteza e hipocampo utilizando el
reactivo Trizof de Invitrogen de acuerdo al provte que se describe a continuacion.

La muestra de tejido fue colocada entubho eppendorf de 1,5 ml al que se le

agregaron 50Ql de Trizol. Se utilizé un potter plastiapto para eppelorf para disgregar
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el tejido con la solucion de Trizol y sentrifug6 en una centrifuga HERMLE (2233 MK-
2) a 12.000 g a 4 °C durante 10 min. El sobrantse transfiri@ un nuevo tubo, se le
agregaron 5@ de cloroformo y se agité cada tuaanano durante 15 s aproximadamente.
Se centrifugaron las muestras duratfienin a 12.000 g y 4 °C. Se separaron di5de la
fase acuosa (ARN) y se le agrego 1b@e isopropanol. Se dejo precipitar por lo menos 1
hora a -20 °C y luego se centrifugd nuevaraelurante 10 min a 12.000 g y 4 °C. Se lavé
el pellet con la adicién de 1 ml de eta®% frio, se vortexed hasta que el mismo se
despegd del fondo del tubo y se centrifugd pJomin a 7.500 g y 4 °C. Este proceso se
realiz6 dos veces en total. A continuacionseeo el pellet durante10 min a temperatura
ambiente cuidando que el mismo no se segmeasiado y luego se resuspendié el ARN en
20 ul de HO Milli-Q. Para facilitar la resusperisi del ARN se llevaron las muestras a -80
°C por al menos 5 min y luege calentaron a 60 °C por &in. La concentracion y pureza
del ARN se determind en upl de la suspension mighdo en un Nanodrop 2000
spectophotometer (Thermoscientific) la satbancia a 280 nm Ja relacién de
absorbancias a 280/260 nm y 280/230 nm, respectivamente. El resto de la muestra fue
almacenada a -80 4@&sta su utilizacion.

4.2.2. Sintesis de cDNA.
Se utilizé 1ug de ARN por reaccion. En caso de tpeoncentracion de la muestra

fuera mayor a 0,hg/ul se le agrego el volumen de® Milli-Q necesario para llevarla a
esa concentracion. Se tomaropl 2le esta solucion para la reaccion de sintesis. En caso de
haber obtenido concentraciones menores au@/sl se tomd el volumen necesario para
llegar a una cantidad deuy de ARN. Luego se agrego a cada tuhd de dNTPs 10 mM

y 1 ul de oligodT de 17 nucleotid de largo y se llevé a 18 con HO Milli-Q. Las
muestras fueron calentadas$5 °C por 3 min en un teaticlador Biorad (MyCyclét).
Luego se enfriaron durante 1 n&n hielo y se les agregarom#de buffer de reaccién 5X
(Promega), lul de enzima transcriptasa reversa de M-MLV (Promega)wy @ HO
Milli-Q. La reaccion deretro-transcripcion se llevo @abo durante 50 min a 37 °C y fue
finalizada calentando a 70 °C durante 15 mmnel termociclador. Una vez obtenido el
cDNA se diluy6 5 veces con el agregado d® Willi-Q.
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4.2.3. PCR semi-cuantitativa.
Las reacciones de PCR se hicieron ggparado para cada par de primers.

De forma general cada una llevo 2Jsde buffer de reacén 10X (Invitrogen),
2,5l de mezcla de dNTPS 2 mM cada unql He mezcla d@rimersdirecto (Fw) y
reverso (Rv) 5 mM cada uno, 5% DMSOQOLy5 unidades de enzima Taq polimerasa
(Invitrogen). La cantidad de Mggutilizada paracada par derimersse detalla en la
Tabla 1. La mezcla de reaccion fue llevada a un volumen final gé @ H20d. La
reaccion de PCR se llevé a cabo en aligo mencionado anteriormente y tuvo los
siguientes ciclos:

Desnaturalizacion inicial 95 °C 3 min

Desnaturalizacion 94 °C durante 1 rmin

Hibridizacion X °C durante 30 s Y repeticiones

Sintesis 70 °C 1 min

Los primers utilizados para cada gen, lameeratura de hibridizaciéon y el

numero de ciclos se detallarcontinuacion en la tabla 3.

Gen Primer Fw Primer Rv MgCI2 Temperatura Nimero de
(ng/pl) Hibridizacion (X) | repeticiones
(Y)
GAPDH | 5- 5
GGCATTGCTCTCA | GGCCTCTCTTGCT 1.5 57 19
ATGACAA-3 CAGTGTC-3
CalNo 5" 5
CAGTCGGACGGG | GCAACGGCTTTCA 1.5 56 26
ACGAGCAG-3 CCACCCTG-¥
CalNy 5" 5
CATGAATGCAGGC | TAAGAGGGCAGCA 1.5 53 32
ATCTTAC-3 AGAGGAA-3
Arc 5" 5
AGTCTTGGGCAGC | TGGTATGAATCAC 1.5 57 27
ATAGCTC-3 TGCTGGGG-3
Egr1 5 5
TTCAATCCTCAAG | GAGAAGCGGCCA 1.5 57 26
GGGAGCC-3 GTATAGGT-3
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TrkC 5- 5-
CCAGGAAGACCTT | AGAACCCCCAGTA 15 57 29
CCCAAAG-3 CTTCCGT-3

TrkB 5- 5-
CATGAAAGGCCCA | GTCGGGACCGCC 1.25 57 27
GCTTCGGTCA-3 CTCCGAAG-3’

Reelin 5- 5-
CTCGACAAGCATC | AGGTTGGTTGTAG 15 56 32
CAGTCTTC-3 GCAGGTG-3

BDNF 5- 5-
GCCTTCATGCAAC | TGAGTCTCCAGGA 15 55 29
CGAAGTA-3 CAGCAAA-3

NGF 5- 5-
TCTGTGTACGGTT | CAGCTTTCTATACT 15 55 29
CTGCCTG-3 GGCCGC-3

c-Fos 5- 5-
TTCGACCATGATG | TTGGCACTAGAGA 15 57 30
TTCTCGGG-3' CGGACAG-3

Tabla 3: Secuencia de los iniciadoreprifnery hacia adelante (Fferward) y reverso (Rv-
reverse utilizados para cada gen, junto con el porcentaje de MgOMSO de la reaccion, la
temperatura de hibridizacién y el nimero de ciclos totales.

Cada muestra fue analizada porlégulo o triplicado para cada gen.

4.2.4. Electroforesign gel de agarosa.
Las muestras fueron tratadas copnl%e buffer de siembra (30% glicerol, 0,1

ng/ml de Orange G) y sembradas en un gel de agarosa 2% en Buffer TBE (tris base
1,08%, acido borico 0,55%, EDTA 0,01%) conud/ml de bromuro de etidio. La
electroforesis se realiz6 a 120 V en buff@E. El producto de PCR se visualiz6 y
fotografié utilizando el guipo G-Box de Syngene. Latémsidad de las bandas se

cuantifico utilizando el pgrama Image J (NIH).
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4.3. Andlisis de proteinas por western blot.

4.3.1. Extraccion de proteinas.
Para la extraccion de proteinas totales cada muestra fue homogenizgddteron

plastico en un eppendorf deb ml con el agregado de 50Dde una solucion SDS 2% en
buffer tris 0,125M pH 6,8. Una vez disgregdaanuestra fue incubada a 70 °C durante 10
min y luego centrifugada por 20 min a 8.500 g. $@mseel sobrenadante y se descart6 el
pellet. La concentracién de proteinas stemaind en una alicuotatilizando el reactivo
“BCA protein assay” de Pier@esiguiendo las instruccionesldabricante. Las muestras
fueron resuspendidas en Buffer de sieanbK (tris 0,125M, glicerol 22%, SDS 5%;
mercaptoetanol 0,7 M y azul de bromofenoluea relacion 4:1. Previa la realizacion de

la corrida electroforética, cada muestra faonicada por 15 seg a 50% de amplitud y

calentada a 100 °C durante 10 min.

4.3.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida.
En todos los casos las mtras fueron analizadas em gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (248). Se adtilel sistema vertical Mini Format 1-D
Electrophoresis Systems de Bio-Rad. El gel sspa (inferior) se preparo6 al 12% (1,5 ml
de HO destilada estéril, 1,6 ml de soluciénaigilamida/bisacrilamida al 30%, 0,8 ml de
tris 1,5 M pH 8,8, 4Qu de SDS 10%, 4@l de persulfato de amonio 10% y 4;bde
TEMED). En algunos casos el porcentaje de poliacrilamida utilizado fue del 10% o 15%.
En ambos casos el gel concentrador (sapese prepar6 &% (2,04 ml de kD destilada
estéril, 0,51 ml de solucion de acrilamidiggacrilamida al 30%, 0,37 ml de tris 1 M pH
6,8, 30ul de SDS 10%, 3@l de persulfato de amonio 10% yuBde TEMED). En un
pocillo se sembré 1ul del marcador de peso molecular (PageRuf@estained protein
ladder, Fermentas). Luego se realizo la elémtesis, a 120 V, en buffer tris-glicina-SDS
1X (tris base 25 mM, glicina 250 mM pH 8,3, SD,1%.) hasta que el azul de bromofenol

alcanzé el extremo inferior del gel separador

4.3.3. Transferencia a membrana.
Una vez concluida la separacion electraioeg las proteinas fueron transferidas a

un soporte solido, en este caso una membramérdeelulosa (249). Una de las caras del

gel fue apoyada sobre un fragmento denfm@na de nitrocalosa (RPN303D Hybond -
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ECL 0,45um GE Healthcare) del mismo tamafamybos fueron colocados entre papeles
Whatman 3MM previamente humedecidos en butie transferencia 1X (Tris-glicina 1X,

SDS 0,01%, metanol 20%) y estos a su vez colocados entre dos esponjas de poro grande y
dentro de un soporte plastico. Toda danstruccion fue sumergida en la cuba
electroforética, con buffer deansferencia 1X y con la memama de nitrocelulosa del lado
anddico. La transferencia seW6 a cabo a 200 mA, durante 60 min.

4.3.4. Deteccion de proteinas.
Luego de la transferencia, la membrad& nitrocelulosa fue sumergida en una

solucion de bloqueo (leche descremada engpbPo en PBS 1X) y se dejo en agitacion
ON. a 4 °C para reducir los sitios poteresalde union de protes irrelevantes. La
membrana se lavd 2 veces con Tween 20 0,05% en PBS 1X, durante 10 min. Luego se
incubd con el anticuerpo secunidacorrespondiente conjugadon la enzima peroxidasa

de rabanito (HRP) diluido esplucién de bloqueo durante 60 min a temperatura ambiente.
La membrana se lavo 2 veces nuevamente Tween 20 0,05% en PBS 1X, durante 10
min. Para visualizar las proteinas de inte@sitilizo el kit de deteccion ECL (Amersham
Pharmacia Biotech), basado en la producdérguimioluminiscencia como consecuencia
de la digestion de un sustrato de la enzim®HR sefial fue detectada en un analizador de
imagenes Bio-lImaging Analyser Fujifilm L$1000. Como control de carga del gel se
utilizé la técnica de tincion dan gel de proteinas corrido @aralelo con el colorante
Coomassie Blue.

Anticuerpos primarios utilizados:

Anticuerpo H3 acetilada (policlohan conejo). 06-599 Upstate.

Anticuerpo H4 acetilada (poli@hal en conejo). 06-598 Upstate

Anticuerpo anti- Actina (monocloheaton). Sc-47778 Santa Cruz.

Anticuerpo anti-histona H3, (policlonatle conejo). C-16 s8654-R, Santa Cruz
Biotechnology.

Anticuerpo anti-ANAPC2, (policleal conejo). H-295 Santa Cruz

Anticuerpo anti-Bax, (polidnal conejo) N-20 Santa Cruz.

Anticuerpo anti-CDKS5, (policlonale conejo). C-8 Santa Cruz

Anticuerpo anti-Arc, (policlonadle conejo). H-300 Santa Cruz

Anticuerpo anti-Egrl, (policlonale conejo). 588 Santa Cruz

Anticuerpo anti-H3 3 metilada Lisina @oliclonal de conejo). 07-030 Upstate
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Anticuerpo anti-H3 2 metilada Lisina @yoliclonal de conejo). 07-441 Upstate
Anticuerpo anti-H4 acetilada Lisina 12, (wbbnal de conejo). sc-34266 Santa cruz
Anticuerpo anti-HP& (monoclonal ratén). 2HP-G9-AS Euromedex.

Anticuerpo anti-HP{ (monoclonal raton). MAB3450 Chemicon International.
Anticuerpo anti-sinaptofisin@nonoclonal raton). SVP-38 SIGMA

Anticuerpos secundarios utilizados:

Goat anti-mouse conjugado con HRP, A-4416 SIGMA.

Goat anti-rabbit conjugado con HRP, A-6154 SIGMA.

5. Analisis histoldgicos.

5.1. Obtencion de cortes de cerebro.
Ratones de ambos sexos de 3, 6 y 12 samde edad fueron anestesiados con

avertina 2% (0,4 mg de avertina/g de peso) gadHy perfundidos primero con solucion
salina (0,9% NaCl) y luego con parafaitehido al 4% en PBS. Se utilizd
aproximadamente 1 ml de cada solucion por grde peso del animal. Para la obtencion

de cortes para inmunofluorescencia o tinciomNdssl|, los cerebros fueron extraidos y post-
fijados durante la noche en el misrijador, previo a ser cortados a @@ de espesor
utilizando un micrétomo devibracion Integraslice 7550PSDS vibrating microslicer
(Campden Instruments). Las secciones se almacenaron en una solucidn crioprotectora
(25% glicerol, 25% etilenglicol, 50% bufféosfato 0,1 M, pH 7,4) a -20 °C hasta su
utilizacién. Para la tincién dé&olgi-Cox los hemicerebros fueron posfijados solo durante

dos horas luego de la extraccion.

5.2. Inmunofluorescencia.
La inmunofluorescencia se realizd en esren suspension utilizando entre 6 y 8

cortes de la zona a analizar, distribuidds forma equidistante. Las secciones se
bloquearon durante 1 h en PBS con 0,3% d®mtX-100 y 5% de suero de cabra y se
incubaron durante 24 h a 4 °C en un rotaclon anticuerpo monoclonal de ratén anti-
NeuN (MAB377 Millipore) diluido en solucion de bloquebuego de dos lavados de 15
min a temperatura ambiente con PBS-Twed% se procedié a incubar las secciones
con el anticuerpo secundarftuorescente (anti-ratbn Aka 555, 1:1000; Invitrogen),

durante 1 h a temperatura ambiente. Luggatros dos lavados con PBS-Tween 0,04%,
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las secciones se tifieron durante 15 min con ID&RMa) para evidenciar los nucleos. A
continuacion fueron montadas en un portaoigjeon PBS:glicerol 1:1 y almacenadas en
oscuridad hasta su uso. Las laminas fueron analizadas en un microscopio confocal
Olympus Fluoview FV1000 con un objetivo 20X y un zoom digital de 1,8X. La
cuantificacién del nimero de células iwas para NeuN en un area de 0,01486%mara

el CA1, CA2 y CA3 y de 0.00836 nfnpara el giro dentaddye realizada manualmente
con la ayuda del programa FiRara esto se seleccionadwos areas del CAL, una del CA2,
tres del CA3 y 3 del giro dentado. De cadeaase tomaron dos fotos confocales separadas
8 um en el eje Z. Se contd el numero de le@positivas en ambas fotos y se obtuvo un
valor promedio que a su vez se promedio losnvalores de las otras areas de la misma
zona del hipocampo. Este proceso se repgitiGodos los cortes provenientes del mismo
animal, obteniéndose un unico valor de cadaazoor animal. N fue el numero total de

animales estudiados.

5.3. Tincion de Nissl.
Los cortes de cerebro fueron montadogertaobjetos con carga positiva y se los

dej6 secando una noche a temperatura arebidrcontinuacion fueron colocados en vasos
de Coplin con una solucién eta-cloroformo 1:1 y dejados bt el dia siguiente en la
misma solucién. Luego se realizaron pasajes por las siguientes soluciones:

2 pasajes de 2 min en etanol ~100%

2 pasajes de 2 min en etanol 95%

15 min en violeta de cris 0,1% precalentado a 37°C
1 lavado con BDd para retirar el exceso de colorante
2 pasajes de 2 min en etanol 95%

2 pasajes de 2 min en etanol ~100%

1 pasaje de 4 min en xileno

Los preparados fueron modtzs con medio DPX (Sigma).

Se fotografiaron los cortes con uoamara incorporada a un microscopio Nikon
Eclipse E200 con un aumento de 10x. Se mélidrea del hipocampyp de las regiones
CAl, CA2, CA3 y giro dentaden 4-6 cortes distribuidosquidistantemente de cada
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animal., utilizando el programa ImageJ. Seadilna regla estandar denm fotografiada

en las mismas condicionesraabtener las medidas gm.

5.3. Tincion de Golgi-Cox.
Luego de las dos horas postfijacion se sepasdmitad del cerebrp se tranfirié a

PBS 1X. A continuacion las mismas fuervansferidas a una solucién 2,8% (m/v) de
bicromato de potasio y 8% formaldehido epOHde simple 6smosis durante 48 h en
oscuridad. Luego se cortaron los hemicerebros conservando una Unica seccién de 5 mm de
espesor de la zona del hipocampo. La tin@éncontinudé colocando la misma en una
solucién 2,8% (m/v) de bicromato de potasio y 2% formaldehido,@nskinple ésmosis
durante 24 hs en oscuridad y aote 5 dias en una soluci8rb% (m/v) de bicromato de
potasio en KO simple ésmosis, también en oscudidauego de este periodo, las secciones
fueron transferidas a una solucion de nitrato de plata 0,75%.,@nskhple 6smosis
durante 48 hs en oscuridad, y luego mantenidas a 4 °C en sacarosa 30% entre 1 y 30 dias.
Los tejidos fueron cortados usando un vibmd (Vibratome 1000Pgn secciones de 200

um de espesor. Las mismas fueron montadgsoeiaobjetos, secadas con papel de filtro
Whatman para evitar su despegado durante la deshidratacién con alcohol y xileno, y
montadas usando Balsamo de Canadé sintético. Fotografimzalea de la corteza y del
hipocampo fueron tomadas utilizando un micogso Nikon Eclipse E200 con un aumento

de 1000X. Se fotografiaron hasta 30 segtos de dendritas de no menos des20de

longitud por cerebro, en las cuales se contduehero de espinas. Los resultados fueron

expresados en numero de espinasgnorsiendo N el nimero de espinas analizadas.

6. Analisis estadistico.
Los test estadisticos utilizados en estastestan descriptos das leyendas de las

figuras y en el texto referenta cada una. Se tested noroedi mediante la prueba de
Shapiro-Wilks y homocedasticidadgtilizando la prueba de Leven€uando los datos
cumplieron con ambos principios se realiz6 elt&ttident. En caso de no cumplir con los
criterios de homocedasticidad se realiz@dareccion de Welch. Se utilizé la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney en caso de que la distribuciéon no fuera normal. Para
paradmetros analizados durante gade de dias o0 sesionesetmismo individuo se utilizé

un diseifio de ANOVA de dos factoresncmedidas repetidas, con un tesicsteriori de

Tukey para comparar entre tratamientos a diferentes dias. No se informaron las
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significancias al comparar dias diferentesapal mismo tratamiento para la geotaxis
negativa, reflejo de enderezamiento, fuerzag@re y peso, ya que no era el objeto de
estudio, y para simplificar el texto y losafjcos. Solo se informaron las significancias
entre sesiones del condicionamiento desdai En caso de resultaignificativa la
interaccion entre los dos factores, no se informo la significandiasdefectos principales
y se procedi6 a informar eesultado de los contrastes directamente. El porcentaje de
prefiez de las hembras fue caldala lo largo de diferentensayos, siendo N el numero
de ensayos. Para la evaluacion del desarf@dloo, peso, geotaxis negativa, reflejo de
enderezamiento y fuerza de agarre de la Figadz6 un promedio de las observaciones de
todos los individuos de la camada paraacadriable, siendo N el nUmero de camadas
analizadas. Para el reflejo de sobresalto y phdesarrollo fisico y neuroldgico de la F2,
se individualizaron dos o tresdividuos de cada sexo en cada camada marcandolos con
cristal violeta y se sigui6 el darrollo de los mismos a lo largo de la lactancia. En estos
casos, N fue el numero de individuos marcadodoErest realizaddsiego del destete, N
fue el nimero de individuos estudiados. Naiskzaron mas de 3 individuos de la misma
camada para los mismos. La tabla de contingegpara el desarrollo fisico de la F2, fue
realizada categorizando las variables demenids como edad “Normal” a la moda de
dicha variable, y como “Temprano” y “Tardi@ edades anteriores y posteriores a la
“Normal” de aparicion de la caracteristieaalizada, respectivamente. Se utiliz6 un
analisis multivariado a fin de buscar diferencias entre grupos combinando todas las
variables dependientes para sktde campo abierto de la F2.

Para el calculo de densidad de espie@sdriticas se anahron todos los cortes
correspondientes a la zona del hipocam@aos animales por grupo experimental.

Los datos fueron testeados con el méto@oGrub con el fin de detectar la
presencia deoutliers Los datos que fuen consideradoutliers (¢=0,05) fueron

removidos del set antes deliear el analisis estadistico.
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