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Rol de los microARNs en el establecimiento de los 

déficits cognitivos y emotivos derivados de una 

malnutrición proteica perinatal 

 

Resumen de la tesis 

 

El estrés ambiental en períodos críticos del desarrollo de un individuo, como la 

etapa perinatal, afecta el crecimiento y funcionalidad del cerebro conduciendo a 

alteraciones cognitivas y socio-emotivas. La nutrición, además de ser un determinante de 

los procesos metabólicos, tiene un rol fundamental en la maduración y el desarrollo del 

sistema nervioso central. Particularmente, una malnutrición perinatal genera una 

reprogramación del neurodesarrollo en la descendencia que puede aumentar la 

vulnerabilidad a ciertas neuropatologías. En este trabajo, se estudió el rol de los 

microRNAs en el establecimiento de los déficits cognitivos y emotivos derivados de la 

malnutrición proteica perinatal. Además, se evaluó la potencial reversión fenotípica a través 

del enriquecimiento ambiental luego del destete.  

Se observó una disminución del tamaño hipocampal y un retraso en el desarrollo 

físico y neurológico, tanto en machos como en hembras, en ratones hipoproteicos. Al 

evaluar el comportamiento de tipo ansioso, se encontró un aumento de la ansiedad en 

ratones hipoproteicos. En tests que evalúan la memoria a largo plazo se encontró que los 

ratones malnutridos recordaban menos que los nutridos normalmente. Tanto el fenotipo 

de ansiedad como el de memoria de los ratones hipoproteicos pudo ser revertido por una 

estimulación ambiental durante 5 semanas luego del destete. 

Un análisis global de la expresión de miRNAs en el hipotálamo sugirió tres 

miRNAs (miR-187-3p, miR-132-3p y miR-369-3p) que podrían constituir parte de la base 

molecular del fenotipo conductual. La expresión de uno de ellos, miR-132-3p, correlacionó 

negativamente con la expresión de la neurotrofina BDNF. La predicción de procesos 

biológicos potencialmente afectados por los mRNAs blanco de los miRNAs desregulados 

por la malnutrición perinatal, mostró a la vía de direccionamiento axonal como una 

posibilidad.  

En base a este resultado, se decidió estudiar el estado general de mielinización del 

cerebro para poder visualizar si alguna de las vías axónicas principales, que relacionan al 

hipotálamo con el resto del sistema límbico, se encontraban afectadas por la malnutrición 



 

perinatal. Se observó una disminución en el tamaño del cíngulum en los ratones 

malnutridos. Siendo el cíngulum una de las vías que conectan al hipotálamo con la corteza 

prefrontal, se estudió la morfología de los oligodendrocitos corticales para evaluar su 

capacidad de mielinización. Se encontró una disminución en la complejidad de estas células, 

pero un aumento en la eficiencia de mielinización en ratones hipoproteicos sometidos al 

enriquecimiento ambiental respecto de los normales sometidos también al enriquecimiento.  

Las alteraciones en la conducta emotiva y cognitiva de ratones malnutridos podrían 

tener sus bases moleculares en la desregulación de miRNAs que afectan el 

direccionamiento axonal, potencialmente a través de BDNF. Por otro lado, la reversión 

podría estar dada, en parte, por el aumento de la eficiencia de mielinización ante el 

enriquecimiento ambiental. Estos resultados sugieren que es necesaria la estimulación del 

ambiente para expresar este fenotipo celular.  De esta forma, los miRNAs desempeñarían 

un rol en la neuroplasticidad, permitiendo respuestas adaptativas a ambientes adversos. 

 

  



 

Role of microRNAs in the establishment of cognitive 

and emotive deficits derived from perinatal protein 

malnutrition 

 

Abstract 

 

Environmental stress during critical developmental periods, such as perinatal, 

affects the growth and function of the brain leading to cognitive and socio-emotional 

disturbances. As well as being determinant for metabolic processes, nutrition plays a 

fundamental role in the maturation and development of the central nervous system. 

Particularly, a perinatal malnutrition generates neurodevelopmental reprogramming in the 

offspring which could lead to neuropathological vulnerability. In this work, we studied the 

role of microRNAs in the establishment of cognitive and emotional deficits resulting from 

perinatal protein malnutrition. In addition, we evaluated the potential phenotypic reversion 

through environmental enrichment after weaning.  

A decrease in hippocampal size and delayed physical and neurological development, 

both males and females, in hypoproteic mice was observed. We found an increase in 

anxiety-like behavior in hypoproteic mice. When subjected to long term memory tests 

malnourished mice showed impaired memory. Both emotional and cognitive phenotypes in 

the hypoproteic mice could be reversed by an environmental enrichment.  

A global analysis of miRNAs in the hypothalamus suggested three miRNAs (miR-

187-3p, miR-132-3p and miR-369-3p) that could be part of the molecular basis of the 

behavioral phenotype. The expression of one of them, miR-132-3p, was shown to be 

negatively correlated with BDNF expression. Axon guidance pathway was enriched among 

the pathways to be potentially regulated by the target mRNAs predicted to interact with 

altered miRNAs. 

Based on this results, we decided to study the general state of brain myelination in 

order to see if any of the major axonal pathways which relate the hypothalamus to the rest 

of the limbic system, were affected by perinatal malnutrition. A decrease in cyngulum size 

was observed in malnourished mice. Since cyngulum is one of the pathways that connect 

the hypothalamus to the prefrontal cortex, the morphology of cortical oligodendrocytes 

was studied to evaluate its capacity for myelination. A decrease in the complexity of these 

cells was found, but also an increase in the efficiency of myelination in hypoproteic mice 



 

subjected to environmental enrichment compared to normal ones also submitted to 

enrichment. 

Alterations in the emotional and cognitive behavior of malnourished mice could 

have molecular bases in the deregulation of miRNAs that affect axonal targeting, 

potentially through BDNF. On the other hand, the phenotypic reversal may be due, in 

part, to the increased efficiency of myelination in face of environmental enrichment. These 

results suggest that estimation of the environment is necessary to express this cellular 

phenotype. In this way, miRNAs could play a role in neuroplasticity, allowing adaptive 

responses to adverse environments. 
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1. Introducción 

 

1.1. Adaptación y ambiente 

 

Uno de los principios fundamentales de la naturaleza que impacta en la evolución 

de las especies es el hecho de que el medio ambiente está en constante cambio y que nada 

resulta estable a tiempos evolutivos. En respuesta a esta situación, los seres vivos han 

evolucionado con diferentes estrategias que aseguran, por un lado, una adaptación óptima 

al ambiente actual y, por otro lado, una plasticidad para adaptarse a ambientes cambiantes, 

es decir, ajustando el fenotipo para que pueda lidiar con las demandas ambientales. Esta 

plasticidad fenotípica de adaptación, que para cada rasgo y para cada individuo tiene un 

rango limitado de posibilidades (norma de reacción), es la base para el concepto de fitness o 

aptitud Darwiniana (West-Eberhard, 2005). La “teoría genética de selección natural” 

establece que la evolución procede por selección natural de mutaciones al azar, lo cual 

constituye la base de la “síntesis neo-Darwiniana”. Consistente con esta teoría, la selección 

natural, es decir, las diferencias en el fitness de las especies (éxito reproductivo diferencial), 

es a veces definido en términos del genotipo más que del fenotipo (Orr, 2005). Sin 

embargo, en los últimos años fue quedando claro que el fenotipo del individuo, y no el 

genotipo ni el gen, es el objeto de selección (Mayr, 2004; West-Eberhard, 2005).  

Durante muchos años, y bajo la motivación generada por la descripción del dogma 

central de la biología molecular (Crick, 1970), el centro de la escena en la determinación de 

un fenotipo estaba dominado por los genes, en particular, por el DNA. Esta concepción de 

la biología resultó elegantemente consistente con la corriente gradualista de la evolución, 

que sostenía que los cambios evolutivos se daban de manera gradual por mutaciones al azar 

en el DNA que generaban pequeños cambios que se iban acumulando para, gradualmente, 

ir moldeando el fenotipo de las especies en base al fitness generado por el resultado de esas 

mutaciones.  

Descubrimientos como el splicing o las secuencias regulatorias de genes generaron, 

por un lado, una idea de expresión modular (a través de la inclusión o exclusión de exones 

enteros) y, por otro lado, una jerarquización de la función del ambiente en la regulación de 

dicha expresión, dado que las secuencias regulatorias eran utilizadas por factores de 

transcripción regulados desde el ambiente (ya sea, el ambiente celular interno, el ambiente 

del individuo o el ambiente por fuera del individuo). Además, el descubrimiento del 



2 
 

número relativamente bajo de genes que componen el genoma humano (Lander et al., 

2001) renovó el debate sobre el rol que pueden tomar los factores ambientales en 

determinar el fenotipo de un individuo, como así también, en la etiología de las 

enfermedades. 

Estos descubrimientos ayudaron a sostener la teoría que se opuso a la gradualista 

que fue la propuesta por Stephen Jay Gould, Niles Eldredge y Richard Lewontin (Gould 

and Eldredge, 1972; Gould and Lewontin, 1979) llamada “teoría de los equilibrios 

puntuados”. La misma se basaba en estudios de fósiles llevados a cabo por Gould, y 

sostenía que los cambios evolutivos se producían de manera rápida y brusca luego de un 

período de tiempo sin cambios (equilibrio). La adaptabilidad de los organismos se ponía en 

jaque debido a que no todos los cambios generaban una ventaja adaptativa y algunos rasgos 

ni siquiera tenían un claro sentido adaptativo (eran meramente “enjuntas”, término 

arquitectónico que se usa para denominar a las zonas de material entre dos arcos de un 

edificio). Notablemente, la contraposición entre el gradualismo y los equilibrios puntuados 

reflejó una discusión que también ocupaba esferas político-ideológicas. Las implicancias 

políticas del gradualismo, en base a la adaptación al ambiente de forma competitiva por 

parte de los individuos, radicaban en una sobrevaloración de la competencia y la agresión, 

ventajas selectivas, dominación (particularmente, de los hombres) y jerarquización social. El 

gradualismo justificaba un mundo dominado por hombres, estratificado y competitivo, 

consistente con un sistema socio-político que generaba desigualdades y que pretendía ser 

sostenido por los impulsores de esta corriente de pensamiento. En cambio, la teoría del 

equilibrio puntuado, no inocentemente, refleja la minimización de la competencia entre 

individuos favoreciendo la cooperación. Los largos períodos de tiempo sin cambios 

evolutivos son interrumpidos por cambios bruscos asimilables a las revoluciones. 

De esta forma, las corrientes de pensamiento de la época movieron el foco de 

análisis posicionado en el DNA, el genotipo, hacia el ambiente como factor 

desencadenante de los cambios evolutivos y como piedra fundamental para la adaptación 

fenotípica, siendo el fenotipo el objeto de selección. De todos modos, cualquier nueva 

contribución, tanto si proviene del genoma, como una mutación, o del ambiente, como un 

cambio de temperatura, un patógeno, o una opinión de otro individuo, tiene un efecto 

sobre el desarrollo sólo si el fenotipo preexistente es sensible a la misma. Sin una 

plasticidad fenotípica los meros genes o las imposiciones ambientales no tendrían efecto 

sobre la evolución (West-Eberhard, 2005). 
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1.1.1. Plasticidad fenotípica 

El concepto de plasticidad fenotípica es engañosamente simple, y ha sido definido 

de formas diversas por diferentes autores (Whitman and Agrawal, 2009). Una definición 

muy utilizada que puede darse a la plasticidad fenotípica es la habilidad de un organismo 

para alterar su fisiología, morfología y desarrollo en respuesta a cambios ambientales 

(Callahan et al., 1997). Sin embargo, la plasticidad puede analizarse dentro de todas las 

categorías de niveles de organización de la vida en la tierra, como ser, la celular, la 

individual, la poblacional y la evolutiva. Además, el concepto de plasticidad fenotípica es 

usado para diferentes dimensiones del fenotipo, como la morfología, la fisiología, la historia 

de vida, el comportamiento, y para situaciones en las que el fenotipo se modifica en 

respuesta a variaciones del ambiente externo o interno (Forsman, 2014).  

Por ejemplo, una forma de plasticidad intraindividual, común a casi todos los 

organismos multicelulares, es la pronunciada diferenciación fenotípica entre las células que 

componen los diferentes órganos o tipos de tejido (Sánchez Alvarado and Yamanaka, 

2014). Las células que componen la sangre, los huesos, nervios y músculos dentro de un 

individuo son extremadamente diferentes en cuanto a su fenotipo, pero todas comparten 

un (casi) idéntico set de genes (Newman and Müller, 2000; Schlichting, 2003). 

Por otro lado, el término “flexibilidad fenotípica”, como forma de plasticidad, es 

utilizado principalmente para referirse a los cambios reversibles intraindividuales de rasgos 

fisiológicos, morfológicos y de historia de vida dependientes del contexto ambiental 

(Piersma and Drent, 2003). Ejemplos de este concepto incluyen a los cambios metabólicos 

y endócrinos, cambios en el tamaño de ciertas partes del cuerpo y sistemas de órganos en 

relación a las condiciones reproductivas y las demandas metabólicas, cambios en los 

patrones de color en relación a la estación del año, cambios individuales en la temporalidad 

de las actividades reproductivas según las condiciones climáticas, o cambios en el número 

de descendientes entre eventos reproductivos secuenciales. La flexibilidad fenotípica 

también se puede aplicar a cambios en los rasgos conductuales, por ejemplo, a los que se 

producen como resultado de un aprendizaje o experiencia dependiendo de la presencia o 

ausencia de predadores (Forsman, 2014; Snell-Rood, 2013). 

Particularmente, dentro de los conceptos que engloba la plasticidad fenotípica, 

existe un término que conviene dejar claro, el de “plasticidad del desarrollo”. Este concepto 

involucra las variaciones fenotípicas, generalmente irreversibles, en los rasgos de los 

individuos (o genotipos) que resultan de modificaciones inducidas por el ambiente durante 

el desarrollo y el crecimiento. La plasticidad del desarrollo, por lo tanto, opera sobre los 
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rasgos que se mantienen mayormente fijados luego de la madurez, como el tamaño del 

cuerpo, el número de vértebras y varias estructuras de defensa inducidas por la presencia de 

predadores. El rango de posibles fenotipos que tienen los individuos para desarrollar según 

el ambiente constituye una norma de reacción, las cuales son esenciales en este campo de 

estudio (Pigliucci, 2001; West-Eberhard, 2003). Además, la plasticidad del desarrollo puede 

definirse como una forma de plasticidad fenotípica en un rango temporal determinado. Los 

organismos responden a los desafíos del ambiente en un rango de escalas temporales, que 

van desde los segundos (mecanismos homeostáticos) a los milenios (selección natural o la 

deriva génica). En escalas de tiempo intermedias, se encuentran los mecanismos de 

plasticidad del desarrollo que están determinados, como se dijo, por las claves que reciben 

los individuos durante su crecimiento y formación (Gluckman et al., 2009). 

La plasticidad también puede involucrar mecanismos que operan a través de 

generaciones. Cuando el ambiente responsable de inducir la respuesta fenotípica viene dado 

por un parental (hembra), la plasticidad del desarrollo es usualmente denominada “efecto 

materno” o “plasticidad entre generaciones” (Mousseau and Fox, 1998). 

 

1.1.2. Efectos maternos 

Las causas y consecuencias de la plasticidad fenotípica entre individuos son de 

especial interés debido a que es su variación la que provee la materia prima para la selección 

natural. Estamos acostumbrados a pensar al fenotipo individual como el resultado de su 

propio genotipo más el efecto del ambiente experimentado durante el desarrollo. Sin 

embargo, en los últimos años se ha hecho evidente que el fenotipo individual es 

frecuentemente y, a veces, dramáticamente, influenciado también por las experiencias 

individuales de otros individuos de la población. Muy a menudo este tipo de interacciones 

interindividuales ocurren entre madres y sus descendencias. La medida en la cual el 

ambiente y el comportamiento materno influencian el fenotipo de la descendencia es 

determinante para que esos efectos maternos se moldeen por la acción de la selección 

natural (Mousseau and Fox, 1998). 

El comportamiento materno para con la descendencia es además determinante para 

el fitness de la misma. Pero aún en especies que no exhiben cuidado parental directo, 

cuándo, dónde y cómo las madres posicionan su descendencia es crucial para su éxito 

(Bernardo, 1996). Por ejemplo, una hembra herbívora que posiciona sus huevos en una 

planta huésped apropiada en un momento apropiado tiene más chances de que su 

descendencia tenga un fitness más alto que una hembra que dispone sus huevos en un lugar 
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y momento al azar. De la misma forma, la dispersión de semillas es generalmente 

controlada por la planta hembra y no es al azar (Mousseau and Fox, 1998). 

 

1.1.3. Plasticidad del desarrollo adaptativa 

¿En qué medida la plasticidad del desarrollo mediada por la madre (efectos 

maternos) es adaptativa para los individuos? Existen dos hipótesis para explicar por qué la 

plasticidad del desarrollo puede ser adaptativa: la “hipótesis de la información” y la 

“hipótesis somática basada en el estado”. En la literatura de la plasticidad fenotípica 

humana (Bateson et al., 2014) la primera suele tener más importancia, mientras que no 

suelen analizarse los efectos de la segunda. 

La hipótesis de la información se basa en la presencia de una señal o clave que se 

presenta durante el desarrollo (que no necesariamente tiene un sentido positivo o negativo), 

y que señala cuál es la probabilidad de que se presente un ambiente determinado en el 

futuro, es decir, constituye un “pronóstico”. Luego, la presencia de dicha señal durante el 

desarrollo genera un fenotipo más adaptado a ese ambiente predicho por la señal. 

La hipótesis somática basada en el estado sugiere que, ante la presencia de una 

contribución ambiental que tiene un efecto generalizado en el desarrollo del individuo, 

alguna variable de estado somático se altera de forma duradera. Una variable de estado 

somático es un parámetro con amplias implicancias en el fitness como, por ejemplo, el 

tamaño, la fuerza muscular, la capacidad de los órganos o el grado del daño al DNA. Para 

poder hablar de adaptabilidad, a esta hipótesis se le agrega otro componente que es el 

fenotipo conductual que podrá o no ser adaptativo. Por ejemplo, si hablamos del tamaño 

del organismo como la variable de estado somático, el fenotipo conductual podría ser la 

agresión. En este caso, un individuo grande puede o no ser agresivo, y un individuo 

pequeño, también. En principio, la variable de estado somático y el fenotipo son 

independientes. Pero lo que sostiene esta hipótesis es que, para que la plasticidad fenotípica 

sea adaptativa, lo que debe evolucionar y, por tanto, someterse a selección, es el mecanismo 

que vincula ambas. Es decir, retomando el ejemplo, el individuo que durante su desarrollo 

se encuentre grande debería ser agresivo y el que se encuentre pequeño, no agresivo. Para 

que esta regla sea adaptativa, el fenotipo óptimo debe depender del estado somático (Nettle 

and Bateson, 2015). 
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1.1.4. Neuroplasticidad 

Cuando la plasticidad del desarrollo se evidencia fenotípicamente en la organización 

y funcionamiento del sistema nervioso central (SNC), se denomina neuroplasticidad. Este 

término se refiere a la capacidad del SNC de madurar y cambiar estructural y 

funcionalmente en respuesta al ambiente. La neuroplasticidad del desarrollo involucra 

cambios en la expresión de genes, en la neurogénesis, en la migración de neuronas, en la 

formación de sinapsis y los circuitos neuronales que llevan a la adquisición de 

comportamientos, y, por último, a la adaptación al ambiente a través del aprendizaje y la 

memoria (Ismail et al., 2017; Johnston, 2004; Johnston et al., 2009). 

La neuroplasticidad incluye un tipo de plasticidad, la sináptica, que depende de las 

experiencias y que representa la base neurobiológica de la formación del aprendizaje y la 

memoria. La plasticidad sináptica está integrada por mecanismos que involucran el 

crecimiento axonal, el crecimiento de las espinas dendríticas, la formación de botones 

sinápticos y la formación y eliminación de sinapsis. Los nuevos aprendizajes son 

almacenados en las redes sinápticas que son dinámicas en el tiempo, aún en adultos. Las 

sinapsis viejas son reemplazadas por nuevas que se adquieren en base a las experiencias 

vividas (Ismail et al., 2017).  

Una noción muy extendida en el campo de la plasticidad es que el cerebro en 

desarrollo tiene una mayor capacidad intrínseca para la plasticidad comparado con el 

adulto. Esta noción se basa en observaciones clínicas sobre niños que, comparados con los 

adultos, muestran mayor capacidad para aprender un segundo idioma (Klein et al., 2014; Li 

et al., 2014), facilidad para adquirir habilidades motoras, por ejemplo, por la práctica 

musical temprana (Barrett et al., 2013), y mayor capacidad para recuperarse de lesiones 

(Kastrup et al., 2000). Sin embargo, a diferencia de lo que se creyó durante mucho tiempo, 

el cerebro adulto no es estático y guarda todavía cierta neuroplasticidad (ver Introducción 

1.7). 

  

 

1.2. Adversidades tempranas 

 

Los efectos ambientales que impactan sobre el desarrollo han sido analizados 

tradicionalmente en el contexto de desorganizaciones mayores, como ser, las causadas por 

teratógenos, maduración prematura y retraso del crecimiento. Sin embargo, hace unos años 

los estudios están enfocándose en el rol de la plasticidad del desarrollo, que provee a los 
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individuos de la flexibilidad para ajustar la trayectoria de su desarrollo a las demandas del 

ambiente (Gluckman et al., 2009). Estos efectos ambientales sobre el desarrollo pueden 

dividirse temporalmente en dos períodos: el postnatal y el prenatal. Sin embargo, existen 

“períodos críticos” durante los cuales los efectos de la exposición a una adversidad pueden 

tener impactos más profundos sobre el desarrollo. 

 

1.2.1. Periodo postnatal 

Las interacciones entre madre y descendencia durante el primer período postnatal 

han sido estudiadas durante los últimos 60 años en roedores y primates no humanos para 

evaluar el significado que pueden tener las experiencias tempranas en las diferencias 

individuales en el adulto en cuanto a la actividad neuroendócrina, las respuestas 

emocionales, el desempeño cognitivo y la conducta. Dos grupos de experimentos sentaron 

las bases para el estudio del efecto de las adversidades tempranas. Por un lado, los estudios 

sobre el impacto de manipulaciones tempranas, como el “manipuleo” (handling) neonatal y 

la separación materna (Levine, 2005); y, por otro lado, el estudio de las variaciones 

naturales del cuidado materno (Meaney, 2001). 

Notablemente, los estudios de Seymour Levine sobre las experiencias tempranas 

estuvieron inspirados en la teoría de Sigmund Freud acerca de que los traumas tempranos 

podrían tener efectos duraderos en el comportamiento al formar la base de la ansiedad 

(Freud and Bunker, 1936) y del desarrollo de la personalidad (Freud and Strachey, 1949). 

Una de las conclusiones finales de los estudios del laboratorio de Levine, consistió en que 

los efectos adversos de la ausencia de estimulación temprana a través del handling, “se 

podrían atribuir a un aumento en la susceptibilidad a las alteraciones emocionales resultado 

de la restricción de experiencias en la infancia”. Si bien esta idea generaba cierta disparidad 

con la teoría de Freud sobre el efecto del trauma temprano, el legado de Levine es que las 

experiencias tempranas, especialmente, el estrés y las alteraciones en las interacciones con la 

madre, afectan fuertemente el desarrollo del individuo, modificando la forma en que los 

organismos responderán a los desafíos que proponga el ambiente futuro (Stern et al., 2010). 

Posteriormente, los estudios de Michael Meaney demostraron que los efectos positivos del 

handling observados por Levine se debían a un aumento del cuidado materno cuando las 

ratas eran vueltas a juntar con sus madres (Champagne, 2008; Liu and Meaney, 1997), lo 

cual llevó a Meaney a estudiar la predisposición natural de las madres al cuidado de sus 

crías. Sus estudios concluyeron que existía un fenómeno de herencia de caracteres 
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adquiridos dado que las hijas de madres que dispensaban un alto cuidado presentaban un 

comportamiento de alto cuidado materno ante sus crías. 

El desarrollo de los individuos ocurre típicamente en un contexto social que 

involucra parentales, hermanos y otros cuidadores o miembros del grupo. Este contexto 

provee las necesidades del desarrollo (como alimentación, estimulación sensorial, calidez 

emocional) pero también es útil para proveer claves acerca del tipo de ambiente en el cual 

se desarrollará la vida (ver “hipótesis de la información” en Introducción 1.1.3). Dado el 

valor potencial de estas señales ambientales para predecir el contexto socioeconómico 

presente y futuro, es lógico pensar que los efectos en el ambiente temprano tengan un 

impacto sostenido en la biología de los organismos, mediado por la plasticidad fenotípica 

del desarrollo (Kundakovic and Champagne, 2014). 

 

1.2.2. Periodo prenatal 

Durante el periodo prenatal los organismos en desarrollo comparten su ambiente 

con el de sus madres. Es por esto que cualquier estímulo ambiental que afecte a las madres 

en gestación afectará probablemente a las crías en desarrollo. Particularmente, la sangre del 

feto es la misma que la sangre materna, por lo que cualquier cambio en su composición 

será percibido por la descendencia. Uno de los dominios dentro de los cuales los factores 

maternos operan sobre las crías es el hormonal. De este modo, si una madre sufre algún 

tipo de estrés, secretará más glucocorticoides al sistema circulatorio que comparte con su 

descendencia y estas hormonas impactarán sobre el feto en desarrollo. La exposición del 

feto a glucocorticoides tiene numerosos efectos en la formación de varios órganos pero, en 

particular, uno de ellos es la disminución del tamaño del hipotálamo (ver Introducción 1.2), 

lo cual genera una reducción en el silenciamiento de la respuesta a estrés. De esta forma, los 

individuos expuestos a esta hormona durante el desarrollo, presentarán una mayor 

exposición a glucocorticoides en su sangre por no poder recaptarlo normalmente. 

Notablemente, si ese individuo es una hembra, y la exposición a glucocorticoides se 

produce durante la gestación de su descendencia, la disminución en la respuesta a estrés se 

heredará como un caracter adquirido. 

Un ejemplo interesante de los efectos del ambiente prenatal en el desarrollo lo 

constituye la exposición diferencial a hormonas según la posición de los fetos en el útero 

materno. En ratas y ratones, los embriones se disponen espacialmente uno al lado del otro 

y el sistema circulatorio de las madres gestando tiene una estructura tal que cada feto 

comparte sangre de composición más parecida con sus hermanos adyacentes que con los 
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demás. Esta característica estructural genera que un feto hembra esté expuesto a diferentes 

hormonas si sus hermanos adyacentes son machos o si son hembras. En caso de que sean 

machos, esa hembra alcanzará la pubertad a una edad más tardía que si sus hermanos 

dispuestos a sus lados en el útero materno fueran hembras (vom Saal, 1989a; Vom Saal, 

1989b). 

 

1.2.3. Desarrollo del cerebro y períodos críticos 

En humanos, el desarrollo del cerebro es complejo y abarca toda la niñez y la 

adolescencia. La temporalidad de los eventos que se suceden es dependiente del proceso 

biológico considerado. Partes del tubo neural se desarrollan tan sólo 5 semanas después de 

la concepción, y el desarrollo de la corteza es evidente recién hacia la mitad de la gestación 

(Nyaradi et al., 2013). Desde la gestación tardía hasta los 2 años de edad, se produce un 

sustancial crecimiento del cerebro, seguido de incrementos más graduales en el número de 

neuronas (Nyaradi et al., 2013). El número de sinapsis en la corteza cerebral alcanza un 

pico durante los primeros años de vida y luego llega a un plateau y declina en la niñez tardía 

y adolescencia. A lo largo de la niñez y la adolescencia, la mielinización ocurre 

gradualmente, aislando a los axones e incrementando la velocidad de sincronización del 

procesamiento neuronal (Bangalore, 2007). Además, la mielinización ocurre a diferentes 

velocidades en cada región del cerebro. Por ejemplo, la corteza prefrontal se desarrolla 

rápidamente en los primeros 2 años de vida, entre los 7 y los 9 años y de nuevo en la mitad 

de la adolescencia, y luego continúa hasta la tercera década de vida (Lenroot and Giedd, 

2006; Nyaradi et al., 2013). Las estructuras subcorticales (ver Introducción 1.3.5), como la 

amígdala y el hipocampo incrementan su volumen hasta los 30 años, punto en el cual llega 

a un plateau y luego declina gradualmente (Johnson et al., 2016; Nyaradi et al., 2013). En 

roedores el desarrollo del cerebro presenta una escala temporal muy diferente y, además, 

los eventos se suceden en otros tiempos relativos al momento del nacimiento (suelen tener 

un desarrollo más postnatal, mientras que los humanos tienden a desarrollar todo su 

cerebro durante la prenatalidad). Sin embargo, por estar relativamente conservado en la 

evolución de mamíferos, pueden establecerse analogías entre el desarrollo de los grandes 

procesos biológicos que ocurren en la formación de roedores y humanos (Figura 1). 
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Figura 1 | Comparación de los procesos del desarrollo del cerebro entre 
ratones y humanos. 

Curvas comparativas de la tasa, duración e inicio de los diferentes procesos de desarrollo, 
superpuestas con la curva de crecimiento del tamaño del cerebro en negrita. Gliogénesis 
temprana: glía radial; gliogénesis tardía: oligodendroglía; macroneurogénesis: neuronas 
piramidales; microneurogénesis: células granulares del giro dentado; bulbo olfatorio y 
cerebelo. Adaptado de Morgane et al., 2002.  

 

En general, la sensibilidad a los estímulos ambientales, ya sean positivos o 

negativos, está intensificada durante los períodos de rápido desarrollo cerebral. Como se 

vio hasta ahora, el contexto ambiental del desarrollo es determinante para el 

funcionamiento de los mecanismos biológicos en la salud y en la enfermedad. Un “período 

crítico” se refiere a una ventana temporal en donde los cambios del desarrollo del 

organismo que generan una creciente complejidad, una mayor plasticidad y un 

funcionamiento más eficiente ocurren rápidamente y pueden ser alterados positiva o 

negativamente. Estos cambios durante los períodos críticos se denominan en su conjunto 

con el término “programación”, y subyacen a los orígenes de las enfermedades durante la 

niñez y la adultez (Rubin, 2015). 

En una definición más neurofisiológica del término, un periodo crítico es una 

ventana temporal durante la cual el efecto de las experiencias en el desarrollo del cerebro es 

particularmente profundo y puede modular los circuitos neuronales. En particular, la 

neurogénesis y la sinaptogénesis son procesos biológicos que están sujetos a estos períodos 
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críticos en los cuales el cerebro es más sensible a los cambios (Ismail et al., 2017; Meredith, 

2015). 

Por ejemplo, el cerebro del embrión tiene, mayoritariamente, dos tipos de 

subunidades de receptores de glutamato NMDAR, la GluN2B y la GluN2D. Durante el 

periodo prenatal la subunidad GluN2B es la dominante. La composición de subunidades 

de NMDAR sufre una modificación durante las primeras semanas de vida en humanos, 

haciendo un intercambio de subunidades que reemplaza a la GluN2B por la GluN2A. Esto 

ocurre durante una ventana temporal que coincide fisiológicamente con los períodos 

críticos para la maduración de sinapsis y para el cambio en las propiedades 

electrofisiológicas que llevan a la formación y adquisición de aprendizajes. El intercambio 

de subunidades durante el desarrollo frena la maduración prematura de sinapsis sugiriendo 

un rol crucial en la plasticidad sináptica dependiente de la experiencia (Paoletti et al., 2013). 

Los receptores GABA sufren también un intercambio de función similar durante la vida 

postnatal, constituyendo otro periodo crítico (Ben-Ari et al., 1997). 

Recientemente, y en algunos casos, se ha comenzado a hablar de “períodos 

sensibles” en lugar de “períodos críticos”. Ambos términos definen momentos importantes 

de organización estructural y funcional neural, pero los períodos sensibles tienen una 

duración mayor y más difícil de establecer a partir de las evidencias experimentales 

disponibles. Si bien los eventos negativos ambientales por privación o presencia de un 

agente estresante pueden modificar la organización de las funciones complejas, las 

oportunidades de reorganización plástica y de aprendizaje continúan abiertas, aunque son 

menos libres. En otros términos, refieren no sólo a una etapa durante la cual el cerebro es 

especialmente sensible a ciertos estímulos ambientales, sino también a una ventana de 

tiempo durante la cual el cerebro es más receptivo a la experiencia que contribuye a su 

formación (Michel and Tyler, 2005). 

 

1.2.4. Teorías e hipótesis 

Teniendo en cuenta los períodos críticos del desarrollo, particularmente, para el 

sistema nervioso, resulta crucial entender cómo el ambiente postnatal programa el riesgo a 

contraer enfermedades (Bale et al., 2010). Varios estudios recientes han indicado que la 

etiología de numerosas enfermedades relacionadas con el cerebro es a menudo 

multifactorial e implica interacciones entre las experiencias de vida y los genes. Tratar de 

entender cómo las respuestas plásticas de los fenotipos (plasticidad del desarrollo) se 

amoldan a las presiones ambientales es un área de investigación en disciplinas que van 
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desde la ecología y la biología evolutiva a la fisiología y la genética molecular. El 

intercambio entre los campos holísticos y reduccionistas es esencial para abordar estos 

temas (Laviola et al., 2008). La pregunta entonces que se intenta responder parece simple, 

pero requirió de cambios paradigmáticos en el estudio de las disciplinas involucradas y de 

una interacción entre ellas para empezar a entender su respuesta: ¿Cómo afecta el ambiente 

durante la vida temprana a los estados de salud y enfermedad en el adulto? 

La evidencia muestra una asociación estrecha entre las adversidades y las 

psicopatologías (Kendler et al., 1999). De acuerdo con estas observaciones, la “hipótesis del 

estrés acumulativo” postula que, si una acumulación de contribuciones estresantes durante 

la vida excede un cierto nivel umbral, se intensifica el desarrollo de psicopatologías 

(McEwen, 1998). Es decir que la acumulación de situaciones de estrés va produciendo un 

desgaste en los sistemas fisiológicos del organismo lo que desemboca en la enfermedad. 

Alternativamente, desde un punto de vista evolutivo, las experiencias tempranas podrían 

inducir cambios en base a la plasticidad del desarrollo adaptativa (Gluckman et al., 2009). 

En este caso, la plasticidad fenotípica evoluciona de forma tal de ajustarse al ambiente 

predicho (ver Introducción 1.1.3). De esta manera, un desajuste entre el fenotipo resultante 

de la plasticidad y la habilidad para lidiar con el ambiente presente incrementa el riesgo de 

enfermedades, debido a la programación del desarrollo. Este último modelo de relación 

entre la vida temprana y la susceptibilidad a patologías durante la vida es conocido como 

“hipótesis del no-ajuste” (Daskalakis et al., 2013). 

Estas dos hipótesis, aparentemente contrapuestas, pueden ser integradas por un 

nuevo modelo que propone que el estrés acumulativo aplica sólo a aquellos individuos que 

no fueron programados por su ambiente temprano (por ausencia de sensibilidad a la 

programación), mientras que la hipótesis del no-ajuste aplica sólo a los individuos que 

fueron sensibles a la programación durante la vida temprana (Nederhof and Schmidt, 

2012). De esta forma, el elemento que relaciona ambas hipótesis es la sensibilidad a la 

programación (Figura 2). 
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Figura 2 | Las hipótesis sobre el efecto del estrés en la susceptibilidad a 
desarrollar enfermedades. 

La hipótesis del “estrés acumulativo” sostiene que las experiencias adversas resultan en un 
desgaste de los sistemas fisiológicos que llevan a una mayor acumulación de daño y, 
consecuentemente, a un mayor riesgo de enfermedad. La hipótesis del “no ajuste” sostiene 
que las experiencias adversas durante fases plásticas del desarrollo y de la vida temprana 
activan mecanismos adaptativos que incrementan el fitness del individuo ante un ambiente 
estresante en la adultez. Consecuentemente, si el ambiente adulto se ajusta al ambiente 
temprano, promueve la salud y la resiliencia, pero si el ambiente adulto no se ajusta al 
ambiente temprano, aumenta la susceptibilidad de contraer enfermedades. El tercer eje del 
gráfico es el de la “sensibilidad a la programación”. Cuando un individuo es poco sensible a 
la programación, tenderá más a comportarse en base a la hipótesis de estrés acumulativo, 
pero si su sensibilidad a la programación es alta, tenderá a comportarse como lo predice la 
hipótesis del no ajuste. Adaptado de Nederhof and Schmidt, 2012.  

 

Otro posible factor que puede integrar las hipótesis de acumulación de estrés y del 

no-ajuste es el valor adaptativo de las experiencias tempranas según su magnitud. Mientras 

que experiencias desafiantes pero moderadas promueven la capacidad de hacer frente al 

estrés, adaptando al individuo para el ambiente futuro y generando resiliencia (hipótesis del 

no-ajuste), las experiencias tempranas de estrés severo generan un aumento de la 

vulnerabilidad (hipótesis de acumulación de estrés). El factor integrador descripto 

constituye la base de otra hipótesis del desarrollo, denominada “concepto de tres impactos 

para la resiliencia y la vulnerabilidad”, que involucra el aporte multigénico (primer impacto), 

el aporte ambiental temprano (segundo impacto) y el aporte de los desafíos en la vida 
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futura (tercer impacto). Dependiendo de la interacción entre los fenotipos programados 

con el ambiente de la vida adulta, la vulnerabilidad o la resiliencia a las enfermedades 

pueden precipitarse (Daskalakis et al., 2013). 

Las hipótesis revisadas hasta aquí se pueden aplicar a un contexto evolutivo y a un 

contexto intergeneracional. Todas se sostienen por las diferencias generadas por las 

adversidades tempranas a través de la plasticidad fenotípica del desarrollo. Sin embargo, en 

particular, han sido descriptas para enfermedades relacionadas con el sistema nervioso, 

basándose en la plasticidad del cerebro como forma de plasticidad fenotípica. En ese 

contexto, también se mencionaron los períodos críticos del neurodesarrollo, fundamentales 

para entender la profundidad de los cambios fenotípicos generados por las adversidades.  

A pesar de esta descripción respaldada en el sistema nervioso y las neuropatologías, 

las primeras teorías que intentaron relacionar los efectos del ambiente temprano con la 

progresión de enfermedades a lo largo de la vida, estuvieron orientadas a enfermedades 

cardiovasculares y metabólicas. A mediados de los ’80, David Barker estudió los efectos de 

la hambruna que sufrió la población de las zonas de Holanda ocupadas por Alemania 

durante la Segunda Guerra Mundial, en un contexto de bloqueo de suministro de comida 

por parte de los nazis. Barker encontró que la hambruna sufrida por las mujeres 

embarazadas durante el invierno de 1944 – 1945, correlacionaba con un riesgo aumentado 

de enfermedades cardiovasculares y metabólicas en la descendencia cuando fueron adultos 

(Hales and Barker, 1992). Por lo tanto, el concepto de que la mala nutrición durante el 

desarrollo en períodos críticos (en este caso, el periodo gestacional tardío) podría llevar al 

aumento del riesgo de enfermedades en la vida adulta fue originalmente denominado 

“hipótesis de Barker”. En particular, aplicada al desarrollo de la diabetes tipo 2, a esta 

hipótesis se le dio el nombre de “hipótesis del fenotipo ahorrativo” (Hales and Barker, 

2001), la cual propone que las asociaciones epidemiológicas entre un crecimiento fetal e 

infantil pobre y el subsecuente desarrollo de diabetes tipo 2 y síndrome metabólico, 

responden a los efectos de una mala nutrición en la vida temprana, la cual produce cambios 

permanentes en el metabolismo de glucosa e insulina. Estos cambios incluyen una reducida 

capacidad de secreción de insulina y resistencia a insulina, las cuales, combinadas con la 

obesidad, el envejecimiento y la inactividad física, son los factores más determinantes para 

la progresión de la diabetes tipo 2. El “ahorro” como una posible variabilidad del 

crecimiento temprano representa un posible perfil de plasticidad del desarrollo, ayudando a 

entender cómo el ambiente moderno que promueve la obesidad en ciertos países del 

mundo interactúa con la variabilidad fisiológica para inducir la enfermedad (Wells, 2011). 
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En base a los subsecuentes estudios sobre la hambruna holandesa y otros casos 

epidemiológicos y de laboratorio que extendieron el conocimiento de este campo de 

estudio, la teoría comenzó a llamarse “Orígenes en el Desarrollo de la Salud y la 

Enfermedad” (DOHaD, por sus siglas en inglés). Mientras que el foco original estaba 

puesto en el efecto de la malnutrición prenatal en la hipertensión, obesidad y resistencia a la 

insulina, los nuevos estudios extendieron la teoría a otras enfermedades, como las 

inmunológicas, las relacionadas con salud mental y las reproductivas, generadas por 

diversos tipos de adversidades tempranas (Balbus et al., 2013; Heindel and Vandenberg, 

2015; Langley-Evans, 2015). 

 

 

1.3. Eje HPA como sensor de adversidades 

 

Habiendo descripto las posibles teorías e hipótesis que relacionan los eventos 

adversos tempranos con la progresión de enfermedades durante la vida de los organismos, 

surge la pregunta de cuál es el mecanismo biológico que subyace a esta relación. Durante 

los periodos críticos del desarrollo del cerebro, las adversidades o los eventos estresantes 

pueden modular el funcionamiento de circuitos específicos a través de la denominada 

neuroplasticidad del desarrollo (ver Introducción 1.1.4). Esta alteración de circuitos 

neurales explica, en parte, la conducta emotiva y cognitiva del adulto (Taylor, 2010). 

Los efectos ejercidos por el estrés de las adversidades son mediados por el sistema 

nervioso autonómico y por el eje hipotálamo-pituitaria-adrenal (HPA), los cuales actúan 

como sensores de estrés y desencadenan una respuesta homeostática. El eje HPA es uno de 

los sistemas propuestos como mecanismo de relación entre las adversidades tempranas y 

sus potenciales efectos duraderos, por lo que varias décadas de investigación estuvieron 

orientadas a entender cómo sus mediadores, como la adrenalina o los glucocorticoides, 

puede modular el funcionamiento del cerebro y la conducta (Maras and Baram, 2012). 

Hace unos 50 años, los estudios ya citados del grupo de Levine mostraron que el ambiente 

temprano influye sobre el eje HPA, lo cual fue también propuesto por Barker en su 

“hipótesis del fenotipo ahorrativo” (Matthews and Phillips, 2010; Weinstock, 2008). 

 

1.3.1. Desarrollo y funcionalidad del eje HPA 

La temporalidad de maduración del eje HPA es altamente específica de la especie y 

está relacionada con ciertos puntos de referencia del desarrollo del cerebro (Mairesse et al., 
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2007; Young, 2002). En aquellos animales en los cuales el nacimiento es precoz (por 

ejemplo, ovejas y primates), el mayor crecimiento del cerebro y una gran proporción de 

maduración neuroendócrina tiene lugar en el útero materno (Barbazanges et al., 1996). En 

cambio, en los animales en los cuales el nacimiento no es precoz (por ejemplo, conejos, 

ratas y ratones), gran parte del desarrollo del cerebro y su neuroendocrinología ocurre en el 

periodo postnatal (Alikhani-koopaei et al., 2004). Por lo tanto, los efectos del ambiente 

materno durante el último periodo gestacional impactarán diferencialmente según la especie 

en estudio. 

El eje HPA está controlado por un número discreto de neuronas hipofisiotrópicas 

(es decir, que liberan hormonas peptídicas que estimulan la secreción de otras hormonas en 

la hipófisis anterior) en la división parvocelular medial de uno de los núcleos hipotalámicos, 

el paraventricular (PVN, por sus siglas en inglés). Estas neuronas sintetizan y secretan la 

hormona liberadora de corticotropina (CRH), que es la hormona primaria de estimulación 

de la secreción de corticotrofina (ACTH), así como también de otros factores, como la 

arginina vasopresina (AVP), que también modulan la liberación de ACTH. Tanto la CRH 

como la AVP viajan por la vía del sistema porta hipofisario para acceder a la hipófisis 

anterior, la cual luego estimula la liberación de ACTH hacia la circulación sistémica. La 

ACTH se une a receptores específicos en la corteza adrenal y estimula la síntesis y 

secreción de glucocorticoides (Antoni, 1986; Herman et al., 2005; Whitnall, 1993) (Figura 

3). 

Además, el eje HPA está sujeto a una rigurosa regulación hormonal a través de 

circuitos de retroalimentación negativa que controlan la liberación de CRH por el input 

neuronal de otras regiones del cerebro, como ser, el hipocampo. Tanto en el hipocampo 

como en el hipotálamo y en la hipófisis se encuentran receptores de glucocorticoides (GR) 

y mineralocorticoides (MR), que son los que reciben la señal de los glucocorticoides y 

desencadenan las respuestas de inhibición del eje HPA (Figura 3). La regulación de este 

circuito de retroalimentación negativa se describirá en mayor detalle en la Introducción 

1.3.2. 
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Figura 3 | Componentes principales del eje HPA y su regulación. 

Los components del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (HPA) están controlados por señales 
positivas (flechas negras) y negativas (flechas rojas). La retroalimentación negative involucra 
la activación de receptores de glucocorticoides (GR) y mineralocorticoides (MR) en varias 
regiones del cerebro. Al nivel del hipocampo, las señales de retroalimentación negative de 
GR y MR afectan el input neuronal al PVN del hipotálamo, disminuyendo la secreción de 
hormona liberaora de corticotrofina (CRH) y vasopresina (AVP). Estas dos hormonas 
estimulan la secreción de adrenocorticotrofina (ACTH) desde la hipófisis anterior, la cual 
está también sujeta a retroalimentación negative, al igual que el PVN. Una vez liberada a la 
circulación sistémica, la ACTH estimula la producción de glucocorticodes hacia la 
circulación, aumentando la señal de retroalimentación negativa. Adaptado de Andrews and 
Matthews, 2004.  

 

El eje HPA es activado tanto por señales externas como internas. En la mayoría de 

los vertebrados existe un control circadiano de la secreción de glucocorticoides, con picos 

de liberación al inicio de la fase activa del ciclo diurno (Keller-Wood and Dallman, 1984). 

La secreción de glucocorticoides también está impulsada por alteraciones de la 

homeostasis, señaladas por estímulos cardiovasculares, respiratorios o viscerales (Swanson 

and Sawchenko, 1983). Además, cambios en la circulación de citoquinas luego de una 
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infección o desafío tóxico promueven la excitación de las neuronas del PVN, estimulando 

la secreción de glucocorticoides (Herman et al., 2005). 

Por último, el eje HPA es rigurosamente sensible a las perturbaciones del ambiente. 

Las respuestas en la secreción de glucocorticoides pueden ser iniciadas por la activación 

directa del PVN a través de vías nociceptivas (por ejemplo, por el dolor) (Palkovits et al., 

1999), por la activación de programas de defensa innatos (por ejemplo, aversión a 

predadores) (Figueiredo et al., 2003) o por asociaciones señaladas por un estímulo sensorial 

(por ejemplo, el condicionamiento al miedo) (Van de Kar et al., 1991). 

 

1.3.2. Glucocorticoides 

Los glucocorticoides causan profundas variaciones en el metabolismo de hidratos 

de carbono que incrementan los sustratos energéticos circulantes al costo de sustratos 

energéticos almacenados; también incrementan el tono cardiovascular, alteran la cognición, 

e inhiben el crecimiento, la reproducción y las respuestas inmune e inflamatoria (Krieger, 

1982; Mountcastle, 1980; Munck et al., 1984). Estos cambios son centrales para la exitosa 

adaptación a un estrés físico agudo, dado que aumentan la energía disponible y retrasan el 

energéticamente costoso anabolismo de procesos menos necesarios a corto plazo. Si bien 

estas adaptaciones son positivas para un contexto de “pelear o correr” (“fight or flight”) ante 

un estrés agudo, la exposición crónica a un estímulo estresante impone un costo que puede 

generar diabetes, hipertensión, inmunosupresión, infertilidad e inhibición del crecimiento 

(Krieger, 1982; Munck et al., 1984; Sapolsky et al., 1986). Estos procesos catabólicos 

iniciados por los glucocorticoides requieren, por lo tanto, que la secreción se restrinja a 

tiempos de marcada necesidad y se inhiba cuando no son necesarios. 

De acuerdo con lo dicho anteriormente, existen mecanismos para limitar la 

magnitud y la duración de la liberación de glucocorticoides. Uno de los más importantes, es 

el mecanismo de retroalimentación negativa en el que los glucocorticoides pueden inhibir 

nueva secreción de ACTH (Figura 3). Existen varios mecanismos de retroalimentación 

negativa. La retroalimentación “rápida” es sensible a la tasa de secreción de 

glucocorticoides y no depende de la transcripción (Dallmant and Yates, 1969), mientras que 

la retroalimentación “retrasada” es sensible a los niveles de glucocorticoides y depende de 

la transcripción (Keller-Wood and Dallman, 1984). El mecanismo “retrasado” puede 

subdividirse en dos, uno “intermedio” y otro “retrasado”, debido a que el incremento en la 

duración del estrés promueve cambios prolongados en el contenido de ACTH en la 
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hipófisis (Keller-Wood and Dallman, 1984). De esta forma, los glucocorticoides regulan el 

eje HPA a través de múltiples mecanismos de retroalimentación. 

La retroalimentación retrasada de glucocorticoides está mediada por receptores de 

glucocorticoides presentes en regiones del cerebro claves para la regulación del eje HPA. 

Los sitios más importantes de retroalimentación negativa son el hipocampo, el PVN del 

hipotálamo y la hipófisis anterior (Figura 3). Esta retroalimentación está mediada en gran 

medida, pero no exclusivamente, por la alta densidad de receptores de glucocorticoides 

presentes en estas áreas (Andrews and Matthews, 2004). Estos receptores regulan la 

transcripción por unión a su ligando o por modulación de la actividad de otros factores de 

transcripción (McKay and Cidlowski, 1998; Yang-Yen et al., 1990). Existen dos receptores 

de glucocorticoides en el cerebro: el receptor de glucocorticoides (GR) está altamente 

expresado en numerosas regiones del cerebro (Ahima and Harlan, 1990), tiene una afinidad 

de 5-10 nM y se une a su ligando sólo durante períodos de intermedia o alta secreción de 

glucocorticoides (como ocurre durante el pico de liberación circadiana o a continuación de 

un estrés) (Reul and De Kloet, 1985); y el receptor de mineralocorticoides (MR) presenta 

una expresión espacial más restringida (Ahima and Harlan, 1990), tiene aproximadamente 

de 5 a 10 veces más afinidad que GR y, en consecuencia, está unido a su ligando durante 

períodos de secreción basal de glucocorticoides (Reul and De Kloet, 1985). Por las 

características de cada tipo de receptor, se postula que GR es importante para la 

retroalimentación negativa luego de un estrés, mientras que MR mantiene el tono basal de 

actividad del eje HPA (De Kloet et al., 1998). Sin embargo, es de notar que existen otras 

vías de inhibición del eje HPA que no se respaldan en los receptores de glucocorticoides, 

sino que son neuronas GABAérgicas (inhibitorias) que inervan el PVN desde varias 

regiones del cerebro (Cullinan et al., 1993; Herman et al., 2005; Roland and Sawchenko, 

1993). 

 

1.3.3. Programación del eje HPA 

El eje HPA puede ser permanentemente programado durante períodos críticos del 

desarrollo, y al menos una parte de esta programación tiene lugar a través de la 

modificación de los niveles de GR y MR en el hipocampo, el hipotálamo, la hipófisis y la 

amígdala. Otro factor que influye en la programación es la secreción y circulación de 

glucocorticoides (“hipótesis de los glucocorticoides”) (Andrews and Matthews, 2004). Las 

evidencias muestran que existen ventanas de tiempo críticas para las cuales el eje HPA es 
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particularmente sensible a la programación del desarrollo (Andrews and Matthews, 2004; 

O’Regan et al., 2001; Welberg et al., 2001). 

Los mecanismos que subyacen a la programación del eje HPA son dependientes de 

la dosis y el tiempo de exposición al estrés (Welberg et al., 2001). Ratas macho adultas 

cuyas madres fueron expuestas a glucocorticoides sintéticos en la última semana de 

gestación exhiben una reducción en la expresión hipocampal de GR y MR, pero no se 

encuentran cambios en la expresión de GR en el PVN. Sin embargo, se observa un 

aumento del mRNA de CRH en el PVN, lo cual, sumado a la reducción en GR y MR, 

conduce a un aumento de la actividad del eje HPA. En cambio, cuando las madres son 

tratadas con glucocorticoides sintéticos durante toda la preñez, no se observan cambios en 

los receptores de glucocorticoides del hipocampo, pero sí se encuentra un aumento en el 

mRNA de GR y MR en la amígdala (Welberg et al., 2001). Este resultado que parece 

contradictorio puede ser explicado con la demostración de que la ocupación de GR en la 

amígdala tiene efectos excitatorios sobre la actividad del eje HPA (Herman and Cullinan, 

1997). 

Además de la programación que se observa por las diferencias de expresión de GR 

y MR ante el estrés, los glucocorticoides también pueden ser una fuente de programación, 

lo cual constituye la “hipótesis de los glucocorticoides”. Los glucocorticoides son esenciales 

para el normal desarrollo del cerebro produciendo un amplio espectro de efectores 

organizacionales (Andrews and Matthews, 2004). 

El estrés modifica los parámetros cardiovasculares y endócrinos de la madre, 

incluyendo aumentos en la circulación de ACTH y glucocorticoides. Bajo circunstancias 

normales, la placenta actúa como barrera para el paso de varios factores maternos, entre 

ellos, los glucocorticoides. Sin embargo, dependiendo de la concentración, algunos de ellos 

entrarán al feto en desarrollo (Andrews and Matthews, 2004). La limitación de acceso de 

glucocorticoides al feto está dada por la enzima 11b-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11b-

HSD), la cual se expresa en la placenta y convierte al cortisol y la corticosterona en 

productos inactivos, como la cortisona y la 11-deshidrocorticosterona (Burton and 

Waddell, 1999). 

 

1.3.4. El eje HPA ante el estrés crónico 

Cuando los organismos son expuestos a un estrés crónico, el eje HPA puede 

mostrar dos tipos de respuesta: la habituación o la facilitación. La habituación ocurre 

cuando un mismo agente estresante (homotípico) es presentado repetidamente y la 
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respuesta se caracteriza por una disminución de glucocorticoides liberados ante el estímulo 

(Bhatnagar et al., 2002; Kant et al., 1985). Este tipo de respuesta es dependiente de la 

intensidad y la predictibilidad del estímulo estresante (Marti and Armario, 1997). La 

facilitación ocurre cuando el organismo es expuesto repetidamente a un agente estresante y 

luego se presenta un agente novedoso (heterotípico) (Akana et al., 1992; Kant et al., 1985). 

Notablemente, la facilitación puede ocurrir en el contexto de un aumento en los niveles de 

glucocorticoides basales inducido por estrés crónico, sugiriendo que este proceso hace caso 

omiso de las señales de retroalimentación negativa. 

 

1.3.5. El eje HPA y su relación con el sistema límbico 

Dadas las estrechas conexiones que existen entre el estrés y los desórdenes 

afectivos, es importante notar que el sistema límbico juega un rol fundamental en la 

respuesta a estrés y está implicado en la regulación del eje HPA. En este sentido, el 

hipocampo, la corteza prefrontal (PFC) y la amígdala son las regiones más importantes del 

sistema límbico (Feldman et al., 1995; Herman and Cullinan, 1997; Herman et al., 2005). 

El rol del hipocampo en la retroalimentación negativa de la respuesta a estrés no 

está del todo claro. El hipocampo expresa altos niveles de GR y MR (Arriza et al., 1988; 

Herman, 1993; Reul and De Kloet, 1985), e inhibe el eje HPA para, al menos, algunos tipos 

de estresores. Al igual que el hipocampo, la PFC medial presenta células que expresan un 

alto número de GR (Ahima and Harlan, 1990). Una proporción apreciable de estas células 

expresan también c-fos luego de un estrés agudo, sugiriendo que los estímulos estresantes 

afectan a estas neuronas (Ostrander et al., 2003). Implantes de corticosterona en la PFC 

atenúan la respuesta del eje HPA ante el estrés, lo que implica que esta región puede ser un 

sitio de retroalimentación negativa de la respuesta (Akana et al., 2001). Se piensa que la 

amígdala activa el eje HPA. Los GR de la amígdala jugarían un rol de retroalimentación 

positiva en la regulación del estrés, ayudando a potenciar, más que inhibir, el eje HPA 

(Dallman et al., 2003). 

 

 

1.4. Mecanismos epigenéticos como interfase entre las adversidades y sus 

consecuencias 

 

Aun cuando el funcionamiento del eje HPA parece ser el responsable de sensar, 

integrar y responder, mediante la programación, al ambiente con el que se enfrentan los 



22 
 

individuos durante el desarrollo, todavía queda por responder cuál es el mecanismo 

molecular que explica esta faceta de la plasticidad fenotípica, en general, y de la 

neuroplasticidad, en particular. 

En términos de la neuroplasticidad, los mecanismos epigenéticos son fuertes 

candidatos para explicar cómo los ambientes estresantes inducen cambios en el cerebro que 

pueden perdurar (Korosi et al., 2012; McEwen et al., 2012; Schouten et al., 2013). Esto se 

debe a dos principales motivos: por un lado, los mecanismos epigenéticos aportan un 

amplio grado de plasticidad fenotípica que no depende de variaciones genotípicas; y, por 

otro lado, son suficientemente estables (aunque también son reversibles) para generar 

cambios duraderos. 

La definición de epigenética es amplia, pero en términos moleculares los cambios 

epigenéticos pueden ser entendidos como un grupo de eventos moleculares, 

independientes de la secuencia de DNA, que modulan la expresión génica a lo largo del 

tiempo. Estos cambios involucran metilación del DNA, modificaciones químicas de 

histonas (acetilación, metilación, etc) y RNAs no codificantes (por ejemplo, microRNAs) 

(Jiang et al., 2008; Schouten et al., 2013). Hace medio siglo, Conrad Waddington propuso 

que el desarrollo de los organismos y su respuesta al ambiente está gobernada por “sistemas 

epigenéticos” que moldean la embriogénesis (Waddington, 2012). Waddington consideró 

esta relación entre genotipo y fenotipo antes de que se supieran los mecanismos 

moleculares que gobernaban la epigenética. Hoy en día sabemos que las células poseen una 

amplia variedad de mecanismos adaptativos capaces de responder a las condiciones 

ambientales y a las interacciones celulares (McNeill and Van Vactor, 2012). 

Los métodos modernos de secuenciación masiva permiten medir a gran escala la 

diversidad fenotípica a nivel molecular. Una gran cantidad de información se fue recabando 

acerca de los niveles de expresión de los organismos, lo cual resulta indicativo de la gran 

variabilidad de los genomas y la complejidad de la regulación de la expresión génica 

(Kumar et al., 2016). Como ya se mencionó, la expresión génica puede variar 

significativamente cuando, además de los mecanismos de variabilidad intrínsecos a la célula, 

se agrega la interacción con factores ambientales, como la temperatura, el estrés psicológico 

o el ritmo circadiano (McEwen et al., 2015; Voskarides, 2017). 

 

1.4.1. Mecanismos epigenéticos 

Los factores que contribuyen a la regulación epigenética de la actividad 

transcripcional son numerosos. La metilación del DNA se refiere a una modificación 
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química del DNA en la cual la citosina es convertida en 5-metilcitosina (5mC) y, como 

consecuencia, se reduce la accesibilidad de los factores de transcripción. La metilación del 

DNA es dependiente de la presencia de dadores de metilos (provistos en la dieta por 

nutrientes como el ácido fólico, la metionina y la colina) y de metiltransferasas que, o bien 

mantienen la metilación (DNMT1), o bien generan metilaciones de novo (DNMT3a y 

DNMT3b). La represión de la transcripción por metilación del DNA es sostenida también 

por otros factores que se unen a los grupos metilos, como la proteína MeCP2. Además de 

las DNMTs, se ha descripto recientemente en células de mamíferos una clase de enzimas 

que producen modificaciones epigenéticas como la 5-hidroximetilcitosina (5hmC), la 5-

formilcitosina (5fC) y la 5-carboxilcitosina (5caC). Estas nuevas enzimas “escritoras” son 

miembros de la familia de proteínas denominadas “ten-eleven translocation” (TET) y pueden 

oxidar secuencialmente a la 5mC para formar 5hmC, 5fC y 5caC (Plongthongkum et al., 

2014; Tahiliani et al., 2009). Se ha visto que estas modificaciones están enriquecidas en las 

células del cerebro (Kriaucionis and Heintz, 2009) y que son sensibles a cambios 

ambientales, sugiriendo un rol importante en la funcionalidad del cerebro y en los 

desórdenes neuropsiquiátricos (Kato and Iwamoto, 2014). Recientemente, se ha 

demostrado un rol de la 5hmC en regular la expresión génica del hipotálamo en respuesta a 

un estrés postnatal (Papale et al., 2017). 

El control epigenético de la transcripción también es gobernado por las 

modificaciones postraduccionales de las histonas, proteínas estructurales responsables del 

empaquetamiento del DNA en nucleosomas (Feng et al., 2007; Fukuda and Taga, 2005). 

En su conjunto, el DNA empaquetado en las histonas forman la cromatina. Las histonas 

pueden metilarse, acetilarse, ubiquitinarse y fosforilarse postraduccionalmente, lo cual 

puede alterar la accesibilidad al DNA al modificar la estructura de la cromatina, o también 

modificar el reclutamiento de factores de unión a la cromatina. El estado de acetilación de 

histonas es controlado por la presencia de histona acetiltransferasas (HATs), histona 

deacetilasas (HDACs) y por inhibidores de HDACs, los cuales efectivamente incrementan 

la expresión génica mediante el desplazamiento del equilibrio de la acetilación de histonas 

hacia un estado de mayor acetilación (Fagiolini et al., 2009; Feng et al., 2007; Strathdee and 

Brown, 2004). 

A pesar de que algunas evidencias muestran una relación entre la acetilación de 

histonas y el aumento en la expresión génica, y también entre la metilación del DNA y la 

represión génica, no existe un código establecido de marcas epigenéticas a partir del cual se 

pueda predecir si una determinada marca o conjunto de marcas resultarán en un aumento o 
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una disminución de la transcripción. La temporalidad y el grado de la expresión génica 

están gobernados por los complejos mecanismos descriptos, los cuales constituyen un 

posible vínculo entre un genotipo y los múltiples fenotipos observados (Fagiolini et al., 

2009). 

Por último, un mecanismo epigenético que suele incluirse en los estudios de este 

campo son los RNAs no codificantes, con mayor énfasis en los microRNAs (miRNAs). 

Aunque los mecanismos transcripcionales ya descriptos (metilación del DNA y 

modificaciones postraduccionales de histonas) pueden producir un cambio de estado 

duradero en la expresión génica, tienen una limitada actividad espacial debido a estar 

constreñidos en el núcleo celular. Esta restricción espacial es particularmente importante en 

el sistema nervioso donde las complejas arquitecturas celulares son esenciales para la 

estructuración de circuitos neurales y su funcionalidad. Las regulaciones postranscripcional 

y/o traduccional permiten modificar la expresión a un nivel espacial (McNeill and Van 

Vactor, 2012). Por esta razón, los RNAs no codificantes y, en particular, los pequeños 

RNAs tomaron un rol preponderante en el estudio de la regulación de la expresión génica 

en el sistema nervioso. 

 

1.4.2. Estructura, función y relevancia de los microRNAs 

“RNAs pequeños” es un término arbitrario, porque durante mucho tiempo se 

utilizó para nombrar a otros RNAs no codificantes, como los pequeños RNAs nucleares 

(snRNAs) y RNAs de transferencia (tRNAs). Lo que distingue e identifica a un RNA 

pequeño eucariota es su tamaño limitado (de 20 a 30 nucleótidos de largo) y su asociación 

con la familia de proteínas Argonauta (Ago). La familia Ago puede ser agrupada en dos 

clases: la subfamilia Ago y la subfamilia Piwi. Al menos tres clases de RNAs pequeños son 

codificados por el genoma de humanos, clasificadas según su mecanismo de biogénesis y el 

tipo de proteína Ago a la cual están asociados: los microRNAs (miRNAs), los RNAs 

pequeños endógenos (endo-siRNAs) y los RNAs que interactúan con Piwi (piRNAs). De 

todos modos, el descubrimiento reciente de pequeños RNAs no canónicos hace difícil una 

clara separación en clases (Kim et al., 2009). 

Desde el descubrimiento del primer microRNA en 1993, miles de miRNAs fueron 

identificados en un amplio rango de organismos, convirtiéndolos en los miembros más 

caracterizados de la familia de los RNAs no codificantes. Los miRNAs constituyen una 

clase de RNAs pequeños no codificantes de 22 nucleótidos de largo aproximadamente, que 

afectan postranscripcionalmente la actividad de mRNAs. Los miRNAs funcionan como 
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guías a través del apareamiento de bases con sus mRNAs blanco, mientras que las proteínas 

Ago ejercen la función de efectoras por reclutamiento de factores que inducen la represión 

de la traducción, la deadenilación del mRNA y la degradación del mRNA (Huntzinger and 

Izaurralde, 2011). Los sitios de unión a miRNAs en el mRNA suelen estar en la región 3’ 

no codificante (3’ UTR) (Bartel, 2009). El dominio nucleotídico que se encuentra hacia la 

región 5’ del miRNA y que se extiende desde el nucleótido 2 al 7 es crucial para el 

reconocimiento del blanco y ha sido denominado región “semilla” del miRNA. Otros 

nucleótidos que también contribuyen al apareamiento con los mRNA blanco son el 8 y, 

con menor importancia, la región de los nucleótidos 13 a 16 (Ha and Kim, 2014). 

Los genes de miRNAs están localizados en variados contextos genómicos. En 

humanos, la mayoría de los miRNAs canónicos son codificados por intrones de 

transcriptos codificantes o no codificantes, pero algunos son también codificados por 

regiones exónicas. A menudo, varios loci de miRNAs están ubicados con cierta proximidad 

constituyendo una unidad transcripcional policistrónica (Lee et al., 2002). Los miRNAs que 

se encuentran dentro de un mismo cluster son generalmente cotranscriptos, pero cada 

miRNA individual puede ser regulado postranscripcionalmente de forma independiente 

(Ha and Kim, 2014). 

La regulación por miRNAs es uno de los mecanismos más abundantes de 

regulación postranscripcional (Bredy et al., 2011) y, si bien en la mayoría de los casos, 

regulan negativamente la traducción, en los últimos años se describieron otros tipos de 

regulación, como la activación traduccional (Filipowicz et al., 2008) o la formación de 

heterocromatina (Kim et al., 2008, 2009). 

Los miRNAs juegan un papel importante en virtualmente todos los procesos 

biológicos estudiados, desde el desarrollo hasta la muerte celular y el control metabólico. 

Además, más del 60% de los mRNAs de mamíferos están controlados por miRNAs, 

añadiendo un nuevo nivel de regulación al ya complejo mecanismo de expresión génica por 

regulación de la transcripción (Bartel, 2009; Friedman et al., 2009; Schouten et al., 2013). 

Entre las especies animales, el número de genes que codifican para miRNAs ha 

aumentado significativamente con el incremento de la complejidad organísmica, es decir, 

con el número de tipos celulares diferenciados. Esta observación favorece la especulación 

sobre que, a pesar de la alta conservación entre muchas familias de miRNAs, la 

diversificación de otros genes de miRNAs ha contribuido a la evolución de las especies y, 

en particular, a los programas de desarrollo (Sempere et al., 2006). Notablemente, recientes 

comparaciones de las poblaciones de mRNAs y miRNAs expresados en el cerebro de 
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diferentes especies de primates sugiere que un set de miRNAs regulados por el desarrollo 

en la corteza prefrontal (PFC) parece estar evolucionando más rápidamente que otras clases 

de genes, incluidos los factores de transcripción (Somel et al., 2011). Por ejemplo, 19 de 

estos miRNAs relacionados con el desarrollo resultaron ser 24 veces más divergentes en la 

PFC de humanos respecto de la PFC de chimpancés. Por lo tanto, los miRNAs podrían 

constituir una parte significativamente importante de la expansión cognitiva e intelectual de 

los humanos (McNeill and Van Vactor, 2012). 

Varias líneas de investigación sugieren que los miRNAs regulan de manera precisa 

la plasticidad sináptica observada en desórdenes del desarrollo del cerebro o los basados en 

el estrés ambiental (Olde Loohuis et al., 2012; Schratt, 2009; Schratt et al., 2006). Ha sido 

demostrado que varios miRNAs regulan la expresión de proteínas involucradas en el 

citoesqueleto de actina (Schratt et al., 2006), en el transporte de mRNA (Fiore et al., 2009) 

y en la morfogénesis de espinas dendríticas. La neuroplasticidad es un componente 

importante en la modulación de los circuitos neuronales durante el desarrollo para lograr 

correctas funciones cognitivas y emotivas (Martin et al., 2000).  

 

1.4.3. Biogénesis de microRNAs 

La transcripción de miRNAs es llevada a cabo por la RNA polimerasa II (Pol-II) y 

es controlada por los factores de transcripción asociados a Pol-II y por reguladores 

epigenéticos (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004). Además, se ha demostrado que algunos 

miRNAs virales pueden ser transcriptos por la Pol-III (Pfeffer et al., 2005). Algunos RNAs 

pequeños endógenos similares a miRNAs pero que son derivados de tRNAs también 

pueden ser transcriptos por la Pol-III (Babiarz et al., 2008; Ha and Kim, 2014). 

Luego de la transcripción, el miRNA primario (pri-miRNA) sufre una serie de 

pasos para su maduración (Lee et al., 2002). El pri-miRNA es una molécula de RNA larga 

(típicamente de más de 1 kb) y contiene una estructura de bucle con tallo (“stem-loop”), en la 

cual está embebida la secuencia del miRNA maduro. Un típico pri-miRNA consiste de un 

tallo de 33 a 35 pb, un bucle terminal y segmentos de RNA simple cadena hacia los 

extremos 3’ y 5’ (Figura 4). El primer paso de maduración es llevado a cabo por la RNasa 

tipo III nuclear llamada Drosha, que recorta el stem-loop para liberar un RNA pequeño de 

aproximadamente 65 nucleótidos (pre-miRNA) con forma de horquilla (“hairpin”) (Lee et 

al., 2003). Junto con Drosha, el cofactor Dgcr8, forman el complejo Microprocesador 

(Gregory et al., 2004) (Figura 4). 
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Mientras el clivaje de Drosha define el extremo terminal del miRNA y, por lo tanto, 

determina su especificidad, es importante que el Microprocesador reconozca y clive al pri-

miRNA en el sitio adecuado. Drosha cliva a la horquilla del pri-miRNA aproximadamente 

a 11 pb de la unión basal de los dos segmentos de RNA simple cadena con el RNA doble 

cadena, y aproximadamente a 22 pb de la unión apical que enlaza el bucle terminal (Han et 

al., 2006). La unión basal está dada por Dgcr8 y sirve de referencia para determinar el sitio 

de clivado (Chiang et al., 2010; Han et al., 2006). Las 11 pb de distancia entre el corte y la 

base del tallo corresponden a una vuelta de doble hélice de RNA sobre la cual se acomoda 

Dgcr8, sirviendo como un “ancla” molecular a Drosha, la cual realiza el corte (Carthew and 

Sontheimer, 2009). Aún así, la unión apical también es importante para un procesamiento 

preciso (Ma et al., 2013). 

Luego del procesamiento por Drosha, el pre-miRNA es exportado al citoplasma, 

donde se completa su maduración. La proteína exportina 5 (Xpo5) forma un complejo de 

transporte junto con la proteína nuclear Ran que une GTP, y con el pre-miRNA (Bohnsack 

et al., 2004; Lund et al., 2004) (Figura 4). Después de la traslocación a través del poro 

nuclear, el GTP es hidrolizado lo cual resulta en el desensamblado del complejo de 

transporte y la liberación del pre-miRNA en el citosol. La estructura cristalográfica de este 

complejo muestra que Xpo5 y Ran forman una estructura similar a un guante de béisbol 

dentro de la cual se posiciona el pre-miRNA, permitiendo su interacción con la superficie 

interna de la estructura tipo guante, que se encuentra cargada positivamente (Okada et al., 

2009). Al final de dicha estructura se observa un bolsillo en forma de túnel que interactúa 

fuertemente con los 2 nucleótidos protruyentes del extremo 3’ del pre-miRNA, que son el 

resultado del clivaje por Drosha (Lund et al., 2004; Zeng and Cullen, 2004). Un estudio 

reciente mostró que la exportina 1 (Xpo1 o Crm1) también es capaz de transportar algunos 

pre-miRNAs no canónicos (Ha and Kim, 2014; Xie et al., 2013). 
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Figura 4 | Biogénesis de microRNAs. 

Modelo esquemático de la maquinaria de biogenesis de miRNAs. La transcripción de un gen 
que codifica para un miRNA se inicia generalmente por la RNA Pol II y se genera el miRNA 
primario (pri-miRNA). En el núcleo se realiza el primer clivaje de la vía que es llevado a cabo 
por el complejo Microprocesador (Drosha/Dgcr8), dando como resultado un miRNA 
precursor (pre-miRNA). El pre-miRNA es reconocido por Xpo5 y exportado al citoplasma 
mediante la unión de GTP, que estabiliza al complejo, y posterior unión de GDP, que 
desestabiliza al complejo ya en el citoplasma, dejando al pre-miRNA disponible para ser 
tomado por Dicer. Dicer realiza el segundo clivaje de la vía, dando como resultado un 
miRNA dúplex, que es cargado en alguna de las 4 proteínas Ago (en mamíferos). Luego de la 
selección de la cadena guía, el complejo RISC ya formado puede ejercer sus funciones de 
inhibición de la traducción o degradación del mRNA blanco. En el esquema, las puntas de 
flecha sobre las moléculas precursoras de miRNAs indican los sitios de clivado. En rojo 
están marcadas las proteínas relevantes para este trabajo. Adaptado de Ha and Kim, 2014.  

 

Al exportarse el pre-miRNA hacia el citoplasma, el mismo es, por segunda vez, 

clivado por Dicer, una RNasa de tipo III. El clivaje se realiza cerca del bucle terminal 

produciendo como resultado un dúplex de RNA pequeño (Bernstein et al., 2001; Grishok 

et al., 2001) (Figura 4). El dominio amino terminal de Dicer facilita el reconocimiento del 

pre-miRNA interactuando con su bucle terminal e incrementa el procesamiento de ciertos 
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pre-miRNAs (Gu et al., 2012). El dominio PAZ se une al extremo terminal del pre-miRNA 

(Park et al., 2011). Para explicar cómo Dicer produce un dúplex de RNA pequeño de un 

tamaño discreto, se ha propuesto que la región entre el dominio PAZ y el dominio de 

RNasa actúa como una “regla molecular” (Macrae et al., 2009). Dicer se une 

preferentemente al pre-miRNA con un extremo 3’ protruyente de 2 nucleótidos, que fue 

originalmente generado por el clivaje de Drosha. En general, los sitios de clivaje de Dicer 

están localizados a una distancia fija del extremo 3’ de los RNAs doble cadena, lo cual 

constituye la “regla de conteo desde el 3’” (Vermeulen et al., 2005). La distancia es 

típicamente de 21 a 25 nucleótidos de largo dependiendo de la especie y del tipo de enzima 

Dicer que se trate. En mamíferos, existe un mecanismo adicional de conteo para el sitio de 

clivado de Dicer, el cual consiste en la unión de Dicer al extremo 5’ fosforilado del pre-

miRNA y realiza el clivaje a 22 nucleótidos de distancia de dicho extremo. Este mecanismo 

constituye la “regla de conteo desde el 5’” (Park et al., 2011). Por último, al igual que otras 

RNasas de tipo III, Dicer suele actuar junto a cofactores proteicos de unión a RNA doble 

cadena, llamados Trbp y Pact (Ha and Kim, 2014). 

El último paso de la biogénesis corresponde a la carga del RNA doble cadena 

pequeño en alguna proteína Ago para formar el complejo efector, llamado “complejo de 

silenciamiento inducido por RNA” (RISC, por sus siglas en inglés) (Hammond et al., 2001). 

El armado de este complejo requiere dos pasos: la carga del dúplex de RNA y su 

consiguiente desenrollamiento (Kawamata and Tomari, 2010) (Figura 4). En algunas 

especies se produce una carga diferencial del dúplex de RNA en los distintos tipos de 

proteínas Ago. En humanos, no existe un estricto proceso de clasificación de los dúplex en 

cada uno de los 4 tipos de Ago, y todos ellos pueden incorporar dúplex de miRNAs, con 

cierta preferencia hacia los dúplex de RNAs pequeños con incompatibilidades de secuencia 

(“mismatch”) en las posiciones de nucleótidos 8 a 11 (Meister et al., 2004). De las dos 

cadenas de RNA pequeño que forman el dúplex de miRNA, sólo una, la denominada 

“cadena guía”, se cargará en la proteína Ago correspondiente (Figura 4). La selección de la 

cadena guía durante la carga de Ago está principalmente establecida por las características 

termodinámicas de los extremos del dúplex. La cadena con un extremo 5’ relativamente 

inestable es la que se selecciona como cadena guía. Un determinante adicional de esta 

selección es la presencia de una U en la posición 1 de la secuencia (Hu et al., 2009). La otra 

cadena liberada (también llamada “cadena pasajera”) se degrada rápidamente, resultando en 

un fuerte aumento del porcentaje de presencia de la cadena guía respecto de la pasajera en 

el pool final de miRNAs maduros. Una vez cargada en Ago, la secuencia semilla del miRNA 
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guía se estructura en forma de “hélice A”, lo cual facilita el eficiente escaneo de los mRNA 

potencialmente blancos de esa secuencia. Por otro lado, algunos tipos de Ago tienen 

actividad de endonucleasa y pueden clivar a la cadena pasajera y también al mRNA blanco 

cuando el dúplex posee complementariedad en los nucleótidos centrales (Matranga et al., 

2005). Además, la carga del dúplex en el complejo RISC es un proceso dependiente de 

ATP, mientras que la liberación de la cadena pasajera es independiente de ATP (Ha and 

Kim, 2014). Una vez cargado en Ago y seleccionada la cadena guía, el miRNA maduro 

ejerce su función a través del reconocimiento de mRNAs blanco en el contexto del 

complejo miRISC (Figura 4). 

 

1.4.4. MicroRNAs y su relación con los estímulos ambientales 

Los miRNAs están abundantemente expresados en el sistema nervioso y se ha 

demostrado una relación entre su función y la neuroplasticidad, particularmente, la 

plasticidad sináptica. Recientemente, se reportó que los miRNAs cumplen un rol 

importante en el aprendizaje y la memoria, probablemente a través de la regulación de la 

morfogénesis de dendritas durante el desarrollo temprano (Bredy et al., 2011) y que 

estímulos ambientales pueden controlar su expresión, su función y su localización 

subcelular (McNeill and Van Vactor, 2012). 

La compleja red de miRNAs es muy flexible y puede ajustarse a una gran variedad 

de desafíos ambientales a lo largo de la vida y, particularmente, durante el neurodesarrollo. 

Una sutil alteración en los niveles de miRNAs puede ser altamente efectiva para la 

adaptación a nuevas condiciones ambientales. Hay evidencias que muestran el rol de los 

miRNAs en la plasticidad fenotípica de varias especies en cuanto a la respuesta a hipoxia 

(Yan et al., 2015), estrés por frío y anoxia (Lyons et al., 2015), sequía (Yin et al., 2015), 

alteraciones de temperatura (Campos et al., 2014), estrés a rayos UV y salinidad (Li et al., 

2016). Además, notablemente, algunos miRNAs son regulados por la actividad neuronal, lo 

cual constituye una observación interesante para pensar el efecto de los miRNAs en la 

neuroplasticidad. Varios estudios han probado el rol de los miRNAs en la plasticidad del 

sistema nervioso y el comportamiento animal, particularmente, en la plasticidad y función 

sinápticas, en las experiencias sensoriales, en la expresión de fenotipos conductuales y la 

formación de memoria (Codocedo and Inestrosa, 2016; Fiorenza and Barco, 2016; 

Voskarides, 2017). 

Los mecanismos epigenéticos, como la metilación del DNA y las modificaciones de 

histonas, también regulan la transcripción de miRNAs. Por su parte, los miRNAs controlan 
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la expresión de importantes reguladores epigenéticos, como DNA metiltransferasas, 

desacetilasas de histonas y remodeladores de la cromatina. Esta compleja red de 

retroalimentación forma un circuito que modela los patrones de expresión celulares. 

Cuando este circuito regulatorio se ve comprometido por influencias ambientales, se 

interfiere con los normales procesos fisiológicos y pueden desarrollarse enfermedades (Sato 

et al., 2011). 

 

1.4.5. Epigenética ante las adversidades tempranas 

El primer ejemplo de programación epigenética por una experiencia temprana lo 

constituyó un estudio del laboratorio del ya citado Michael Meaney, usando un modelo de 

cuidado materno con variaciones naturales en ratas. El grupo de Meaney probó que las 

variaciones en el cuidado materno afectan de forma permanente la expresión de GR en el 

hipocampo, y que esto sucedía a través de modificaciones epigenéticas que ocurren durante 

la primera semana de vida. En particular, mostraron que la región promotora del gen de 

GR aumentaba su metilación en las crías de las madres con bajo cuidado materno respecto 

de las que ejercían un alto cuidado materno. La metilación en el promotor de GR impedía 

el pegado del factor de transcripción NGF1-A, disminuyendo sus niveles de expresión 

(Weaver et al., 2004). Posteriormente, se demostró que el fenotipo que generaba este 

cambio epigenético podía ser transmitido entre generaciones (Champagne, 2008). Luego de 

estos descubrimientos significativos sobre la programación epigenética del eje HPA, otros 

estudios utilizaron variados modelos de adversidad temprana para estudiar la programación 

epigenética de este eje, incluyendo las regiones del sistema límbico con las cuales se 

comunica, particularmente, el hipocampo y la corteza prefrontal. Además, se estudiaron 

otros componentes del eje HPA demostrándose que también eran susceptibles de 

modificarse epigenéticamente. Esto incluyó a la CRH, la AVP y sus respectivos receptores 

(Murgatroyd and Spengler, 2012). Aunque se generaron muchos avances en la descripción 

de la programación epigenética, aún no se sabe cómo ocurre la modulación de dicha 

programación por el ambiente temprano (Franklin et al., 2012). 

Las claves ambientales durante períodos críticos del desarrollo pueden afectar las 

marcas epigenéticas y, por lo tanto, la expresión de proteínas, los niveles homeostáticos 

basales, el desarrollo de tejidos o el crecimiento. Como resultado de estos cambios, la 

respuesta a desafíos ambientales que sufra el individuo a lo largo de su vida puede verse 

alterada por la programación temprana. Esta forma de plasticidad del desarrollo es 

altamente adaptativa dado que optimiza el fitness, preparando al individuo para futuros 
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ambientes y desafíos. Además, la programación epigenética permite explicar, a través de un 

mecanismo molecular, cómo se relaciona el ambiente temprano con el desarrollo y la 

progresión de enfermedades en la vida adulta, teniendo en cuenta las hipótesis sobre el 

efecto ambiental (ver Introducción 1.2.4). 

En particular, los miRNAs también han sido relacionados con los efectos de las 

adversidades tempranas en la epigenética. Los miRNAs tienen la habilidad de “afinar” 

(“fine-tune”) la expresión génica. Esta capacidad es importante para controlar la expresión de 

patrones de genes que aseguren una estabilidad dinámica ante perturbaciones externas e 

internas o que favorezcan la adaptabilidad del organismo al ambiente. Los miRNAs pueden 

generar respuestas rápidas y reversibles y, por lo tanto, están idealmente posicionados para 

optimizar una respuesta al estrés (Ebert and Sharp, 2012; Kagias et al., 2012). Además, se 

ha demostrado una relación entre los miRNAs y las respuestas neurales al estrés en 

diferentes organismos modelo (Schouten et al., 2013). 

 

 

1.5. Malnutrición como adversidad temprana 

 

La malnutrición es una de las adversidades tempranas más frecuentes en el mundo. 

La Organización de las Naciones Unidas, a través de la FAO (“The State of Food Insecurity in 

the Wolrd” 2015) (FAO, 2015), reportó que 795 millones de personas sufren de 

malnutrición y que un tercio de estas personas son mujeres en edad fértil. El término 

malnutrición implica que uno o más nutrientes esenciales no está presente en la dieta o está 

presente en una proporción inapropiada (Alamy and Bengelloun, 2012).  

La nutrición durante el desarrollo, como adversidad temprana, también puede tener 

efectos pronunciados en la adaptación del adulto al ambiente nutricional. Por ejemplo, las 

larvas de una especie de mariposas del este de África que sufrieron malnutrición, 

desarrollan una musculatura de la caja torácica más fuerte, lo que les permite volar más 

fuertemente y alcanzar así ambientes más favorables (Saastamoinen et al., 2010). En 

experimentos de laboratorio, las ratas embarazadas alimentadas con una dieta con 

restricción de calorías tienen crías de menor tamaño. Pero si a esta descendencia se les da 

una dieta completa luego del destete, desarrollan más obesidad (Jones and Friedman, 1982) 

y aumenta su apetito (Vickers et al., 2000) respecto de las crías de las madres a las que se les 

dio una dieta sin restricciones. Un ambiente nutricional prenatal relativamente pobre 

induce un fenotipo con menor masa muscular, un punto de saciedad más alto y una 
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preferencia por las grasas en la dieta. Este fenotipo tiene una ventaja adaptativa en un 

ambiente postnatal y adulto relativamente pobre en cuanto a la nutrición. A su vez, estos 

individuos desarrollan más enfermedades metabólicas en un ambiente nutricional 

adecuado. Estos estudios ilustran la hipótesis del no ajuste y la importancia de las claves 

ambientales durante el período perinatal (Bateson et al., 2014) (Introducción 1.2.4). 

En humanos, estudios extensivos han mostrado que la composición del cuerpo 

materno afecta la composición del cuerpo de la descendencia, el control metabólico, la 

reserva neuronal, el tamaño del hígado, la maduración reproductiva y la conducta (Sloboda 

et al., 2007). Estos efectos recapitulan, en líneas generales, lo que se observa en estudios en 

animales. Por lo tanto, los niños con bajo peso al nacer, una típica consecuencia de una 

pobre nutrición intrauterina, entran en la pubertad más tempranamente, tienen preferencia 

por las dietas altas en grasas, un punto más alto de saciedad y una menor estatura. Todas 

estas características conforman un fenotipo adaptado a un ambiente de comida limitada 

durante la adultez (Bateson et al., 2014). 

 

1.5.1. Malnutrición proteica 

Uno de los tipos de malnutrición más extendidas en el mundo es la malnutrición 

proteica que afecta tanto a países desarrollados como a los países en vías de desarrollo. La 

malnutrición proteica es el resultado de una ingesta pobre en proteínas compensada con un 

mayor consumo de hidratos de carbono para igualar la cantidad de calorías totales. Si bien 

la alteración de cualquiera de los componentes de la dieta parece ejercer efectos sobre el 

individuo, las proteínas parecen ser el factor más crítico sobre la maduración del cerebro 

(Alamy and Bengelloun, 2012). Las proteínas no cruzan la placenta en cantidades 

significativas pero los aminoácidos sí lo hacen, y de forma activa (Zipursky and Jansson, 

2001). En consecuencia, el valor nutritivo de las proteínas reside esencialmente en los 

aminoácidos que las mismas contienen y que son absorbidos por el sistema digestivo de la 

madre. Aparentemente, todos los aminoácidos esenciales son importantes para la madre y 

el feto, dado que la omisión de cualquiera de ellos en la dieta materna tiene efectos 

negativos en el cerebro del feto similares a los que produce la falta de proteínas en general 

(Zamenhof et al., 1974). 

 

1.5.2. Efectos de la malnutrición proteica en el desarrollo del cerebro 

La edad a la que ocurre, la duración y el tipo de malnutrición pueden impactar en 

distintos procesos del desarrollo del cerebro. En particular, la malnutrición parece afectar 
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una serie de eventos que se suceden durante el desarrollo y que incluyen la proliferación 

celular (neurogénesis y gliogénesis), la migración celular, la conectividad y todos los 

aspectos de la diferenciación celular, incluyendo la mielinización y la sinaptogénesis (Alamy 

and Bengelloun, 2012; Altman et al., 1970; Chertoff, 2014; Morgane et al., 1993). En este 

contexto, los períodos críticos del desarrollo del cerebro constituyen ventanas temporales 

de alta vulnerabilidad para la correcta progresión de los procesos biológicos mencionados, 

cuya complejidad se suma a la alta tasa de crecimiento del cerebro en general durante 

dichos períodos. 

Se han realizado muchos estudios en ratas para evaluar el efecto en el cerebro de la 

malnutrición proteica, particularmente, la malnutrición materna. Se demostró que, tanto si 

la malnutrición proteica ocurre durante la etapa embrionaria como durante la etapa 

postnatal, produce una reducción en el número de células cerebrales al momento del 

nacimiento que se mantiene hasta el destete. Esta reducción de tamaño es aún mayor si la 

malnutrición se extiende a las dos etapas (Morgane et al., 1993). Por otro lado, la 

malnutrición proteica prenatal aumenta la duración del ciclo celular de los precursores 

neuronales en el día embrionario 16 en ratas (Shimada et al., 1977). Además, se mostró que 

la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo se ve afectada en ratas malnutridas 

perinatalmente hasta el día postnatal 30, lo cual está asociado a un impedimento en 

establecer potenciación de largo término (LTP, por sus siglas en inglés). Otro efecto 

producido por una dieta deficiente en proteínas sobre el sistema nervioso es la alteración en 

las conexiones sinápticas. En el hipocampo, las interneuronas inhibitorias resultan 

especialmente afectadas provocando un aumento en la inhibición que altera el flujo de 

impulsos que entran y salen de esta estructura (Morgane et al., 2002). 

 

1.5.3. Efectos de la malnutrición proteica a nivel epigenético 

Las evidencias muestran que los niveles dietarios maternos de dadores de grupos 

metilo pueden influenciar la expresión génica de la descendencia a través de modificaciones 

epigenéticas (Hoet and Hanson, 1999; Zeisel, 2009). Experimentos con ratas han mostrado 

que la metilación de los promotores de GR y PPARα (receptor de peroxisoma activado por 

proliferación) se encuentra reducida en el tejido hepático de la descendencia sometida a una 

malnutrición proteica perinatal, y que esta reducción puede ser revertida cuando se 

suplementa la dieta materna con dadores de grupos metilo (Lillycrop et al., 2007, 2008). 

Estos efectos pueden estar relacionados con la expresión de DNMT1, la cual se ve 

disminuida ante la restricción proteica en la dieta (Lillycrop et al., 2007). La regulación de la 



35 
 

metilación del DNA por la nutrición prenatal también fue observada en el cerebro, 

asociada a desregulaciones de DNMT1 (Kovacheva et al., 2007), lo cual sugiere que en este 

periodo de rápida división celular durante el desarrollo del feto el nivel de dadores de 

grupos metilo puede tener un impacto significativo en la actividad transcripcional, y que 

puede mantenerse hasta edades adultas (Fagiolini et al., 2009). 

Diversos estudios muestran una correlación entre la existencia de modificaciones 

epigenéticas y experiencias tempranas adversas tanto en roedores (Champagne et al., 2006; 

Roth et al., 2009; Weaver et al., 2004) como en humanos. Un ejemplo de esta correlación lo 

constituye el caso de la hambruna holandesa anteriormente citada (Introducción 1.2.4), 

donde se observó que, además del impacto sobre el metabolismo y la cognición, los hijos 

de las madres malnutridas durante el embarazo presentaban un perfil epigenético alterado 

incluso 60 años después (Heijmans et al., 2008; Tobi et al., 2009). Debido a que se ha 

observado que las modificaciones epigenéticas de algunos genes en el sistema nervioso 

central correlacionan con las marcas presentes en tejidos periféricos como la sangre, se 

planteó el uso de las marcas epigenéticas como biomarcadores de adversidades tempranas y 

de psicopatologías (Guidotti et al., 2014; Kundakovic and Champagne, 2014). 

En este sentido, otro estudio reciente realizado con muestras de DNA de sangre en 

humanos adultos identificó 134 regiones diferencialmente metiladas entre individuos que 

sufrieron una malnutrición proteica durante su primer año de vida e individuos controles. 

Muchos de los genes afectados por la metilación diferencial resultaron ser genes asociados 

a un mayor riesgo de presentar enfermedades neuropsiquiátricas. Además, los individuos 

malnutridos mostraron déficits de atención y disminución de coeficiente intelectual. 

Notablemente, el mismo grupo realizó experimentos en ratas que mostraron una expresión 

disminuida de los genes mencionados en la corteza prefrontal (PFC). Por lo tanto, la 

malnutrición temprana conlleva modificaciones epigenéticas duraderas que pueden afectar 

la atención y la cognición (Peter et al., 2016). 

 

 

1.6. Resumen de resultados de nuestro laboratorio y de otros con respecto a la 

malnutrición proteica perinatal 

 

En el Laboratorio de Neuroepigenética del Departamento de Química Biológica 

(FCEyN, UBA) se ha desarrollado un modelo de malnutrición perinatal en ratones. En este 

modelo se ha demostrado que los ratones nacidos de madres alimentadas con una dieta 
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deficiente en proteínas durante la preñez y la lactancia (HP) presentan un retraso en su 

desarrollo físico y neurológico comparado con los ratones de madres alimentadas con una 

dieta normal (NP). Como adultos jóvenes, los ratones presentan evidentes signos de 

comportamiento ansioso y un fenotipo depresivo, observado especialmente en hembras. 

En relación con las capacidades cognitivas, los ratones HP exhiben deficiencias en diversos 

tipos de memoria dependiendo del sexo y de la edad. Por otro lado, las madres alimentadas 

con una dieta hipoproteica dispensan un menor cuidado a sus crías (Belluscio et al., 2014). 

Por consiguiente, mientras que el comportamiento de tipo ansioso y la memoria de trabajo 

se mantienen igualmente alterados durante toda la vida, la actividad exploratoria y la 

motivación se ven afectadas en las primeras etapas. Por el contrario, se observó que las 

funciones neuromusculares son similares en ambos grupos de ratones durante las primeras 

semanas de vida pero, sin embargo, los ratones de ambos sexos sujetos a la malnutrición 

perinatal, presentan una disminución significativamente mayor de estas funciones a edades 

tardías (Ferroni, 2014). 

Otros laboratorios han estudiado los efectos de la malnutrición perinatal con 

especial énfasis en el cerebro. Las crías de ratas expuestas a una dieta hipoproteica durante 

la preñez y la lactancia presentaron alteraciones fisiológicas y anatómicas en el cerebro 

(Resnick et al., 1979). La distribución y los niveles de aminas resultaron estar modificados, 

así como también el metabolismo de triptófano. La administración de una dieta normal a la 

descendencia luego del destete restauró algunos de los parámetros evaluados pero, sin 

embargo, los cambios en la concentración de aminas persistió (Resnick et al., 1979). 

Además, la densidad de los vasos sanguíneos del cerebro se encontró reducida en las crías 

de madres malnutridas y permaneció alterada luego de la administración postdestete de una 

dieta completa (Hoet and Hanson, 1999). 

Diversos trabajos experimentales en roedores han estudiado las consecuencias de la 

malnutrición proteica en el desarrollo del cerebro y en el comportamiento. Se mostró que la 

malnutrición proteica durante las primeras etapas de la vida puede afectar la neurogénesis, 

la migración celular, la diferenciación y la plasticidad (Huber et al., 2013; Levay et al., 2008; 

Santillán et al., 2010; Wainwright et al., 1999). Además, se ha reportado en ratas que 

aquellos individuos que habían sufrido de una malnutrición pre y posnatal presentaban una 

reactividad emocional a los estímulos aversivos o de dolor (De Oliveira and Almeida, 

1985), una alteración en la evaluación de riesgo (Reyes-Castro et al., 2012), una reducción 

en la flexibilidad cognitiva (Smart, 1993) y problemas de aprendizaje y memoria (Barnes et 

al., 1966). 
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La incidencia de diversas enfermedades relacionadas con el desarrollo neurológico 

difiere ampliamente entre sexos. Mientras que el autismo y la esquizofrenia tiene mayor 

incidencia en hombres que en mujeres, los trastornos depresivos son dos veces más 

comunes en mujeres que en hombres. Sin embargo, pese a las obvias diferencias de género 

en la incidencia de diversos desórdenes comportamentales, poco se sabe acerca de la 

posible dependencia del sexo de los efectos de la malnutrición sobre la cognición (Clancy et 

al., 2007).  

Finalmente, la duración y la magnitud de la malnutrición está directamente 

relacionada con la persistencia de sus efectos sobre el desarrollo del cuerpo y de los 

cambios comportamentales (Laus et al., 2011). Estudios en animales y humanos indican 

que la combinación de la malnutrición pre y posnatal tiene efectos más deletéreos que la 

malnutrición restringida al período prenatal (Morgane et al., 2002). Teniendo en cuenta la 

alta incidencia de la inseguridad nutricional dentro de la población de menores ingresos, es 

probable que la mayoría de los niños que han sufrido de una privación nutricional durante 

la gestación, sigan expuestos a la misma durante la etapa de la lactancia (Heim and 

Nemeroff, 2009; Kar et al., 2008; Korosi et al., 2012; Rice and Barone, 2000). 

Es entonces claro que, a partir de un amplio rango de estudios en animales y 

humanos, una dieta materna nutricionalmente pobre afecta el desarrollo de tejidos clave, 

particularmente, el cerebro, y puede ser responsable de los cambios patológicos observados 

en la descendencia. 

 

 

1.7. Reversión fenotípica 

 

En base a los estudios de la programación temprana y de los efectos de la 

neuroplasticidad en el modelado de las conexiones sinápticas y circuitos neuronales luego 

de una adversidad en los períodos críticos del desarrollo, surge la pregunta de si esta 

neuroplasticidad persiste en individuos adultos. Durante muchos años, se pensó que, una 

vez cerradas las ventanas temporales de los períodos críticos en cuanto a la 

neuroplasticidad, el cerebro quedaba en una fase estática y pocos o nulos cambios podían 

evidenciarse en su estructuración.  

Los clásicos experimentos de David Hunter Hubel y Torsten Nils Wiesel (Wiesel 

and Hubel, 1963) mostraron que la privación temprana de la visión afecta la anatomía y la 

fisiología de la corteza visual. Reportaron que ocluir un ojo durante el desarrollo temprano 
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resulta en una reducción del número de células de la corteza visual que responden al ojo 

ocluido y un aumento significativo en el número de neuronas activadas por el ojo no 

ocluido. La misma manipulación de oclusión no producía ningún efecto sobre el número 

de neuronas en la corteza visual del individuo adulto y, por esta razón, este funcionamiento 

se convirtió en un ejemplo clásico de período crítico (Sale et al., 2009) (Introducción 1.2.3). 

Por lo tanto, no resultaba esperable para ese momento que, ratas de laboratorio 

adultas sometidas a sutiles variaciones de sus condiciones de alojamiento, pudieran 

presentar cambios anatómicos y químicos en el cerebro. Se encontró que alojar a ratas 

adultas en un ambiente rico en estímulos sensoriales inducía cambios en la estructura del 

cerebro y en los niveles de la enzima acetilcolinesterasa (Krech et al., 1960; Rosenzweig and 

Bennett, 1969). Además, se demostró que el ambiente adulto podía generar cambios 

neuroanatómicos, como la ramificación dendrítica, la longitud dendrítica y la densidad de 

espinas (Diamond et al., 1976; Globus et al., 1973). Estas observaciones entraban en 

contraposición con la idea prevalente en ese momento acerca de lo estático y fijo que 

resultaba el cerebro adulto ante influencias ambientales. Sin embargo, estos estudios 

constituyeron la base para el estudio de la reversión fenotípica a través del enriquecimiento 

ambiental. Evidencias más modernas sobre la posibilidad de neurogénesis adulta (van Praag 

et al., 2000), como forma de neuroplasticidad en organismos ya desarrollados, le dieron al 

paradigma del ambiente enriquecido una nueva resonancia. 

 

1.7.1. Reversión ambiental a través de un ambiente enriquecido 

La definición clásica de enriquecimiento ambiental (EE) es “una combinación 

compleja de estímulos inanimados y sociales” (Rosenzweig et al., 1978). Los animales 

enriquecidos son criados en grandes grupos y mantenidos en un ambiente amplio donde 

cuentan con una variedad de objetos (como juguetes, túneles, escaleras y material de 

anidamiento) que son intercambiados con cierta frecuencia, dependiendo del paradigma 

utilizado (Sale et al., 2009). De esta manera, el ambiente enriquecido consta de tres ejes: 1) 

estimulación sensorial y experiencia motora, 2) curiosidad y exploración voluntaria, y 3) 

interacción social. Los animales son expuestos al EE durante varias semanas, durante las 

cuales estos tres ejes interactúan sinergísticamente para influir sobre la neuroplasticidad 

(Hirase and Shinohara, 2014; Nithianantharajah and Hannan, 2006; Pang and Hannan, 

2013). 

Usualmente, se asume que el EE es una forma de asemejar el ambiente de los 

animales de laboratorio a las condiciones de su vida salvaje. Sin embargo, las observaciones 
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que muestran a los roedores de laboratorio en ambientes enriquecidos eligiendo cómo, 

cuándo y cuánto correr y explorar los objetos, indica que el EE implica cierta interacción 

con el ambiente que está libre de los desafíos que los individuos podrían encontrar en un 

ambiente natural. Mientras que en la vida salvaje el comportamiento de los roedores está 

principalmente ligado a la necesidad, en el EE suele estar más asociado con el juego y la 

curiosidad (Sale et al., 2009). 

El EE presenta una variedad de efectos en el cerebro que han sido documentados 

en numerosas especies animales desde ratas y ratones hasta gatos y monos (Sale et al., 

2009). En roedores, el EE reduce la reactividad emocional (Fernandez-Teruel et al., 1992) y 

favorece el aprendizaje dependiente de hipocampo en el adulto (Leggio et al., 2005). 

Además, sirve de protección contra la declinación cognitiva de la edad (Lores-Arnaiz et al., 

2006; Segovia et al., 2009). También aminora los efectos adversos del estrés, promoviendo 

la capacidad homeostática de enfrentarse al mismo, y resulta en muchos casos ansiolítico 

(Mitra and Sapolsky, 2009; Segovia et al., 2009). Notablemente, el EE restaura los déficits 

conductuales generados puramente por influencia genética (Rampon et al., 2000). A nivel 

celular, el EE estimula la neurogénesis adulta (Kempermann et al., 1997), es neuroprotector 

(Young et al., 1999) y aumenta la plasticidad sináptica (Irvine et al., 2006). A nivel 

molecular, el EE aumenta la expresión de neurotrofinas, como NGF y BDNF, y otros 

genes relacionados con el aprendizaje y la memoria. Por último, en humanos, el EE puede 

reducir el tamaño de una lesión cerebral luego de un golpe (Mitra and Sapolsky, 2012; 

Savioz et al., 2009; Ye Xiong, Asim Mahmood, 2009). 

Todas estas evidencias sugieren que el EE promueve el bienestar de los organismos 

(Mitra and Sapolsky, 2012). Hace algunos años, de hecho, también se han encontrado 

efectos de recuperación ante el cáncer (Cao et al., 2010). Más allá de su efecto en el 

mejoramiento generalizado, el EE tiene efectos de resiliencia, de mitigación y de 

recuperación en varias condiciones neuropatológicas (Hirase and Shinohara, 2014).  

Los cambios producidos por el EE están sustentados en cambios significativos en 

la expresión de una gran cantidad de genes involucrados en la estructura neuronal, 

transmisión y plasticidad sináptica, modulación de la síntesis de neurotrofinas, reguladores 

del ciclo celular, entre otros. Es decir que el mejoramiento o recuperación de la 

neuroplasticidad, a través del EE, está apoyada en cambios en el programa transcripcional 

dado por alteraciones en los numerosos mecanismos de regulación que pueden estar 

involucrados, como ser, factores de transcripción, remodelación de la cromatina, 

metilaciones del DNA, miRNAs, etc (Baroncelli et al., 2010).  
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Si bien muchos de estos estudios mencionados utilizaron modelos de animales de 

laboratorio, el ambiente enriquecido, como intervención temprana para el mejoramiento de 

las condiciones de vida, también se probó en humanos. 

 

1.7.2. Intervenciones tempranas 

Los niños y adolescentes de bajo estatus socioeconómico (ESE), comparados con 

aquellos de más alto ESE, presentan una mayor prevalencia de trastornos de depresión y 

ansiedad, desórdenes de conducta como impulsos agresivos, tendencia a actitudes violentas 

y menor capacidad de autocontrol. Además, los niños con bajo ESE presentan déficit en 

las habilidades cognitivas, problemas de atención, menor capacidad de análisis lógico y 

pobreza de lenguaje, por lo que se ve afectado su desempeño académico. Se ha demostrado 

que estas deficiencias correlacionan directamente con la duración de su permanencia en un 

ESE bajo (Farah et al., 2006; Kar et al., 2008; Santos et al., 2008). 

Estas circunstancias hacen que el niño se retrase en su aprendizaje respecto a sus 

compañeros y se le torne cada vez más difícil enfrentarse al ámbito escolar, acrecentando 

las probabilidades de la deserción temporal y luego el abandono definitivo. Junto a la 

desventajosa situación social en la que se encuentra, se suma la pérdida de la formación 

escolar como opción niveladora, por lo que el niño se expone a una pérdida irreversible de 

oportunidades. Esta situación causa que este niño, de adulto, enfrente barreras sociales y 

económicas similares, alimentando un círculo desgraciado y recreando situaciones similares 

en las siguientes generaciones. La intervención del Estado es obligatoria y la de la sociedad 

toda fundamental para tratar de recuperar estas amplias franjas de ciudadanos que se ven 

privados de una vida acorde a sus potencialidades. Sin embargo, en general por falta de 

información y conocimiento, la mayoría de las veces estás políticas, intervenciones o 

programas llegan tarde o son, por lo tanto, ineficaces. 

Aunque los niños son particularmente más vulnerables a los efectos negativos de la 

pobreza, sus organismos son también más maleables en respuesta a las intervenciones. El 

éxito de las intervenciones tempranas, como el “Programa Preescolar Perry” (“Perry 

Preschool Program”) demuestra que el impacto de la pobreza puede ser prevenible o reversible 

niveles cognitivos y conductuales (Heckman et al., 2012). Este programa brinda una 

preescolaridad de alta calidad a niños de 3 y 4 años de bajos ingresos, y los compara con un 

grupo de la misma edad y condición social, pero que no recibió preescolaridad. Se 

encontraron impactos positivos y sostenibles del programa en cuanto a logros educativos y 

habilidades sociales. Además, algunas de estas mejoras han sido relacionadas con medidas 
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electrofisiológicas de las funciones cerebrales que sostienen la atención selectiva (Neville et 

al., 2013). Otros estudios basados en programas de intervención han evaluado el efecto de 

la calidad de la crianza y de la interacción niños-padres, encontrando una mejora cognitiva 

(Johnson et al., 2016; Mendelsohn et al., 2007, 2011). 

La malnutrición, en particular, está asociada generalmente a situaciones de pobreza 

y, por lo tanto, a un escaso acceso a las distintas etapas educativas. Al respecto, y como ya 

fue mencionado, la estimulación intelectual, sensorial y afectiva, revierte, al menos 

parcialmente, el déficit cognitivo y emocional. Sin embargo, esta recuperación es lenta y 

aleatoria. A pesar de que la investigación sobre la reversibilidad de estas situaciones 

adversas en humanos es escasa por el momento, las intervenciones cuidadosas basadas en 

estudios neurocientíficos, entre otras disciplinas, podrían a la larga mejorar las prácticas 

para reducir las inequidades en la salud, y mejorar las consecuencias del ESE de los niños 

(Johnson et al., 2016). 

 

1.7.3. Reversión genética y farmacológica 

En modelos animales, además de la reversión ambiental, también pueden 

encontrarse estudios en los cuales la reversión fenotípica se alcanza mediante herramientas 

genéticas o farmacológicas, ya sea administradas en los períodos perinatales o en los 

individuos adultos. Cuando las ratas expuestas a un nivel de nutrición materna pobre 

durante el periodo prenatal, son tratadas al nacer con leptina, los cambios observados por 

la malnutrición en la expresión génica y los cambios epigenéticos fueron prevenidos 

(Gluckman et al., 2007; Vickers et al., 2005). Estudios similares en los que se administraron 

hormonas de crecimiento a la descendencia de madres malnutridas, encontraron resultados 

de reversión similares (Reynolds et al., 2013), mostrando que el efecto de la leptina no es 

específico y sugiriendo que varias claves ambientales durante el desarrollo temprano 

pueden inducir respuestas adaptativas fenotípicas (Bateson et al., 2014). 

Al presente, se han identificado 33 genes cuya expresión modificada 

individualmente incrementa las habilidades cognitivas en ratones adultos (Lehrer, 2009). 

Algunos ejemplos son: la sobrexpresión de NRB2 (Tang et al., 1999), la de HRas en 

neuronas excitatorias (Kushner, 2005), la deficiencia condicional de CDK5 en cerebro 

(Hawasli et al., 2007) y la inhibición de calcineurina (Malleret et al., 2001). Estos animales 

aprenden más rápido, recuerdan eventos por tiempos más largos y resuelven problemas 

más complejos que los ratones normales.  
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Debido a que los mecanismos moleculares utilizados en el cerebro para formar 

memorias de largo término son casi idénticos en humanos y roedores, hay una expectativa 

justificada en que la manipulación de estos genes pueda resultar en tratamientos adecuados 

para una gran variedad de problemas de aprendizaje y memoria en los humanos. Los 

trabajos mencionados logran principalmente recuperar la neuroplasticidad que se va 

perdiendo en los estadíos adultos. Sin embargo, los ratones con expresión modificada de 

un determinado gen no están exentos de distintos tipos de problemas, como una mayor 

sensibilidad al dolor, mayor incidencia de tumores o deficiente control de la respuesta al 

estrés (Lehrer, 2009). Pero, más allá de las dificultades, señala un camino disponible para 

ser transitado cuidadosamente para la reversión de un problema que afecta a un sector 

importante de la población mundial.  

Particularmente de interés para este trabajo, los miRNAs poseen una característica 

única que se basa en su capacidad para regular complejos circuitos de genes de forma local 

y rápida, convirtiéndolos en atractivos candidatos para operar sobre la plasticidad sináptica 

y aplicar terapias para tratar desórdenes mentales. La caracterización del rol de los miRNAs 

individuales, o de los cambios globales de miRNAs inducidos por la alteración de su 

biogénesis, en la plasticidad sináptica podría generar avances en el conocimiento de la 

regulación de la función sináptica y así proveer nuevas herramientas para generar terapias 

basadas en la biología molecular para tratar desórdenes del sistema nervioso (Schouten et 

al., 2013). 

Varios ensayos preliminaries sugieren que la prevención y la terapia individualizada 

a través de óptimas “dietas o drogas epigenéticas” son concebibles para tratar de 

enfermedades relacionadas con la edad y los estilos de vida. De todos modos, estas 

intervencinoes requerirán efuerzos intensos para entender la complejidad de los factores 

genéticos, epigenéticos y, sobretodo, ambientales para evaluar su potencial terapéutico con 

mínimos efectos laterales (Attig et al., 2010). 
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2. Objetivos e hipótesis 

 

2.1. Objetivo general 

 

El presente trabajo se enmarca en un proyecto del laboratorio de Neuroepigenética 

y Adversidades Tempranas del Departamento de Química Biológica (FCEyN, UBA) 

tendiente a estudiar los efectos de la malnutrición proteica perinatal sobre la emotividad y la 

cognición en ratones, intentando encontrar las bases epigenéticas que subyacen el 

establecimiento de un fenotipo. Al mismo tiempo, se busca revertir los efectos producidos 

en la conducta a través de la exposición a un ambiente enriquecido luego del destete. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

2.2.1. Reversión del fenotipo conductual 

Evaluar si el ambiente enriquecido revierte los déficits emotivos y cognitivos 

previamente descriptos en ratones malnutridos perinatalmente. 

 

2.2.2. Rol de microRNAs 

Estudiar el rol de los microRNAs, como mecanismo epigenético, en el 

establecimiento de los déficits conductuales y de su potencial reversión. 

 

2.2.3. Procesos celulares implicados 

Realizar un estudio de los potenciales genes blanco de los microRNAs desregulados 

por la malnutrición materna y de las posibles vías celulares afectadas para luego evaluarlas 

experimentalmente. 

 

 

2.3. Hipótesis 

La regulación diferencial de la expresión génica por microRNAs en ratones 

sometidos a malnutrición perinatal altera procesos biológicos que explican, en parte, los 

déficits conductuales observados. El ambiente enriquecido postdestete restaura el patrón de 

expresión de microRNAs y, por lo tanto, el comportamiento de los ratones.
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3. Resultados 

 

3.1. Caracterización del modelo de malnutrición perinatal 

 

Se evaluaron diferentes parámetros generales con la idea de caracterizar el modelo 

de malnutrición proteica perinatal en ratones CF-1. Algunos de ellos corroboran 

observaciones previas del laboratorio y otros son aportes novedosos a dicha 

caracterización. 

 

3.1.1. Peso corporal 

El peso corporal de los ratones fue seguido durante toda la lactancia. Si bien los 

grupos NP y HP no presentaron diferencias al nacimiento, las curvas de crecimiento se 

diferencian con el tiempo. Se observó un menor peso en las crías HP respecto de las NP a 

partir del día postnatal 9 (P9) en machos (Figura 5A) y 7 (P7) en hembras (Figura 5B). 

 

 

Figura 5 | Curva de pesos corporales de la F1 durante la lactancia. 

Los pesos corporales de ratones NP y HP fueron medidos cada 2 días durante toda la lactancia. 
A, Curvas de peso de los machos. ANOVA de dos factores con medidas repetidas para la dieta 
(F1,160 = 17,15; p = 0,0008), el tiempo (F10,160 = 341,0; p < 0,0001) e interacción para la dieta 
con el tiempo (F10,160 = 11,36; p < 0,0001). B, Curvas de peso de las hembras. ANOVA de dos 
factores con medidas repetidas para la dieta (F1,160 = 51,94; p < 0,0001), el tiempo (F10,180 = 
403,4; p < 0,0001) e interacción para la dieta con el tiempo (F10,160 = 3,02; p = 0,0016). El 
análisis post hoc de Bonferroni indicó que los pesos de las crías HP, entre P9 y P21 para los 
machos, y entre P7 y P21 para las hembras, fue significativamente menor que los de las crías 
NP. Los valores están expresados como promedios ± SEM (n = 8-10). ** p < 0,01; *** p < 
0,001.  

 

3.1.2. Distancia ano-genital (DAG) 

Si bien el énfasis de los efectos del estrés perinatal suele ubicarse sobre el eje 

hipotálamo-pituitaria-adrenal (HPA), otros sistemas hormonales pueden verse afectados, 
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tanto directamente como a través de interacciones con el eje HPA. Las hormonas sexuales 

esteroideas son un claro candidato y, de hecho, se ha visto que, ante situaciones de estrés 

prenatal, la liberación de testosterona en el feto macho se encuentra disminuida (Barrett 

and Swan, 2015; Sarkar et al., 2007). 

La distancia ano-genital (DAG) refleja el nivel de exposición a andrógenos, una de 

las hormonas esteroideas sexuales, durante la gestación en humanos (Mendiola et al., 2011) 

y en roedores (Earl Gray et al., 2006; Foster, 2006). Una exposición gestacional a 

andrógenos disminuida genera una feminización en la descendencia que impacta en el 

potencial reproductivo del individuo (Eisenberg et al., 2011; Mendiola et al., 2011). 

Además, este parámetro morfométrico ha sido relacionado con el estrés perinatal (Dahlöf 

et al., 1978; Ward and Weisz, 1980). 

Para evaluar un posible efecto de la malnutrición temprana sobre el sistema de 

hormonas sexuales, se midió la DAG en ratones NP y HP durante la lactancia. Se observó 

una disminución significativa de este parámetro en machos HP a P14 (Figura 6A) y en 

hembras HP a P21 (Figura 6B).  

 

 

Figura 6 | Evaluación de la distancia ano-genital durante la lactancia. 

La distancia ano-genital (DAG) de ratones NP y HP fue medida a P1, P7, P14 y P21 durante la 
lactancia. A, DAG de los machos. ANOVA de dos factores con medidas repetidas para la dieta 
(F1,26 = 2,61; p = 0,1183), el tiempo (F3,26 = 157,9; p < 0,0001) e interacción para la dieta con el 
tiempo (F3,26 = 2,44; p = 0,0868). B, Curvas de peso de las hembras. ANOVA de dos factores 
con medidas repetidas para la dieta (F1,30 = 4,57; p = 0,0408), el tiempo (F3,30 = 224,5; p < 
0,0001) e interacción para la dieta con el tiempo (F3,30 = 5,98; p = 0,0025). El análisis post hoc de 
Bonferroni indicó que la DAG de los machos HP a P14 y de las hembras a P21 fue 
significativamente menor que la de las crías NP. Los valores están expresados como promedios 
± SEM (n = 3-9). * p < 0,05; ** p < 0,01.  

 

Si bien la disminución de la DAG en machos es consistente con estudios previos 

que utilizaron otros modelos de estrés perinatal (Desaulniers et al., 2016; Pallarés et al., 

2013), los resultados observados en las hembras podrían estar relacionados con 

desregulaciones de las concentraciones de hormonas sexuales. Estas diferencias en la DAG 
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podrían ser un reflejo de las susceptibilidades diferenciales a ciertos desórdenes 

psiquiátricos entre machos y hembras (Weinstock, 2007). 

 

3.1.3. Preferencia por el olor materno 

Además de las posibles diferencias que podría generar la malnutrición perinatal en 

las hormonas que controlan el eje HPA o las que controlan el sistema de diferenciación 

sexual, recientes evidencias sugieren que la amígdala podría ser programada por un estrés 

temprano (Davidson and McEwen, 2012). Particularmente, alrededor del día P10 durante el 

desarrollo, las crías experimentan un periodo sensible para el aprendizaje del olor materno. 

Durante este periodo, las crías muestran una reducción del aprendizaje al miedo, el cual 

está mediado por la amígdala, y cuya disminución es crucial para el correcto desarrollo del 

apego entre madre y cría (Daskalakis et al., 2013; Sullivan and Holman, 2010). Además, ha 

sido reportado que el estrés de restricción física prenatal afecta negativamente la 

preferencia de ratas estresadas por el olor del nido materno en una forma sexo-

dependiente, resultando las hembras más afectadas (De Souza et al., 2012).  

Para evaluar si la adquisición del aprendizaje del olor materno era afectada por la 

malnutrición, se sometió a crías NP y HP a un test olfativo. A la edad de P10, se midió la 

latencia a acercarse a la viruta del nido materno. No se observaron diferencias significativas 

entre ratones NP y HP, ni en machos ni en hembras. Sin embargo, se encontró un efecto 

significativo del factor sexo, presentando las hembras una mayor latencia para acercarse a la 

viruta del nido (Figura 7), consistente con resultados previos (De Souza et al., 2012). 

 

 

Figura 7 | Evaluación de la preferencia al olor materno. 

La preferencia al olor del nido materno se evaluó a P10 en ratones NP y HP, tanto en 
machos como en hembras. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,41 = 0,02; p = 0,8880), 
el sexo (F1,41 = 5,14; p = 0,0287) e interacción para la dieta con el sexo (F1,41 = 0,56; p = 
0,4585). Los valores están expresados como promedios ± SEM (n = 11-15). 
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Los resultados sobre la ausencia de diferencias en la preferencia al olor materno 

entre crías NP y HP podría sugerir que los ratones HP no presentan alteraciones en la 

formación de los circuitos responsables de este aprendizaje. Sin embargo, estudios previos 

de nuestro laboratorio (Belluscio et al., 2014; Gianatiempo, 2016) mostraron que las madres 

HP dispensan un comportamiento materno de cuidado más bajo que las madres NP, lo 

cual podría redundar en alteraciones de dicho aprendizaje que no se ven reflejadas en la 

preferencia al olor materno. 

 

3.1.4. Desarrollo físico y neurológico 

Por otro lado, se evaluó el desarrollo físico y neurológico de las crías a través de la 

observación de la aparición del pelo dorsal y ventral, la apertura del canal auditivo, la 

apertura de ojos y la evolución del reflejo de enderezamiento. Estas características ya 

habían sido estudiadas previamente (Belluscio et al., 2014), pero se repitieron en este 

trabajo con el objetivo de validar el modelo de malnutrición. Se observó un retraso en la 

aparición del pelo dorsal sólo en hembras (Figura 8A), y un retraso en la aparición del pelo 

ventral en ambos sexos (Figura 8B), en los ratones HP respecto de los NP. Además, la 

apertura de ojos se produjo más tardíamente en ratones HP, tanto en machos como en 

hembras (Figura 8C). Y los machos HP presentaron una apertura del canal auditivo 

retrasada respecto de los NP (Figura 8D).  

En cuanto al desarrollo neurológico, cuando se evaluó el reflejo de enderezamiento 

en superficie, se observaron diferencias significativas en la latencia al enderezamiento en los 

primeros días postnatales, tanto en machos (Figura 8E) como en hembras (Figura 8F). La 

adquisición de este reflejo es indicativa de la función cerebelar. 

 



49 
 

 

Figura 8 | Evaluación de parámetros físicos y neurológicos del desarrollo. 

Desarrollo físico y neurológico de ratones NP y HP durante la lactancia. A, Día postnatal de 
aparición del pelo dorsal para machos y hembras. Test de Chi-cuadrado (machos: Χ2

1 = 
0,0319; p = 0,4291 y hembras: Χ2

1 = 9,402; p = 0,0011). B, Día postnatal de aparición del 
pelo ventral para machos y hembras. Test de Chi-cuadrado (machos: Χ2

2 = 9,32; p = 0,0095 
y hembras: Χ2

2 = 9,535; p = 0,0085). C, Día postnatal de apertura de ojos para machos y 
hembras. Test de Chi-cuadrado (machos: Χ2

1 = 15,24; p < 0,0001 y hembras: Χ2
1 = 6,829; p 

< 0,0001). D, Día postnatal de apertura del canal auditivo para machos y hembras. Test de 
Chi-cuadrado (machos: Χ2

1 = 5,63; p = 0,0089 y hembras: Χ2
1 = 0,002; p = 0,4820). E, 

Latencia a adquirir el reflejo de enderezamiento para machos NP y HP. ANOVA de dos 
factores con medidas repetidas para la dieta (F1,180 = 13,45; p = 0,0015), el tiempo (F9,180 = 
11,73; p < 0,0001) e interacción para la dieta con el tiempo (F9,180 = 4,14; p < 0,0001). F, 
Latencia a adquirir el reflejo de enderezamiento para hembras NP y HP. ANOVA de dos 
factores con medidas repetidas para la dieta (F1,240 = 18,62; p = 0,0002), el tiempo (F8,240 = 
18,09; p < 0,0001) e interacción para la dieta con el tiempo (F8,240 = 3,12; p = 0,0022). El 
análisis post hoc de Bonferroni indicó que la latencia para adquirir este reflejo fue 
significativamente mayor en los machos HP a P2 y P3, mientras que para las hembras HP fue 
significativamente mayor a P2, P3 y P5, comparados con machos y hembras NP, 
respectivamente. Los valores están expresados como promedios ± SEM (n = 9-13). ** p < 
0,01; *** p < 0,001. 
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La evaluación del desarrollo físico y neurológico mostró que la malnutrición 

perinatal genera un retraso en la aparición de ciertas características, como ser, la aparición 

de pelo, la apertura de ojos y la adquisición del reflejo de enderezamiento, tanto en machos 

como en hembras HP, como fue demostrado previamente (Belluscio et al., 2014). Estos 

resultados validaron el modelo de malnutrición materna utilizado para los experimentos de 

esta tesis. 

 

3.1.5. Peso del cerebro 

En consonancia con el interés en el estudio de los efectos de la malnutrición 

perinatal sobre la conducta, tanto en la cognición como en los estados emocionales, se 

midió el peso del cerebro y de los hipocampos en ratones NP y HP recién destetados, es 

decir, a P21. El peso del cerebro resultó ser menor en los machos HP respecto de los 

machos NP, mientras que en las hembras se observó también una tendencia en el mismo 

sentido, sin resultar estadísticamente significativa (Tabla 1). El peso de los hipocampos 

resultó ser significativamente menor en los ratones HP que en los NP en ambos sexos 

(Tabla 1). Y cuando se relativizó el peso de los hipocampos al del cerebro, este cociente 

fue significativamente menor en los ratones HP, tanto en machos como en hembras 

(Tabla 1). 

 

Tabla 1 | Pesos del cerebro y de los hipocampos 

  Machos Hembras 

  NP HP NP HP 

Cerebro         

Peso promedio (mg) 397,8 371,0 * 382,4 368,9 

SD 30,91 25,96 28,96 28,96 

Hipocampos         

Peso promedio (mg) 18,25 15,02 # 16,31 13,68 * 

SD 3,79 2,18 3,16 3,36 

Hipocampos / Cerebro       

Porcentaje (%) 4,56 4,04 † 4,27 3,70 † 

SD 0,80 0,47 0,80 0,84 

          

* Significativamente diferente (p < 0,05) respecto de NP; t-Student desapareado 

† Significativamente diferente (p < 0,05) respecto de NP; test de Mann-Whitney 

# Significativamente diferente (p < 0,01) respecto de NP; corrección de Welch 
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La malnutrición proteica perinatal generó una disminución en el peso del 

hipocampo relativo al peso del cerebro, lo cual podría conllevar consecuencias importantes 

a nivel conductual en la descendencia de las madres hipoproteicas (ver Discusión 4.2.3). 

 

3.1.6. Pesos y consumo de la F0 

El peso corporal de las madres F0 fue medido durante la gestación y la lactancia. 

Las hembras preñadas de ambos grupos mostraron un incremento de peso similar durante 

la gestación (Figura 9A). Sin embargo, después de parir, el peso de las madres HP presentó 

una tendencia a ser menor que el de las madres NP, mostrando diferencias significativas en 

los días P4 y P16 (Figura 9B). 

La condición nutricional de las crías depende casi exclusivamente del consumo 

materno de nutrientes y calorías. Por lo tanto, se midió el consumo de comida de las 

madres NP y HP durante la preñez y la lactancia. Durante la preñez el consumo de comida 

resultó ser similar entre ambos grupos (Figura 9C). Después del nacimiento de la F1, se 

observó que las madres NP comieron más comida por día que las HP desde el día de 

lactancia 15 hasta el destete (Figura 9D). Sin embargo, el consumo relativo de comida, es 

decir, la cantidad de comida consumida por día relativa al número de crías lactantes, fue 

similar para ambos grupos (Figura 9E). 

Dado que las dietas NP y HP son isocalóricas, estos resultados sugieren que las 

diferencias en el desarrollo físico y neurológico de las crías de ambos grupos (Figura 8) 

deberían tener como causa a la deficiencia de proteínas en la dieta y no a un menor 

consumo de calorías por parte de las madres. 
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Figura 9 | Pesos corporales y consumo de comida en las madres F0. 

El peso corporal y el consumo de comida de las madres F0 se siguió durante la preñez y la 
lactancia. A, Peso de las madres NP y HP durante la gestación. ANOVA de dos factores con 
medidas repetidas para la dieta (F1,66 = 0,21; p = 0,6456), el tiempo (F4,66 = 67,16; p < 0,0001) e 
interacción para la dieta con el tiempo (F4,66 = 1,37; p = 0,2548). B, Peso de las madres NP y 
HP durante la lactancia. ANOVA de dos factores con medidas repetidas para la dieta (F1,220 = 
8,71; p = 0,0132), el tiempo (F20,220 = 12,33; p < 0,0001) e interacción para la dieta con el 
tiempo (F20,220 = 1,59; p = 0,0563). C, Consumo de comida total durante la gestación. Test t-
Student desapareado (t19 = 1,65; p = 0,1149). D, Consumo de comida de las madres NP y HP 
durante la lactancia. ANOVA de dos factores con medidas repetidas para la dieta (F1,220 = 14,82; 
p = 0,0027), el tiempo (F20,220 = 41,44; p < 0,0001) e interacción para la dieta con el tiempo 
(F20,220 = 6,01; p < 0,0001). E, Consumo de comida de las madres NP y HP durante la lactancia 
relativizada al número de crías. ANOVA de dos factores con medidas repetidas para la dieta 
(F1,220 = 1,17; p = 0,3018), el tiempo (F20,220 = 25,80; p < 0,0001) e interacción para la dieta con 
el tiempo (F20,220 = 0,64; p = 0,8803). El análisis post hoc de Bonferroni indicó que los pesos de 
las madres HP resultaron ser significativamente menores que los de las madres NP en los días 
P4 y P16. El consumo de las madres HP resultó ser significativamente menor que el de las 
madres NP entre los días P14 y P21. El consumo de las madres relativo al número de crías no 
resultó ser significativamente diferente entre madres NP y HP. Los valores están expresados 
como promedios ± SEM (n = 6-7). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

 

3.2. Reversión del comportamiento 

 

Resultados previos de nuestro laboratorio habían mostrado que los ratones 

sometidos a una dieta hipoproteica perinatal presentaban alteraciones en el 

comportamiento de tipo ansioso y, en particular en las hembras, comportamiento de tipo 

depresivo (Belluscio et al., 2014). Por otro lado, se observó que la malnutrición proteica 

perinatal genera déficits en la memoria de locación y de separación de patrones, así como 

también reduce la neurogénesis hipocampal en ratas (Pérez-García et al., 2016). Además, 
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como se mencionó en la Introducción 1.7.1, el enriquecimiento ambiental puede mitigar los 

efectos producidos por las adversidades del desarrollo temprano (Francis et al., 2002; 

Kentner, 2015). Por esta razón, nos propusimos estudiar la posible reversión de los 

trastornos de ansiedad y déficits de memoria causados por la malnutrición perinatal.  

Para abordar este objetivo, ratones machos sometidos al modelo de malnutrición 

perinatal fueron alojados en un ambiente enriquecido o en un ambiente normal durante 

cinco semanas a partir del día de destete, es decir, P21. De esta manera, se trabajó con 

cuatro grupos experimentales: NP-NE, HP-NE, NP-EE y HP-EE (ver Materiales y 

Métodos 5.3 y 5.4) y se realizaron tests de comportamiento para evaluar ansiedad (Caja de 

luz-oscuridad, CLO, y laberinto elevado en cruz, LEC) y memoria (reconocimiento de un 

objeto novedoso, RON, laberinto en “Y” con claves espaciales, LY y aversión 

condicionada al gusto, ACG). 

 

3.2.1. Ansiedad: CLO y LEC 

Para este estudio se utilizó el denominado test de la caja de luz-oscuridad (CLO) y 

el laberinto elevado en cruz (LEC). Ambos paradigmas se basan en la evaluación de la 

ansiedad utilizando dispositivos que pongan en conflicto al ratón: por un lado, su tendencia 

natural por explorar un determinado ambiente lo llevará a recorrer zonas expuestas y, por 

otro, el rechazo que le genera dirigirse a ese ambiente, justamente a causa de su exposición, 

lo llevará a quedarse en zonas protegidas. Cuanto más tiempo pase protegido en las zonas 

ocultas, más rasgos ansiosos pueden asignársele. Es decir, si el ratón puede lidiar con el 

miedo que le genera explorar una zona desprotegida, esto se entiende como un buen 

manejo de la respuesta al estrés y, por lo tanto, son menos ansiosos. 

En el paradigma de la CLO se midieron las siguientes variables: el tiempo de 

permanencia en la zona oculta, el número de transiciones entre la zona oscura y la 

luminosa, y la latencia a entrar a la zona oscura. Se observó un aumento significativo del 

tiempo en la zona oculta en los ratones HP-NE, que fue revertido cuando los ratones 

fueron expuestos a las cinco semanas de EE (Figura 10A). Por otro lado, las transiciones y 

la latencia mostraron una diferencia con el tratamiento ambiental, pero no con la dieta 

(Figura 10B, C). Este resultado es consistente con el aumento de locomoción reportado 

para los modelos de estímulo ambiental (Hendershott et al., 2016; Scrimshaw et al., 1968). 

Se observó un resultado similar al anterior cuando los ratones fueron sometidos al 

paradigma del LEC. Se evaluó la distancia recorrida en los brazos abiertos relativa a la 

distancia total, el número de entradas a los brazos abiertos, y la distancia total recorrida. 



54 
 

Los ratones HP-NE recorrieron menor distancia en los brazos abiertos del laberinto 

respecto de la distancia total recorrida, evidenciando rasgos ansiosos. Nuevamente, esta 

característica fue revertida por el enriquecimiento ambiental en los ratones HP-EE (Figura 

10D). Sin embargo, este aumento de la ansiedad en ratones HP-NE no se vio reflejado en 

el número total de entradas a los brazos abiertos (Figura 10E). Por último, consistente con 

los resultados de la CLO, se observó un aumento de la distancia total recorrida en ratones 

sometidos al enriquecimiento ambiental, independientemente de la dieta (Figura 10F). 

 

 

Figura 10 | Evaluación de la ansiedad en ratones malnutridos y su reversión por 
un ambiente enriquecido postdestete. 

La ansiedad de ratones NP y HP, sometidos a NE o EE, se evaluó a P56 mediante los tests de la 
caja de luz-oscuridad (CLO) y el laberinto elevado en cruz (LEC). A, Tiempo de permanencia en 
la zona oscura en el test de la CLO. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,38 = 3,58; p = 
0,0660), el ambiente (F1,38 = 2,29; p = 0,1386) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,38 = 
3,49; p = 0,0696). B, Número de transiciones entre la zona oscura y la zona iluminada en el test 
de la CLO. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,40 = 9,16; p = 0,6954), el ambiente (F1,40 = 
33,15; p < 0,0001) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,40 = 1,87; p = 0,1790). C, 
Latencia a entrar a la zona oscura en el test de la CLO. ANOVA de dos factores para la dieta 
(F1,36 = 0,11; p = 0,7383), el ambiente (F1,36 = 5,41; p = 0,0258) e interacción para la dieta con el 
ambiente (F1,36 = 0,11; p = 0,7441). D, Distancia recorrida en los brazos abiertos respecto de la 
distancia total en el test del LEC. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,34 = 3,16; p = 
0,0844), el ambiente (F1,34 = 13,99; p = 0,0007) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,34 

= 4,15; p = 0,0494). E, Número de entradas a los brazos abiertos en el test del LEC. ANOVA 
de dos factores para la dieta (F1,40 = 0,19; p = 0,6670), el ambiente (F1,40 = 34,25; p < 0,0001) e 
interacción para la dieta con el ambiente (F1,40 = 1,46; p = 0,2343). F, Distancia total recorrida en 
el test del LEC. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,40 = 0,75; p = 0,3917), el ambiente 
(F1,40 = 20,07; p < 0,0001) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,40 = 0,02; p = 0,8986). 
El análisis post hoc de Bonferroni indicó que las diferencias que se marcan en los gráficos 
resultaron significativas. Los valores están expresados como promedios ± SEM (n = 10-12). * p 
< 0,05. 
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Estos resultados sugieren que la malnutrición afecta el estado de ansiedad de los 

ratones, haciéndolos menos capaces de lidiar con su estrés. Más aún, este fenotipo pudo ser 

revertido con el enriquecimiento ambiental luego del destete, es decir, varias semanas 

después del efecto de la deficiente nutrición materna. Es así que los mecanismos 

epigenéticos surgen como interesantes candidatos a ser responsables de la reversibilidad 

observada (ver Discusión 4.4.1). 

 

3.2.2. Memoria: LY, RON y ACG 

Para evaluar la memoria a corto plazo en ratones correspondientes a los cuatro 

grupos experimentales ya utilizados (NP-NE, HP-NE, NP-EE, HP-EE), se usó el laberinto 

en “Y” en su configuración de claves espaciales. El entrenamiento consistió en dejar al 

ratón recorrer 2 de los 3 brazos del laberinto durante 7 min. Pasados 20 min (memoria de 

corto plazo), se testeó al ratón dejándolo explorar los 3 brazos. Se midió el tiempo de 

permanencia en el brazo novedoso (el que resultaba inaccesible durante el entrenamiento) y 

el número de entradas al brazo novedoso respecto del número de entradas totales a 

cualquier brazo. Las claves espaciales colaboran a que el ratón identifique cada brazo y 

genera una memoria dependiente, en parte, del hipocampo. No se observaron diferencias 

en ninguna de las variables medidas entre las dietas NP y HP en un ambiente postnatal 

normal (Figura 11A, B). Sin embargo, los ratones HP-EE permanecieron más tiempo en el 

brazo novedoso respecto a los NP-EE (Figura 11A). La expresión de esta diferencia 

fenotípica entre ratones NP y HP, que sólo se produce en el contexto del enriquecimiento 

ambiental fue observada también para otros parámetros evaluados y constituye un ejemplo 

de interacción entre las variables utilizadas, lo cual se discutirá en detalle en la Discusión 

4.1. Por último, no se observaron diferencias significativas en el número de entradas al 

brazo novedoso ante el estímulo ambiental (Figura 11B). 

Por otro lado, se utilizó el paradigma del reconocimiento de un objeto novedoso 

(RON) para evaluar la memoria a largo plazo. Para esto, se entrenaron ratones de los 

cuatro grupos experimentales a reconocer dos objetos iguales ubicados en una arena 

cuadrada durante 10 min. Luego de 24 h (memoria a largo plazo), uno de los objetos fue 

reemplazado por otro novedoso para el ratón. Se midió el tiempo que el ratón dedicó a 

explorar el objeto novedoso respecto del tiempo de exploración total. Se observó una 

disminución en el índice de discriminación (Materiales y Métodos 5.7.5) en los ratones 

malnutridos, que pudo ser revertida por el enriquecimiento ambiental (Figura 11C). 
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Por último, se usó el test de aversión condicionada al gusto (ACG) para evaluar 

otro tipo de memoria asociativa (Welzl et al., 2001), que se ha visto relacionada con la 

desacetilación de histonas por HDACs (Morris et al., 2013). Este test consiste en adaptar a 

los ratones a un régimen de privación de agua. Luego, se asocia un estímulo condicionado 

(agua con sacarina como gusto dulce) a uno no condicionado (náusea por inyección de 

LiCl) y por último se testea el nivel de memoria en base a la cantidad de agua con sacarina 

consumida, incluyendo a un grupo de ratones que son inyectados con vehículo en lugar de 

LiCl. Menor cantidad de agua consumida supone una memoria mayor. Como es esperable 

para este test, la inyección con LiCl generó un menor consumo de agua con sacarina, tanto 

en los ratones NP como HP (Figura 11D). Sin embrago, no se encontraron diferencias 

entre las dietas (Figura 11D).  

 

 

Figura 11 | Evaluación de la memoria a corto y largo plazo en ratones 
malnutridos y su reversión por un ambiente enriquecido post-destete. 

La memoria de corto y largo término de ratones NP y HP, sometidos a NE o EE, se evaluó a 
P56 mediante los tests del laberinto en “Y” con claves espaciales (LY), el reconocimiento del 
objeto novedoso (RON) y la aversión condicionada al gusto (ACG). A, Tiempo de permanencia 
en el brazo novedoso en el test del LY. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,40 = 3,65; p = 
0,0633), el ambiente (F1,40 = 3,42; p = 0,0718) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,40 = 
3,38; p = 0,0736). B, Número de entradas al brazo novedoso relativo al número de entradas 
totales en el test del LY. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,40 = 2,27; p = 0,1402), el 
ambiente (F1,40 = 6,60; p = 0,0140) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,40 = 0,01; p = 
0,9910). C, Índice de discriminación entre objetos en el test de RON. ANOVA de dos factores 
para la dieta (F1,35 = 1,46; p = 0,2346), el ambiente (F1,35 = 0,76; p = 0,3899) e interacción para la 
dieta con el ambiente (F1,35 = 4,11; p = 0,0504). D, Consumo de agua con sacarina en el test de 
la ACG. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,18 = 0,15; p = 0,7059), el condicionamiento 
(F1,18 = 5,28; p = 0,0338) e interacción para la dieta con el condicionamiento (F1,18 = 0,19; p = 
0,6684). El análisis post hoc de Bonferroni indicó que las diferencias que se marcan en los gráficos 
resultaron significativas. Los valores están expresados como promedios ± SEM (n = 10-12). * p 
< 0,05. 
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Los resultados obtenidos en esta sección muestran un efecto de la malnutrición 

materna sobre la memoria espacial a corto plazo (LY), así como también sobre la memoria 

de reconocimiento a largo plazo (RON) en machos. En particular, la deficiencia en la 

memoria de reconocimiento puede ser recuperada cuando se somete a los animales a un 

ambiente estimulante luego del destete. Por su parte, el fenotipo observado para la 

memoria espacial es dependiente del ambiente postdestete, y las diferencias por la dieta 

materna sólo se observan en un contexto de enriquecimiento ambiental. Por otro lado, no 

se encontraron efectos de la malnutrición perinatal sobre la memoria aversiva relacionada 

con el gusto. Notablemente, este último tipo de memoria no ha sido directamente 

relacionado con el hipocampo como estructura funcional (ver Discusión 4.4.2). En cambio, 

se ha demostrado que tanto la memoria espacial como la de reconocimiento necesitan del 

hipocampo para su establecimiento (Squire, 1992). Estos resultados podrían estar 

relacionados con la disminución del tamaño del hipocampo observada para los ratones HP. 

 

 

3.3. Biogénesis de miRNAs 

 

Con el objetivo de encontrar potenciales mecanismos moleculares que expliquen, 

en parte, las diferencias fenotípicas en la conducta entre ratones NP y HP, decidimos 

evaluar el rol de los microRNAs (miRNAs), como un mecanismo epigenético que posibilita 

grandes cambios en los patrones de expresión génica. Estos cambios en los patrones de 

expresión permiten una adaptación a un ambiente adverso en base a pequeños cambios en 

la expresión de miRNAs, dado que cada miRNA controla varios genes y un mismo gen 

puede ser controlado por más de un miRNA, lo cual genera complejas redes de regulación 

postranscripcional. Los pequeños RNAs no codificantes, particularmente los miRNAs, 

juegan un papel importante en el desarrollo del cerebro y en la adaptación al estrés (ver 

Introducción 1.4.2 y 1.4.4).  

La biogénesis de miRNAs utiliza una vía celular común a todos ellos, que involucra, 

además de su transcripción, una maquinaria compleja de procesamiento, transporte y 

encuentro con sus mRNAs blanco. Esta maquinaria de procesamiento está compuesta por 

proteínas encargadas de las funciones descriptas y se ha reportado que cambios en la 

expresión de estas proteínas generan consecuencias en el proceso de silenciamiento por 

miRNAs (ver Introducción 1.4.3). 
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Dado que alteraciones en los niveles de expresión y/o actividad de estos 

componentes de la biogénesis pueden afectar la disponibilidad y funcionalidad de los 

miRNAs, el objetivo consistió en evaluar si la malnutrición perinatal tiene algún efecto 

sobre el funcionamiento de la maquinaria de biogénesis de miRNAs. Estos experimentos se 

realizaron en machos y hembras a la edad de 21 días de la F1, momento en el cual finaliza 

el tratamiento dietario materno. Se buscó estudiar si una potencial desregulación de la 

biogénesis de miRNAs al momento de terminar el tratamiento podría generar cambios que 

tuvieran consecuencias en etapas más avanzadas de la vida de los ratones. 

Se utilizaron cuatro zonas del cerebro que están involucradas en diversos procesos. 

El hipocampo y el hipotálamo tienen un rol fundamental en la respuesta fisiológica al estrés 

ambiental (ver Introducción 1.3.1). El bulbo olfatorio, y también el hipocampo, son 

capaces de producir neurogénesis y de responder a cambios en el ambiente a través de la 

plasticidad sináptica (Gage, 2012). Por último, la corteza cerebral posee una alta 

susceptibilidad al estrés oxidativo (Moura et al., 2015; Powell et al., 2012) que puede ser 

causado por una dieta deficiente en proteínas. 

 

3.3.1. Expresión de los componentes de la maquinaria de biogénesis de miRNAs 

Se determinó la expresión génica de la mayor parte de los componentes de la 

maquinaria de biogénesis de miRNAs en ratones NP y HP, tanto en machos como en 

hembras. 
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Figura 12 | Expresión de los componentes de la maquinaria de biogénesis de 
miRNAs en hipocampo e hipotálamo. 

Expresión de los genes de la maquinaria de biogénesis de miRNAs en el hipocampo y el 
hipotálamo de ratones NP y HP a P21, tanto en machos como en hembras. A, Expresión génica 
en el hipocampo de machos. Test t-Student desapareado (Drosha: t10 = 0,28; p = 0,7872; Dgcr8: 
t10 = 1,08; p = 0,3071; Xpo5: t8 = 2,51; p = 0,0367; Dicer1: t10 = 0,04; p = 0,9717) y test de 
Mann-Whitney (Ago2: U = 3,0; p = 0,0303). B, Expresión génica en el hipocampo de hembras. 
Test t-Student desapareado (Drosha: t10 = 0,66; p = 0,5236; Dgcr8: t9 = 1,47; p = 0,1794; Xpo5: 
t10 = 3,26; p = 0,0086; Dicer1: t10 = 0,74; p = 0,4753; Ago2: t10 = 0,84; p = 0,4230). C, 
Expresión génica en el hipotálamo de machos. Test t-Student desapareado (Drosha: t10 = 0,75; p 
= 0,4671; Dgcr8: t11 = 0,25; p = 0,8050; Dicer1: t13 = 1,05; p = 0,3135; Ago2: t13 = 2,99; p = 
0,0105) y test de Mann-Whitney (Xpo5: U = 11,0; p = 0,0311). D, Expresión génica en el 
hipotálamo de hembras. Test t-Student desapareado (Xpo5: t18 = 0,08; p = 0,9410; Dicer1: t17 = 
1,89; p = 0,0764; Ago2: t17 = 3,22; p = 0,0050) y test t-Student desapareado con corrección de 
Welch (Drosha: t11 = 1,43; p = 0,1806; Dgcr8: t10 = 1,70; p = 0,1192). Los valores están 
expresados como promedios ± SEM (n = 6-10). * p < 0,05; ** p < 0,01. 

 

Se observó un incremento en la expresión de Xpo5 en el hipocampo y el 

hipotálamo de los machos HP respecto de los NP (Figura 12A, C). Un incremento similar 

se observó en las hembras HP, pero sólo en el hipocampo (Figura 12B). Por otro lado, los 

niveles de mRNA de Ago2 se encontraron disminuidos en las mismas estructuras 

cerebrales en los machos (Figura 12A, C). Notablemente, las hembras HP exhibieron una 

expresión aumentada de Ago2 en el hipotálamo, a diferencia de lo que se observó en los 

machos (Figura 12D). 
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La expresión de Drosha y Dgcr8, los miembros del complejo Microprocesador, y la 

RNAsa citoplasmática Dicer no fue modificada por la malnutrición proteica perinatal, ni en 

machos ni en hembras (Figura 12). Por último, ningún componente de la maquinaria de 

biogénesis de miRNAs mostró una expresión alterada por la malnutrición ni en la corteza 

ni en el bulbo olfatorio (Figura 13). 

 

 

Figura 13 | Expresión de los componentes de la maquinaria de biogénesis de 
miRNAs en corteza y bulbo olfatorio. 

Expresión de los genes de la maquinaria de biogénesis de miRNAs en la corteza cerebral y el 
bulbo olfatorio de ratones NP y HP a P21, tanto en machos como en hembras. A, Expresión 
génica en la corteza de machos. Test t-Student desapareado (Drosha: t16 = 1,00; p = 0,3342; 
Dgcr8: t16 = 1,95; p = 0,0690; Xpo5: t17 = 0,47; p = 0,6444; Dicer1: t16 = 1,06; p = 0,3073; 
Ago2: t19 = 1,03; p = 0,3167). B, Expresión génica en la corteza de hembras. Test t-Student 
desapareado (Drosha: t12 = 0,06; p = 0,9539; Dgcr8: t12 = 0,95; p = 0,3585; Xpo5: t13 = 1,28; p 
= 0,2217; Dicer1: t12 = 0,46; p = 0,6564; Ago2: t14 = 0,75; p = 0,4679). C, Expresión génica en el 
bulbo olfatorio de machos. Test t-Student desapareado (Drosha: t12 = 1,24; p = 0,2385; Dgcr8: 
t11 = 1,32; p = 0,2136; Xpo5: t12 = 0,64; p = 0,5321; Dicer1: t11 = 0,50; p = 0,6300; Ago2: t12 = 
0,16; p = 0,8738). D, Expresión génica en el bulbo olfatorio de hembras. Test t-Student 
desapareado (Drosha: t20 = 0,25; p = 0,8082; Dgcr8: t20 = 0,69; p = 0,4964; Xpo5: t20 = 0,23; p 
= 0,8194; Dicer1: t20 = 0,71; p = 0,4866; Ago2: t23 = 0,72; p = 0,4759). Los valores están 
expresados como promedios ± SEM (n = 7-11).  
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Además del mecanismo de biogénesis de miRNAs denominado “canónico” existen 

otras vías “no canónicas” de generación de miRNAs. Por ejemplo, el primer paso de la 

biogénesis, mediado por el complejo Microprocesador (Drosha/Dgcr8) puede ser 

reemplazado por la maquinaria de splicing, lo cual da lugar a miRtrons (Berezikov et al., 

2007; Yang and Lai, 2011). Otro ejemplo lo constituyen los caminos de procesamiento que 

no necesitan de Dicer para la biogénesis de miRNAs (Yang and Lai, 2011). Se ha 

demostrado que la exportina Xpo1 también es capaz de exportar e importar miRNAs. Por 

otro lado, Xpo1 coinmunoprecipita con Ago2 y otras proteínas relacionadas con la 

remodelación de la cromatina, lo cual constituye un nexo entre estos mecanismos de 

regulación epigenética (Muqbil et al., 2013). Teniendo en cuenta estas evidencias y 

habiendo observado un aumento en la expresión de Xpo5 en hipocampo e hipotálamo de 

ratones HP, se decidió estudiar la expresión de Xpo1 en el hipocampo. Sin embargo, no se 

encontró una desregulación de dicha exportina en los ratones malnutridos (Figura 14). 

 

 

Figura 14 | Expresión de Xpo1 en el hipocampo. 

Expresión de Xpo1 en el hipocampo de macho NP y HP a P21. Test t-Student desapareado (t7 
= 0,609; p = 0,9340). Los valores están expresados como promedios ± SEM (n = 6-7). 

 

En resumen, estos resultados demuestran que el estrés nutricional temprano, 

particularmente, la exposición a una dieta hipoproteica materna durante la gestación y la 

lactancia, altera la expresión de componentes de la biogénesis de miRNAs en el hipocampo 

y en el hipotálamo de ratones P21. Esta alteración podría modificar la disponibilidad y la 

funcionalidad de los miRNAs, con consecuencias en el desarrollo de ratones HP. 

Particularmente, resulta sugestivo que los cambios debidos a la malnutrición se evidencien 

en regiones cerebrales estrechamente relacionadas con la regulación del eje HPA y la 

respuesta al estrés, como lo son el hipocampo y el hipotálamo. Numerosas evidencias 

señalan que la programación del eje HPA por estrés perinatal tiene a las modificaciones 

epigenéticas como base molecular (ver Discusión 4.5.1). 
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3.3.2. Expresión de miRNAs 

Habiendo visto que el aumento de la expresión de Xpo5 en ratones malnutridos 

resultaba altamente consistente entre tejidos y sexos, se estudió si este cambio tenía alguna 

relevancia funcional. Debido a que Xpo5 media el paso de transporte del núcleo al 

citoplasma en la biogénesis de miRNAs, se hipotetizó que un aumento en la expresión de 

esta proteína daría como resultado un aumento generalizado de miRNAs maduros en el 

citoplasma.  

Para testear esta hipótesis, se eligieron al azar 10 miRNAs de entre aquellos 

expresados en el cerebro de ratón, y se midió la expresión de su forma madura por RT-

qPCR. Para ello, se utilizó el método del oligonucleótido stem-loop (ver Materiales y Métodos 

5.8.3.2) (Chen et al., 2005), que consiste en una retrotranscripción específica de un miRNA 

con un oligonucleótido de 50 bases que se pliega sobre sí mismo dejando un extremo 3’ 

protruyente que aparea con las últimas 6 bases del extremo 3’ del miRNA. 

Se observó que los niveles del 70% y 50% de los miRNAs analizados en 

hipocampo, en machos y hembras respectivamente, se encontraron aumentados en ratones 

HP comparado con los NP (Figura 1A, B). Seis de los 10 miRNAs medidos en hipocampo 

fueron también medidos en hipotálamo. En este caso, un 33% de esos 6 miRNAs mostró 

un aumento significativo de su expresión en machos HP (Figura 15C). Considerando el 

nivel de inducción de Xpo5 en el hipocampo (56%) y en el hipotálamo (28%) de machos 

HP, se observó que cuanto mayor era la expresión de Xpo5, mayor resultaba el número de 

miRNAs que aumentaban su expresión. Es de notar que en el hipotálamo de las hembras 

HP no se registraron aumentos en la expresión de miRNAs (Figura 15D), 

coincidentemente con la ausencia de inducción de Xpo5 en esa región del cerebro. Por otro 

lado, es importante destacar que ningún miRNA presentó un comportamiento opuesto, es 

decir, menores niveles de expresión en los ratones HP que en los NP. 
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Figura 15 | Expresión de miRNAs maduros en hipocampo e hipotálamo. 

Expresión de miRNAs en el hipocampo y en el hipotálamo de ratones NP y HP a P21, tanto en 
machos como en hembras. A, Expresión de miRNAs en el hipocampo de machos. B, Expresión 
de miRNAs en el hipocampo de hembras. C, Expresión de miRNAs en el hipotálamo de 
machos. D, Expresión de miRNAs en el hipotálamo de hembras. En todos los casos se utilizó 
un test t-Student. Cuando no se cumplió la normalidad de los datos, se usó el test de Mann-
Whitney. Cuando no se cumplió la homocedasticidad, se usó la corrección de Welch. Los valores 
están expresados como promedios ± SEM (n = 6-10). * p < 0,05. 

 

Los resultados presentados en esta sección sugieren que existe una fuerte 

correlación entre los niveles de expresión del mRNA de Xpo5 y los niveles de expresión de 

los miRNAs en general, particularmente en el hipocampo y en el hipotálamo. La 

malnutrición perinatal produce un aumento en la expresión de Xpo5 lo cual correlaciona 

con un aumento general de la presencia de miRNAs maduros. Por lo tanto, el estrés 

nutricional temprano impacta sobre la disponibilidad de miRNAs y potencialmente sobre 

su funcionalidad, convirtiéndose en un posible factor causal de los efectos negativos de la 

malnutrición proteica.  
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3.4. Secuenciación masiva de RNAs pequeños 

  

Una vez evaluados los efectos de la malnutrición proteica perinatal sobre la 

biogénesis de miRNAs, decidimos estudiar, a nivel global, los patrones de expresión de 

miRNAs en el hipotálamo de ratones jóvenes-adultos malnutridos perinatalmente, 

evaluando también una posible reversión de estos patrones por estimulación ambiental 

postdestete. Este experimento nos permitiría además correlacionar los niveles de expresión 

de miRNAs con los cambios en los fenotipos conductuales observados (ver Resultados 

3.2). 

Con este objetivo, se diseñó un experimento de secuenciación masiva de RNAs 

pequeños. Como se vio en la Introducción 1.2, el eje HPA es el principal sensor de estrés 

ambiental y, por otro lado, se sabe que el hipotálamo es una de las regiones del cerebro que 

media el comportamiento de ansiedad por control del estrés. Bajo la hipótesis de que los 

niveles hormonales (o de otros factores) que controlan el eje HPA podían ser programados 

epigenéticamente a través de su regulación postranscripcional por miRNAs, se evaluó la 

expresión global de miRNAs en el hipotálamo de ratones sometidos a una malnutrición 

proteica perinatal. Habiendo observado la reversión del comportamiento de tipo ansioso 

por el enriquecimiento ambiental (ver Resultados 3.2.1), se decidió incorporar el 

tratamiento con ambientes postdestete al experimento y, por lo tanto, trabajar con ratones 

de 8 semanas de edad (P56). 

El objetivo consistió en evaluar si una desregulación en los patrones de expresión 

de miRNAs podría correlacionar con el fenotipo ansioso observado en ratones HP, y si la 

reversión conductual se veía reflejada en dichos patrones. Nuevamente, los grupos 

experimentales fueron: NP-NE, NP-EE, HP-NE y HP-EE. 

 

3.4.1. Obtención de RNAs y características de la secuenciación 

Para investigar los perfiles globales de expresión de miRNAs hipotalámicos y sus 

potenciales cambios bajo una malnutrición proteica perinatal y/o un enriquecimiento 

ambiental, se utilizó una plataforma Illumina HiSeq 1500 para secuenciación masiva. El 

material de partida fue extraído de dos ratones de cada tratamiento, provenientes de 

camadas independientes. El resto de los ratones de este experimento se utilizaron para 

validar por RT-qPCR los resultados de la secuenciación. 

El primer paso para la secuenciación masiva fue obtener RNA total de hipotálamo 

de ratón con un alto grado de pureza. Para esto se realizaron variadas pruebas hasta lograr 
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un valor de RIN (RNA Integrity Number) mayor a 8 analizado por medio del sistema 

Bioanalyzer 2100 Agilent (Figura 16A, B), y además lograr una clara intensidad e integridad 

de las dos bandas del RNA ribosomal vistas en gel de agarosa (Figura 16C). 

 

 

Figura 16 | Evaluación de la calidad del RNA para secuenciación masiva. 

La calidad del RNA extraído del hipotálamo fue analizada mediante Bioanalyzer 2100 Agilent y gel 
de agarosa antes de ser utilizadas para el experimento. A, Electroferogramas de las 8 muestras 
utilizadas. Los picos corresponden a los conjuntos de moléculas de RNA con tamaños parecidos. 
En todas las muestras se observa que están presentes los RNAs pequeños (entre 20 y 50 nt). B, 
Los electroferogramas pueden traducirse a un gel virtual para observar las bandas. C, Gel de 
agarosa con las 8 muestras y un marcador de peso molecular. Este gel permitió hacer un segundo 
chequeo sobre la calidad de las muestras mediante la observación de las bandas del RNA 
ribosomal. 

 

Posteriormente, se generaron las bibliotecas TruSeq de cDNA basadas en el RNA 

extraído, y se separó por tamaño mediante un gel de poliacrilamida la banda 

correspondiente a los cDNAs provenientes de los RNAs pequeños. Luego se secuenció el 

cDNA en una celda del secuenciador HiSeq 1500 de Illumina en fragmentos de hasta 50 pb 

desde un único extremo (1 x 50 single reads) (ver Materiales y Métodos 5.9). Las lecturas 
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obtenidas fueron luego anotadas en base a los datos de miRBase v21 para el genoma de 

Mus musculus (mm10). 

Las características de la corrida se encontraron dentro de los rangos esperables. Por 

un lado, el número total de lecturas fue de aproximadamente 25 millones por muestra. 

Además, la distribución de lecturas presentó una mayoritaria presencia de miRNAs en 

todas las muestras (Figura 17). Por otro lado, la distribución de longitudes de las lecturas 

presentó un pico en 22 nucleótidos (Figura 18), lo cual es consistente con el corte de la 

enzima Dicer1 que, por su estructura, deja un dúplex de RNA de 22 nucleótidos, es decir, 

la longitud promedio reportada para un miRNA (ver Introducción 1.4.3). 

 

 

Figura 17 | Distribución de lecturas de la secuenciación masiva de RNAs 
pequeños. 

La corrida de la secuenciación masiva arrojó una distribución de lecturas acorde a lo esperado. 
Para todas las muestras analizadas, más de la mitad de las lecturas mapearon en miRNAs y una 
proporción baja no pudo ser mapeada (“No alineadas”). 
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Figura 18 | Distribución de longitudes de lecturas de la secuenciación masiva de 
RNAs pequeños. 

La distribución de longitudes de las lecturas mostró, para todas las muestras, un pico alrededor 
de los 22 nucleótidos, correspondiente a los miRNAs maduros. La evaluación de los gráficos de 
distribución de longitudes es otro punto de control de calidad de la secuenciación.  

 

Notablemente, entre las lecturas de miRNAs obtenidas (Figura 17), 

aproximadamente la mitad corresponde a miRNAs maduros ya descriptos y la otra mitad, a 

isomiRs para las 8 bibliotecas. Los isomiRs son secuencias que tienen variaciones en uno o 

unos pocos nucleótidos con respecto a la secuencia del miRNA maduro de referencia 

(Morin et al., 2008). La mayor parte de la variabilidad de los isomiRs puede ser explicada 

por la variabilidad en la posición de clivaje de Drosha o de Dicer1 sobre el pri-miRNA o el 

pre-miRNA, respectivamente. Otra fuente de variabilidad la constituyen las modificaciones 

enzimáticas de los miRNA maduros al final de su biogénesis. Dado que, en la mayoría de 

los casos, la especie de miRNA maduro anotada en miRBase v21 fue la secuencia más 

abundante, se tomaron solamente esas secuencias para el análisis, descartando los isomiRs. 

En el último tiempo, algunos trabajos han descripto funciones relevantes para los isomiRs 

(Babapoor et al., 2014; Llorens et al., 2013). De todos modos, se requeriría un análisis más 

profundo para examinar la influencia de los isomiRs en la expresión diferencial entre 

tratamientos.  

En un análisis global, previo al estudio de expresión diferencial según los 

tratamientos utilizados, se encontraron 662 miRNAs maduros presentes en las 8 muestras 

de hipotálamo. De todos ellos, 257 presentaron más de 100 lecturas y 37, más de 20.000 

lecturas. Estos últimos 37 miRNAs más expresados se constituían en 26 familias, de las 

cuales 18 resultaron ser altamente conservadas evolutivamente entre mamíferos, 5 fueron 

medianamente conservadas y 3, pobremente conservadas (Lewis et al., 2005). El análisis de 

conservación evolutiva de la secuencia del mRNA complementaria a la “semilla” del 

miRNA tiene como objetivo proveer evidencia acerca de la funcionalidad de una 
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determinada familia de miRNAs. En este sentido, un nivel alto de conservación refleja una 

predicción más confiable (Friedman et al., 2009; Riffo-Campos et al., 2016). De esta forma, 

en un primer análisis, el alto grado de conservación de los sitios blanco evidencia una 

correcta realización del análisis de la secuenciación masiva hasta este punto. 

 

3.4.2. Normalización y filtrado 

El primer paso del análisis de la secuenciación masiva de microRNAs una vez 

mapeadas las lecturas, consistió en utilizar el método “TMM” (Trimmed Mean of M values) 

(Robinson and Oshlack, 2010) para la normalización de las muestras por su tamaño. Esta 

estrategia empírica se basa en igualar la expresión de todos los genes de las muestras 

asumiendo que la mayoría de ellos no están diferencialmente expresados entre los 

tratamientos. 

Por último, antes del análisis de expresión diferencial, se realizó un filtrado de 

microRNAs con bajo número de lecturas. La determinación del límite bajo el cual se 

descartan dichos miRNAs consistió en la maximización de la correlación entre el promedio 

de las réplicas de cada tratamiento para una comparación en particular. Este filtrado se 

debe a que, a números bajos de lecturas, suele presentarse una dispersión mayor en la 

correlación de 2 tratamientos debida a la cercanía de los valores de lecturas con la 

variabilidad técnica. De esta manera, por ejemplo, si en un tratamiento se obtuvieron 2 

lecturas para un miRNA y en otro tratamiento, 4 lecturas para ese miRNA, las veces de 

cambio entre tratamientos sería de 2 cuando en realidad la cantidad de lecturas se acerca 

mucho al ruido de la técnica como para decir que ese miRNA se indujo 2 veces. Por lo 

tanto, ese miRNA se descarta del análisis. 

Los filtros se aplicaron a los pares de tratamientos en comparación. El motivo por 

el cual se eligieron los pares de tratamientos para el análisis se detalla en la siguiente 

sección. De esta forma, el filtro para la comparación NP-NE vs HP-NE fue de 13 lecturas 

(Figura 19A), para la NP-NE vs NP-EE fue de 8 lecturas (Figura 19B), para la NP-EE vs 

HP-EE fue de 11 lecturas (Figura 19C), y para la NP-NE vs HP-EE fue de 12 lecturas 

(Figura 19D). Los gráficos muestran en qué punto se maximiza la correlación entre 

tratamientos a medida que aumenta el número de lecturas bajo el cual se aplica el filtro. 
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Figura 19 | Línea de corte para el filtro de miRNAs con bajo número de lecturas 
en todas las comparaciones estudiadas. 

Para decidir qué miRNAs no se tomarían en cuenta para el análisis de expresión diferencial por 
tener un bajo número de lecturas, se estudió la correlación entre las muestras de los tratamientos 
que se usaron para cada comparación. El criterio consistió en filtrar los miRNAs que tuvieran 
menos lecturas que la cantidad de lecturas que maximizan la correlación entre tratamientos. A, 
En la comparación NP-NE vs HP-NE se filtraron los miRNAs con menos de 13 lecturas. B, En 
la comparación NP-NE vs NP-EE, con menos de 8 lecturas. C, En la comparación NP-EE vs 
HP-EE, con menos de 11 lecturas. D, En la comparación NP-NE vs HP-EE, con menos de 12 
lecturas. 

 

Una vez filtradas las muestras, se graficó la correlación entre tratamientos para 

visualizar el aumento de la dispersión hacia bajo número de lecturas, por un lado, y para 
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chequear que los puntos correspondientes a los miRNAs se acomodaran, en su mayoría, 

sobre la recta 1:1, por otro (Figura 20). Esta última observación se debe a que los 

tratamientos aplicados no generan un cambio drástico en los patrones de expresión de 

miRNAs, lo cual es consistente con el tipo de tratamiento aplicado. El paradigma de 

malnutrición perinatal comprende aproximadamente 7 semanas durante etapas tempranas 

del desarrollo. En este tiempo el individuo puede adaptarse a los cambios del ambiente y, 

por lo tanto, los efectos fenotípicos pueden ser más sutiles que en el caso de tratamientos 

más puntuales. Lo mismo ocurre con el tratamiento de enriquecimiento ambiental, aunque, 

si se observan las lecturas de los miRNAs que involucran comparaciones con ambiente 

enriquecido (Figura 20B, C), puede notarse una mayor dispersión de puntos, es decir, un 

desajuste mayor, que el debido a la dieta materna. 

 

 

Figura 20 | Correlación entre tratamientos en el número de lecturas. 

La evaluación de la dispersión de miRNAs en base a su número de lecturas permite sacar 
conclusiones sobre la calidad de los datos. Cuando se correlacionan los números de lecturas para 
cada miRNA entre 2 tratamientos se espera que los puntos se acomoden en la recta 1:1 debido a 
que, en principio, no se esperan cambios bruscos en los tratamientos utilizados. Además, en 
estos gráficos puede verse cómo aumenta la dispersión de los datos hacia números de lectura 
bajos, razón por la cual es necesario filtrar los miRNAs de baja expresión. A, Comparación NP-
NE vs HP-NE. B, Comparación NP-NE vs NP-EE. C, Comparación NP-EE vs HP-EE. D, 
Comparación NP-NE vs HP-EE. 

 

Por último, se observó que la correlación de lecturas entre las 2 réplicas de cada 

tratamiento no presentaba grandes desvíos (Figura 21), lo cual mostró una consistencia en 

la expresión génica de las réplicas a pesar de la alta variabilidad que presenta la colonia CF-
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1 per se. En estos gráficos también se puede observar el aumento de la dispersión a bajo 

número de lecturas. 

 

 

Figura 21 | Correlación entre réplicas en el número de lecturas. 

Cuando se grafica la dispersión de las muestras entre réplicas, se espera que pocos puntos se 
desvíen de la recta 1:1 dado que se trata de 2 réplicas del mismo tratamiento. Si bien se observa 
cierta variabilidad, sumada al ya mencionado aumento de la variabilidad por bajo número de 
lecturas, las réplicas biológicas parecen ser consistentes en sus niveles de expresión de miRNAs. 
A, Réplicas del tratamiento NP-NE. B, Réplicas del tratamiento HP-NE. C, Réplicas del 
tratamiento NP-EE. D, Réplicas del tratamiento HP-EE. 

 

Los resultados sobre la secuenciación masiva muestran que el experimento tuvo las 

características esperadas y que los datos resultantes están en condiciones de ser analizados 

para evaluar la expresión diferencial entre tratamientos. 

 

3.4.3. Análisis de expresión diferencial de miRNAs 

Para evaluar la expresión diferencial de los miRNAs se tomaron, en primer lugar, 

los grupos NP-NE y HP-NE, es decir, ratones de dieta materna normal o hipoproteica, 

ambos alojados en ambientes normales a partir de P21. Con esta comparación se estudió el 

efecto de la malnutrición perinatal en la expresión global de miRNAs. 

Para decidir qué miRNAs se encontraban diferencialmente expresados, se utilizó el 

paquete estadístico NOISeqBIO (Tarazona et al., 2015), el cual está optimizado para, al 

menos, 2 réplicas biológicas. Este análisis calcula una distribución de probabilidad en base a 



72 
 

la diferencia de expresión entre dos tratamientos y a la cantidad de lecturas para cada 

miRNA. Los miRNAs que superaron el valor de probabilidad de 0,95 fueron considerados 

como diferencialmente expresados. 

Se encontraron 9 miRNAs diferencialmente expresados entre los tratamientos NP-

NE y HP-NE (Figura 22A), 7 estaban regulados positivamente y 2, regulados 

negativamente en ratones hipoproteicos, como puede verse en el gráfico de tipo volcán 

(Figura 22B). Entre los miRNAs sobreexpresados, el miR-187-3p presentó el cambio más 

alto que alcanzó las 2 veces de inducción, mientras que el segundo miRNA de mayor 

cambio fue el miR-369-3p con 1,33 veces de cambio, seguido por el miR-132-3p con 1,32. 

Los miRNAs regulados negativamente fueron el miR-135a-5p y el miR-204-5p con 0,66 y 

0,7 veces de cambio, respectivamente (Figura 22C). 
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Figura 22 | miRNAs diferencialmente expresados por la malnutrición. 

Análisis de expresión diferencial entre los tratamientos NP-NE vs HP-NE. A, Gráfico de 
dispersión de lecturas entre los tratamientos en el cual se marcan en rojo los miRNAs 
diferencialmente expresados. B, Los gráficos “volcán” suelen ser útiles para visualizar diferencias 
en patrones de expresión. Se grafica la probabilidad estadística en función de las veces de cambio. 
C, Los mapas de intensidad (o “heatmap”) también se utilizan para visualizar patrones de expresión 
diferencial. miRNAs menos expresados tienden al color naranja, mientras que miRNAs más 
expresados tienden al rojo. Los valores que figuran en cada celda corresponden a las lecturas 
normalizadas de los miRNAs para cada tratamiento. Se encontraron 9 miRNAs expresados 
diferencialmente por la malnutrición proteica perinatal, 7 de los cuales aumentaron su expresión, 
mientras que 2 la disminuyeron. 

 

Luego, el análisis se orientó a estudiar los cambios en los patrones de expresión de 

miRNAs debidos al ambiente enriquecido, para lo cual se trabajó con la comparación NP-

NE vs NP-EE. Se observó que 57 miRNAs estaban diferencialmente expresados debido al 

ambiente (Figura 23A), 39 de ellos resultaron regulados positivamente y 18, regulados 

negativamente (Figura 23B). Estos resultados son consistentes con el análisis visual de los 
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gráficos de correlación entre tratamientos, que sugerían que los cambios en la expresión de 

miRNAs producidos por el ambiente (Figura 20B) resultaban más drásticos que los 

producidos por la malnutrición (Figura 20A). 

 

 

Figura 23 | miRNAs diferencialmente expresados por el ambiente enriquecido. 

Análisis de expresión diferencial entre los tratamientos NP-NE vs NP-EE. A, Gráfico de 
dispersión de lecturas entre los tratamientos en el cual se marcan en rojo los miRNAs 
diferencialmente expresados. B, Cambios en los patrones de expresión de miRNAs visualizados 
mediante el gráfico “volcán”. Se encontraron 57 miRNAs expresados diferencialmente por el 
enriquecimiento ambiental, 39 de los cuales aumentaron su expresión, mientras que 18 la 
disminuyeron. 

 

A continuación, se estudió si la dieta materna podría tener algún efecto sobre los 

ratones que son alojados en un ambiente enriquecido postdestete, con la hipótesis de que 

no generaría el mismo efecto la exposición a un ambiente estimulante cuando los ratones 

vivieron una adversidad temprana o cuando no. La comparación entre los grupos NP-EE y 

HP-EE dio como resultado 64 miRNAs diferencialmente expresados (Figura 24A). De 

ellos, 12 se encontraron regulados positivamente y 52, regulados negativamente (Figura 

24B). Notablemente, la malnutrición perinatal generó mayores diferencias fenotípicas en la 

expresión de miRNAs en el contexto de un ambiente estimulante que las generadas por la 

malnutrición cuando los ratones no fueron sometidos al enriquecimiento (Figura 22). Si 

bien esta comparación no tiene una relevancia directa para el diseño de una intervención 

ambiental que reviera el fenotipo de los ratones hipoproteicos, permite evaluar el efecto del 

desajuste entre el ambiente temprano y el ambiente joven-adulto, y así contrastarlo con las 

hipótesis del desarrollo. 
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Figura 24 | miRNAs diferencialmente expresados por la malnutrición materna 
en un contexto de enriquecimiento ambiental. 

Análisis de expresión diferencial entre los tratamientos NP-EE vs HP-EE. A, Gráfico de 
dispersión de lecturas entre los tratamientos en el cual se marcan en rojo los miRNAs 
diferencialmente expresados. B, Cambios en los patrones de expresión de miRNAs visualizados 
mediante el gráfico “volcán”. Se encontraron 64 miRNAs expresados diferencialmente por el 
enriquecimiento ambiental, 12 de los cuales aumentaron su expresión, mientras que 52 la 
disminuyeron. 

 

Para analizar la reversión de la expresión de los miRNAs, se utilizó la última de las 4 

comparaciones, NP-NE vs HP-EE. De esta forma, se buscó estudiar si los cambios 

observados en la expresión de miRNAs para la comparación NP-NE vs HP-NE no se 

encontraban presentes o revertían su patrón de expresión en la comparación NP-NE vs 

HP-EE. Esto mostraría que el ambiente enriquecido en los ratones hipoproteicos genera 

una reversión del patrón de expresión hacia el de los ratones alimentados con una dieta 

materna normal y alojados en un ambiente normal. Por lo tanto, el principal interés de esta 

comparación radicó en contrastar sus resultados con los de la comparación NP-NE vs HP-

NE. De esta manera, se estudiaron aquellos miRNAs que presentaban diferencias 

significativas en la comparación NP-NE vs HP-NE, y no estuvieran comprendidos en la 

lista de los diferencialmente expresados en la comparación NP-NE vs HP-EE. De los 9 

miRNAs modificados por la malnutrición en condiciones ambientales normales, 3 de ellos 

(miR-187-3p, miR-369-3p y miR-132-3p) mostraron un patrón de expresión revertido por 

el ambiente enriquecido (Figura 25). Otros 5 miRNAs mostraron cambios en la expresión 

debidos a la dieta que no eran modificados por el estímulo ambiental (Figura 26). El caso 

del miR-135a-5p es diferente a los otros 3 debido a que el ambiente, en este caso, parece 

estar influyendo sobre la expresión de los ratones NP y no de los HP. El resultado, de 

todos modos, es una reversión. Pero, dado que nos interesa evaluar la reversión, en 

particular, del fenotipo HP, utilizaremos los 3 primeros miRNAs mencionados. 

 



76 
 

 

Figura 25 | miRNAs desregulados con la malnutrición perinatal que revierten su 
patrón de expresión ante el ambiente enriquecido postdestete. 

Se tomaron 3 miRNAs que revertían su patrón de expresión con el EE y se los graficó de manera 
individual para visualizar la interacción entre los tratamientos. Los cuadrados representan las 
medias entre las réplicas y los círculos, cada réplica individual. A, miR-187-3p. B, miR-369-3p. C, 
miR-132-3p. 

 

 

Figura 26 | miRNAs desregulados con la malnutrición perinatal y que no 
revierten su expresión ante el ambiente enriquecido. 

De los 9 miRNAs desregulados por la malnutrición, 6 de ellos no parecieron interactuar con el 
ambiente postdestete. Estos 6 miRNAs se graficaron individualmente. Los cuadrados representan 
las medias entre las réplicas y los círculos, cada réplica individual. A, miR-103-3p. B, miR-135a-5p. 
C, miR-204-5p. D, miR-300-3p. E, miR-381-3p. F, miR-411-5p.  

 

Estos resultados muestran que existe una correlación entre el nivel de expresión de 

los miRNAs miR-187-3p, miR-369-3p y miR-132-3p, y los fenotipos conductuales 

observados en ratones malnutridos que se revierten con la exposición a un ambiente 

enriquecido. 

 

3.4.4. Validación 

La secuenciación masiva es una técnica poderosa para el análisis global de la 

transcriptómica, pero suele carecer de poder estadístico debido a la limitante técnica y 



77 
 

económica de estudiar un número apropiado de réplicas biológicas. Por este motivo, los 

experimentos de análisis globales se validan utilizando técnicas más simples y focalizadas 

aplicadas a otro conjunto de muestras que permitan un mayor número de réplicas. 

La validación de la secuenciación masiva de miRNAs consistió en la medición de la 

expresión de ciertos miRNAs por RT-qPCR. En primer lugar, se corroboró la expresión de 

4 de los 9 miRNAs desregulados por la malnutrición materna: miR-187-3p, miR-369-3p, 

miR-132-3p y miR-204-5p. Los tres primeros resultaron regulados positivamente en 

ratones HP-NE respecto de ratones NP-NE, y el último, regulado negativamente (Figura 

27). Este análisis por RT-qPCR validó los resultados de la secuenciación masiva. 

 

 

Figura 27 | Validación de los resultados de la secuenciación masiva por RT-
qPCR para la comparación NP-NE vs HP-NE. 

Se tomaron 4 miRNAs diferencialmente expresados por la malnutrición para validar el 
experimento de secuenciación masiva. Tres de ellos fueron los que revirtieron su patrón de 
expresión con el EE, y el cuarto fue uno de los dos que se regula negativamente. En ensayos de 
RT-qPCR, se validaron los patrones de expresión de estos miRNAs, coincidentes con los 
resultados de la secuenciación masiva. En todos los casos se utilizó un test t-Student. Cuando no 
se cumplió la normalidad de los datos, se usó el test de Mann-Whitney. Cuando no se cumplió la 
homocedasticidad, se usó la corrección de Welch. miR-187-3p, miR-369-3p y miR-132-3p 
resultaron aumentados por la malnutrición perinatal, mientras que miR-204-5p se vio 
disminuido. Los valores están expresados como promedios ± SEM (n = 5-8). * p < 0,05. 

 

3.4.5. Reversión 

Una vez validado el experimento de secuenciación masiva, se decidió probar que 

los 3 miRNAs que revertían su patrón de expresión en la comparación NP-NE vs HP-EE 

(Figura 25), efectivamente no estuvieran desregulados. Cuando se los analizó por RT-

qPCR, los miRNAs miR-187-3p, miR-369-3p y miR-132-3p no mostraron diferencias en el 

hipotálamo de ratones entre los tratamientos NP-NE y HP-EE (Figura 28). 
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Figura 28 | Reversión de los patrones de expresión de miRNAs con el ambiente 
enriquecido postdestete. 

En ensayos de RT-qPCR se pudo validar la ausencia de cambio en los patrones de expresión de 
miRNAs cuando se comparan los ratones NP-NE vs HP-EE. En todos los casos se utilizó un 
test t-Student. Cuando no se cumplió la normalidad de los datos, se usó el test de Mann-
Whitney. Cuando no se cumplió la homocedasticidad, se usó la corrección de Welch. Los valores 
están expresados como promedios ± SEM (n = 5-8). 

 

Estos resultados corroboran que ciertos miRNAs que están regulados 

positivamente por la malnutrición materna revierten su patrón de expresión cuando los 

ratones son sometidos a un ambiente enriquecido. Además, estos datos correlacionan con 

la reversión del comportamiento de tipo ansioso y de memoria que se mostró previamente 

(ver Resultados 3.2). Es de particular interés la reversión de la ansiedad debido a que la 

expresión de miRNAs se estudió en el hipotálamo, principal región del cerebro encargada 

de la regulación del estrés. Así, miR-187-3p, miR-369-3p y miR-132-3p podrían ser en parte 

responsables del fenotipo ansioso y su efecto de reversión por el ambiente. 

Por último, decidimos evaluar la expresión de algún mRNA blanco de los miRNAs 

validados. Numersos trabajos han estudiado el rol de miR-132-3p en el cerebro y, 

particularmente, en la regulación de la neuroplasticidad. Ni miR-187-3p ni miR-369-3p han 

sido relacionados con el sistema nervioso tan ampliamente como miR-132-3p. 

Recientemente, se ha descripto que miR-132-3p regula la expresión de BDNF, y viceversa. 

No es claro si lo hace de manera directa o indirecta (Klein et al., 2007), pero resultó 

interesante conocer si BDNF estaba desregulado en nuestro modelo de malnutrición y si el 

EE tenía algún efecto sobre su expresión.  

Primero, se estudió si el mRNA de BDNF era blanco de miR-132-3p en base a la 

predicción de alguna de las bases de datos utilizadas. MicroT4, RNA22 y RNAhybrid 
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predijeron que miR-132-3p podría regular a distintas isoformas de BDNF. Cuando se 

midió la expresión de BDNF, se observó que este mRNA se encontraba disminuido en 

ratones HP, y que este patrón de expresión era revertido por el EE (Figura 29). 

Sugerentemente, los niveles de expresión de BDNF resultaron contrapuestos con los de 

miR-132-3p. 

 

 

Figura 29 | Expresión de BDNF como potencial blanco de miR-132-3p. 

Se midió la expresión del mRNA de BDNF por RT-qPCR en ratones de los 4 tratamientos 
utilizados a P56. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,7 = 2,59; p = 0,1518), el ambiente (F1,7 

= 7,20; p = 0,0314) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,7 = 10,77; p = 0,0135). El 
análisis post hoc de Bonferroni indicó que las diferencias que se marcan en los gráficos resultaron 
significativas. Los valores están expresados como promedios ± SEM (n = 3-4). * p < 0,05. 

 

La desregulación de BDNF resulta prometedora para el estudio de las bases 

moleculares de los fenotipos conductuales dado que este factor trófico ha sido involucrado 

en procesos de neurogénesis y plasticidad sináptica (Numakawa et al., 2011). Pero, más 

relevante a este trabajo, le otorga a los miRNAs un potencial rol en dichos procesos, 

mediante la regulación postranscripcional de los genes involucrados. 

 

3.4.6. Análisis bioinformático 

Se consideró que la validación de un set de muestras permite concluir que, en su 

generalidad, los resultados de la secuenciación podrían ser replicados con la técnica de RT-

qPCR. Por esta razón, para realizar el análisis de predicción de mRNAs blancos y 

posteriores análisis bioinformáticos, se trabajó con todos los miRNAs significativamente 

desregulados según el experimento de secuenciación masiva, aún si los mismos no habían 

sido validados por RT-qPCR. 
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3.4.6.1. Predicción de genes blanco 

En primer lugar, se realizó una predicción de mRNAs potencialmente blancos de 

los 9 miRNAs desregulados por la malnutrición. Se utilizó la base de datos miRWalk 2.0 

(Dweep and Gretz, 2015), que permite el uso simultáneo de varios algoritmos de 

predicción en una única búsqueda, lo cual es útil debido a las diferencias de especificidad y 

sensibilidad de cada algoritmo. Para aumentar la credibilidad de la predicción y disminuir el 

número de falsos positivos, se tomó el resultado predictivo de la intersección entre 9 

algoritmos: miRWalk, MicroT4, miRanda, miRMap, miRNAMap, PITA, RNA22, 

RNAhybrid y TargetScan. Tomando como punto de partida la lista de los 9 miRNAs 

diferencialmente expresados en ratones malnutridos se obtuvieron 424 mRNAs objetivo 

potencialmente regulados por, al menos, 1 de los 9 miRNAs (ver Anexos 

Anexo 1).  

 

3.4.6.2. Predicción de vías celulares y Ontología de Genes (GO) 

En base a una lista de genes es posible predecir bioinformáticamente las vías 

celulares en las cuales dichos genes están involucrados. Una de las herramientas que 

permite esta predicción es la herramienta ToppGene (Chen et al., 2009), que evalúa el 

enriquecimiento de vías celulares asociadas a los genes dados y los compara con el 

enriquecimiento que se esperaría por azar. Además, ToppGene permite clasificar los genes 

ingresados dentro de los términos de Gene Ontology y evaluar cuáles son los dominios más 

representados divididos en tres categorías: componente celular (cellular component, CC), 

proceso biológico (biological process, BP) y función molecular (molecular function, MF). 

Mediante esta herramienta se obtuvieron las vías celulares enriquecidas en la lista de 

424 mRNAs predichos como posibles blancos de miRNAs desregulados (Tabla 2). La 

primera vía sugerida por este análisis fue la de direccionamiento axonal (axon guidance). 

Diversos estudios han demostrado el rol de los miRNAs en dicha vía durante el desarrollo, 

particularmente en los procesos de direccionalidad de largo alcance, fasciculación axonal y 

targeting axonal (Iyer et al., 2014). Además, también se encontró enriquecida la vía de 

señalización por ErbB1 que regula, a través de las vías de Akt y MAPK, procesos 

relacionados con el crecimiento del axón, como ser, la movilidad y migración celular. La vía 

de ErbB1 posee una fina regulación por miRNAs (Park et al., 2013). También relacionado 

con el direccionamiento axonal, se encontró que las interacciones por L1CAM estaban 

enriquecidas entre las vías celulares de la lista de potenciales genes blanco. La familia 

L1CAM ha sido implicada en procesos que integran el desarrollo del sistema nervioso, 
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incluyendo crecimiento y fasciculación de neuritas y adhesión entre neuronas (Duan et al., 

2014). Por otro lado, se presentó la cascada de señalización de mTOR, la cual es 

responsable de sensar claves nutricionales ambientales, como la presencia de aminoácidos, 

y regular el crecimiento celular (Zhang et al., 2017). 

 

Tabla 2 | Vías celulares potencialmente desreguladas por la malnutrición perinatal 

 

 

Por último, se evaluaron los términos de Gene Ontology más representados por la lista 

de mRNAs blanco (Tabla 3). Para la categoría de Funciones Moleculares, los términos 

significativamente representados englobaron al mecanismo de unión a purinas y de unión a 

la cromatina, lo cual es consistente con los resultados obtenidos para Procesos Biológicos, 

en los cuales figuraron términos relacionados con modificaciones de la cromatina. De esta 

manera se sugiere indirectamente el impacto que puede tener la malnutrición perinatal 

sobre la epigenética como mecanismo de regulación de procesos celulares que afectan el 

comportamiento. Por otro lado, en la categoría de Procesos Biológicos se presentaron 

términos como neurogénesis, diferenciación de neuronas y, particularmente interesante, el 

desarrollo de las proyecciones axonales, consistente con la desregulación de la vía de 

direccionamiento axonal. En consonancia con el resultado obtenido para las vías celulares 

ID Nombre p-valor Genes en la lista Genes en la categoría

105688 Direccionamiento axonal 0,000021 24 262

477129 Biología del desarrollo 0,000101 30 419

83059 Vía de señalización de mTOR 0,000168 11 60

106459
Señalización de NGF vía TRKA de 

la membrana plasmática
0,001844 18 201

161003 Interacciones por L1CAM 0,002660 12 94

138057 Señalización río abajo de ErbB1 0,007016 12 103

198762 Señalización por TOR 0,014090 7 34

106439 Señalización por NGF 0,019230 20 284

530734 Señalización por ERBB2 0,031800 14 159

198868 Señalización por AMPK 0,036010 9 68

161004 Vía de reciclado por L1 0,037280 6 27

198878
Señalización por Receptor de 

serotonina 2 y ELK-SRF/GATA4
0,039550 5 17

160957
Señalización río abajo de FGFR 

activado
0,046970 13 144
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que involucran a esta lista de genes, los términos del grupo de Compartimiento Celular 

mostraron un enriquecimiento en el axón y en la post-sinapsis. 

 

Tabla 3 | Términos de Ontología de Genes 

 

 

Estos resultados en su conjunto permitieron predecir un posible efecto de la 

desregulación de miRNAs por la malnutrición perinatal sobre la vía de orientación axonal. 

Esta vía es la responsable de que se establezcan las correctas conexiones sinápticas entre los 

GO: Función Molecular

ID Nombre p-valor Genes en la lista Genes en la categoría

GO:0044877 Unión a complejo molecular 0,000568 68 1641

GO:0017076 Unión a purinas 0,002367 73 1881

GO:0019899 Unión a enzimas 0,006271 73 1933

GO:0030554 Unión a adenil nucleótidos 0,016170 60 1531

GO:0035174 Actividad de histona serina quinasa 0,016400 4 8

GO:0003682 Unión a cromatina 0,017400 28 516

GO:0005524 Unión a ATP 0,021080 58 1476

GO:0042054 Actividad de histona metiltransferasa 0,049580 8 59

GO: Proceso Biológico

ID Nombre p-valor Genes en la lista Genes en la categoría

GO:0016570 Modificación de histonas < 0,000001 36 453

GO:0016569
Modificación covalente de la 

cromatina
< 0,000001 36 468

GO:0022008 Neurogénesis 0,000002 75 1638

GO:0006325 Organización de la cromatina 0,000002 46 776

GO:0030182 Diferenciación de neuronas 0,000003 67 1405

GO:0045595
Regulación de la diferenciación 

celular
0,000009 75 1706

GO:0051960
Regulación del desarrollo del sistema 

nervioso
0,000014 48 886

GO:0031175 Desarrollo de la proyección neuronal 0,000020 50 956

GO: Compartimiento Celular

ID Nombre p-valor Genes en la lista Genes en la categoría

GO:0030424 Axón 0,001227 32 567

GO:1990234 Complejo transferasa 0,001914 37 724

GO:0097458 Parte neuronal 0,006555 61 1552

GO:0098794 Postsinapsis 0,009642 26 454

GO:1902494 Complejo catalítico 0,014180 46 1080

GO:0014069 Densidad postsináptica 0,022510 17 238

GO:0099572 Especialización postsináptica 0,022510 17 238

GO:0044463 Parte de la proyección celular 0,033680 47 1152

GO:0043005 Proyección neuronal 0,044360 48 1199

GO:0036477 Compartimento somatodendrítico 0,049520 38 871
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axones y las dendritas durante el desarrollo temprano (Tessier-Lavigne and Goodman, 

1996; Yamamoto et al., 2002), así como también el balance entre sinapsis inhibitorias y 

excitatorias en los adultos (Lai and Ip, 2009; Pasterkamp and Giger, 2009). Ha sido 

demostrado que el estrés, en particular el nutricional, puede alterar esta vía impidiendo la 

correcta estructuración de regiones cerebrales (Coupé et al., 2010) y, además, que 

desregulaciones en las proteínas involucradas en la orientación axonal son la causa de 

enfermedades neurológicas (Van Battum et al., 2015). 

La regulación del estrés por el eje HPA involucra varias regiones del cerebro, 

teniendo al hipotálamo como núcleo principal y al sistema límbico como el regulador de la 

respuesta a estrés y la formación de memorias sobre los estímulos que generaron ese estrés. 

La vía de orientación axonal es necesaria para que este complejo sistema neuroendócrino 

funcione correctamente, debido a que las conexiones entre estas diferentes zonas deben 

estar correctamente formadas. Por esta razón, hipotetizamos que, si esta vía estaba alterada 

en ratones malnutridos, las conexiones entre el hipotálamo y otros núcleos del sistema 

límbico podrían verse afectadas. 

Las conexiones entre regiones del cerebro están compuestas por conjuntos de 

axones empaquetados. La rápida y fidedigna transmisión de potenciales de acción a través 

de estos axones se logra gracias a que los mismos están recubiertos por una capa de lípidos 

formando la vaina de mielina. Una forma de evaluar si las conexiones entre diferentes 

regiones del cerebro están correctamente desarrolladas consiste en estudiar la mielinización 

de estas rutas de axones que comunican diferentes áreas del cerebro. 

 

 

3.5. Mielinización 

 

El estrés temprano afecta numerosos procesos biológicos durante el desarrollo del 

individuo y, particularmente, a nivel del sistema nervioso. Uno de estos procesos es el de 

mielinización, responsable de la formación de la vaina de mielina alrededor de los axones 

para su correcta transmisión de potenciales de acción. Además, la formación de mielina se 

produce en un período crítico del desarrollo, durante el cual la exposición a adversidades 

ambientales genera cambios irreversibles que pueden llevar al progreso de enfermedades 

(Makinodan et al., 2012). 
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3.5.1. Evaluación general del estado de mielinización 

Habiendo visto que la vía de orientación axonal podría estar afectada por la 

malnutrición a través de los miRNAs, nos propusimos estudiar si las conexiones entre 

ciertas regiones del cerebro, mediadas por los haces de axones, estarían alteradas en ratones 

HP. Para ello, utilizamos la tinción de Klüver-Barrera que, haciendo uso del colorante 

Luxol Fast Blue (ver Materiales y Métodos 5.11.1), tiñe la materia blanca y permite hacer un 

análisis global morfológico de las principales zonas que contienen axones. Este colorante es 

lipofílico y tiene alta afinidad por la mielina. 

Para evaluar el efecto de la malnutrición perinatal y el del ambiente enriquecido 

sobre la mielinización, se utilizaron los 4 tratamientos ya mencionados: NP-NE, HP-NE, 

NP-EE y HP-EE. Se evaluaron cortes coronales de ratones machos a P56 mediante la 

tinción de Klüver-Barrera. En cortes que correspondían a regiones del cerebro que se 

encontraban entre el Bregma 0,38 y 0,50 mm, se midieron los siguientes parámetros: 

tamaño del cíngulum, tamaño del cuerpo calloso y superficie de los paquetes axonales 

(Figura 30). La razón por la cual se eligieron estas conexiones radica en que son, en parte, 

las responsables de comunicar al hipotálamo con el sistema límbico en general, pero, 

particularmente, con la corteza prefrontal (PFC), constituyendo un nexo importante entre 

las regulaciones homeostáticas por estrés, la regulación del eje HPA y las características 

emocionales y cognitivas. 
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Figura 30 | Regiones elegidas para el análisis de la mielinización. 

Se eligieron 3 zonas principales para medir el grado de mielinización en cortes coronales 
de cerebro. El cíngulum se midió sobre la línea que indica la figura, en ambos hemisferios 
y se promediaron los valores. El cuerpo calloso se midió centralmente, como indica la 
figura. Por último, se midió la superficie ocupada por los paquetes axonales dentro del 
cuadro delimitado en la figura. Las medicioes se hicieron con cortes que correspondieran 
al Bregma 0,5 mm aproximadamente. 

 

Se encontró que el tamaño del cíngulum estaba disminuido en ratones HP para 

ambos tratamientos ambientales, sin encontrarse diferencias entre el ambiente postdestete 

normal y el enriquecido (Figura 31E). En la Figura 31A, B, C, D, se muestran fotos 

representativas para esta zona en cada uno de los 4 tratamientos. Esta disminución resultó 

ser específica del cíngulum dado que no se encontraron diferencias ni en el tamaño del 

cuerpo calloso (Figura 31F) ni en la superficie de los paquetes axonales del estriado 

(Figura 31G). 

Estos resultados sugieren que la malnutrición perinatal tiene un efecto sobre la 

estructuración de las conexiones mediadas por el cíngulum, haciendo más delgada esta 

zona. El ambiente postdestete parece no tener efecto sobre ninguna de las zonas evaluadas. 

La disminución en el tamaño del cíngulum podría ser parte de la razón por la cual se 

observan diferencias en la conducta en ratones malnutridos perinatalmente y podría tener 

sus bases moleculares en la regulación epigenética por miRNAs.  
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Figura 31 | Evaluación de las estructuras mielínicas. 

Se estudió la mielinización mediante la técnica de Klüver-Barrera en ratones sometidos al 
paradigma de malnutrición perinatal y enriquecimiento ambiental. En esta figura se 
muestra, como ejemplo, una foto representativa de cada tratamiento para la medición del 
parámetro que resultó estar modificado, el tamaño del cíngulum. A, Cíngulum de un 
ratón NP-NE. B, Cíngulum de un ratón NP-EE. C, Cíngulum de un ratón HP-NE. D, 
Cíngulum de un ratón HP-EE. E, Medición del tamaño del cíngulum. ANOVA de dos 
factores para la dieta (F1,13 = 33,70; p < 0,0001), el ambiente (F1,13 = 2,91; p = 0,1117) e 
interacción para la dieta con el ambiente (F1,13 = 1,61; p = 0,2265). F, Medición del 
tamaño del cuerpo calloso. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,13 = 1,75; p = 
0,2085), el ambiente (F1,13 = 0,05; p = 0,8271) e interacción para la dieta con el ambiente 
(F1,13 = 0,01; p = 0,9183). G, Medición de la superficie de los paquetes axonales. 
ANOVA de dos factores para la dieta (F1,10 = 1,99; p = 0,1891), el ambiente (F1,10 = 0,13; 
p = 0,7218) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,10 = 0,02; p = 0,8926). El 
análisis post hoc de Bonferroni indicó que las diferencias que se marcan en los gráficos 
resultaron significativas. Los valores están expresados como promedios ± SEM (n = 3-6). 
* p < 0,05; *** p < 0,001. 

 

3.5.2. Estudio de la morfología de oligodendrocitos en la mPFC 

En vista de los resultados obtenidos sobre el efecto de la malnutrición perinatal 

sobre la estructuración de las zonas de materia blanca, decidimos estudiar si esta alteración 

se debía a la función de los oligodendrocitos. Los oligodendrocitos son células gliales 

encargadas de generar la mielina que envuelve a los axones, permitiendo el aislamiento 

eléctrico necesario para la propagación de potenciales de acción. Uno de los factores que 
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puede determinar el grado de mielinización axonal es la morfología oligodendrocítica 

(Murtie et al., 2007).  

Dado que se observó una disminución significativa en el tamaño del cíngulum en 

ratones HP, y que esta estructura media las conexiones axonales entre el hipotálamo y la 

corteza prefrontal medial (mPFC), entre otras, para este estudio se eligió la mPFC. Para 

esto, pudimos hacer uso de una cepa de ratones transgénicos FVB/NJ que expresan la 

enhanced green fluorescent protein (eGFP) bajo las órdenes del promotor del gen específico de 

oligodendrocitos, Plp. El análisis de la morfología de los oligodendrocitos maduros de la 

mPFC estuvo basado en reportes previos de evaluación morfológica de estas células (Liu et 

al., 2012; Makinodan et al., 2012; Murtie et al., 2007) (ver Materiales y Métodos 5.3 y 5.4). 

Para hacer la reconstrucción tridimensional de los oligodendrocitos, se siguieron 

todos los procesos primarios con sus ramificaciones, a partir del soma celular (Figura 

32A). Al final de aproximadamente la mitad de las ramificaciones se registraron los 

internodos de mielina, es decir, las bandas de mielina que van desde un nodo de Ranvier 

hasta el siguiente. Las ramificaciones que terminaron o no en internodos fueron también 

contabilizadas y ambas englobadas con el nombre de tips o puntas. Los internodos se 

identificaron por la presencia de nodos de Ranvier y por ser ligeramente más gruesos que 

los procesos (Figura 32B). Luego de hacer la reconstrucción tridimensional de las células, 

se analizaron los siguientes parámetros: cantidad de internodos por célula, longitud 

promedio de los internodos, suma de la longitud de internodos, internodos sobre puntas, 

longitud total de los procesos, longitud promedio de los procesos, puntas por célula, 

ramificaciones por célula, y máximo orden de ramificación. 
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Figura 32 | Reconstrucción tridimensional de oligodendrocitos. 

La recontrucción tridimensional de oligodendrocitos en una cepa de ratones transgénicos que 
expresan eGFP bajo las órdenes de un promotor específico de linaje oligodendrocítico, permitió 
analizar la morfología de estas células. A, Corte coronal de ratón observado al microscopio 
confocal en el que puede notarse el estriado. Una ampliación de la zona muestra un 
oligodendrocito con sus procesos. B, A modo de ejemplo, se muestra la reconstrucción 
tridimensional de los procesos de un oligodendrocito. En gris se observa el soma celular y 
algunos procesos o internodos que corresponden a la pila de imágenes confocales. En azul 
puede verse la reconstrucción una vez terminada. C, La reconstrucción del mismo 
oligodendrocito que en el panel A, pero agregando ahora todos los internodos mielinizados por 
esta célula. 

 

En primer lugar, se caracterizaron los parámetros relacionados con los procesos 

oligodendrocíticos. No se observaron diferencias en la longitud total de los procesos entre 

ratones NP-NE y HP-NE (Figura 33A). Sin embargo, cuando los ratones son sometidos a 

un ambiente enriquecido, se observa una disminución de este parámetro en los ratones 
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malnutridos (Figura 33A). Cuando se analizó la longitud promedio de los procesos 

celulares, no se observaron diferencias entre ratones NP-EE y HP-EE, ni tampoco en los 

ratones alojados en ambientes normales postdestete independientemente de la dieta 

(Figura 33B). Por lo tanto, este resultado sugeriría que, al presentar el mismo tamaño 

promedio los procesos de los ratones de los cuatro tratamientos, existe una menor cantidad 

de procesos totales en ratones HP-EE que resultan en una menor longitud total. 

 

 

Figura 33 | Caracterización de la morfología de oligodendrocitos relacionada 
con los procesos celulares. 

Medición de los parámetros relacionados a los procesos de los oligodendrocitos en ratones P56 
de los cuatro grupos utilizados en el paradigma de malnutrición con posterior enriquecimiento 
ambiental. A, Longitud total de los procesos. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,30 = 4,28; 
p = 0,0474), el ambiente (F1,30 = 0,69; p = 0,4126) e interacción para la dieta con el ambiente 
(F1,30 = 0,84; p = 0,3663). B, Longitud promedio de los procesos. ANOVA de dos factores para 
la dieta (F1,31 = 0,17; p = 0,6846), el ambiente (F1,31 = 0,03; p = 0,8666) e interacción para la dieta 
con el ambiente (F1,31 = 0,01; p = 0,9369). El análisis post hoc de Bonferroni indicó que las 
diferencias que se marcan en los gráficos resultaron significativas. Los valores están expresados 
como promedios ± SEM (n = 4-6). * p < 0,05. 

 

En segundo lugar, se estudió el efecto de la dieta y el ambiente en las características 

morfológicas de los internodos que generan los oligodendrocitos. No se encontraron 

diferencias en la cantidad total de internodos por célula (Figura 34A) en ninguno de los 

tratamientos. En este caso, si bien no se notaron diferencias en la longitud total de los 

internodos (Figura 34C), sí se observó un aumento de su longitud promedio en ratones 

HP-EE respecto de ratones NP-EE (Figura 34B). Nuevamente, el ambiente enriquecido 

operó como un factor de presión que evidenció diferencias fenotípicas (ver Discusión 

4.6.3). Además, cuando se evaluó el número de internodos respecto del número de puntas, 

es decir, qué proporción de ramificaciones terminaban en un internodo, se encontró un 

aumento significativo en los ratones HP-EE respecto de los NP-EE (Figura 34D). 
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Figura 34 | Caracterización de la morfología de los internodos generados por los 
oligodendrocitos. 

Medición de los parámetros relacionados con los internodos mielinizados por los 
oligosdendrocitos en ratones P56 de los cuatro grupos utilizados en el paradigma de 
malnutrición con posterior enriquecimiento ambiental. A, Cantidad de internodos por célula. 
ANOVA de dos factores para la dieta (F1,31 = 0,15; p = 0,7032), el ambiente (F1,31 = 3,15; p = 
0,0859) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,31 = 0,48; p = 0,4935). B, Longitud 
promedio de internodos. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,29 = 2,68; p = 0,1128), el 
ambiente (F1,29 = 0,31; p = 0,5841) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,29 = 2,70; p = 
0,1114). C, Suma total de los internodos. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,31 = 0,37; p = 
0,5483), el ambiente (F1,31 = 0,53; p = 0,4709) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,31 = 
0,53; p = 0,4731). D, Internodos relativos a las puntas. ANOVA de dos factores para la dieta 
(F1,31 = 2,36; p = 0,1345), el ambiente (F1,31 = 3,58; p = 0,0679) e interacción para la dieta con el 
ambiente (F1,31 = 3,65; p = 0,0654). El análisis post hoc de Bonferroni indicó que las diferencias 
que se marcan en los gráficos resultaron significativas. Los valores están expresados como 
promedios ± SEM (n = 4-6). * p < 0,05.  

 

Por último, se estudiaron parámetros generales de la ramificación de los procesos 

celulares. Se presentó una menor cantidad de puntas totales en los ratones HP-EE respecto 

de los NP-EE (Figura 35A), lo cual es consistente con la reducción en las ramificaciones 

por célula (Figura 35B). Sin embargo, cuando se analizó el máximo orden de 

ramificaciones, es decir, no se encontraron diferencias entre los tratamientos (Figura 35C). 
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Figura 35 | Caracterización de la morfología oligodendrocítica relacionada con 
las ramificaciones de los procesos celulares. 

Medición de los parámetros relacionados con las ramificaciones de los procesos 
oligodendrocíticos en ratones P56 de los cuatro grupos utilizados en el paradigma de 
malnutrición con posterior enriquecimiento ambiental. A, Cantidad de puntas por célula. 
ANOVA de dos factores para la dieta (F1,31 = 1,89; p = 0,1799), el ambiente (F1,31 = 0,32; p = 
0,5783) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,31 = 3,78; p = 0,0611). B, Cantidad de 
bifurcaciones por célula. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,31 = 1,22; p = 0,2773), el 
ambiente (F1,31 = 0,33; p = 0,5688) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,31 = 3,49; p = 
0,0711). C, Orden de bifurcación máximo. ANOVA de dos factores para la dieta (F1,31 = 0,84; p 
= 0,3651), el ambiente (F1,31 = 0,01; p = 0,9881) e interacción para la dieta con el ambiente (F1,31 

= 1,14; p = 0,2930). El análisis post hoc de Bonferroni indicó que las diferencias que se marcan en 
los gráficos resultaron significativas. Los valores están expresados como promedios ± SEM (n = 
4-6). * p < 0,05. 

 

En resumen y tomando en cuenta todos los resultados obtenidos relacionados con 

los parámetros morfológicos de los oligodendrocitos, podemos concluir que las diferencias 

fenotípicas en cuanto a la morfología de estas células gliales entre ratones malnutridos y 

normales, se evidencia sólo cuando los mismos son sometidos a un ambiente enriquecido 

postdestete. La imagen final que sugieren los datos acerca de la morfología 
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oligodendrocítica en ratones HP-EE es: un árbol de procesos menos complejo por la 

disminución en las ramificaciones y en la longitud total de procesos, pero una mayor 

eficiencia de mielinización debido a que la cantidad de internodos por célula resulta similar 

en todos los tratamientos y a que la longitud promedio de los internodos es mayor que en 

ratones NP-EE. 

Si bien estos resultados no explican las diferencias entre ratones malnutridos 

perinatalmente y los alimentados con una dieta normal, sí podrían constituir una de las 

causas de la reversión observada ante la exposición a un ambiente enriquecido. 

Sugerentemente, el aumento de la eficiencia en la mielinización está relacionado con la vía 

celular de orientación axonal debido a la comunicación existente entre las neuronas y los 

oligodendrocitos. De esta forma, el escenario en el cual los miRNAs participan de esta 

comunicación resulta una posible explicación de la reversión. 

Sumado a los resultados previos sobre la disminución de la mielina en el cíngulum, 

puede especularse con que las diferencias producidas por la malnutrición temprana generan 

un efecto en la formación de los caminos axonales que interconectan al hipotálamo con la 

PFC, sin que se presente un efecto del ambiente para esta característica. La reversión de la 

conducta de ansiedad y memoria podría estar relacionada, entonces, con el aumento de la 

eficiencia de mielinización en los ratones malnutridos pero que fueron sometidos a un 

ambiente enriquecido. Tanto en la formación de las conexiones entre diferentes regiones 

del cerebro como en el aumento de la eficiencia de los oligodendrocitos, los patrones de 

expresión de miRNAs podrían tener un rol importante, siendo que correlacionan con los 

fenotipos conductuales observados. 
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4. Discusión y Conclusiones 

 

4.1. Complejidad del modelo de malnutrición 

 

La malnutrición es una condición que afecta, aún, a una gran proporción de la 

población mundial. Las investigaciones tendientes a estudiar los efectos de la malnutrición 

en humanos son complejas debido a la inevitable presencia de otros factores ambientales, 

como las enfermedades y la privación social, intelectual y física. Es decir, la gente que sufre 

de malnutrición durante alguna etapa de su vida suele ser la que también tiene que soportar 

una educación pobre, malas condiciones de vivienda y adversidades ambientales. En este 

sentido, resulta prácticamente imposible detectar poblaciones “controles” para comparar. 

Por su parte, los trabajos con animales de laboratorio tampoco están exentos de 

estas complejidades y suelen presentarse numerosas limitaciones cuando se diseñan los 

experimentos. Es importante destacar que los resultados sobre los cambios fenotípicos 

medidos (principalmente, la expresión génica y la conducta) en ratones a P21 y P56 reflejan 

los efectos acumulativos de todas las experiencias de vida. Es decir, todo lo que el animal 

vivió hasta ese momento podría alterar el fenotipo y, consecuentemente, algunas de estas 

alteraciones podrían interactuar con variables que no pueden controlarse, aún en las 

condiciones de cuidado de un bioterio. Esta falta de control de variables se hace aún más 

evidente en un paradigma experimental que dura aproximadamente 3 meses, y en el que se 

sabe que hay variables que interactúan (por ejemplo, la ya mencionada relación entre el 

estrés materno y el cuidado que se dispensa a las crías). Por último, los organismos tienen 

cierto grado de variabilidad individual y que no se explica por los tratamientos que se 

aplican experimentalmente (Bateson, 2015). 

 

4.1.1. Respuestas fenotípicas adaptativas 

Algunos autores ya han sugerido que deberíamos “sacar a las ratas del laboratorio” 

para estudiar la plasticidad del desarrollo en un contexto más natural para los animales 

(Macrì and Würbel, 2006). El 90% de los estudios en animales han sido realizados en 2 

especies, rata y ratón, de las cuales no se conoce prácticamente nada de su conducta 

ecológica. 

Es posible demostrar que una variable o dimensión de un fenotipo está 

respondiendo “plásticamente”. Lo que resulta imposible es clasificar a una variable como 

“no plástica”, porque, para eso, habría que evaluar todos las claves ambientes posibles que 
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puedan modificarla en todas las ventanas temporales del desarrollo (Pigliucci, 2001; West-

Eberhard, 2003). En experimentos de laboratorio se intenta evaluar una variable fenotípica 

controlando la variabilidad ambiental para generar datos menos “ruidosos” a nivel 

estadístico. Sin embargo, quitar variables ambientales puede resultar en un reduccionismo 

que se aleje fuertemente del verdadero proceso biológico que se estudia. 

Un caso paradigmático de este concepto lo constituye un estudio longitudinal 

realizado en persons con diversos grados de depresión en el que se evaluó la relación entre 

la presencia de este desorden neurológico y la variante genética para el gen del 

transportador de serotonina (5-HTT) (Caspi et al., 2003). Las evidencias experimentales en 

modelos animales predecían que tener la versión corta de este gen resultaría en una mayor 

incidencia de depresión. Sin embrago, los resultados mostraron que la incidencia de 

depresión según el genotipo dependía del ambiente durante la vida temprana. Los 

individuos que no presentaron ningún evento estresante durante los primeros años de vida 

(por ejemplo, pérdida de un familiar, divorcio, abuso) no mostraban diferencias en cuanto a 

la incidencia de depresión según la variante del gen de 5-HTT. Sin embargo, esta diferencia 

se evidenciaba y se hacía cada vez más marcada a medida que aumentaban los eventos 

estresantes durante la niñez. Este estudio constituye un claro ejemplo de interacción entre 

genes y ambiente (“GxE”). En este trabajo, pudo verse una situación análoga, pero con los 

niveles de expresión de miRNAs de ratones NP y HP en diferentes ambientes postnatales 

(Figura 25 y Figura 26). Por esta razón, los parámetros fenotípicos son más informativos 

si se los evalúa a lo largo de un gradiente de variabilidad ambiental. 

 

4.1.2. Variabilidad en los resultados relacionados con el funcionamiento del eje HPA 

Debido a su estrecha relación, la variabilidad entre el estrés prenatal y el 

funcionamiento del eje HPA en respuesta al estrés es extremadamente alta entre los 

individuos de la descendencia. Esto además se debe a la complejidad de los modelos de 

estrés perinatal en los que, aun intentando controlar la mayor cantidad de variables 

posibles, los factores que intervienen en la plasticidad del desarrollo son inmanejables. Un 

claro ejemplo de este concepto es que la malnutrición aplicada a las madres en el presente 

trabajo covaría con el cuidado materno, por lo que los efectos de estos dos factores son 

indisolubles. Y se ha visto que los distintos factores de estrés activan distintas vías de 

procesamiento, las cuales, a su vez, son afectadas de manera particular por cada estímulo 

ambiental (Andrews and Matthews, 2004; Herman et al., 1996; Palkovits et al., 1999). 
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4.2. Cambios fenotípicos durante el desarrollo inducidos por la malnutrición 

perinatal  

 

4.2.1. Peso corporal 

Las curvas de peso corporal de los ratones NP y HP durante la lactancia muestran 

una separación a partir de P9 en los machos y P7 en las hembras. Sin embargo, no se 

encontraron diferencias en los pesos al momento del nacimiento.  

Mientras el peso corporal al nacimiento puede estar afectado por el ambiente 

prenatal, parece ser un efecto lateral del desarrollo de una respuesta adaptativa a la 

malnutrición materna y no siempre correlaciona con el resto de las características 

fenotípicas que se moldean ante dicha adversidad prenatal. En este sentido, se mostró que, 

en humanos, la inducción de efectos generados por una nutrición materna desbalanceada 

en la estructura cardiovascular no estaba acompañada de una alteración del peso al nacer 

(Gale et al., 2006). Otro estudio demostró que ciertas modificaciones epigenéticas en el 

DNA de niños recién nacidos están asociadas a cambios en la nutrición materna durante el 

primer trimestre de gestación. Pero estas modificaciones no correlacionaron con el peso 

corporal de esos niños al nacer (Bateson et al., 2014; Godfrey et al., 2011). Un efecto 

similar se observa en los hijos del invierno Holandés de 1944 – 1945, en los cuales se vio 

una alteración del metabolismo de glucosa e insulina que no correlaciona con el peso al 

nacer (Barker, 1998; Hoet and Hanson, 1999). Por lo tanto, el metabolismo, la epigenética 

o alguna otra característica fenotípica pueden reprogramarse durante la etapa prenatal, sin 

alterar el peso corporal al nacimiento. 

 

4.2.2. Desarrollo físico y neurológico 

Además de las diferencias en el tamaño corporal, tanto los machos como las 

hembras HP presentaron un retraso en el desarrollo de diversas características del 

desarrollo físico, tales como la aparición del pelo ventral y la apertura de ojos. La aparición 

de pelo dorsal sólo se vio retrasada en las hembras del grupo HP, mientras que la apertura 

del canal auditivo, sólo en machos HP. Estas observaciones sugieren la existencia de un 

retraso general en el desarrollo epitelial y en la maduración de los sistemas visual y auditivo 

(Belluscio et al., 2014). 

El desarrollo neurológico también se vio afectado por la malnutrición proteica 

perinatal. Las crías de las madres HP mostraron un retraso en la ejecución del reflejo de 
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enderezamiento en la superficie, la cual está comandada por la función cerebelar. El 

cerebelo es fundamental para el ajuste postural necesario para mantener el balance (Secher 

et al., 2006), y está también relacionado con el desarrollo del sistema auditivo. Por lo tanto, 

como los reflejos perinatales pueden ser considerados como un índice de maduración del 

cerebelo, los resultados obtenidos sugieren que la exposición perinatal a la malnutrición 

afecta los mecanismos embrionarios responsables del correcto desarrollo del mismo. 

Además, las hembras HP mostraron un retraso más pronunciado que los machos HP, 

constituyendo otra diferencia sexual en el efecto del estrés temprano (ver Discusión 4.3). 

 

4.2.3. Peso del cerebro y del hipocampo 

El peso del cerebro resultó ser significativamente menor en los ratones HP respecto 

de los NP en los machos y no en las hembras. Sin embargo, el peso de los hipocampos se 

redujo en ambos sexos a la edad de P21. Cuando se estudió el cociente entre el peso de los 

hipocampos relativo al peso del cerebro total, el mismo resultó ser significativamente 

menor para los ratones HP que para los NP, tanto en machos como en hembras. 

El tamaño y peso del hipocampo ha merecido marcada atención en la literatura, 

particularmente, en su relación con el estrés ambiental durante la formación de esta 

estructura. En parte, esto se debe a que los glucocorticoides son capaces de degenerar 

neuronas piramidales del hipocampo de forma dosis dependiente. La disminución del 

tamaño del hipocampo se vio en primates, luego de la inyección de glucocorticoides 

sintéticos durante la gestación tardía. Esta disminución del volumen del hipocampo se 

mantuvo hasta la adultez. Por otro lado, otro estudio asoció la malnutrición prenatal con 

cambios morfológicos en las células piramidales de la región CA3 del hipocampo, 

observando un menor tamaño del soma, menor longitud de las dendritas apicales y de la 

densidad de espinas (Díaz-Cintra et al., 1994). Dado el rol central del hipocampo en la 

regulación del eje HPA, es probable que estos cambios estructurales ante el estrés tengan 

profundas influencias sobre la función del eje HPA a lo largo de la vida. De hecho, ha sido 

demostrado que la reducción en el volumen del hipocampo en pacientes que sufren 

desórdenes psiquiátricos (Geuze et al., 2005) podría ser una consecuencia de los efectos 

neurotóxicos del estrés, aumentando la vulnerabilidad a déficits cognitivos y emocionales 

(Figueiredo et al., 2016; Gilbertson et al., 2002). 
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4.3. Hormonas sexuales y dimorfismo sexual 

 

La “hipótesis organizacional del desarrollo del cerebro” sugiere que las hormonas 

gonadales o sexuales organizan el cerebro de una forma sexualmente dimórfica durante el 

periodo crítico perinatal. Luego, en la adultez, estas hormonas gonadales pueden activar 

estos circuitos neuronales previamente “organizados” para expresar los fenotipos 

conductuales correspondientes a cada sexo, incluida la respuesta a estrés a través del eje 

HPA (Bingham and Viau, 2008; Morgan and Bale, 2011; Seale et al., 2005). El estrés 

perinatal, entonces, puede afectar la trayectoria de este desarrollo organizacional durante los 

periodos sensibles a las adversidades ambientales. 

En particular, se demostró que distintos tipos de estrés materno inhiben la normal 

aparición de testosterona en machos y reduce la actividad de la enzima aromatasa, 

encargada de metabolizar la testosterona en su producto activo, el estradiol. Estas 

perturbaciones “feminizan” el cerebro del macho, modificando la morfología y afectando la 

actividad de neurotransmisores (Weinstock, 2007).  

Es importante destacar que, si bien en los experimentos de este trabajo que 

involucraron crías o ratones al destete se utilizaron machos y hembras, en los experimentos 

con ratones jóvenes-adultos a P56 en los que se incluía el EE, el aumento en la cantidad de 

ratones debido a este tratamiento nos imposibilitó trabajar con ambos sexos. Por lo tanto, 

elegimos a los machos por 3 principales razones: 1) presentaron mayores diferencias en el 

desarrollo físico durante la lactancia, 2) hipotetizamos que la regulación hormonal de las 

hembras podría agregar más variabilidad que la de los machos, y 3) existe más lietarura 

disponible en cuanto a los efectos del estrés perinatal en machos en modelos de roedores. 

 

4.3.1. Distancia ano-genital (DAG) 

En este trabajo se observó una disminución de la DAG en machos a P14 y en 

hembras a P21, lo cual resulta consistente con resultados previamente reportados (Barrett 

and Swan, 2015; Gerardin et al., 2005; Rodriguez et al., 2007; Sarkar et al., 2007; Weinstock, 

2011). La disminución observada en la DAG podría deberse a una disminución de la 

testosterona circulante durante el periodo gestacional debida al estrés nutricional materno. 

Esto sugeriría una desregulación del sistema de hormonas sexuales que, o bien podría estar 

relacionado con una concomitante desregulación del eje HPA, o bien tener causas más 

directas, como ser, modificaciones epigenéticas de los factores responsables del correcto 

funcionamiento del sistema.  
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Recientemente, se ha mostrado que las hormonas gonadales organizacionales para 

el establecimiento de un fenotipo sexual tienen un impacto en la expresión de miRNAs 

durante el periodo perinatal (Morgan and Bale, 2011). Previamente, ya se había relacionado 

a los mecanismos epigenéticos con el estado de las hormonas gonadales y con la 

diferenciación sexual del cerebro (Auger et al., 2011; McCarthy et al., 2009). Por lo tanto, 

los miRNAs aparecen como nuevos actores que pueden interactuar para programar el 

sistema de hormonas sexuales durante el desarrollo del cerebro (Morgan and Bale, 2011). 

Estas observaciones podrían explicar el dimorfismo sexual observado en la expresión de 

los componentes de la maquinaria de biogénesis de miRNAs (ver Discusión 4.5). La 

expresión de Xpo5 resultó estar aumentada en el hipocampo y en el hipotálamo de los 

machos HP, mientras que, en las hembras, sólo aumentó en el hipocampo. En cuanto a la 

expresión de Ago2, la misma presentó un mayor dimorfismo sexual: mientras que en el 

hipocampo y en el hipotálamo de los machos HP resultó estar disminuida, en las hembras 

HP no se encontraron cambios en el hipocampo y el hipotálamo presentó un aumento de 

la expresión. 

 

4.3.2. Eje HPA 

Si bien en este trabajo no se midieron directamente los factores que participan del 

eje HPA, los mismos pueden explicar algunas diferencias observadas entre machos y 

hembras, tanto en las características morfológicas y neurológicas evaluadas, como en las 

mediciones de la expresión génica. 

Ha sido demostrado que el eje HPA es más susceptible a la programación por 

estrés perinatal en las hembras que en los machos (Andrews and Matthews, 2004). Esto 

puede deberse, en parte, a que los glucocorticoides maternos, aumentados por estrés, 

atraviesan la placenta más fácilmente en las hembras respecto de los machos (Andrews and 

Matthews, 2004; Montano et al., 1993). Las evidencias sugieren que existen diferencias 

entre sexos en la vulnerabilidad o sensibilidad a los efectos del estrés prenatal y que hay 

asociaciones entre el estrés y la actividad de las hormonas gonadales, tanto durante la 

gestación como la vida postnatal de los individuos (Barrett and Swan, 2015; Lim et al., 

2014; Piccinelli and Wilkinson, 2000). 
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4.4. Reversión fenotípica del comportamiento 

 

4.4.1. Ansiedad y regulación del estrés 

Cuando se evaluó la ansiedad de ratones HP en los tests de caja de luz-oscuridad 

(CLO) y laberinto elevado en cruz (LEC), se encontró un aumento de la ansiedad respecto 

de los NP. Esto es consistente con los estudios que, en general, evalúan la ansiedad ante un 

estrés perinatal. De todos modos, la forma en que este comportamiento es alterado 

depende del momento en el cual las madres son sujetas a un estrés durante la preñez, la 

naturaleza del estrés, la especie en estudio y la edad de testeo de las crías (Glover and Hill, 

2012). 

En el test del LEC, se observó una menor motivación exploratoria general, y un 

mayor nivel de comportamiento de tipo ansioso en el grupo HP, reflejado en una menor 

distancia recorrida en los brazos abiertos del laberinto. El test de la CLO, mostró también 

un aumento de la ansiedad en ratones HP, evidenciado por una mayor permanencia en la 

zona oscura. 

Una de las primeras explicaciones que surge para estas observaciones relacionadas 

con alteraciones en el comportamiento ansioso radica en una desregulación del eje HPA, 

programado diferencialmente en los ratones HP durante el período de estrés nutritivo 

perinatal (Lesage et al., 2006; Schäffer et al., 2009). Estos estudios sugieren que la 

programación durante el desarrollo del eje HPA en ratones malnutridos perinatalmente 

puede resultar en un defecto persistente en la retroalimentación del eje, que conduce a la 

expresión de comportamientos diferentes. Se ha encontrado también un aumento en los 

niveles basales de corticosterona en ratas adultas cuyas madres fueron malnutridas (Reyes-

Castro et al., 2012). Otras explicaciones podrían incluir cambios estructurales y 

neuroquímicos en ciertas zonas del cerebro, como el sistema GABAérgico hipocampal, que 

han sido asociados con comportamientos de tipo ansioso (Pereira-da-Silva et al., 2009). 

La reversión fenotípica, a través de un ambiente enriquecido (EE), de las conductas 

relacionadas con la programación del eje HPA por un estrés perinatal, ha sido ampliamente 

estudiada y revisada en diferentes contextos y zonas cerebrales (Fox et al., 2006; Hirase and 

Shinohara, 2014; van Praag et al., 2000). Sin embargo, hasta el presente trabajo, no hay 

evidencias acerca de la reversión en el fenotipo ansioso de ratones malnutridos de manera 

hipoproteica durante la preñez y la lactancia. 

Si bien el mecanismo fisiológico por el cual el EE genera la reversión fenotípica 

observada no ha sido estudiado en este trabajo, se sugiere que los miRNAs podrían estar 
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involucrados en este proceso, lo cual se discutirá en otra sección (ver Discusión 4.5.3). De 

todos modos, a otro nivel de análisis, ha sido sugerido que el EE podría representar un 

mecanismo de “inoculación de estrés”. La introducción repetida de objetos novedosos al 

ambiente y la oportunidad de explorarlos podría ser comparable con una exposición a un 

estrés moderado (Larsson et al., 2002). De hecho, algunos estudios mostraron que, en lugar 

de bajar, aumentan levemente los niveles basales de corticosterona en sangre (Benaroya-

Milshtein et al., 2004; Moncek et al., 2004). Si bien este aumento podría deberse al mayor 

ejercicio físico realizado por los animales en el EE, las exposiciones repetidas a un estrés 

moderado pueden generar mayor estabilidad emocional (Chorpita and Barlow, 1998). La 

“inoculación de estrés” por EE podría explicar sus efectos ansiolíticos y ha sido 

demostrado que podría también explicar el aumento de la excitabilidad y exploración ante 

un estímulo novedoso (Fox et al., 2006; Larsson et al., 2002). Esta última observación es 

consistente con el aumento de la locomoción observado en ratones NP-EE y HP-EE, 

tanto en el test de la CLO como en el LEC. 

Uno de los descubrimientos revolucionarios en el estudio de los efectos del EE fue 

el aumento de la neurogénesis hipocampal mediada por este tratamiento ambiental en 

animales jóvenes-adultos (Kempermann et al., 1997). Esto tiene implicancias directas en la 

mejora de la memoria, lo cual se discutirá en la siguiente sección (ver Discusión 4.4.2). Sin 

embargo, una consecuencia indirecta de esta neurogénesis hipocampal es su potencial 

efecto en la ansiedad, debido a que el hipocampo, junto con el resto del sistema límbico, 

está implicado en la regulación de la respuesta a estrés (LeDoux, 1992). Es posible que el 

nacimiento de nuevas neuronas en el hipocampo impacte en el procesamiento de 

emociones y de la respuesta a estrés a través de los circuitos interconectados que relacionan 

a la amígdala y el hipotálamo, respectivamente (Fox et al., 2006). 

Otro estudio mostró que las neuronas del hipotálamo sufren cambios en respuesta 

al EE. Particularmente, el EE genera un aumento de andrógenos que puede ser sensado 

por sus receptores hipotalámicos. Los sistemas endócrinos de las hormonas sexuales y el 

eje HPA están interconectados en el hipotálamo, y se ha visto que las hormonas esteroideas 

modulan la neuroplasticidad (Cooke and Woolley, 2005; McEwen et al., 1991; Mong and 

McCarthy, 1999). Este estudio resulta interesante a la luz de los resultados del presente 

trabajo, debido a la disminución de la DAG observada en machos y hembras (ver 

Discusión 4.3.1), la cual puede estar asociada, en machos, a una disminución del nivel de 

andrógenos producto del estrés nutricional, que genera un fenotipo feminizante (Mitra and 

Sapolsky, 2012). 
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4.4.2. Memoria 

Los distintos tipos de memoria fueron evaluados en este trabajo a través de los 

paradigmas del laberinto en “Y” con claves espaciales (LY), reconocimiento de un objeto 

novedoso (RON), y aversión condicionada al gusto (ACG). El LY fue utilizado para 

evaluar la memoria a corto plazo; el RON, la memoria a largo plazo; y la ACG, un tipo de 

memoria aversiva. 

El test del LY no mostró diferencias en la memoria a corto plazo entre los ratones 

NP-NE y HP-NE, por lo que la malnutrición perinatal pareciera no ejercer ningún efecto 

sobre este tipo de memoria. Sin embargo, cuando los ratones fueron sometidos al EE se 

observó una diferencia significativa en la permanencia en el brazo novedoso del laberinto 

entre los grupos NP-EE y HP-EE. Como se discutió previamente (ver Discusión 4.1.1), es 

posible que el ambiente enriquecido postdestete evidencie diferencias fenotípcicas 

conductuales entre ratones NP y HP que no se ven en un ambiente normal. Nuevmente, 

para concluir sobre un fenotipo suele ser importante la variabilidad ambiental. 

Cuando se evaluó la memoria a largo plazo (es decir, a 24 horas luego del 

entrenamiento) con el test de RON, los ratones HP-NE presentaron una memoria 

disminuida respecto de los NP-NE. Numerosos estudios ya han demostrado los efectos de 

la malnutrición perinatal sobre la memoria en humanos (Galler et al., 1987; Walker et al., 

2005) y roedores (Barnes et al., 1966; Castro et al., 1989; Jordan et al., 1981; Tonkiss and 

Galler, 1990). Sin embargo, existen algunas controversias en cuanto a estos efectos 

adversos (Campbell and Bedi, 1989; Tonkiss et al., 1994). Por ejemplo, en los adultos 

expuestos a la hambruna holandesa prenatalmente no se registraron defectos en las 

habilidades para el aprendizaje (de Groot et al., 2011; Stein et al., 1972). Los resultados 

contrapuestos podrían explicarse teniendo en cuanta las diferencias en los paradigmas de 

malnutrición utilizados (Laus et al., 2011). Pero, más importante, los estudios para evaluar 

la capacidad cognitiva son difícilmente disociables de los componentes estresantes de las 

pruebas utilizadas. Por lo tanto, la ansiedad producida por la malnutrición podría constituir 

un factor que dificulta la interpretación de los resultados sobre la memoria. Aún así, otros 

estudios han mostrado que la malnutrición perinatal genera un número disminuido de 

neuronas, espinas y sinapsis en el hipocampo, región fundamental para la formación de 

memorias (Barker and Warburton, 2011; Pérez-García et al., 2016). 

La memoria a largo plazo evaluada mediante el RON pudo ser revertida por la 

estimulación con un EE durante 5 semanas luego del destete. Como ya se mencionó en la 
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sección anterior (ver Discusión 4.4.1), ha sido descripto que el EE aumenta la neurogénesis 

hipocampal (Kempermann et al., 1997), y que este aumento puede ser la causa del 

mejoramiento cognitivo por EE. Conjuntamente, el EE modifica otros factores 

involucrados en la neuroplasticidad. Se demostró que el EE aumenta el peso total del 

cerebro y de la corteza (Henderson, 1970; Rosenzweig and Bennett, 1972), junto con un 

incremento de la densidad neuronal (Kempermann et al., 1997), el número de 

ramificaciones dendríticas (Greenough et al., 1973), de sinapsis (Turner and Greenough, 

1985) y de niveles de factores neurotróficos (Ickes et al., 2000; Pham et al., 1999). Todos o 

algunos de estos efectos podrían inducir cambios que expliquen la reversión fenotípica del 

EE en cuanto a la memoria (Fox et al., 2006). 

La memoria aversiva, evaluada a través de la ACG, no mostró diferencias entre los 

ratones NP y HP a P56. Sin embargo, esto podría deberse a la interacción entre el estrés y 

la anhedonia, es decir, la pérdida de interés ante estímulos usualmente placenteros. Ha sido 

demostrado que un paradigma de estrés crónico moderado en ratas causa una disminución 

en el consumo de sacarosa (anhedonia) (Zurawek et al., 2016). 

 

 

4.5. Rol de los microRNAs 

 

Como se mencionó previamente (ver Introducción 1.4.4), los miRNAs cumplen un 

rol fundamental en la interacción entre la plasticidad fenotípica y los estímulos ambientales. 

Además, se ha demostrado que tanto el proceso de neurogénesis como el de muerte celular 

están modulados por miRNAs(Sabirzhanov et al., 2016; Shi et al., 2010). Además, 

numerosos estudios han remarcado el rol central de los miRNAs y, en particular, de las 

proteínas responsables de su biogénesis, en la regulación de la expresión génica 

dependiente de la actividad neuronal (Ashraf et al., 2006; Banerjee et al., 2009; Lugli et al., 

2005), controlando procesos adaptativos, como el mantenimiento de espinas dendríticas y 

la plasticidad sináptica (Schouten et al., 2013). 

Por lo tanto, la desregulación de la expresión de los componentes de la biogénesis 

de miRNAs, generada por la malnutrición perinatal, y su concomitante aumento 

generalizado de miRNAs en el hipocampo y en el hipotálamo, podría afectar estos y otros 

procesos celulares relacionados con la neuroplasticidad.  

Es importante aclarar en este punto que las mediciones de expresión génica de los 

componentes de la biogénesis de miRNAs se realizaron en ratones NP y HP de 3 semanas 
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de edad, es decir, al destete. La idea de elegir esta edad radicó en evaluar el estado general 

de la biogénesis de miRNAs una vez finalizado el protocolo de malnutrición, es decir, una 

vez que los eventos críticos del desarrollo que se presentan durante este periodo pudieron 

haber sido afectados por el estrés nutricional materno. 

Muy pocos estudios evaluaron la reversibilidad o la persistencia de los cambios en 

los patrones de expresión de miRNAs en el cerebro como resultado de un estrés temprano. 

Uchida et al. intentaron contestar esta pregunta mostrando que la separación materna, y su 

concomitante reprogramación del eje HPA, afecta la expresión de miRNAs relacionados 

con la neuroplasticidad en adultos (Uchida et al., 2010). En este estudio, miR-132-3p, miR-

124-3p, miR-9-5p y miR-29a-3p mostraron una expresión aumentada en la PFC de ratas a 

P14 expuestas al estrés temprano. Cuando estas ratas alcanzaron la adultez (P60), los 

niveles de expresión de miR-132 y miR-124 continuaban aumentados respecto de las ratas 

no expuestas al estrés, lo cual sugiere que este aumento de ambos miRNAs es parte de los 

cambios epigenéticos persistentes inducidos por una adversidad temprana en la 

neuroplasticidad de la PFC (Schouten et al., 2013). 

 

4.5.1. Efecto de la desregulación de la maquinaria de biogénesis de miRNAs 

El funcionamiento óptimo del hipocampo y del hipotálamo es crucial para la 

modulación del eje HPA y la respuesta a estrés. En este sentido, las alteraciones en la 

expresión de Xpo5 y Ago2 en estas regiones del cerebro de los ratones HP podrían estar 

afectando estos procesos. Los niveles de expresión de un mRNA no siempre tienen un 

correlato directo con los niveles proteicos del gen en estudio. Por esta razón, se decidió 

evaluar una potencial consecuencia del aumento de Xpo5, es decir, la disponibilidad de 

miRNAs maduros, de forma tal que, para que el aumento generalizado de miRNAs ocurra, 

la proteína Xpo5 también debería estar aumentada. Este razonamiento es posible debido a 

que se demostró que Xpo5 constituye un paso limitante en la biogénesis de miRNAs 

(Grimm et al., 2006; Yi et al., 2005). Además, otros estudios han mostrado que el 

silenciamiento de la expresión de Xpo5 resulta en una reducción global de miRNAs, sin 

una acumulación de los pre-miRNA nucleares, lo cual sugiere que Xpo5, además de 

exportar los precursores, también los protege de los ataques nucleolíticos en el núcleo (Ha 

and Kim, 2014; Yi et al., 2003). 

Los resultados mostraron que el aumento en la expresión de Xpo5 parece tener un 

rol funcional en cuanto a la disponibilidad de miRNAs. Dos evidencias experimentales 

sugieren esta declaración. Primero, se encontró una correlación directa entre el nivel de 
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inducción del mRNA de Xpo5 y el número de miRNAs maduros cuyos niveles 

aumentaron en el hipocampo y en el hipotálamo de los ratones malnutridos. Segundo, no 

se encontraron cambios en los niveles de miRNAs en las regiones en donde Xpo5 no 

resultó inducida, es decir, en el hipotálamo de las hembras, sugiriendo una relación causal 

entre el aumento de la expresión de Xpo5 y el aumento generalizado de miRNAs maduros. 

Estas dos observaciones muestran un rol biológico importante de la desregulación de 

Xpo5, generada por la malnutrición perinatal. 

Por otro lado, la alteración en la expresión de Ago2 es más difícil de interpretar, en 

parte, por la inconsistencia entre tejidos y sexos y, además, porque no podría establecerse 

una relación directa entre el nivel de expresión de miRNAs maduros y los niveles de 

expresión de esta proteína. Sin embargo, la alteración en la expresión de Ago2 observada 

en el hipocampo y en el hipotálamo de ratones HP sugiere que la funcionalidad de ciertos 

miRNAs podría verse afectada, dado que Ago2 es el efector de la vía de silenciamiento por 

RNAs pequeños. 

En base a lo discutido acerca de la expresión de Xpo5 y Ago2, los resultados 

sugieren que la disponibilidad de miRNAs en el citoplasma, debido a la inducción de Xpo5, 

y su funcionalidad, debido a la alteración en la expresión de Ago2, están comprometidas en 

los ratones sometidos a una dieta materna hipoproteica. 

Notablemente, los cambios en la expresión de los componentes de la biogénesis de 

miRNAs debidos a la malnutrición materna resultó diferente entre sexos. Si bien los 

orígenes de estas diferencias son difíciles de explicar (ver Discusión 4.3), sus consecuencias 

pueden estar relacionadas con la susceptibilidad diferencial a los déficits emocionales 

generados por las adversidades tempranas entre machos y hembras (Bale and Epperson, 

2015; Gomez and Luine, 2014). 

Por último, el aumento generalizado de miRNAs ya ha sido descripto en otros 

modelos de estrés (Mannironi et al., 2013; Zurawek et al., 2016). Y esto podría deberse a 

una desregulación de la maquinaria de biogénesis. 

 

4.5.2. miRNAs desregulados por la malnutrición perinatal 

Los miRNAs desregulados al destete constituyen la base de las diferencias que 

generó la deficiencia proteica en este paradigma de malnutrición materna. A partir del 

destete, tanto los ratones NP como HP son criados con comida normal, por lo que los 

efectos observados a edades más avanzadas deberían estar basados en la programación ya 

experimentada hasta la edad de P21. 
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Otra salvedad que cabe hacer en este punto es que, si bien pueden analizarse los 

potenciales efectos de los miRNAs de forma individual, en base a los estudios realizados y 

predicción bioinformáticas de mRNAs blanco, el efecto de los miRNAs es generalmente 

global y es necesario estudiar su patrón de expresión. Sin embargo, describiremos las 

principales funciones de algunos de los miRNAs desregulados en este modelo y que tienen 

relación con la regulación del estrés y otros sistemas endócrinos, los estímulos ambientales, 

la cognición y el metabolismo. 

Uno de los miRNAs cuya expresión se vio alterada tanto en el hipocampo como en 

el hipotálamo de ratones HP es miR-135a-5p. Este miRNA está involucrado en 

enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer (Ko et al., 2014; Liu et al., 2014) y 

Parkinson (Liu et al., 2016), así como también en procesos de aprendizaje (Chu et al., 

2015). Notablemente, uno de los efectos de la sobreexpresión de miR-135a-5p en el 

cerebro en desarrollo es la reducción de los primordios hipocampales (Caronia-Brown et 

al., 2016), resultado consistente con la disminución del hipocampo en ratones HP a P21. 

También se mostró que miR-135a-5p es inducido por andrógenos (Wan et al., 2016) y 

regula negativamente al receptor de andrógenos constituyendo un ciclo de 

retroalimentación negativa (Coarfa et al., 2015). El aumento en la expresión de miR-135a-

5p en los machos HP a P21 podría estar explicado, en parte, por esta regulación por 

andrógenos, que, como se dijo previamente (ver Discusión 4.3.1) podrían encontrarse 

aumentados ante el estrés nutricional perinatal. Del mismo modo, y teniendo en cuanta la 

participación de miR-135a-5p en la regulación de la respuesta a estrés por unión a MR 

(Sõber et al., 2010), la reducción de este miRNA en ratones HP a P56 puede estar explicada 

por el balance dinámico de ambos factores interconectados (regulación por andrógenos y 

balance entre GR y MR para lidiar con el estrés) (Mannironi et al., 2013). Por último, miR-

135a-5p mostró estar asociado a la resiliencia a la depresión luego de un paradigma de 

estrés moderado crónico (Zurawek et al., 2016). 

En este punto, cabe destacar el aumento en miR-124-3p en el hipocampo de 

ratones HP a P21. Este miRNA, al igual que miR-135a-5p, también está involucrado en la 

respuesta a estrés, por regulación de MR y GR en el hipocampo y la amígdala (Mannironi et 

al., 2013; Vreugdenhil et al., 2009). Este aumento en la expresión de miR-124-3p en el 

grupo HP no persiste hasta P56, luego de que los ratones son destetados y alimentados con 

comida normal. Este tipo de regulaciones temporales es usual en los complejos patrones de 

expresión de miRNAs de mamíferos, y podría especularse que el efecto de miR-124-3p 

sobre la respuesta a estrés a P21 programa otros factores del eje HPA o ciertos patrones de 
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expresión genética o epigenética que luego se mantienen sin necesidad de que persista el 

aumento de este miRNA. 

Dos miRNAs que se encontraron inducidos en el hipocampo de machos y hembras 

HP al destete, miR-124-3p y miR-26a-5p, han sido reportados como interactores de los 

mRNA que codifican para ciertas proteínas miembro de las familias Gst (glutatión-S-

transferasa) y Txn (tiorredoxina), respectivamente, enzimas que pertenecen al sistema 

antioxidante del cerebro (Chi et al., 2009; Yu et al., 2008). Los miRNAs son capaces de 

modular la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) y la 

expresión de dichos genes de defensa a antioxidantes. Además, el estrés redox puede alterar 

la biogénesis de miRNAs (Cheng et al., 2013). En este sentido, las proteínas de la dieta son 

importantes para los mecanismos antioxidantes y ha sido demostrado que la malnutrición 

proteica puede producir un aumento en el daño oxidativo a través de la disminución de las 

defensas antioxidantes de los tejidos (Bonatto et al., 2005). Por lo tanto, la deficiencia 

proteica y la desregulación de la biogénesis de miRNAs podrían resultar en un aumento de 

la formación de ROS y aumentar así la vulnerabilidad al daño cerebral. Por otra parte, en 

cultivos astrogliales primarios de rata, se demostró que miR-187-3p es regulado por la 

ausencia de la hemoxigenasa-1 (HO-1). Bajo condiciones de estrés oxidativo, la inducción 

de HO-1 protege a las células aumentando el catabolismo del hemo pro-oxidante y 

hemoproteinas a quelantes de radicales libres, como la bilirrubina (Barañano and Snyder, 

2001; Dore et al., 1999). La predicción bioinformática mostró que miR-187-3p está 

extensamente involucrado en el estrés oxidativo, el malfuncionamiento mitocondrial y la 

macroautofagia, procesos que caracterizan enfermedades neurodegenerativas (Lin et al., 

2015). 

Además, se ha reportado una disminución de miR-26a-5p y miR-124-3p ante la 

estimulación para generar LTP en la zona CA1 del hipocampo en cortes de rata. 

Particularmente, la disminución en miR-26a-5p es necesaria para el mantenimiento de la 

LTP y para el crecimiento de espinas dendríticas (Gu et al., 2015). El aumento observado 

en este trabajo en la expresión de estos miRNAs sugiere una desregulación de la 

neuroplasticidad asociada a la LTP. Por otro lado, ha sido reportado que miR-26a-5p regula 

la expresión de genes relacionados con desórdenes neurodegenerativos en humanos (Saba 

et al., 2014). 

En otro estudio realizado en ratas, la expresión de miR-26a-5p y miR-103-3p 

resultó alterada ante el consumo de alcohol durante la adolescencia. Si bien este tratamiento 

no modificó los niveles de testosterona en sangre, el consumo de alcohol puede significar 
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una situación de estrés ambiental. De hecho, se han encontrado alteraciones en la expresión 

de genes relacionados con la respuesta a estrés ante este paradigma de consumo de alcohol 

(Allen et al., 2011; Prins et al., 2014; Przybycien-Szymanska et al., 2011). Otros autores 

predijeron bioinformáticamente que tanto miR-26a-5p como miR-103-3p tienen como 

mRNAs blanco a BDNF y a SIRT1, ambas proteínas involucradas en procesos de 

neuroplasticidad (Prins et al., 2014). La interacción entre miR-26a-5p y el mRNA de BDNF 

fue demostrada experimentalmente (Caputo et al., 2011). Particularmente, se sugirió que 

SIRT1, como modificadora de la cromatina, podría ser en parte responsable de las marcas 

epigenéticas que se programan durante el desarrollo y que perduran durante la vida adulta 

(Gao et al., 2010; Prins et al., 2014). 

Por su parte, miR-103-3p se vio alterado en enfermedades neurodegenerativas, 

particularmente, Alzheimer (Finnerty et al., 2010). Otro miRNA desregulado en ratones 

HP, miR-187-3p, también ha sido descripto como regulador de la secreción de insulina e 

involucrado en la progresión de la diabetes de tipo 2 (Locke et al., 2014), lo cual puede 

sugerir programaciones perinatales debidas a la malnutrición proteica materna. 

Tanto miR-124-3p como miR-9-5p están altamente expresados en el cerebro en 

desarrollo y en el cerebro adulto, y están conservados entre muchas especies, sugiriendo un 

rol fundamental. Ambos miRNAs han sido involucrados en procesos de desarrollo del 

sistema nervioso, como la proliferación, la migración y la diferenciación de linajes 

neuronales o no neuronales (Gao, 2010; Yuva-Aydemir et al., 2011). A su vez, han sido 

relacionados con la neuroplasticidad, modulando sinapsis, arborización dendrítica y 

conectividad neuronal (Giusti et al., 2014; Olde Loohuis et al., 2012; Sun et al., 2010). Estos 

dos miRNAs regulan la expresión de Rest para permitir la maduración de las células madres 

neurales (Tyler et al., 2016), por lo que un aumento en su expresión durante el proceso de 

diferenciación neuronal podría evidenciar una aceleración de la diferenciación en ratones 

HP. Esta observación podría estar explicada por el sensado de claves ambientales durante 

el período perinatal que generan respuestas fenotípicas en los ratones HP tendientes a 

mejorar su adaptabilidad a un ambiente adverso. De todos modos, la regulación del eje 

miR-9/Rest es compleja y no se conocen completamente sus funciones en neuronas 

postmitóticas (Giusti et al., 2014). 

Mientras miR-124-3p se encontró regulado positivamente en ratones HP tanto en 

machos como en hembras, miR-9-5p mostró un aumento en su expresión sólo en las 

hembras. Este resultado resulta interesante para explicar algunas de las diferencias sexuales 

ya mencionadas (ver Discusión 4.3). Recientemente, se observó que existía un dimorfismo 



108 
 

sexual en cuanto a la respuesta a la exposición prenatal a arsénico. Las hembras mostraron 

una diferenciación neuronal acelerada respecto de los machos (Tyler et al., 2016), 

consistente con nuestros resultados que muestran una inducción de miR-9-5p en hembras 

HP, lo cual podría explicar dicha aceleración. 

De los miRNAs desregulados en ratones HP a P21, miR-300-3p y miR-411-5p no 

presentan bibliografía que respalde una relación con los procesos de interés para este 

trabajo. Del mismo modo, miR-381-3p, uno de los miRNAs cuya expresión se vio alterada 

en ratones HP a P56, no parece tener una relación directa con alguno de los procesos 

celulares de interés para este trabajo. Al igual que muchos miRNAs, los tres últimos 

mencionados sí han sido involucrados en procesos de progresión tumoral y cáncer. Queda 

por investigar cuál podría ser la función de miR-300-3p y miR-411-5p en el hipocampo e 

hipotálamo de ratones malnutridos, siendo que presentaron un patrón de expresión 

consistente entre tejidos, y de miR-381-3p en el hipotálamo de ratones jóvenes-adultos. 

Entre los miRNAs regulados por la malnutrición a P56, pero cuyas diferencias no 

se ven a P21, se encuentra miR-132-3p. Este miRNA es necesario para la maduración y 

morfogénesis de neuronas (Wanet et al., 2012) y ha sido involucrado en procesos de 

neuroplasticidad (Bicker et al., 2014). La regulación transcripcional de miR-132-3p es 

compleja e involucra numerosos factores (por ejemplo, BDNF) y circuitos de 

retroalimentación, así como también involucra cambios circadianos (Wanet et al., 2012; 

Wayman et al., 2008). Por esta razón, los resultados de su expresión son difíciles de 

interpretar. De todos modos, y consistente con nuestros resultados, se demostró que miR-

132-3p es regulado positivamente en el hipotálamo de ratones a los que se los sometió a 

una restricción calórica. Si bien este paradigma no incluía una dieta perinatal, los efectos en 

la expresión de este miRNA fueron revertidos con inyecciones de la hormona leptina 

(Sangiao-Alvarellos et al., 2014), sugiriendo una regulación reversible, al igual que se 

observa con el EE (ver Discusión 4.5.3). Por otro lado, se ha visto que, en cultivos 

celulares desprovistos de suero, es decir, ante un estrés nutricional, miR-132-3p se induce e 

inhibe al remodelador de la cromatina SIRT1 (Strum et al., 2009). Estos resultados, junto 

con los del presente trabajo, sugieren que miR-132-3p en el contexto de un estrés 

nutricional es inducido y genera modificaciones epigenéticas reversibles.  

Este mecanismo parecería estar regulado por factores diferentes a los que 

relacionan a miR-132-3p con la neurogénesis hipocampal (Lv et al., 2013; Shaltiel et al., 

2013). Sin embargo, otro estudio reciente ha reportado un aumento de miR-132-3p en el 

hipocampo de ratones sometidos a un paradigma de estrés crónico para inducir depresión. 
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La expresión de miR-132-3p correlacionó negativamente con la de BDNF, posiblemente, 

de manera indirecta a través del control de la expresión de MeCP2 (Su et al., 2015). Este 

resultado recapitula lo observado en nuestro trabajo sobre la disminución de la expresión 

de BDNF y aumento de miR-132-3p en los ratones HP-NE comparado con los ratones 

NP-NE. Una función de BDNF que conviene remarcar a la luz de los presentes resultados, 

es su capacidad de favorecer la remielinización o la reparación de la mielina 

(KhorshidAhmad et al., 2016). En este contexto, BDNF podría constituir uno de los nexos 

entre las neuronas y la glia que expliquen nuestros resultados. Para terminar, la idea de que 

el control de la expresión y/o actividad de BDNF sea controlada por un miRNA 

desregulado por la malnutrición proteica perinatal resulta intrigante para continuar esta 

línea de investigación. Particularmente, porque se ha visto, además, que BDNF sufre un 

importante control epigenético a nivel de su promotor ante situaciones de estrés ambiental 

(Kundakovic et al., 2015; Roth et al., 2009). 

Otro miRNA regulado positivamente por la dieta hipoproteica materna en ratones 

P56 resultó ser miR-369-3p. El mismo constituye uno de los pocos casos en los cuales su 

función se ejerce estabilizando los mRNAs blanco y favoreciendo su traducción, en lugar 

de inhibiéndola (Shobha Vasudevan, Yingchun Tong, 2007). Se ha demostrado que este 

miRNA estabiliza sus proteínas blanco ante estrés celular. Se vio que la sobreexpresión de 

miR-369-3p favoreció la inducción de la reprogramación celular a través de modificaciones 

epigenéticas (Konno et al., 2015). Además, ha sido demostrado que miR-369-3p regula la 

expresión de N-cadherina, proteína de membrana responsable de la interacción célula-

célula, en la corteza durante el desarrollo. De esta forma, miR-369-3p regula la 

proliferación de células madre, la neurogénesis y la migración neuronal (Rago et al., 2014). 

Dados los resultados que predicen que la vía de orientación axonal está alterada en ratones 

HP (ver Discusión 4.6), miR-369-3p surge como un potencial regulador de este proceso. 

miR-204-5p resultó negativamente regulado en los ratones HP a P56, sin presentar 

cambios a P21. Este miRNA tiene como blanco directo a EphB2, conocido regulador de la 

plasticidad sináptica en neuronas hipocampales (Danka Mohammed et al., 2016) y 

participante de la vía de orientación axonal (Kaalund et al., 2014). Notablemente, se ha 

demostrado que la expresión de miR-204-5p está alterada en ratas expuestas a etanol 

durante el periodo prenatal, y que esta expresión puede ser revertida por un ambiente 

enriquecido socialmente luego del destete (Ignacio et al., 2014). 

Todo lo discutido anteriormente acerca de la funcionalidad de los miRNAs 

alterados por la malnutrición, adquiere otro nivel de complejidad a la luz de recientes 
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descubrimientos que muestran que los miRNAs pueden circular por la sangre, lo cual 

resalta su potencial como moléculas de señalización para el sistema endócrino o como 

biomarcadores de enfermedades. (Rottiers and Näär, 2012) 

 

4.5.3. Reversión de la expresión de miRNAs por EE 

En lugar de realizar un enfoque sobre un único gen, la secuenciación masiva 

permite entender cuál es la relevancia de un patrón de expresión. Y habiendo centrando el 

análisis sobre el estrés ambiental, lo que estudiamos es la desregulación de circuitos de 

genes que dan lugar a la desregulación de procesos celulares, más que de genes individuales 

que explican un fenotipo. En este sentido, observamos que la malnutrición perinatal tiene 

efectos duraderos sobre la expresión de patrones de expresión y sobre la conducta, en 

particular, sobre la ansiedad y la memoria. Los miRNAs pueden tener efectos sobre la 

expresión génica a nivel global y además responden fuertemente ante ambientes estresantes 

para mediar respuestas adaptativas (Ignacio et al., 2014; Leung and Sharp, 2010; Mendell 

and Olson, 2012). Notablemente, una característica significativa de los mecanismos de 

regulación de la expresión génica mediados por miRNAs es su reversibilidad. Mientras el 

decaimiento del mRNA es un proceso irreversible, la inhibición de la traducción 

dependiente de miRNAs puede reanudarse una vez eliminada la represión dependiente del 

miRNA. La inhibición de la traducción por miRNAs es un proceso rápido que permite una 

regulación dinámica a nivel de las sinapsis, de modo que constituye un proceso 

íntimamente ligado a la neuroplasticidad (Schouten et al., 2013). 

En este trabajo se mostró que miR-187-3p, miR-132-3p y miR-369-3p son 

regulados positivamente por la malnutrición proteica perinatal. A su vez, los niveles de 

expresión de estos miRNAs se revierten luego de la exposición a un EE durante 5 semanas 

luego del destete. La reversión de los cambios en la expresión de miRNAs a través de una 

intervención relativamente simple, como lo es el EE, es consistente con las reversiones 

fenotípicas observadas en otros estudios en los que se evaluaron los efectos beneficiosos 

del EE sobre la neuroplasticidad (ver Introducción 1.7). Dado que los cambios en la 

expresión de miRNAs, particularmente, miR-187-3p, miR-132-3p y miR-369-3p, 

correlacionó con los fenotipos conductuales observados para la malnutrición y el EE, es 

posible que estos cambios estén más directamente relacionados con los mecanismos que 

subyacen a cada fenotipo. 

La reversión fenotípica podría representar un proceso por el cual los efectos 

celulares y moleculares (por ejemplo, la regulación epigenética) que ocurren en la vida 
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temprana, y que persistirían en la vida adulta, son revertidos por eventos ambientales 

producidos en un período de desarrollo más tardío. Sin embargo, y alternativamente, esta 

reversión también podría estar dada por efectos compensatorios a otros niveles de 

regulación fisiológica de los organismos, por ejemplo, la regulación hormonal a través del 

eje HPA. Por ejemplo, un estudio mostró que ni la expresión hipocampal de GR ni la 

expresión hipotalámica de CRH eran modificadas por el EE ante un evento de separación 

materna, pero sí se encontró una variación en los niveles de corticosterona en sangre entre 

estos grupos (Francis et al., 2002). 

Más estudios son necesarios para determinar en qué medida los cambios en la 

expresión de miRNAs son puntos irreversibles en el establecimiento de un fenotipo o 

nuevas ventanas temporales para oportunidades de intervención. 

 

 

4.6. Cambios fenotípicos asociados al direccionamiento axonal y la mielinización 

 

El estudio de la expresión de miRNAs durante el desarrollo conjuntamente con el 

análisis de sus mRNAs blanco es, actualmente, la mejor práctica para predecir la función de 

los miRNAs. La predicción de todos los blancos de un grupo de miRNAs y la posterior 

evaluación de los procesos celulares representados por la lista de genes blanco puede 

realizarse con herramientas bioinformáticas (ver Materiales y Métodos 5.9.4). Si los 

mRNAs blancos de un grupo de miRNAs están enriquecidos en un proceso biológico 

particular, entonces es lógico inferir que dichos miRNAs están involucrados en ese 

proceso. De todos modos, hay algunas limitaciones para esta metodología. Por un lado, no 

se suele tener en cuenta el grado de desregulación de los mRNAs blancos, es decir, si son 

regulados positiva o negativamente. Por otro lado, tampoco se considera la importancia 

relativa de cada mRNA en el proceso biológico predicho. Estas observaciones hacen que 

no existe una total consistencia entre los resultados experimentales y las predicciones 

bioinformáticas, por lo que los resultados aquí presentados deben ser interpretados 

cuidadosamente (Schouten et al., 2013). 

 

4.6.1. Vía de orientación axonal 

La predicción de los procesos celulares en los cuales están involucrados los genes 

regulados por los miRNAs alterados en ratones HP mostró que la vía de orientación axonal 

podría estar afectada por la malnutrición. Esta vía es necesaria para que se produzcan las 
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conexiones entre las diferentes regiones del cerebro en desarrollo, lo cual resulta de 

particular interés en el hipotálamo, dado que es una de las estructuras cerebrales con más 

conexiones con otras áreas. El hipotálamo debe sensar todo tipo de parámetros 

ambientales y, particularmente, desencadenar la respuesta a estrés integrándola con las 

zonas responsables de recordar una determinada situación de miedo y retornar a los valores 

homeostáticos de hormonas del estrés, procesos llevados a cabo por el sistema límbico. 

Esta integración entre áreas es fundamental y los circuitos neuronales que la componen 

tienen una relevancia particular. De hecho, una mala orientación de los axones durante el 

desarrollo podría generar una desarticulación entre el hipocampo o la PFC y el hipotálamo 

explicando, en parte, los déficits conductuales observados en los ratones malnutridos. 

Si bien está clara la importancia de la vía de orientación axonal durante el 

desarrollo, menos clara resulta su función en los ratones jóvenes-adultos en los que hemos 

visto que esta vía podría estar afectada. Una posibilidad es que regule procesos de 

neuroplasticidad en el hipotálamo (Simerly, 2005). Pero, más sugestivamente, algunas de las 

proteínas involucradas en la vía de orientación axonal, particularmente, las Semaforinas, 

son también necesarias para la proliferación y diferenciación de células gliales, que resulta 

en una correcta mielinización de axones. Las interacciones entre los axones y las células 

gliales influencian la mielinización, lo cual es interesante a la luz de que este proceso 

continúa en desarrollo aún en etapas avanzadas de la vida de los individuos (Battistini and 

Tamagnone, 2016; Bernard et al., 2012). En este punto conviene destacar que la vía de 

orientación axonal tiene cierta amplitud espacial en el cerebro por ser la responsable de la 

correcta migración de axones hasta sus objetivos. Esto hace que, a pesar de haber sido 

predicha como potencial responsable de los efectos de la malnutrición materna a partir de 

los miRNAs desregulados en el hipotálamo, es una vía que podría estar afectando otras 

regiones distantes al hipotálamo. 

Por otro lado, las neuronas maduras del sistema nervioso central pueden regenerar 

sus axones a través de un proceso molecular aparentemente conservado a lo largo del 

desarrollo. El factor limitante para generar esta regeneración es el sostenimiento del 

crecimiento a larga distancia a través de factores tróficos (como BDNF) y moléculas de la 

matriz extracelular que sirven de claves para la orientación de esos axones (como las 

Semaforinas de secreción). Este proceso es posible en el cerebro adulto. 
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4.6.2. Efecto de la malnutrición perinatal sobre la mielinización 

La mielinización incrementa la velocidad de conducción de las neuronas y facilita la 

activación sincrónica de varias neuronas reduciendo los efectos de la distancia en circuitos 

distribuidos por diversas regiones del cerebro (Fields, 2008). La coordinación del disparo 

de potenciales de acción es un concepto importante para la neuroplasticidad (Lyons et al., 

2010). 

Los efectos de la malnutrición perinatal sobre la mielinización ya han sido probados 

en ratas (Rideau Batista Novais et al., 2016), cobayos (Piorkowska et al., 2014) y humanos 

(Hazin et al., 2007). Se reportó una disminución de la materia blanca en el cuerpo calloso y 

en la comisura anterior (Pacagnella et al., 2013). Los resultados del presente trabajo agregan 

una disminución de la mielinización en el cíngulum. Tres principales mecanismos han sido 

propuestos para establecer este fenotipo: un arresto en la maduración del linaje 

oligodendrítico, un incremento en la apoptosis de oligodendrocitos o una disminución en la 

proliferación de progenitores de oligodendrocitos (Rideau Batista Novais et al., 2016). 

El cíngulum es una de las mayores vías de materia blanca del cerebro, conectando 

regiones asociadas a funciones ejecutivas, toma de decisiones y emociones. Particularmente, 

esta región es fundamental para la conexión del sistema límbico. Experimentos de 

neuroimágenes revelaron anormalidades en el cíngulum que están asociadas a desórdenes 

psiquiátricos, por ejemplo, depresión (Heilbronner and Haber, 2014). 

Otros estudios demostraron que, ante la restricción del crecimiento in utero, se 

retrasa la mielinización y disminuye el volumen de materia gris (Macé et al., 2011; Padilla et 

al., 2011). Este último resultado es consistente con lo observado en nuestro modelo de 

malnutrición perinatal sobre el peso del cerebro y del hipocampo (ver Discusión 4.2.3). 

Consistentemente con estas observaciones, se ha visto que una de las vías más desreguladas 

en los oligodendrocitos ante una malnutrición proteica prenatal es la de direccionamiento 

axonal. La expresión de una de las Semaforinas solubles (Sema3a), que actúa como factor 

repulsivo en neuronas, se encontró inducido en oligodendrocitos luego de la malnutrición 

temprana, mientras que Sema3E, que promueve el crecimiento axonal, se encontró 

reprimida (Bernard et al., 2012; Koncina et al., 2007; Rideau Batista Novais et al., 2016). 

Un proceso biológico generalmente asociado a un retraso en la maduración de la 

materia blanca es la neuroinflamación (Favrais et al., 2011). Se ha mostrado que la 

restricción proteica materna induce una transiente activación de la microglía luego del 

nacimiento y los estudios de transcriptómica sugieren que los oligodendrocitos y la 

microglía regulan positivamente los genes relacionados con vías proinflamatorias (Rideau 
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Batista Novais et al., 2016). Por esta razón, los procesos inflamatorios del cerebro, 

mediados por la microglía, puede constituir una línea de investigación interesante que se 

desprende de los resultados aquí presentados. 

 

4.6.3. Efecto de la malnutrición perinatal sobre la morfología de oligodendrocitos 

Los resultados discutidos hasta el momento apuntan a que la malnutrición perinatal 

genera una disminución de la mielinización en el cíngulum, potencialmente basada en una 

desregulación del proceso de orientación axonal y su interacción con la maduración de 

oligodendrocitos. Existen evidencias que indican que la regulación del estrés depende de la 

correcta mielinización de las conexiones axonales entre la PFC y otras regiones 

subcorticales del sistema límbico (como el hipocampo y la amígdala) (Lyons et al., 2010). 

En niños, se ha mostrado que la mielinización de la PFC incrementa con la edad (Barnea-

Goraly et al., 2005) y con la maduración de las funciones dependientes de esta estructura 

(Casey et al., 2007).  

La mielinización, como los demás procesos de neuroplasticidad, es reversible. Esta 

característica permite generar una hipótesis acerca de la reversión del fenotipo ansioso en 

ratones HP a través de la estimulación ambiental. Como ya se mencionó, la hipótesis de 

inoculación de estrés por EE (ver Discusión 4.4.1) sostiene que repetidas exposiciones a los 

estímulos inanimados y sociales del EE mejoran la respuesta a estrés, disminuye la ansiedad 

y aumenta el control cognitivo de las funciones relacionadas con la PFC (Fox et al., 2006; 

Schrijver et al., 2004). Estos resultados sugieren que el EE podría ejercer su efecto en la 

reversión a través de la modulación de la neuroplasticidad de la PFC por aumento de la 

mielinización (Lyons et al., 2010). 

En este trabajo, observamos una disminución de la complejidad de los procesos 

oligodendrocíticos junto con un aumento en la eficiencia de mielinización en ratones HP 

sometidos al EE comparado con los NP sometidos al EE. Estos resultados constituyen un 

ejemplo de la complejidad del modelo en estudio. Son vastas las variables a tener en cuenta 

para definir un fenotipo adulto en cuanto a la morfología de oligodendrocitos expuestos a 

malnutrición perinatal y su interacción con un ambiente enriquecido. De hecho, en un 

contexto ambiental que no presenta enriquecimiento, las diferencias morfológicas de los 

oligodendrocitos entre ratones NP y HP no son evidentes. Sin embargo, sí se observan 

diferencias a nivel de expresión de miRNAs. En cambio, en un contexto de 

enriquecimiento ambiental se observan diferencias morfológicas que podrían estar basadas 
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en cambios producidos por otro patrón de expresión de miRNAs, diferente al que se 

induce por la malnutrición en el contexto de un ambiente postnatal normal. 

La promoción de la mielinización a través de un EE ya ha sido descripta en otros 

modelos de estrés (Sirevaag and Greenough, 1987; Szeligo and Leblond, 1977). 

Recientemente, dos estudios señalaron que el ambiente postdestete tiene una influencia en 

la mielinización de la PFC y que los cambios fenotípicos producidos durante esta etapa 

pueden perdurar hasta la adultez (Hirase and Shinohara, 2014; Liu et al., 2012; Makinodan 

et al., 2012). Si bien estos estudios trabajaron con un paradigma de aislamiento social, uno 

de ellos estudió el efecto de la reinserción social luego de 8 semanas de aislamiento (Liu et 

al., 2012). Consistente con un modelo en el cual la neuroplasticidad puede moldear la 

mielinización en los adultos, la reinserción social revirtió los cambios en la mielina y, más 

aún, restauró la conducta social a valores semejantes a los de los ratones no aislados. Estos 

resultados sugieren que la experiencia social puede modificar la mielinización de la PFC en 

adultos. La estimulación social generada por la reinserción podría paralelizarse con el 

enriquecimiento ambiental realizado en el contexto de nuestro paradigma de malnutrición 

perinatal, en cuyo caso, podría explicar el aumento en la eficiencia de mielinización por EE. 

A la luz de nuestros resultados, puede especularse que la PFC es capaz de modular 

la mielinización que se está llevando a cabo en ratones jóvenes-adultos, usándola como 

forma de neuroplasticidad para adaptar el cerebro a los cambios del ambiente. La PFC, 

justamente, integra estímulos externos y controla comportamientos complejos (Wallace et 

al., 2009), y los cambios en la mielinización en esta región han sido asociados a desórdenes 

psiquiátricos, particularmente, trastornos de ansiedad (Regenold et al., 2006). Suena 

entonces lógico pensar que la reversión de los cambios en el comportamiento ansioso de 

ratones malnutridos tiene sus causas fisiológicas en este tipo de neuroplasticidad, que es 

influenciada por el ambiente para modificar los circuitos neuronales a través de la velocidad 

y fidelidad de la conductancia axonal. Como ya se discutió previamente (ver Discusión 

4.5.3), la regulación de la expresión génica por miRNAs podría estar en la base de los 

cambios morfológicos y fisiológicos observados. 

 

 

4.7. Conclusiones finales y perspectivas 

 

A lo largo de este trabajo, evaluamos el efecto de la malnutrición proteica perinatal 

sobre diferentes aspectos fenotípicos, principalmente, la expresión de miRNAs. Al igual 
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que había sido reportado previamente, encontramos un aumento de la ansiedad y una 

disminución de la memoria a largo plazo en ratones malnutridos. Ambos fenotipos 

conductuales pudieron ser revertidos con la expoisicón a un ambiente enriquecido luego 

del destete. Cuando analizamos los miRNAs a nivel global, encontramos que la expresión 

de algunos de ellos correlacionaba con el fenotipo conductual. La predicción de procesos 

biológicos involucrados en estas alteraciones de comportamiento por la malnutrición 

mostró a la orientación axonal como una de las más preponderantes, en base a los genes 

blanco de los miRNAs desregulados. Teniendo en cuenta estos resultados, estudiamos la 

mielinización global de ciertas zonas importantes para la correcta comunicación entre 

regiones del sistema límbico y encontramos un fuerte efecto de la dieta materna. Siendo los 

oligodendrocitos las células responsables de la mielinización de axones, analizamos si su 

morfología estaba modificada, encontrando diferencias entre ratones normales y 

malnutridos solamente cuando eran sometidos a un ambiente enriquecido.  

Mientras la falla en la mielinización del cíngulum podría ser una de las causas del 

fenotipo conductual, el aumento en la eficiencia de mielinización en los ratones 

malnutridos y luego sometidos a un enriquecimiento ambiental podría ayudar a explicar la 

reversión del comportamiento. Los miRNAs, potencialmente mediados en parte por 

BDNF, tendrían un rol importante en el proceso de orientación axonal para la correcta 

formación de conexiones entre las regiones del sistema límbico y, portencialmente, también 

para generar los efectos de reversión fenotípica. 

Si bien restan por hacer numerosos experimentos para probar, de forma 

mecanística, las aceveraciones propuestas, estos resultados pueden servir para generar una 

hipótesis de trabajo sobre el efecto de los miRNAs en la neuroplasticidad de los ratones 

malnutridos e intentar así contribuir a explicar las bases moleculares y celulares de la 

conducta. Pero, más importante, avanzar en el conocimiento de una condición, como lo es 

la malnutrición perinatal, que afecta la calidad de vida de las personas, particularmente, de 

los niños en estados de vulnerabilidad, e intentar contribuir al diseño de programas de 

intervención. 
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5. Materiales y Métodos 

 

5.1. Animales 

 

Se utilizaron ratones (Mus musculus) de la colonia CrlFcen:CF1 (en adelante CF-1) 

provistos por el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FCEyN) 

de la Universidad de Buenos Aires (UBA). Los mismos fueron mantenidos a una 

temperatura aproximada de 25 ᵒC y con un ciclo de 12 h de luz (6:00 a 18:00 h) y 12 h de 

oscuridad. Tanto la comida como el agua fueron suministradas ad libitum. Para los 

experimentos con la cepa FVB/NJ, se utilizaron las instalaciones del Bioterio del Boston 

Children’s Hospital, Boston, Estados Unidos, respetando las mismas condiciones ambientales 

del Bioterio Central de la FCEyN. 

Para realizar los test conductuales, los animales fueron trasladados a una sala con 

estanterías comunes, con una habitación aledaña especialmente diseñada para efectuar 

dichas pruebas (sala de comportamiento). Para que los animales se habitúen a la nueva sala, 

fueron llevados una semana anterior al comienzo de los test comportamentales 

manteniendo el mismo ciclo de luz-oscuridad. 

 

 

5.2. Ética en el trabajo con animales 

 

Los experimentos fueron protocolizados de acuerdo con las regulaciones locales y 

las enunciadas por el National Institute of Health (NIH) según la Guide of the Care and Use of 

Laboratory Animals (NIH publicación 80-23/96). Los protocolos experimentales fueron 

previamente aprobados por la Comisión Institucional para el Uso y Cuidado de Animales 

de Laboratorio (CICUAL) de la FCEyN, UBA según el Protocolo N° 0024. Al final de los 

experimentos, los animales fueron sacrificados por dislocación cervical o anestesiados y 

luego perfundidos. 
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5.3. Dietas y modelo de malnutrición perinatal 

 

Las dietas utilizadas en este trabajo de tesis fueron adquiridas en la empresa Research 

Diets Inc. de acuerdo al reporte realizado por la AIN-93 (Reeves et al., 1993) y su 

composición está detallada en la Tabla 4. 

Tabla 4 | Formulaciones de dietas NP y HP. 

 

Producto #

g% kcal% g% kcal%

Proteínas 20 20 8 8

Carbohidratos 64 64 76 76

Grasas 7 16 7 16

Total 100 100

kcal/g 4,0 4,0

Ingredientes g kcal g kcal

Caseína 200 800 80 320

L-Cistina 3 12 3 12

Almidón de maíz 397,486 1.590 517,486 2.070

Maltodextrina 10 132 528 132 528

Sacarosa 100 400 100 400

Celulosa BW200 50 0 50 0

Aceite de soja 70 630 70 630

t-Butilhidroquinona 0,014 0 0,014 0

Mezcla de minerales S10022G 35 0 0 0

Mezcla de minerales S10022C 0 0 3,5 0

Cloruro de sodio 0 0 2,59 0

Carbonato de calcio 0 0 12,495 0

Fosfato de potasio, 1 H2O 0 0 10,7 0

Mezcla de vitaminas V10037 10 40 10 40

Bitartrato de colina 2,5 0 2,5 0

FD&C Colorante amarillo #5 0 0 0,05 0

Total 1.000 4.000 994,335 4.000

P (g) 3,04 3,03

K (g) 3,60 3,80

D10012G (NP) D12063002 (HP)
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Los ratones parentales (F0) machos y hembras fueron alimentados con dieta 

control (NP) o hipoproteica (HP) durante los cinco días previos al apareamiento. El mismo 

se realizó alojando dos hembras nulíparas con un macho por cinco días consecutivos. 

Luego, el macho fue removido y las hembras alojadas juntas durante 15 días hasta ser 

separadas y alojadas individualmente con material para el momento del parto. Los 

parentales fueron alimentados con dieta NP o HP durante el apareamiento, luego del cual 

las hembras fueron mantenidas con la dieta correspondiente y su peso fue controlado 

periódicamente. En los primeros días postparto se removieron los individuos excedentes 

con el fin de balancear el número de crías entre camadas. Las crías (F1) fueron destetadas al 

día 21 posnatal (P21), momento a partir del cual fueron alimentados con dieta estándar de 

bioterio. En los experimentos que incluyeron un tratamiento ambiental post-destete, las 

crías recién destetadas (P21) fueron alojadas en un ambiente normal o en un ambiente 

enriquecido (ver Materiales y Métodos 5.4). 

El protocolo de malnutrición perinatal descripto previamente fue también aplicado 

a una cepa de ratones FVB/NJ transgénicos, que expresan eGFP bajo los órdenes del 

promotor del gen específico de oligodendrocitos, PLP. Con esta cepa se realizaron las 

mediciones morfológicas de oligodendrocitos. 

 

 

5.4. Enriquecimiento ambiental 

 

El paradigma de enriquecimiento ambiental consistió en someter a los ratones 

destetados de la F1 a dos tipos de ambientes: un ambiente normal (NE, 3 a 4 ratones por 

jaula, en una jaula estándar de 30 x 18,5 x 12 cm) o un ambiente enriquecido (EE, 6 a 8 

ratones por jaula, en una jaula de mayor volumen, 64 x 45 x 25 cm, y con elementos de 

enriquecimiento ambiental, como juguetes y tubos) (Figura 36). Los ratones de los 

tratamientos NP y HP fueron asignados al azar a los dos tipos de ambientes post-destete y 

alojados en sus respectivas jaulas hasta las 8 semanas de edad (día postnatal 56, P56), 

momento en el cual fueron sacrificados o perfundidos para su posterior análisis. 
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Figura 36 | Características de los ambientes postdestete del modelo. 

Ambientes en los que fueron alojados los ratones F1 durante 5 semanas, una vez finalizado el 
período de lactancia. A, Ambiente normal (NE) con 4 animales. B, Ambiente enriquecido (EE) 
con un mayor número de animales y distintos accesorios que promueven una estimulación social 
y sensorial, respectivamente. 

 

De esta manera, se constituyeron 4 tratamientos que resultan de la combinación de 

los modelos de malnutrición perinatal y enriquecimiento ambiental: NP-NE, NP-EE, HP-

NE y HP-EE. 

 

 

5.5. Evaluación del desarrollo físico 

 

5.5.1. Pesos y parámetros morfológicos 

Las crías fueron pesadas día por medio a partir de P1. Para el estudio del desarrollo 

físico los siguientes cambios fueron observados y registrados para cada individuo: aparición 

de pelo dorsal y ventral, apertura del canal auditivo, y apertura de los ojos. Los parámetros 

físicos fueron expresados como el día postnatal en el cual se observó la aparición de los 

mismos. 

 

5.5.2. Distancia ano-genital (DAG) 

En P1, P7, P13 y P19, los ratones fueron colocados en una posición sentada en una 

placa acrílica transparente 10 cm por encima de la mesa de trabajo. Una foto fue tomada 

desde debajo de la placa de acrílico y la distancia ano-genital se midió digitalmente con un 
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software de edición de imágenes. Los pixeles fueron convertidos a distancia tomando una 

foto de una regla colocada en la placa de acrílico y usándola como escala. 

 

5.5.3. Pesos del cerebro 

Un grupo de ratones NP y HP fue sacrificado al destete y el cerebro fue extraído y 

pesado en una balanza granataria. Luego se diseccionaron los hipocampos y se pesaron de 

la misma forma. Los tejidos de esta camada de ratones fueron utilizados luego para otras 

líneas de investigación llevadas a cabo en nuestro laboratorio. 

 

 

5.6. Evaluación del consumo de la F0 

 

Para evaluar la cantidad de alimento consumido por las madres NP y HP, la comida 

fue pesada entre las 10:00 y las 11:00 h durante todos los días de la preñez y la lactancia. La 

diferencia entre el peso de un día y del anterior se reportó como el consumo de ese día. 

 

 

5.7. Tests de comportamiento 

 

Los ratones no fueron manipulados previamente, salvo para los cambios rutinarios 

de jaulas, a menos que se especifique lo contrario. Antes de cada test los animales fueron 

habituados, durante 40 - 50 min, a la habitación en la que se realiza la prueba. Para todos 

los tests se limpiaron los laberintos o arenas utilizados entre animales con etanol 20%. Para 

el test de reconocimiento de objeto novedoso (RON), que involucró varias sesiones, una a 

continuación de la otra, las arenas no fueron limpiadas entre sesiones para el mismo animal. 

Las pruebas fueron realizadas en individuos de 8 semanas de edad. Para cada test se trabajó 

en el mismo día con ratones de ambos tratamientos nacidos con no más de tres días de 

diferencia. En caso de realizar una serie de testeos en tándem, los mismos se efectuaron 

dejando un lapso de por lo menos cuatro días entre cada test. En caso de realizar más de un 

test en la misma cohorte, se respetó el siguiente orden: caja de luz-oscuridad (CLO), 

laberinto elevado en cruz (LEC), campo abierto (CA), laberinto en Y con claves espaciales 

(LY), reconocimiento de objeto novedoso (RON). Además, en un experimento diferente y 

con una cohorte de ratones independiente se realizó el test de aversión condicionada al 

gusto (ACG). 
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5.7.1. Caja de luz-oscuridad (CLO) 

La caja de luz-oscuridad consiste en una arena cuadrada de 45 cm de lado con 

paredes y fondo oscuros, subdividido en dos rectángulos iguales, uno de los cuales está 

cubierto formando una cámara (oscuridad) que deja una abertura hacia la otra mitad 

descubierta (luz). El test se realizó colocando al ratón en la zona descubierta y dejándolo 

explorar la arena durante 5 min. Se contabilizó el tiempo de permanencia en la zona 

luminosa. La intensidad de luz se fijó en 100 lux. 

La lógica detrás de este test es similar a la de otros tests que evalúan la ansiedad en 

roedores. En el caso de los ratones, el comportamiento de tipo ansioso se basa en una 

competencia entre la tendencia exploratoria del animal y la aversión que le generan los 

espacios abiertos y luminosos. En el caso de que prevalezca dicha aversión, aumentará el 

tiempo en la zona cubierta, que se interpreta como un estado de ansiedad mayor. 

 

5.7.2. Laberinto elevado en cruz (LEC) 

El aparato consiste en un laberinto de piso oscuro con una plataforma central (5 x 5 

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

paredes oscuras de poliestireno de 15 cm de altura (brazos cerrados), y los otros dos no 

tienen paredes, excepto por un pequeño zócalo de 0,5 cm (brazos abiertos). El laberinto se 

ubica a 50 cm del suelo. La prueba se realizó colocando al ratón en la plataforma central 

frente a uno de los brazos abiertos y permitiendo que explore el dispositivo durante 5 min. 

La sesión fue filmada con una cámara de video colocada por encima del laberinto y grabada 

con el programa ANY-MazeTM Video Tracking Software (Stoelting Co.). Utilizando dicho 

software, se registró el tiempo de permanencia del ratón y su distancia recorrida en cada 

brazo, así como otras actividades de interés: el número de veces que el ratón se paró en dos 

patas (rearings), el número de inmersiones de cabeza y el número de inmersiones de cabeza 

protegidas (inmersión de cabeza mientras el animal aún estaba en la plataforma central) y el 

tiempo total que el animal dedicó a acicalarse. Las luces se fijaron en 100 lux. 

Como en el caso del test CLO, la lógica de este test es someter a los ratones a una 

situación en la que tengan que hacer pesar su tendencia natural a la exploración y su 

aversión a los espacios abiertos y luminosos (brazos abiertos del LEC). Mayor tiempo de 

permanencia en los brazos cerrados denota mayor nivel de comportamiento de tipo 

ansioso. 
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5.7.3. Campo abierto (CA) 

El test del campo abierto consiste en una arena cuadrada de 45 cm de lado con 

paredes y fondo oscuros. El ratón fue colocado junto a uno de los lados y se les permitió 

explorar el ambiente durante 20 min. La sesión fue grabada y el movimiento de los ratones 

fue registrado utilizando el ANY-MazeTM. Un observador sentado fuera de la habitación 

registró, utilizando el software mencionado, las siguientes actividades: el número de veces 

que el ratón se paró en dos patas (rearings), y el tiempo total que el animal dedicó a 

acicalarse. La intensidad lumínica se fijó en 30 lux. 

Este test fue utilizado para evaluar la locomoción (y no ansiedad) de los ratones y 

así descartar posibles diferencias debidas a este efecto en otros tests realizados. 

 

5.7.4. Laberinto en Y con claves espaciales (LY) 

Con el objeto de evaluar la memoria espacial se aplicó una prueba de dos sesiones 

con claves espaciales en el laberinto en “Y” (Sarnyai et al., 2000). El equipo consiste de una 

pieza de acrílico transparente 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 del brazo inclinadas 

con el mismo ángulo interno. Los pisos del laberinto están cubiertos con una base de color 

negro para facilitar el seguimiento de los animales. Si bien el interior de los tres brazos es 

idéntico, por lo que no hay posibilidad de identificación espacial, la transparencia de sus 

paredes permite la visualización de claves externas. Las mismas consistieron en diferentes 

figuras geométricas con o sin patrones de colores, ubicadas en las paredes de la sala. El 

ratón a testear fue colocado en el extremo de uno de los brazos (brazo de inicio), y se le 

permitió explorar el laberinto con uno de sus brazos cerrados (brazo novedoso) durante 10 

min (sesión de entrenamiento). Se utilizó el mismo brazo de inicio para todos los ratones, 

pero se alternó la ubicación del brazo que se mantiene abierto (brazo familiar) durante el 

entrenamiento. Terminada la sesión de entrenamiento y luego de un lapso de 20 min el 

ratón fue colocado nuevamente en el brazo de inicio del laberinto y se le permitió explorar 

libremente los tres brazos durante 5 min (sesión de testeo). La luz se mantuvo a 30 lux 

durante ambas sesiones. Para todos los individuos se registró la elección del primer brazo 

(novedoso versus familiar), el número de entradas, la distancia recorrida y el tiempo que 

dedicaron a la exploración de cada brazo con el programa ANY-MazeTM. No se 

encontraron diferencias entre individuos del mismo tratamiento de acuerdo a cuál fue la 

designación del brazo novedoso y del familiar, por lo que se decidió promediar estos 

resultados. 
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5.7.5. Reconocimiento de objeto novedoso (RON) 

El test de reconocimiento de objeto novedoso fue llevado a cabo en una arena 

experimental de paredes negras (21 x 30 x 23 cm). Cada ensayo consistió de tres sesiones. 

Durante la primera sesión los ratones fueron colocados en el campo experimental durante 

5 min (habituación). En la segunda sesión, dos objetos idénticos (objetos familiares) fueron 

colocados en la arena y se permitió a los ratones explorar durante otros 5 min 

(entrenamiento). Durante la última sesión, que se realizó a las 24 h de la sesión de 

entrenamiento, los objetos fueron reemplazados por un objeto idéntico al familiar y otro 

nuevo, el objeto novedoso (testeo). La duración de esta última sesión fue también de 5 min. 

Entre sesiones los ratones fueron removidos de la arena y colocados en una jaula idéntica a 

la de alojamiento por 5 min. Los ensayos fueron grabados y el movimiento de los animales 

registrado utilizando el programa ANY-MazeTM. El tiempo de exploración de cada objeto 

(medido como el tiempo durante el cual el ratón ubicaba su cabeza apuntando hacia el 

objeto a corta distancia) durante las fases de entrenamiento y de testeo fue determinado por 

un observador utilizando las grabaciones del software. Se calculó el porcentaje de tiempo 

durante el cual el ratón explora el objeto novedoso con respecto al tiempo de exploración 

de ambos objetos durante el testeo. Se alternó el tipo de objeto novedoso y la posición 

(derecha o izquierda) en la arena entre individuos de forma balanceada para ambos 

tratamientos. No se encontraron diferencias dentro de cada tratamiento en el tiempo de 

exploración del objeto novedoso de acuerdo al tipo o la ubicación del mismo, por lo que se 

promediaron estos resultados. Las luces se mantuvieron a 10 lux durante todo el ensayo, 

para minimizar la expresión de fenotipos de ansiedad. 

 

5.7.6. Aversión condicionada al gusto (ACG) 

Para este test, se utilizaron ratones NP y HP que fueron alojados individualmente y 

adaptados a un régimen de restricción de agua, retirando la botella de agua para bebida. El 

protocolo consistió en ofrecerles 5 ml de agua durante 20 minutos a las 9:00 hs y un 

refuerzo de 5 ml más durante 10 min a las 16:00 hs. La administración controlada de agua 

se repitió durante 4 días consecutivos. En el quinto día (condicionamiento), se inyectó a los 

ratones con una solución 0,3 M de LiCl de forma intraperitoneal (10 μl por cada g de peso 

de ratón). Cinco minutos después de la inyección, se les ofrecieron 5 ml de una solución de 

sacarina 0,1 % durante 20 minutos a las 9:00 hs y el refuerzo de agua correspondiente a las 

16:00 hs. Este condicionamiento consiste en que los ratones asocien el malestar que les 
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produce la inyección de LiCl con el gusto de la sacarina. Luego, se repitieron 2 días de 

administración controlada de agua. El octavo día se realizó el testeo ofreciendo 5 ml de 

sacarina 0,1 % durante 20 minutos a las 9:00 hs y se midió el consumo de la solución de 

sacarina. La memoria de la asociación del LiCl y la sacarina debería generar que los ratones 

con mayor memoria consuman menos sacarina y viceversa. Paralelamente, se trabajó con 

un grupo control de ratones, tanto NP como HP, sometidos al mismo protocolo descripto, 

exceptuando que la inyección de LiCl fue con una solución fisiológica (utilizada para 

disolver el LiCl). Este grupo de ratones no asoció la sacarina con un malestar general. 

 

 

5.8. Análisis de la expresión génica 

 

5.8.1. Extracción de tejidos 

Ratones NP y HP fueron sacrificados por dislocación cervical a P21 para los 

experimentos referidos al análisis de la maquinaria de biogénesis de miRNAs, y a P56 para 

los experimentos de enriquecimiento ambiental. Cada ratón fue decapitado y se extrajo el 

cerebro del cual se separó el hipotálamo, los hipocampos, el bulbo olfatorio y la corteza. 

Cada una de las muestras fue rápidamente congelada en nitrógeno líquido y conservada a -

80 ºC hasta su uso para la extracción de RNA. 

 

5.8.2. Extracción de RNA 

Para las mediciones de expresión génica, se realizó la extracción de RNA de los 

tejidos diseccionados utilizando el reactivo RNAzol® RT (Molecular Research Center, Inc.) de 

acuerdo al protocolo que se describe a continuación. Este protocolo permite la separación 

de RNA total en 2 fracciones: una correspondiente a los RNAs menores a 200 nt (fracción 

“miRNA”), y la otra a los mayores de 200 nt (fracción “mRNA”). 

La muestra de tejido fue homogenizada con micropipeta agregándole diferentes 

volúmenes del reactivo RNAzol® RT según su tamaño: para el hipotálamo, 60 μl; para los 

hipocampos, 120 μl; para el bulbo olfatorio, 120 μl; y para la corteza total, 240 μl. Se 

centrifugó en una centrífuga HERMLE (Z233 MK-2) a 12.000 g a 4 ºC durante 15 min. Se 

transfirió a un nuevo tubo un 80% del volumen original de RNAzol® RT, y se agregó agua 

en un volumen equivalente al 40% del sobrenadante recuperado. Se agitaron vigorosamente 

los tubos durante 15 s y luego se los incubó durante 30 min a temperatura ambiente. 

Luego, se centrifugó nuevamente a 12.000 g a 4 °C durante 15 min para separar las fases 
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acuosa y fenólica. Se recuperó un volumen equivalente al recuperado luego de la primera 

centrifugación para evitar contaminación entre fases, y se transfirió a un nuevo tubo. Para 

la precipitación del RNA, se agregó un volumen de etanol 75% igual al 40% del volumen 

recuperado en el paso anterior, y se mezcló por inversión unas 10 veces. Sólo en el caso del 

hipotálamo, se agregaron 10 μg de glucógeno. Se precipitó el RNA durante al menos 1 h en 

hielo. Luego, se centrifugó a 12.000 g a 4 °C durante 20 min. El sobrenadante resultado de 

esta centrifugación se conservó para la posterior purificación de la fracción de miRNA. Al 

pellet, se le realizaron dos lavados sucesivos con 400 μl de etanol 75%, y luego se lo dejó 

secar durante 30 min a temperatura ambiente. Por último, se resuspendió el RNA de la 

fracción de mRNA con 20 μl de agua. Para la precipitación de la fracción de miRNA, al 

sobrenadante de la precipitación de la fracción de mRNA se le agregó un volumen de 

isopropanol equivalente al 80% del volumen de sobrenadante recuperado. Se mezcló por 

inversión unas 10 veces y se incubó en heladera durante 2 h para su precipitación. Luego, 

se centrifugó a 12.000 g a 4 °C durante 30 min. Con el pellet resultado de esta centrifugación 

se realizaron dos lavados sucesivos con 400 μl de isopropanol 70%, y luego se lo dejó secar 

durante 30 min a temperatura ambiente. Por último, se resuspendió la fracción de miRNA 

con 15 μl de agua. 

Para facilitar la resuspensión del RNA se llevaron las muestras a -80 ºC por al 

menos 5 min y luego se calentaron a 65 ºC por 5 min. La concentración y pureza del RNA 

se determinó en 1,5 μl de la suspensión utilizando un Nanodrop 2000 spectophotometer 

(Thermoscientific) la absorbancia a 280 nm y la relación de absorbancias a 280/260 nm y 

280/230 nm, respectivamente. El resto de la muestra fue almacenada a -80 ºC hasta su 

utilización. 

 

5.8.3. Síntesis de cDNA 

5.8.3.1. Retrotranscripción (RT) de mRNA 

Para retrotranscribir los mRNAs se utilizó la fracción de mRNA, cuya extracción se 

describe en Materiales y Métodos 5.8.2. Se utilizó 1 μg de RNA por reacción y se completó 

con agua hasta llegar a 10 μl de mezcla de agua y RNA. Luego se agregó a cada tubo 3 μl de 

una mezcla de: dNTPs 10 mM, oligo-dT de 17 nucleótidos de largo 0,5 μg/μl, y agua, en 

proporciones 1:1:1. El oligo-dT se utiliza como primer para la RT de los mRNAs dado que 

se aparea con sus colas de poli-A. Las muestras fueron calentadas a 65 ºC por 5 min en un 

termociclador Biorad (MyCyclerTM). Luego se enfriaron durante 1 min en hielo y se les 

agregaron 7 μl de una mezcla de: enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega), buffer de 
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reacción 5X (Promega), y agua, en proporciones 1:4:2. La reacción de RT se llevó a cabo 

durante 50 min a 37 ºC y fue finalizada calentando a 70 ºC durante 15 min en el 

termociclador. Para cada serie de muestras retrotranscriptas, se agregó un tubo 

correspondiente a un blanco de retrotranscripción constituido por los mismos 

componentes que el tubo con el RNA más concentrado, excepto por la enzima 

transcriptasa reversa, la cual se reemplazó por agua. 

5.8.3.2. Retrotranscripción de miRNA 

Para retrotranscribir los miRNAs se utilizó la fracción de miRNA, cuya extracción 

se describe en Materiales y Métodos 5.8.2. Se utilizaron 250 ng de RNA por reacción y se 

completó con agua hasta llegar a 10 μl de mezcla de agua y RNA. Luego se agregó a cada 

tubo 3 μl de una mezcla de: dNTPs 10 mM, un oligonucleótido específico de miRNA (stem-

loop oligo, SLO) 1 μM, y agua, en proporciones 1:1:1. Las muestras fueron calentadas a 65 ºC 

por 5 min en un termociclador Biorad (MyCyclerTM). Luego se enfriaron durante 1 min en 

hielo y se les agregaron 7 μl de una mezcla de: enzima transcriptasa reversa M-MLV 

(Promega), buffer de reacción 5X (Promega), y agua, en proporciones 1:4:2. La reacción de 

retrotranscripción se llevó a cabo mediante el siguiente protocolo: 16 °C por 30 min, 60 

ciclos de 20 °C por 30 s, 42 °C por 30 s y 50 °C por 1 s, y por último se detuvo la reacción 

a 85 °C por 5 min. A cada serie de muestras retrotranscriptas, se le agregó también un tubo 

correspondiente a un blando de retrotranscripción.  

La utilización de SLOs para la RT de miRNAs fue previamente descripta (Chen et 

al., 2005). La secuencia del esqueleto del SLO fue gentilmente provista por el laboratorio de 

Javier Palatnik (Instituto de Biología Molecular y Celular de Rosario, Rosario, Argentina) y 

los SLOs específicos para cada miRNA se diseñaron manualmente y se detallan en el 

Anexo 2. En experimentos preliminares de puesta a punto de la técnica, se estableció que 

no era conveniente agrupar varios SLOs para la síntesis de más de un miRNA por cada 

reacción de RT debido a que interferían entre sí generando productos inespecíficos. Por tal 

motivo, cada reacción de RT consistió en no más de 4 SLOs diferentes y un primer 

específico para la retrotranscripción del RNA nuclear pequeño U6 (Anexo 2), utilizado 

como gen de referencia en la reacción de PCR (Materiales y Métodos 5.8.4). 

 

5.8.4. PCR en tiempo real (qPCR) 

Las reacciones de qPCR se hicieron por separado para cada par de primers. De 

forma general cada una llevó 2,5 μl de buffer de reacción 10X (Invitrogen), 2,5 μl de mezcla 

de dNTPs 2 mM cada uno, 2 μl de MgCl2 50 mM, 10 μl de mezcla de primers directo (F) y 
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reverso (R) 0,5 μM cada uno, 0,2 μl de enzima Taq polimerasa (Invitrogen). La mezcla de 

reacción fue llevada a un volumen final de 25 μl con agua. La reacción de PCR se llevó a 

cabo en el equipo Step One Plus (Applied Biosystems) y consistió de los siguientes pasos: 

desnaturalización inicial a 95 °C por 10 min, desnaturalización a 94 °C por 15 s, 

hibridización a 63 °C por 20 s, síntesis a 72 °C por 25 s (estos últimos 3 pasos se repitieron 

por 40 ciclos), y curva de fusión (desde 60 °C se aumentó la temperatura de a 0,5 °C hasta 

95 °C y se midió la fluorescencia en cada punto). 

Tanto los primers utilizados para la medición de mRNAs como para la medición de 

miRNAs, se detallan en el Anexo 3. Todos los pares de primers fueron puestos a punto en 

cuanto a la concentración de MgCl2, la dilución de cDNA y la temperatura de hibridización. 

Cada muestra fue analizada por duplicado o triplicado para cada gen. Se utilizó un pool de 3 

genes de referencia consistentemente expresados entre muestras y se calculó la media 

geométrica de su expresión como valor de normalización. Los niveles de expresión en 

todos los casos se calcularon mediante el programa LinReg PCR (Ruijter et al., 2009). 

 

5.8.5. Electroforesis en gel de agarosa 

Para poner a punto la eficiencia de los primers utilizados, fue necesario visualizar 

productos de PCR en geles de agarosa para chequear la presencia de una única banda que 

tuviera aproximadamente el tamaño esperado para cada producto. Las muestras fueron 

tratadas con 5 μl de buffer de siembra (30% glicerol, 0,1 μg/ml de Orange G) y sembradas 

en un gel de agarosa 1,5% en Buffer TBE (tris base 1,08%, ácido bórico 0,55%, EDTA 

0,01%) con 1 μg/ml de bromuro de etidio. Se utilizó un marcador de peso molecular de 

rango 100 - 12.000 pares de bases (1 Kb Plus Ladder, ThermoFisher Scientific). La electroforesis 

se realizó a 120 V en buffer TBE. El producto de PCR se visualizó y fotografió utilizando 

el equipo G-Box (Syngene). 

 

 

5.9. Secuenciación masiva de RNAs pequeños 

 

Para el experimento de secuenciación masiva de RNAs pequeños (smallRNA-seq) se 

trabajó con el hipotálamo de ratones NP-NE, HP-NE, NP-EE y HP-EE, de 8 semanas de 

edad (P56). Este estudio fue llevado a cabo en el Instituto de Agrobiotecnología de Rosario 

(INDEAR) en un secuenciador Illumina HiSeq 1500. Para cada tratamiento se usaron 2 

réplicas biológicas (ratones de diferentes camadas), totalizando 8 muestras.  
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5.9.1. Obtención de RNAs pequeños para secuenciación 

El primer paso para la secuenciación masiva fue obtener un alto grado de 

purificación de RNA total de hipotálamo. Para esto se utilizó el kit de mirVanaTM PARISTM, 

el cual está basado en un método de extracción por columna y permite obtener altos 

rendimientos de RNA total en una fracción que incluye a los RNAs pequeños. Se 

realizaron variadas pruebas hasta lograr un RNA Integrity Number (RIN) mayor a 8 

analizado por medio del sistema Bioanalyzer 2100 Agilent.  

 

5.9.2. Preparación de bibliotecas TruSeq 

Para la preparación de bibliotecas de RNAs pequeños se usaron entre 4 y 5 μg de 

RNA total de hipotálamo extraído como se describió anteriormente (Materiales y Métodos 

5.9.1). Se utilizó el kit TruSeq Small RNA Library Prep Kit (Illumina). El protocolo consistió 

de los siguientes pasos: ligación de adaptadores 5’ y 3’, retrotranscripción y amplificación de 

bibliotecas, y purificación del cDNA basado en gel de poliacrilamida. La ligación del 

adaptador 3’ permite elegir como blanco a aquellos RNAs pequeños o miRNAs producto 

de la digestión por Dicer u otras enzimas procesadoras de RNA. Además, los adaptadores 

identifican a cada biblioteca generada con cada muestra con secuencias de 6 nt. La 

amplificación por PCR con primers específicos para los adaptadores aumenta la abundancia 

relativa de los elementos ligados. Por último, la purificación en gel de poliacrilamida 

permite separar los fragmentos de 147 pb y 157 pb, que corresponden originalmente a los 

RNAs pequeños de 22 y 30 nt, respectivamente, incluyendo ambos adaptadores. Estas dos 

bandas pueden juntarse para la secuenciación. 

 

5.9.3. Secuenciación masiva en HiSeq 1500 

Las bibliotecas de cDNA de todas las muestras fueron ubicadas en 1 celda (lane) de 

rapid run de Illumina, lo cual genera aproximadamente entre 100 y 150 millones de lecturas 

(reads) cuando se secuencian 50 bases desde un extremo del templado (1 x 50 single reads). 

Estos rendimientos son aceptables para secuenciación de RNAs pequeños. La referencia 

utilizada para la identificación de RNAs pequeños fue la base de datos miRBase v21 para el 

genoma de Mus musculus (mm10). 

 



130 
 

5.9.4. Análisis bioinformático 

Para el análisis de los datos obtenidos de la secuenciación masiva, primero se 

eliminaron las secuencias adaptadoras. Luego, se mapearon las lecturas a la base de datos de 

miRBase v21. El siguiente paso consistió en utilizar el método “TMM” (Trimmed Mean of M 

values) (Robinson and Oshlack, 2010) para normalizar el número de lecturas por el tamaño 

de las muestras. Esta estrategia empírica se basa en igualar la expresión de todos los genes 

de las muestras asumiendo que la mayoría de ellos no están diferencialmente expresados 

entre los tratamientos. Luego, se realizó un filtrado de microRNAs con bajo número de 

lecturas. La determinación del límite bajo el cual se descartan dichos miRNAs consistió en 

la maximización de la correlación entre el promedio de las réplicas de cada tratamiento para 

una comparación en particular. Por último, se eliminarion las secuencias correspondientes a 

isomiRs. 

Para decidir qué miRNAs se encontraban diferencialmente expresados, se utilizó el 

paquete estadístico NOISeqBIO (Tarazona et al., 2015), el cual está optimizado para, al 

menos, 2 réplicas biológicas. Este análisis calcula una distribución de probabilidad en base a 

la diferencia de expresión entre dos tratamientos y a la cantidad de lecturas para cada 

miRNA. Los miRNAs que superaron el valor de probabilidad de 0,95 fueron considerados 

como diferencialmente expresados. 

Para la predicción de mRNAs blancos de miRNAs se utilizó la base de datos 

miRWalk 2.0 (Dweep and Gretz, 2015), que permite el uso simultáneo de varios algoritmos 

de predicción en una única búsqueda, lo cual es útil debido a las diferencias de especificidad 

y sensibilidad de cada algoritmo. Para aumentar la credibilidad de la predicción y disminuir 

el número de falsos positivos, se tomó el resultado predictivo de la intersección entre 9 

algoritmos: miRWalk, MicroT4, miRanda, miRMap, miRNAMap, PITA, RNA22, 

RNAhybrid y TargetScan. Se restringió la búsqueda a los miRNAs que interactuaran con 

las regiones 3’ UTR de los potenciales mRNAs blanco, y cuya secuencia de contacto 

estuviera limitda a la región “semilla” del miRNA (ver Introducción 1.4.2). 

Las listas de genes blanco obtenidas de miRWalk 2.0 fueron utilizadas como input 

para el software ToppGene (Chen et al., 2009), que evalúa el enriquecimiento de vías 

celulares asociadas a los genes dados y los compara con el enriquecimiento que se esperaría 

por azar. Además, ToppGene permite analizar el enriquecimiento en los términos de Gene 

Ontology y evaluar cuáles son los dominios más representados divididos en tres categorías: 

componente celular (cellular component, CC), proceso biológico (biological process, BP) y 
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función molecular (molecular function, MF). Los resultados son estadísticamente analizados 

por una prueba de False Discovery Rate (FDR). 

 

 

5.10. Análisis de la morfología de oligodendrocitos 

 

Para evaluar la morfología de oligodendrocitos en ratones NP y HP sometidos 

postnatalmente a diferentes ambientes, se utilizó una cepa de ratones transgénicos que 

expresan la enhanced green fluorescent protein (eGFP) bajo las órdenes del promotor del gen 

específico de oligodendrocitos, Plp. El análisis se limitó a los oligodendrocitos maduros de 

la corteza prefrontal medial (mPFC), y estuvo basado en reportes previos de evaluación 

morfológica de oligodendrocitos (Makinodan et al., 2012; Murtie et al., 2007). 

 

5.10.1. Recolección de tejido 

Los ratones fueron anestesiados con 2% tribromoetanol (Avertina) y perfundidos 

de forma intracardiaca con 4% paraformaldehído (PFA) en 0,1 mM buffer fosfato. Después 

de las perfusiones, el cerebro fue extraído y fijado en 4% PFA durante toda la noche a 4 

°C. Luego, el cerebro fue transferido a buffer fosfato salino (PBS) y conservado a 4 °C hasta 

su disección en vibrátomo (Leica VT 1000 5). Las secciones coronales fueron cortadas a 

150 μm y montados portaobjetos (Superfrost PlusTM) usando el medio de montaje Gel-

MountTM. Para evitar la compresión del tejido una vez colocado el cubreobjetos se 

construyó un soporte con esmalte de uñas sobre el borde del portaobjetos. 

 

5.10.2. Toma de imágenes con microscopía confocal 

Los oligodendrocitos maduros de la mPFC fueron seleccionados al azar e 

identificados morfológicamente como tales por la presencia de internodos de mielina. Una 

vez seleccionados los oligodendrocitos, se utilizó un microscopio confocal de barrido láser 

(Zeiss LSM 700) para adquirir las z-stacks de todo el tejido a cortes ópticos de 0,75 μm con 

un objetivo de ×63 (apertura numérica de 1,4). 

 

5.10.3. Reconstrucción tridimensional de los oligodendrocitos 

Los z-stacks obtenidos de la microscopía confocal fueron utilizados para reconstruir 

entre 4 y 6 oligodendrocitos por muestra con el paquete “Simple Neurite Tracer” del software 

de análisis de imágenes Fiji (ImageJ). A partir del soma celular se siguieron todos los 
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procesos primarios con sus ramificaciones y las ubicaciones espaciales se guardaron 

independientemente para cada proceso primario. Al final de aproximadamente la mitad de 

las ramificaciones se registró el internodo de mielina correspondiente al oligodendrocito en 

análisis. Las ramificaciones que terminaron o no en internodos fueron también 

contabilizadas y ambas englobadas con el nombre de tips o puntas. Los internodos se 

identificaron por la presencia de nodos de Ranvier y por ser ligeramente más gruesos que 

los procesos. Se generó un archivo de ubicaciones espaciales para cada internodo. Las 

células que no se encontraban completas fueron excluidas del análisis si, durante la 

reconstrucción, un proceso o un internodo se extendía más allá del volumen de las z-stacks 

en cualquier eje (x, y, z). 

Se analizaron los siguientes parámetros: cantidad de internodos por célula, longitud 

promedio de los internodos, suma de la longitud de internodos, internodos sobre puntas, 

puntas por célula, longitud total de los procesos, longitud promedio de los procesos, 

ramificaciones por célula, y máximo orden de ramificación. El análisis de los parámetros 

evaluados se realizó con el software “L-Measure” basado en el lenguaje de programación Java. 

 

 

5.11. Tinciones histológicas 

 

5.11.1. Tinción Klüver-Barrera – Luxol Fast Blue 

Para teñir la mielina en cortes de cerebro de ratón a la altura del Bregma 0,38 al 0,5, 

se utilizó la técnica de Klüver-Barrera en base a un protocolo modificado de estudios 

previos (Aldana Marcos et al., 1996; Piorkowska et al., 2014). Se utilizaron secciones de 50 

μm de espesor cortadas en vibrátomo y montadas en portaobjetos con doble baño de 

gelatina. Los cortes se secaron a 37 °C por durante toda la noche. Luego, se hidrataron con 

alcohol 100% y 96%, sucesivamente. Se mantuvieron en solución Luxol Fast Blue durante 

toda la noche a 60 °C. Luego de dejarlos llegar a temperatura ambiente se los pasó a una 

solución de alcohol 96% y se los sumergió rápidamente en una solución saturada de 

carbonato de litio, para comenzar la diferenciación. Se pasaron a agua destilada hasta que 

terminó la diferenciación, observando a la lupa que la sustancia blanca permanecía azul y la 

sustancia gris se decoloraba. De ser necesario, se repitió varias veces este procedimiento. Se 

terminó la diferenciación en etanol 70%, en el cual se elimina la tinción inespecífica, 

aumentando de esta forma el contraste. Posteriormente, los cortes se deshidrataron por 

pasajes sucesivos en alcoholes de graduación creciente (etanol 96% y 100%), diferenciando 
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la coloración en alcohol 96%. Se aclaró en xilol y se montaron con bálsamo de Canadá 

sintético. La observación y toma de fotos de los cortes se realizó en un microscopio óptico 

común acoplado a una cámara fotográfica. La solución de Luxol Fast Blue se preparó 

pesando 1 g de solvente y disolviéndolo en 100 ml de etanol 96% y 0,5 ml de ácido acético 

al 10%. Luego, se filtró en papel Watman. 

 

 

5.12. Análisis estadístico 

 

Los test estadísticos utilizados en esta tesis están descriptos en las leyendas de las 

figuras. Cuando se compararon 2 grupos, se testeó normalidad mediante la prueba de 

Shapiro-Wilks y homocedasticidad utilizando la prueba de Levene. Cuando los datos 

cumplieron con ambos principios se realizó un test t-Student. En caso de no cumplir con 

los criterios de homocedasticidad se realizó la corrección de Welch. Se utilizó la prueba no 

paramétrica de Mann-Whitney en caso de que la distribución no fuera normal. Para 

parámetros analizados durante una serie de días o sesiones en el mismo individuo se utilizó 

un diseño de ANOVA de dos factores con medidas repetidas, con un test a posteriori de 

Tukey para comparar entre tratamientos a diferentes días. En caso de resultar significativa 

la interacción entre los dos factores, no se informó la significancia de los efectos principales 

y se procedió a informar el resultado de los contrastes directamente. Para la evaluación del 

desarrollo físico, peso y reflejo de enderezamiento de la F1, se realizó un promedio de las 

observaciones de todos los individuos de la camada para cada variable, siendo N el número 

de camadas analizadas. En los test realizados luego del destete, N fue el número de 

individuos estudiados. No se utilizaron más de 3 individuos de la misma camada para los 

mismos. 

Para la medición de genes y parámetros de conducta, se testeó normalidad mediante 

la prueba de Shapiro-Wilks y homocedasticidad utilizando la prueba de Levene. Cuando los 

datos cumplieron con ambos principios se realizó un ANOVA de dos factores que 

incluyera a la dieta materna (NP o HP) y al ambiente postdestete (NE o EE), con un test a 

posteriori de Tukey para comparar los tratamientos particulares. 

Para el análisis de los parámetros de distncia y área en los cortes teñidos con Luxol, 

se utilizaron entre 3 y 6 ratones por tratamiento. Para el análisis de la morfología de 

oligodendroctios se utilizaron entre 4 y 5 células de cada animal, y se usaron entre 3 y 4 

animales de distintas camadas por tratamiento. Tanto para las tinciones de Luxol como 
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para la morfología de oligodendrocitos, el análisis estadístico fue el mismo que para los 

experimentos de expresión génica y conducta. 

Los datos fueron testeados con el método de Grub con el fin de detectar la 

presencia de outliers. Los datos que fueron considerados outliers (α = 0,05) fueron removidos 

del set antes de realizar el análisis estadístico. 
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7. Anexos 

Anexo 1: Potenciales genes blanco de los miRNAs desregulados por la 
malnutrición proteica perinatal a P56 (refiere a Resultados 3.4.6.1) 
Gen RefSeq ID   Gen RefSeq ID   Gen RefSeq ID   Gen RefSeq ID 

Ap3b1 NM_009680   Pianp NM_175696   Hipk3 NM_010434   Spred1 NM_033524 

Ap3d1 NM_007460   Usp37 NM_176972   Rbl1 NM_011249   Eri3 NM_080469 

Rhoc NM_007484   Vwc2l NM_177164   Rgl1 NM_016846   Zfp704 NM_133218 

Axin2 NM_015732   Ppm1e NM_177167   Rlim NM_011276   Fchsd2 NM_199012 

Cbx4 NM_007625   Acot11 NM_025590   Sp1 NM_013672   Mcu NM_001033259 

Dnm1 NM_010065   Dgkk NM_177914   Sptbn1 NM_009260   Fnip1 NM_173753 

Epha7 NM_010141   Jhdm1d NM_001033430   Tiam1 NM_009384   Snx13 NM_001014973 

Fasn NM_007988   Prmt8 NM_201371   Yes1 NM_009535   Tmem55b NM_001033271 

Agfg1 NM_010472   A830080D01Rik NM_001033472   Esrra NM_007953   Acat3 NM_153151 

Kpnb1 NM_008379   Atp6v0c NM_009729   Nbea NM_030595   Lamc1 NM_010683 

Itpr1 NM_010585   Ift81 NM_009879   Cops7a NM_012003   Aph1a NM_146104 

Man2a1 NM_008549   Ddx5 NM_007840   Trim36 NM_178872   Clstn3 NM_153508 

Mcm7 NM_008568   Eif4a2 NM_001123038   Tbk1 NM_019786   Fbxl19 NM_172748 

Nf1 NM_010897   Elf1 NM_007920   Rqcd1 NM_021383   Gpm6a NM_153581 

Ppp1ca NM_031868   Eps8 NM_007945   Scube1 NM_022723   Fam171b NM_175514 

Rab10 NM_016676   Fbn1 NM_007993   Mto1 NM_026658   Pak7 NM_172858 

Rad23b NM_009011   Fgf10 NM_008002   Prdm16 NM_027504   Slitrk4 NM_178740 

Rbl2 NM_011250   Gdf5 NM_008109   Jdp2 NM_030887   Hook3 NM_207659 

Six4 NM_011382   Gnb1 NM_008142   Rbm5 NM_148930   D5Ertd579e NM_001081232 

Slc20a2 NM_011394   Hmgb1 NM_010439   Vps4a NM_126165   Lrch1 NM_001033439 

Stc1 NM_009285   Elavl1 NM_010485   Pank3 NM_145962   Zfp827 NM_178267 

Tarbp2 NM_009319   Kif1b NM_207682   8030462N17Rik NM_178670   Zfp36l2 NM_001001806 

Tle4 NM_011600   Klf9 NM_010638   Kmt2a NM_001081049   Fmr1 NM_008031 

Tln1 NM_011602   Nfe2l1 NM_008686   Kdm1b NM_172262   H3f3b NM_008211 

Tnks NM_175091   Tnfrsf11b NM_008764   Zranb3 NM_027678   Id4 NM_031166 

Tpp2 NM_009418   P4ha1 NM_011030   Uba6 NM_172712   Pten NM_008960 

Trpc3 NM_019510   Pfn2 NM_019410   Mat2a NM_145569   Ddx3y NM_012008 

Ctr9 NM_009431   Pnn NM_008891   Gpr158 NM_001004761   Ctps NM_016748 

Ube2a NM_019668   Qk NM_021881   Vps54 NM_139061   Zfand6 NM_022985 

Zfpm2 NM_011766   Rb1 NM_009029   Mtmr12 NM_172958   Tbc1d15 NM_025706 

Adam23 NM_011780   Scn1a NM_018733   Phf17 NM_172303   Prpf38b NM_025845 

Hip1r NM_145070   Sema6a NM_018744   Pcnxl2 NM_175561   Anln NM_028390 

Pik3cg NM_020272   Shh NM_009170   Rab9b NM_176971   Seh1l NM_001039088 

Lats2 NM_015771   Syn2 NM_013681   Ipo8 NM_001081113   Cpne4 NM_028719 

Suz12 NM_199196   Tia1 NM_011585   Zmiz1 NM_183208   Osbp NM_001033174 

Zfp410 NM_144833   Tshr NM_011648   Txlng NM_178935   Arid1a NM_001080819 

Rgs7bp NM_029879   Dazap2 NM_011873   Epha4 NM_007936   Smarca1 NM_053123 

Copg2 NM_017478   Angptl2 NM_011923   Htr2c NM_008312   Fbxw11 NM_134015 

Nup210 NM_018815   Mapk1 NM_011949   Ascl1 NM_008553   Prkaa1 NM_001013367 

Pdgfc NM_019971   Sema4g NM_011976   Slc2a1 NM_011400   Wwp1 NM_177327 

Snx12 NM_001110310   Serp1 NM_030685   Fnbp4 NM_018828   Prkaa2 NM_178143 

Gtpbp2 NM_019581   D1Ertd622e NM_133825   Dnajb11 NM_026400   Dek NM_025900 

Fam60a NM_019643   Ywhab NM_018753   Ing3 NM_023626   Rarb NM_011243 

Rybp NM_019743   Foxo3 NM_019740   Cluh NM_001081158   Zbtb41 NM_172643 

Socs5 NM_019654   Gpr180 NM_021434   Arrdc3 NM_001042591   BC005624 NM_144885 

Rps6ka4 NM_019924   Hibadh NM_145567   Slc25a36 NM_138756   Dock4 NM_172803 

Carm1 NM_021531   Snupn NM_178374   Zfp341 NM_199304   Kcnc2 NM_001025581 

Pmepa1 NM_022995   Snw1 NM_025507   Flnb NM_134080   Cpsf7 NM_172302 

Sostdc1 NM_025312   Sltm NM_025690   Abca1 NM_013454   Rc3h2 NM_001100591 

Slc30a7 NM_023214   Rbm22 NM_025776   Acads NM_007383   Ankrd34a NM_001024851 

Spcs2 NM_025668   Cdc37l1 NM_025950   Adcy6 NM_007405   Piezo2 NM_001039485 

Actr2 NM_146243   Trak1 NM_175114   Zfp36l1 NM_007564   Galnt3 NM_015736 

Phkg2 NM_026888   Ttc14 NM_025978   Cdh2 NM_007664   Gsk3b NM_019827 

Sec62 NM_027016   Necap1 NM_026267   Chl1 NM_007697   Gpr85 NM_145066 

Ttl NM_027192   Paip2 NM_026420   Clock NM_007715   Herpud2 NM_020586 

Ankib1 NM_001003909   Fbxo28 NM_175127   Cox5a NM_007747   Mbtps2 NM_172307 

Phyhipl NM_178621   Upf3b NM_026573   Enc1 NM_007930   Asic1 NM_009597 

Chd6 NM_173368   Tln2 NM_001081242   Gnaq NM_008139   Xiap NM_009688 

Ppp6r2 NM_026813   Foxn3 NM_183186   Grm1 NM_001114333   Birc6 NM_007566 

Prmt3 NM_133740   Kctd6 NM_027782   Trip12 NM_133975   Ercc2 NM_007949 

Rap2c NM_172413   Plekhf2 NM_175175   Hoxa11 NM_010450   Lgr5 NM_010195 

Tram1 NM_028173   2410018M08Rik NM_183088   Hoxb6 NM_008269   Id2 NM_010496 

Armc1 NM_028840   Hspa12b NM_028306   Hoxc8 NM_010466   Lepr NM_001122899 

Ranbp10 NM_145824   Crtac1 NM_145123   Itm2a NM_008409   Lpl NM_008509 

Sgms2 NM_028943   Setd5 NM_028385   Kifap3 NM_010629   Prkca NM_011101 

Metap1 NM_175224   Trmt11 NM_028604   Myo10 NM_019472   Stmn2 NM_025285 

Atg2b NM_029654   Ppp1r21 NM_028658   Ntrk2 NM_001025074   Eif1 NM_011508 

Celf3 NM_172434   Tjap1 NM_028751   Plxna2 NM_008882   Zfand3 NM_148926 

Cttnbp2nl NM_030249   Sppl3 NM_029012   Prkar1a NM_021880   Vezf1 NM_016686 

Ndel1 NM_023668   Vmp1 NM_029478   Scn5a NM_021544   Ulk2 NM_013881 

Aff4 NM_033565   Mgea5 NM_023799   Sema3e NM_011348   Nampt NM_021524 

Dgcr8 NM_033324   Mynn NM_030557   Six1 NM_009189   Rras2 NM_025846 

Tm9sf4 NM_133847   Nckipsd NM_030729   Srf NM_020493   Dusp6 NM_026268 
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Gen RefSeq ID   Gen RefSeq ID   Gen RefSeq ID   Gen RefSeq ID 

Wdr47 NM_181400   Rad54l2 NM_030730   Ezr NM_009510   Slc38a2 NM_175121 

Kcnc4 NM_145922   Ift122 NM_031177   Ywhag NM_018871   Wdr20b NM_027614 

Dcun1d4 NM_178896   Sf3b1 NM_031179   Ikzf2 NM_011770   Dhx35 NM_145742 

Pls3 NM_145629   Sirt1 NM_019812   Coro1c NM_011779   Hnrnpr NM_028871 

Csnk1g2 NM_134002   Abtb2 NM_178890   Mta2 NM_011842   Cep152 NM_001081091 

Blmh NM_178645   Tmem168 NM_028990   Nr5a2 NM_030676   Tiparp NM_178892 

Unc5a NM_153131   Galnt7 NM_144731   Dpf1 NM_013874   Psip1 NM_133948 

Pi4kb NM_175356   Scn2a1 NM_001099298   Rragc NM_017475   Dnm3 NM_001038619 

Bai1 NM_174991   Nek8 NM_080849   Mkrn1 NM_018810   Btaf1 NM_001080706 

Grm3 NM_181850   Glcci1 NM_133236   Wdr46 NM_020603   Lcorl NM_178142 

Sema3d NM_028882   Papd7 NM_198600   Eef1e1 NM_025380   Git1 NM_001004144 

Erc1 NM_053204   D15Ertd621e NM_145959   Tab3 NM_025729   Dgkb NM_178681 

Elac1 NM_053255   Casd1 NM_145398   Cpne8 NM_025815   Etf1 NM_144866 

Ash1l NM_138679   Tet2 NM_001040400   Setd8 NM_030241   C030046E11Rik NM_001081319 

Mtss1 NM_144800   Nav1 NM_173437   Rab14 NM_026697   Slc39a10 NM_172653 

Hlf NM_172563   Rprd1a NM_144861   Nexn NM_199465   9330182L06Rik NM_172706 

Ube2o NM_173755   Gxylt2 NM_198612   Gpr22 NM_175191   Tubgcp5 NM_146190 

Fermt2 NM_146054   Stk38l NM_172734   Rps6ka5 NM_153587   Phax NM_019996 

Taf5 NM_177342   Dcun1d3 NM_173408   Abcb6 NM_023732   Nvl NM_026171 

Eif5b NM_198303   Atxn7 NM_139227   Slc35f5 NM_028787   Tmem106b NM_027992 

Ppip5k2 NM_173760   Mllt6 NM_139311   Rnd3 NM_028810   Sacm1l NM_030692 

Zer1 NM_178694   Klhl8 NM_178741   Rptor NM_028898       

Agps NM_172666   Chsy1 NM_001081163   Pik3cb NM_029094       

4930402H24Rik NM_029432   Pld5 NM_176916   Rprd2 NM_001081293       

Csrp2bp NM_181417   Cacna2d4 NM_001033382   Amotl1 NM_001081395       

Ythdf1 NM_173761   Phf8 NM_001113354   Kdm4c NM_144787       

Rsbn1 NM_172684   Frs2 NM_177798   Tanc2 NM_181071       

D3Bwg0562e NM_177664   Api5 NM_007466   Ypel2 NM_001005341       

Sel1l3 NM_172710   Aqp4 NM_009700   Rictor NM_030168       

Gcn1l1 NM_172719   Cacna1e NM_009782   Senp3 NM_030702       

Slc6a1 NM_178703   Col5a1 NM_015734   Lamtor2 NM_031248       

Ccdc67 NM_181816   Hapln1 NM_013500   Mcoln1 NM_053177       

Msantd2 NM_146222   Eef2k NM_007908   Loxl2 NM_033325       

Btbd7 NM_172806   Efnb2 NM_010111   Sf3b4 NM_153053       

Erc2 NM_177814   Elk3 NM_013508   Celsr3 NM_080437       

Egflam NM_178748   Smarcad1 NM_007958   Rimklb NM_027664       

Tmtc2 NM_177368   Gja1 NM_010288   Sobp NM_175407       
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Anexo 2 | Secuencias para retrotranscripción (refiere a Materiales y Métodos 5.8.3) 

 

 

  

Secuencias de primers  usadas para la retrotranscripción

Gen Secuencia del oligonucleótido stem-loop  (SLO) o primer  (5' to 3')

mmu-miR-9-5p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTCATAC

mmu-miR-26a-5p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACAGCCTA

mmu-miR-103-3p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTCATAG

mmu-miR-124-3p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGGCATT

mmu-miR-132-3p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCGACCA

mmu-miR-135a-5p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTCACAT

mmu-miR-187-3p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCCGGCT

mmu-miR-204-5p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACAGGCAT

mmu-miR-300-3p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGAAGAG

mmu-miR-411-5p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCGTACG

mmu-miR-369-3p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACAAAGAT

U6 AACGCTTCACGAATTTGCGT

Oligonucleótido dT TTTTTTTTTTTTTTTTT
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Anexo 3 | Secuencias para RT-qPCR (refiere a Materiales y Métodos 5.8.4) 

 

  

Secuencias de primers  usadas para la RT-qPCR

Gen Secuencia de primers forward  (5' to 3') Secuencia de primers reverse  (5' to 3')

Drosha AGGCCCGCAGATCACCGTCT GCGGGCTCAGGAGCAACTGG

Dgcr8 GGCTGCAGAGCGGGAGGAGA CACCAGGCTGGGCAGATGCT

Xpo5 TTCCTGACTTCCGGCTTAGA CCTCGAGCATTTCCTGAGAC

Xpo1 AGGAAGCTGCCGCACAGAGT AGACCTGCAGTATGTGAAGTGTCTGT

Dicer1 CTCGTCAACTCTGCAAACCA CAAGGCGACATAGCAAGTCA

Ago2 TCTGAGCATGAAAGCCACAC TCTGCCAATCTCTCGGACTT

Bdnf GCCTTCATGCAACCGAAGTA TGAGTCTCCAGGACAGCAAA

Hspcb CCAAAAAGCACCTGGAGATCA TGTCGGCCTCAGCCTTCT

Gapdh GGCATTGCTCTCAATGACAA GGCCTCTCTTGCTCAGTGTC

18S CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT 

Pgk1 TGGGCAAGGATGTTCTGTTC TGCAGTCCCAAAAGCATCAT

Hprt1 CAGGCCAGACTTTGTTGGAT TTGCGCTCATCTTAGGCTTT

mmu-miR-9-5p GGCGGTCTTTGGTTATCTAGCT TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

mmu-miR-26a-5p GGCGGTTCAAGTAATCCAGGA TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

mmu-miR-103-3p GGCGGAGCAGCATTGTACAGG TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

mmu-miR-124-3p GGCGGTAAGGCACGCGGTG TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

mmu-miR-132-3p GGCGGTAACAGTCTACAGCCA TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

mmu-miR-135a-5p GCGGCGGTATGGCTTTTTATTC TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

mmu-miR-187-3p GGCGGTCGTGTCTTGTGTTGC TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

mmu-miR-204-5p CGGCGGTTCCCTTTGTCATC TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

mmu-miR-300-3p GGCGGTATGCAAGGGCAAG TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

mmu-miR-411-5p GCGGCGGTAGTAGACCGTATAG TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

mmu-miR-369-3p GGCGGCGGAATAATACATGGTTG TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT
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