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Mecanismos moleculares asociados a las consecuencias
comportamentales de la malnutricidon proteica perinatal: Estrategias
de reversion

Resumen

Experimentar situaciones de adversidad durante los periodos criticos del desarrollo del cerebro
puede tener consecuencias deletéreas sobre el sistema nervioso central. En efecto, la malnutricion
proteica materna tiene consecuencias a largo plazo que impactan en el desarrollo cerebral de la
progenie y en el comportamiento tanto de las madres como de las crias. No obstante, se ha
demostrado que un ambiente de crecimiento basado en la estimulacion social y sensorial puede
revertir el comportamiento alterado derivado de la malnutricion proteica perinatal. Dado el rol
mediador que tiene la epigenética entre el ambiente y la expresion génica, se sugiere que los
mecanismos epigenéticos podrian responder a los factores externos como la dieta y el entorno de
crecimiento, y de esta manera, modular el fenotipo comportamental. Sin embargo, poco se sabe de
los mecanismos moleculares y epigenéticos que median las consecuencias de la malnutricién
proteica en las madres y las crias, como asi poco se sabe de las marcas epigenéticas que podrian
estar regulando la expresion genica y participando de la reversion comportamental dado por el

ambiente enriquecido.

Nuestra hipétesis sostiene que la malnutricidn proteica tiene un impacto sobre la morfologia del
cerebro de las crias y afecta la expresion de genes relacionados con la maquinaria epigenética y la
respuesta al estrés tanto en las madres como en las crias, dando origen a las alteraciones
comportamentales. A su vez, sugerimos que el ambiente de crecimiento es capaz de revertir las
alteraciones en la conducta derivadas de la malnutricion perinatal a través de la marca epigenética
especifica de cerebro 5-Hidroximetilcitosina (5hmC). Para contrastar esta hipétesis, trabajamos
con un modelo murino y expusimos a las madres a una dieta normal (NP: 20% caseina) o
hipoproteica (LP: 8% caseina) durante la gestacion y la lactancia. Luego del destete, un grupo de
crias hembras fueron alimentadas con comida normal y expuestas o bien a un ambiente estandar

de crecimiento, o bien a un ambiente enriquecido social y sensorialmente.



Encontramos que, en las madres, la actividad transcripcional de los genes relacionados con la
maquinaria epigenética, genes asociados a la plasticidad neuronal y con la respuesta al estrés, no
se ven afectados por la malnutricion. Sin embargo, observamos que la expresion proteica del

receptor de glucocorticoides (GR) se ve disminuida en el grupo LP.

En las crias, la malnutricidn proteica perinatal no produce alteraciones considerables a la edad de
21 dias en ninguno de los dos sexos sobre la anatomia de las estructuras del cerebro evaluadas
tanto a nivel del hipocampo dorsal como del hipocampo ventral. Sin embargo tiene efectos sexo-
especificos sobre la expresion de los genes relacionados con la maquinaria epigenética, genes
asociados a la plasticidad neuronal y de la respuesta al estrés, encontrdndose las mayores
diferencias en las crias hembras. Ademas, encontramos que al igual que en las madres, la proteina

GR se encuentra disminuida en las crias hembras hipoproteicas.

También, evaluamos la distribucion de la marca epigenética 5hmC en el hipocampo ventral de
ratones hembra sujetas solo al modelo de malnutricién y al modelo de malnutricion mas ambiente
enriquecido. Observamos que esta marca se distribuye diferencialmente en el cuerpo del gen de
acuerdo con la dieta y el ambiente de crecimiento. Al analizar las DhMRs (regiones
diferencialmente hidroximetiladas), encontramos que la malnutricion estd asociada a una
disminucion de la marca epigenética, especificamente en genes relacionados con el desarrollo del
sistema nervioso central, mientras que la exposicién a un ambiente enriquecido bajo el modelo de
malnutricion perinatal aumenta la marca en genes relacionados con dichos términos. Finalmente,
analizamos la expresion global de los genes mediante un RNAseq. Se encontré un ndmero
significativo de genes cuya expresion se vio afectada por la malnutricién y que revierten sus
niveles debido al ambiente enriquecido. Ademas, si bien la marca 5hmC no parece estar asociada
al proceso de transcripcion bajo el modelo de malnutricion, podria estar regulando los niveles
transcripcionales de genes afectados por el ambiente de crecimiento.

En conclusion, en este trabajo de tesis demostramos que una dieta materna deficiente de proteinas
altera la expresion de genes relevantes del eje HPA en las madres y en las crias hembras. Ademas,
evidenciamos que la malnutricion proteica perinatal afecta la expresion génica de ciertos genes
relacionados con la maquinaria epigenética, la plasticidad neuronal y de la respuesta al estrés en

las crias hembras y machos de forma sexo-especifica. Por ultimo, demostramos que tanto la



distribucion de la marca especifica de cerebro 5hmC, como la expresion de ARN se ven alteradas
debido a la malnutricion proteica, y que los niveles de algunos genes pueden revertirse gracias al

ambiente enriquecido.
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Molecular mechanisms associated with the behavioral consequences
of perinatal protein malnutrition: Reversal strategies

Abstract

Experiencing adversity during critical periods of brain development can lead to deleterious
consequences on the central nervous system. Indeed, maternal protein malnutrition has long-term
consequences that affect the brain development of the offspring and the behavior of both mothers
and the offspring. However, it has been shown that a growth environment based on social and
sensory stimulation is capable to reverse the altered behavior derived from perinatal protein
malnutrition. Given the mediating role of epigenetics between the environment and gene
expression, it is suggested that epigenetic mechanisms could respond to external factors such as
diet and the growth environment, modulating the behavior. However, little is known about the
molecular and epigenetic mechanisms involved in the consequences of protein malnutrition in
both mothers and offspring. Moreover, little is known about the epigenetic marks that could

regulate gene expression and participate in the behavioral rescue due to the enriched environment.

We hypothesize that protein malnutrition impacts the offspring's brain morphology and affects the
expression of genes related to the epigenetic machinery and the response to stress in both mothers
and offspring, which leads to behavioral alterations. Besides, we suggest the growth environment
is capable of reversing behavioral alterations derived from perinatal malnutrition through the
brain-specific epigenetic mark 5-Hydroxymethylcytosine (5hmC). In order to test this hypothesis,
a murine model was used where the mothers were exposed to a normal (NP: 20% casein) or a low
protein (LP: 8% casein) diet during pregnancy and lactation. After weaning, a group of female
pups was fed standard food and exposed to one of two possible growing environments: standard

or sensory and social enriched environment.

We found that, in mothers, the transcriptional activity of genes related to the epigenetic
machinery, genes associated with neuronal plasticity, and genes related to the response to stress,
are not affected by malnutrition. However, we observed that the protein expression of the

glucocorticoid receptor (GR) is decreased in the LP group.



In pups, perinatal protein malnutrition does not produce considerable alterations at the age of 21
days in either sex on the anatomy of the brain structures evaluated both at the level of the dorsal
the ventral hippocampus. However, perinatal protein malnutrition leads to sex-specific effects on
the expression of genes related to the epigenetic machinery, genes associated with neuronal
plasticity, and genes related to the response to stress, where the greatest differences have been
found in female offspring. In addition, we found that, as in mothers, the GR protein is decreased
in LP female offspring.

In addition, we evaluated the distribution of the epigenetic mark 5ShmC in the ventral hippocampus
of female mice subjected only to the malnutrition model and the malnutrition + enriched
environment model. We observed 5hmC is differentially distributed in the gene body according to
diet and growth environment. When analyzing the DhMRs (differentially hydroxymethylated
regions) we found that malnutrition is associated with low levels of this epigenetic mark,
specifically in genes related to the development of the central nervous system. While the exposure
to an enriched environment under the perinatal malnutrition model increases this mark in genes
related to those terms. Finally, we analyzed the genome-wide expression profile by RNAseq. A
significant number of genes affected by malnutrition reverted their levels due to the enriched
environment. Although the 5hmC mark does not appear to be associated with the transcription
process under the malnutrition model, it may be regulating the transcriptional levels of genes

affected by the growth environment.

In conclusion, we have demonstrated that protein malnutrition alters the expression of relevant
genes related to the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis in mothers and female offspring. In
addition, we showed that perinatal protein malnutrition affects the gene expression of certain
genes related to the epigenetic machinery, neuronal plasticity, and the stress response in female
and male offspring in a sex-specific way. Finally, we demonstrated that both the distribution of
the 5ShmC epigenetic mark and RNA expression, are altered due to protein malnutrition, and the

levels of certain genes can be reversed due to the enriched environment.
Keywords
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Abreviaturas

5mC: 5-metilcitosina

5hmC: 5-hidroximetilcitosina

ACA: comisura anterior

ACTH: hormona adrenocorticotropica
BLA: amigdala basolateral

CC: region media del cuerpo calloso

CG: cuerpo calloso a la altura del cingulum
CRH: hormona liberadora de corticotropina
DE: (genes) diferencialmente expresados
DhMRs: regiones diferencialmente hidroximetiladas
EE: entorno enriquecido

FAO: Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (Food and
Agriculture Organization

FIES: Escala de Experiencia de Inseguridad Alimentaria (Food Insecurity Experience Scale)
GO: Ontologia génica

GSEA: andlisis de enriquecimiento de conjunto de genes

HPA: Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

LP: dieta con un contenido bajo de proteinas (8% caseina), 0 grupo experimental de ratones
sometidos a esa dieta durante el periodo perinatal.

NE: entorno normal

NP: dieta con un contenido normal de proteinas (20% caseina), o grupo experimental de ratones
sometidos a esa dieta durante el periodo perinatal.

PFC: Corteza prefrontal

gPCR: PCR en tiempo real.

RT: retrotranscripcion

RNAseq: secuenciacion masiva del transcriptoma
SNC: sistema nervioso central

TSS: sitio de inicio de la transcripcion

10



Indice

11



INEFOAUCCION ... e s are e, 15
1. Adversidades y sus consecuencias Sobre el CErebro ........cooivieverieeere i 16
2. Malnutricidn COMO A0VEISIAAU. .......ccueveieeeisirerie ettt st et se e eseerenrens 19

3. Gestacion y lactancia como periodos de vulnerabilidad para el desarrollo de ansiedad y depresion

IO Fo U 4T To £ OO OO RSRUSRRRRRPRRI 20
4. Malnutricion en 1a Madre GESTANTE ........cceeeeiiieeeeceeee ettt e e e et s re b e sre e e sreernens 21
4.1. Impacto de la malnutricion SODIe 1a MAAIE.........coveirieirieire et
4.2. Consecuencias de la malnutricidn proteica durante la gestacion y la lactancia...........cccoovevvevieeeiennennen.
5. Efectos de la malnutricion durante el desarrollo y la vida temprana.........cccceeeeceeveieeceseceesie e, 23
5.1. Consecuencias de la malnutricion Perinatal..............coooieieiiiiece st
5.2. Impacto de la malnutricién proteica en el periodo perinatal...........cccecieeevieiieieieceece e,
6. Diferencias sexo-especificas del estrés perinatal ............ccceceieecereeeeviceeece e 25
7. Mecanismos epigenéticos Y EXPreSiON QENICA........cecvveiieeeriiiieese ettt re e saesbesreenns 27
7.1. Epigenética y su papel mediador entre el ambiente Y 10S gENES .......ccueerueerieiriererenieeeerieeseeeseee e
7.2. Genes involucrados en la magquinaria PIgENELICA ........ceeeereitiecececece et
7.3. Genes que participan en 1a reSpUESta @l ESIIES .........eccveiiiieeiieieeeceeeee ettt
7.4. Genes relacionados con la plasticidad NEUIONAL ...........c.ccceevieiieeeneniee e
7.5. Una marca epigenética novedosa: 5-hidroXimetilCitoSing ...........ccceeveverierieieieieeseseeeee e
8. Paradigma de ambiente eNFIQUECTAD .......eccveruereeeriieieeterieeee ettt ste et sae et esre e e besreenes 34
8.1. Estimulacién social y sensorial y su efecto sobre el desarrollo neurolégico y comportamental ..............
8.2. Ambiente enriquecido como modelo de reversion de Neuropatologias .........ccvevveererrerieriereereereeeeeseena
(@] o] [ AV ORI 1] 010 (1] S 37
L@ 01T 1101 SRR 38
T 0 T0] (=] ST 39
RESUITATOS ... 40
1. DiSefio XPEITMENTAL .......coiieiieee ettt ettt e s tesnt e tesbe et e s aeeneesesneeneas 41
2. Consecuencias moleculares de la malnutricion proteica durante la gestacion y lactancia................ 42

12



2.1. Evaluacion del peso de las madres durante la gestacion y lactancia.........ccccceeeevevereeceseeienieeeene, 42

2.2. Estudio de los efectos de la malnutricion proteica sobre la expresion génica en las madres............ 43
3. Consecuencias morfologicas y moleculares de la malnutricion proteica perinatal............ccccccceeueeee 47

3.1. Evaluacion del peso de las crias como validacion del modelo ..........ccvecveveiverinieneceeeeeeee 47
3.2. Consecuencias de la malnutricidn proteica perinatal sobre la morfologia del cerebro en las

crias 48

3.3. Estudio de los efectos de la malnutricion proteica sobre la expresion génica en las crias................ 56
4. Estudio del efecto del ambiente enriquecido como modelo de reversién para el comportamiento de
tipo ansioso derivado de 1a MAINULFICION ..........ccoeiviiiiiiiiiceceeeee et reernens 64

4.1. Evaluacion del peso de las crias expuestas a diferentes ambientes como validacion del modelo ....64
4.2. Consecuencias de la malnutricidn proteica perinatal y el ambiente enriquecido sobre la

morfologia del cerebro en ratones NEMDIA...........coveiriririiie e 65
4.3. Anaélisis de cambios en la distribucion de la marca epigenética 5ShmC en respuesta a la

malnutricion y el ambiente la MalNUEFICION ProteICA ........cooveirieirieirieire e 73
4.4, Impacto de la malnutricién proteica perinatal y el ambiente enriquecido sobre la expresion

GENICA GIODAL ...ttt ettt b ettt b et ne sttt nea 82
4.5. Analisis comparativo entre las DhMRs y los genes diferencialmente expresados ...........ccccueeveeneene. 94

DISCUSION ...ttt st et be e saae e bee e re e 98

1. Efecto de la malnutricion proteica sobre la expresion génica en las madres y crias...........cocecveuenee. 99

1.1. La maquinaria de metilacion y demetilacion se ve afectada en las crias, pero no en las madres .....99
1.2. Genes asociados a la plasticidad neuronal se ven afectados solamente en las crias hembras......... 100
1.3. La expresién de GR disminuye tanto en las crias hembras como en las madres LP....................... 102
1.4. Diferencias sexo-especificas en la expresion de gENES .........ecvevieeeveiieecie sttt 104
2. Estudio de la marca 5hmC y la expresion génica bajo el modelo de malnutricién y ambiente

(10 AT [V 1=Tod o o T OO U TSRO SRRTTR 105

2.1. La malnutricién y el ambiente cambian la distribucion de 5hmC en regiones especificas del

genoma 105

2.2. El ambiente enriquecido, aun bajo el modelo de malnutricién proteica perinatal, produce un
aumento de la marca 5hmC en genes asociados al desarrollo del SNC..........ccooieviiiiieieneee e 106
2.3. Secuencias a las que se unen factores de transcripcion asociados a trastornos del desarrollo

(010 T 1=T T A B 1Y SRS 108
2.4, Genes relacionados con procesos neurales estan dowregulados en respuesta a la malnutricion y
upregulados debido al EE............oo ettt sttt ettt st et ae s 108
2.5. Los genes DE se encuentran principalmente en neuronas y astroCitoS.........ccocceeereereeneneeneeneenen. 110

13



2.6. Los genes DE que son revertidos por el EE se asocian al desarrollo del SNC..........ccccoveveviennenen. 111

2.7. Hay una asociacion significativa entre 5hmC y la expresion génica bajo el modelo de

MAINUEFICION Y EE ...ttt b ettt b ettt b s ens 113
CONCIUSION ... e e 115
Materiales y METOUOS ........cccuvvieiieiie e 119

1. MOdelo eXPEIIMENTAL ......cciiieieeeeee ettt ettt et e et eseeseese e sesseenseseeennans 120

1.0 ANIMAIES ...t b bbbttt b ettt b ettt b et bbbt 120

1.2. Etica con el trabajo de @NIMAIES...............co.evevrveveeieeeeceeeeeeseseeeeesesae e ss s sttt se s ssesassaes 120

1.3. Dietas y modelo de malnutricion Perinatal .............ccoeoeirieerieenieine e 120

1.4. Paradigma de entorno de CreCIMIBNTO .......ccuiiueeieitieeeeeee ettt e ens 122

2. EVAlUACION 0B 10S PESOS .....eviuetiiiiicitteiest ettt 123

3. Analisis de la expresion génica (ARN) ..ottt a e s eanas 124

3.1. Extraccion del hipoCampPO tOTAl ........c.coevieiirieiiceee ettt 124

3.2. Anélisis de ARNM por RT-PCR CUBNTITALIVA .......coveuireeirieirieirieceieeeeeeee et 124

4. Analisis de proteinas Por WESLEIN BIOt..........ccoiviiiriiinieirieiieinetsieeeee et 127

4.1, EXITACCION A PrOLEINGS. .. c.erviueetinietetetirteiestet sttt ettt ettt se ettt et b et et e b et ebe b ebe st esesbenenaeneas 127

4.2. Electroforesis en gel de poliacrilamita.........c.coeieecieiieeeiiceecceeeere ettt 127

4.3. Transferencia @ MEMDIANG. ... ....coue ittt 128

4.4, DEteCCION 0& PrOLEINGS ... ..ecvietirteteeeieteeteeteete et et et see e testeste st e sbese e eseeseeseesessestessassensensesseseeseasessesas 128

5. Estudio morfolagico de zonas del CErehro.........oveeirrieieirniecre et 129

5.1. Perfusion y eXtraCCion del CEIEDIO.......cc.iiui ettt ettt et st sbe e e beeaeenns 129

5.2. ODBLENCION U8 10S COMES.......viuiiteiiirieteieert ettt ettt ettt 129

5.3. Tinciones para NEUrONIStOIOQIA . .......cveveieeietietictesiestesiest ettt e st esb s s seeseeseebesrens 130

5.4. Obtencion de las iméagenes y medicion de 1aS rEgIONES ........cccvevveeeevieeeeeeceeeee e 131

6. Analisis de [amarca SNMC Y RNASE.....cceiieieitieietiiteeee e eeeste e eeesteeeeste s e estesteessesbesrsessesseennas 131

6.1. Extraccion del hipoCampPO VENTIAL ...........cviiiiiiieieieeececee ettt se s sae e 131

6.2. EXLracCion del ADN Y ARN ..ottt sttt ste st aeste e et e s eseesestestessenseneenaeneesessensessens 132

6.3. Obtencidn y secuenciacion de fragmentos enriquecidos con la marca 5hmC y Analisis de

DhMRs 133

6.4. Secuenciacion y analisis del transcriptoma entero (RNASEQ) ....c.eoveevevvereeieeeieeeiesiesteseeseeeeeeeesesse e 139

7. ANALISIS ESTAAISTICO. .. .vviieetcieiiet ettt 142

14



Bibliografia.........ccccoviiiiiie s

Introduccion

15



1. Adversidades y sus consecuencias sobre el cerebro

El desarrollo del sistema nervioso en los mamiferos comienza poco después de la concepcién y se
extiende hasta la adultez temprana. En el transcurso de las etapas pre y posnatales, se producen
una serie de eventos propios del desarrollo del cerebro donde se llevan a cabo procesos tales como
la neurogénesis, la sinaptogénesis, la proliferacion y migracion celular, la ramificacion axonal y
dendritica, la poda sinaptica (Synaptic pruning) y el proceso de mielinizacion. Si bien la secuencia
en que ocurren estos procesos durante el desarrollo del sistema nervioso central no varia
sustancialmente entre los mamiferos (Rodier 1980), las mayores diferencias se encuentran
representadas por la duracion de los eventos y el instante en que se da comienzo a un nuevo
proceso, lo que se encuentra naturalmente condicionado por el momento de nacimiento en
relacion con la etapa de maduracion del cerebro (Morgane et al. 2002; Chini & Hanganu-Opatz
2021) (Fig. 1).

A su vez, estos procesos que ocurren durante la vida temprana le confieren al cerebro un grado de
sensibilidad mucho mayor al del adulto, pudiendo ser influenciado tanto positiva o negativamente
por efectos intrinsecos (por ejemplo factores genéticos u hormonales) como extrinsecos (factores
ambientales tales como la dieta y la exposicion a toxinas) (Tierney & Nelson 2009). En
consecuencia, la alteracion de uno o mas procesos que ocurren durante este periodo pueden
afectar el desarrollo e integridad neuronal del individuo (De Bellis et al. 2000; Lemaire et al.
2016) e incluso impactar sobre el correcto desarrollo de ciertas estructuras como la corteza
prefrontal (PFC, por sus siglas en inglés: Prefrontal Cortex) (Goldman-Rakic & Brown 1982) y el
hipocampo (Peil3ner et al. 1999).

Se conocen como adversidades tempranas a aquellas situaciones desfavorables que pueden ocurrir
durante la perinatalidad, es decir, previo al nacimiento y/o durante los primeros afios de vida, y
dentro de las cuales podemos encontrar el abuso y el maltrato, la negligencia, una alimentacion
deficiente, exposicion a sustancias nocivas como el alcohol y drogas, entre otras. Estas
experiencias desfavorables suelen estar asociadas con un elevado riesgo de padecer alteraciones
psicoldgicas dado que tienen un impacto directo sobre el sistema nervioso en desarrollo
constituyendo de esta manera ventanas de vulnerabilidad. De hecho, diversos estudios han
demostrado que el abuso o negligencia infantil puede afectar estructuras especificas del cerebro

observandose pérdida de volumen general en cuerpo calloso (Teicher et al. 2004), PFC (De Bellis
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et al. 2002) e hipocampo (Bremner et al. 1997). En este sentido, es importante recalcar ademas
que el hipocampo controla funciones diferentes a lo largo de su eje dorso-ventral: mientras que el
hipocampo dorsal se encuentra asociado al aprendizaje y la memoria (Moser et al. 1993;
Bannerman et al. 2002), el hipocampo ventral se relaciona con comportamientos de caracter
emotivos como la ansiedad y la depresion (McHugh et al. 2004; Bagot et al. 2015).

En modelos murinos se ha observado que adversidades como la hipoxia gestacional y el estrés
materno durante la prefiez, como asi también la separacién materna, producen en las crias una
alteracion del eje HPA (Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal) aumentando los comportamientos de tipo
ansioso y depresivo (Valle et al. 1997; Aisa et al. 2008; Fan et al. 2009). Ademas, se ha
observado que el estrés perinatal también afecta la cognicion y produce déficits en el aprendizaje
y en el comportamiento social (Lee et al. 2007; Paris & Frye 2011; Lemaire et al. 2016). Por otro
lado, el consumo de alcohol y drogas durante la gestacion constituye otro factor adverso con
graves consecuencias en el desarrollo del cerebro fetal impactando sobre mecanismos
epigenéticos y neuroendocrinos, circuitos neuronales e incluso sobre su estructura y funcion
(Clarren et al. 1978; Coulter et al. 1993; Mccarthy & Bhide 2012; Ross et al. 2015; Cantacorps et
al. 2019).
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Figura 1 | Esquema comparativo de la duracién y los procesos que ocurren durante el desarrollo del cerebro
en la etapa prenatal (embrionaria/fetal) y posnatal entre humanos y roedores. Si bien el desarrollo general es
similar en las dos especies, los procesos individuales ocurren en diferentes puntos y con diferentes cursos de tiempo.
Dichos procesos se caracterizan por una sucesion de mecanismos celulares y moleculares que representan periodos de
vulnerabilidad y constituyen ventanas susceptibles a modificaciones debido a los efectos del entorno. Adaptado de
Chini & Hanganu-Opatz 2021. Volver al texto.

Esta claro que la exposicion a situaciones de adversidad puede ocurrir no solo durante la vida
temprana si no también durante la etapa adulta. Si bien el cerebro del adulto no es tan susceptible
a los factores ambientales como lo es el cerebro en desarrollo, existen periodos puntuales como
por ejemplo el embarazo y el periodo de lactancia que pueden constituir etapas de vulnerabilidad
para el desarrollo de alteraciones comportamentales. En efecto, situaciones adversas como los
bajos ingresos econdémicos, situaciones de violencia con la pareja, y la falta de apoyo social
aumentan considerablemente el riesgo de padecer trastornos del tipo ansioso y depresivo durante o

después del embarazo (Horowitz & Goodman 2004), como se profundizara luego.
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2. Malnutricién como adversidad

Los componentes presentes en la dieta pueden afectar maltiples procesos cerebrales al regular las
vias de los neurotransmisores, las sinapsis, la fluidez de la membrana y las vias de transduccion de
sefiales. Ejemplos concretos acerca de como la dieta puede impactar sobre los mecanismos
cerebrales son los estudios realizados sobre las deficiencias de omega 3 y &cido folico en la dieta.
La deficiencia de &cidos grasos omega-3 en roedores da como resultado problemas de aprendizaje
y memoria (Moriguchi et al. 2000), mientras que en humanos se ha asociado con un mayor riesgo
a desarrollar varios trastornos mentales, incluidos el trastorno por déficit de atencion, dislexia,
demencia, depresion, trastorno bipolar y esquizofrenia (Adams et al. 1996; Peet et al. 1996;
Freeman et al. 2006). Por otro lado, la deficiencia de folato en humanos causada por una baja
ingesta en la dieta, se ha asociado con una serie de anomalias fisiolégicas durante el desarrollo y
la edad adulta, como asi también a trastornos neuroldgicos, como depresion y deterioro cognitivo
(Herbert 1962; Mischoulon & Raab 2007). Por lo que ciertamente, una dieta desbalanceada o
deficiente en ciertos nutrientes puede conducir a efectos deletéreos en el Sistema Nervioso Central

(SNC) e impactar sobre el comportamiento.

Si bien en reiteradas ocasiones los términos desnutricion y malnutricion son empleados
indistintamente, éstos no son sindbnimos. La desnutricién es una forma de malnutricion e indica
una deficiencia de nutrientes, es decir que todos los nutrientes requeridos en la dieta se encuentran
disponibles, pero en cantidades insuficientes. Mientras que el término malnutricion implica una
dieta desbalanceada, es decir que solo uno o algunos nutrientes esenciales no se encuentra en la
dieta o lo esta en proporciones inapropiadas (Morgane et al. 2002) y dicha desproporcion podria
deberse tanto a un defecto como a un exceso (Bldssner et al. 2005).

Datos actuales de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, por sus siglas en inglés: Food and Agriculture Organization) indican que casi 690 millones
de personas en el mundo (el 8,9% de la poblacion mundial) sufrieron desnutricién en 2019 (FAO
2020). Desafortunadamente, el nimero de personas afectadas por el hambre en el mundo sigue
aumentando lentamente. Esta tendencia comenzo en 2014 y se extiende hasta 2019: hay casi 60
millones méas de personas desnutridas en la actualidad que en 2014, cuando la prevalencia era del
8,6 por ciento (FAO 2020).
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3. Gestacion y lactancia como periodos de vulnerabilidad para el desarrollo

de ansiedad y depresion en la madre

La maternidad deseada es a menudo un momento en el que las mujeres experimentan una
sensacion de felicidad, serenidad y realizacion personal. Sin embargo, existe un numero
significativo de mujeres que al finalizar la etapa de embarazo no pueden alcanzar estos estados

positivos dado que luchan con niveles de ansiedad y depresion elevados.

La ansiedad posparto no cuenta en la actualidad con criterios de diagndstico propios y, por lo
tanto, el perfil de sintomas se encuentra unificado con los trastornos de ansiedad que ocurren fuera
del periodo posparto. Estos incluyen preocupacion excesiva que no se puede controlar (cuando se
asocia con el trastorno de ansiedad generalizada) y con pensamientos, impulsos o
comportamientos intrusivos (cuando se asocian con el trastorno obsesivo-compulsivo) (Pawluski
et al. 2017). Por otro lado, el perfil de sintomas que caracteriza la depresion posparto incluye
estado de animo triste, interés o placer disminuidos en las actividades que se realizan (anhedonia),
agitacion o retraso psicomotor, fatiga o pérdida de energia, sentimientos de inutilidad o culpa
excesiva, y disminucién en la capacidad para concentrarse (Payne & Maguire 2019), por lo que se
asemeja al de un trastorno depresivo experimentado en otros momentos de la edad adulta. La
depresion posparto a menudo es comorbida con la ansiedad (Field et al. 1990; O’Hara & Mc Cabe
2013), y estd fuertemente asociada con un historial de depresién y ansiedad previo al parto
(Fleming et al. 1988; Horowitz & Goodman 2004).

Se estima que la prevalencia de la depresion posparto es de aproximadamente un 10-20%. Sin
embargo, la prevalencia varia enormemente segun las diferentes culturas (Abdollahi et al. 2011) y
la situacion econémica de cada pais en estudio (Parsons et al. 2012), siendo los paises de bajos y
medianos ingresos los mas afectados llegando en algunos casos a una prevalencia dos o tres veces
mas alta que en los paises de altos ingresos (Fisher et al. 2004; Lara et al. 2015). En cuanto a la
prevalencia del desorden de la ansiedad posparto, diversos estudios indican que entre un 8-12% de
mujeres que atravesaron un embarazo en paises desarrollados como Estados Unidos, Canada y
Alemania sufrieron de ansiedad posparto (Reck et al. 2008; Fairbrother et al. 2016; Goodman et
al. 2016). En los paises en desarrollo la incidencia de la ansiedad posparto parece ser tan alta

como en los paises industrializados (Adewuya & Afolabi 2005; Tavares et al. 2011; Shrestha et
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al. 2014). Por ejemplo, un estudio realizado en Argentina sobre la prevalencia y aparicion de
trastornos mentales en la vida adulta reveld que la ansiedad es el trastorno mas prevalente en la
poblacion alcanzando un 16,4%. Si bien el estudio no se enfoca especificamente en la ansiedad
posparto, si revela que las mujeres son mas propensas a desarrollar trastornos de ansiedad y

depresion que los hombres (Cia et al. 2018).

Como fue mencionado anteriormente, hay numerosos factores psicosociales que aumentan
considerablemente la probabilidad de desarrollar trastornos de ansiedad y/o depresion luego del
embarazo, entre los cuales se incluyen antecedentes de depresion o ansiedad antes o durante el
embarazo, antecedentes familiares de abuso y negligencia, mala calidad o situaciones de violencia
en la relacion con la pareja, falta de apoyo social, bajos ingresos familiares sumado a una
nutricion deficiente durante el embarazo, antecedentes de trauma, temperamento del infante
durante el periodo posparto, entre otros (Horowitz & Goodman 2004; Bodnar & Wisner 2005;
Micali et al. 2011; Agrati et al. 2015; Goodman et al. 2016).

A su vez, hay estudios que postulan numerosos factores bioldgicos que también podrian contribuir
a la susceptibilidad de desarrollar desdrdenes en la etapa posparto, entre los que se encuentran una
hipo- o hipersensiblidad a las hormonas ovaricas o a los neuroesteroides (Yim et al. 2015; Serati
et al. 2016), niveles bajos de oxitocina y de receptores de neurotransmisores como serotonina y
dopamina (Bell et al. 2015; de Moura et al. 2016), asi como una funcion alterada de neurotrofinas
y del sistema inmunoldgico (Serati et al. 2016). Esta vulnerabilidad biolégica proviene en gran
medida de factores genéticos y epigenéticos que llevan a cambios hormonales y a la desregulacién
de los mecanismos de adaptacion alterados en el sistema nervioso central. De hecho, numerosos
trabajos tanto en modelos murinos como en mujeres han estudiado y profundizado sobre la
relacion que existe entre la ansiedad y la depresion posparto y los mecanismos epigenéticos
(Guintivano et al. 2014; Bell et al. 2015; Kimmel et al. 2016; Sluiter et al. 2020).

4. Malnutricién en la madre gestante

4.1. Impacto de la malnutricién sobre la madre

En muchos paises son evidentes las multiples formas de malnutricion. El acceso deficiente a los

alimentos y, en particular a los alimentos saludables, contribuye a que las mujeres en edad
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reproductiva padezcan malnutricion y un mayor riesgo de padecer anemia. EI mayor costo de los
alimentos nutritivos, el estrés de vivir con la inseguridad de acceder a ellos y las adaptaciones
fisiologicas a la restriccion alimentaria ayudan a explicar por qué las familias con inseguridad
alimentaria tienen un mayor riesgo de desarrollar numerosos problemas metabolicos que afectan
su salud. Ademas, la privacién de alimentos de la madre y su hijo puede resultar en una "impronta
metabdlica” fetal o de primera infancia, que aumenta a su vez el riesgo a desarrollar obesidad y
enfermedades no transmisibles relacionadas con la dieta en el futuro (FAO 2018).

El embarazo y el periodo de lactancia son, en si mismas, etapas donde la mujer atraviesa una serie
de cambios a nivel hormonal, metabdlico y fisioloégico que podrian tener implicaciones en su
estado de animo llevando a trastornos comportamentales (Lokuge et al. 2011). Aproximadamente
el 40% de las madres primerizas informan alteraciones en el estado de animo durante el periodo
posparto, y una de cada cinco desarrolla depresion posparto (Lancaster et al. 2010; Haim et al.
2016). Incluso, se ha demostrado que el padecimiento de desdrdenes alimenticios y deficiencias
en el consumo de ciertos micronutrientes (como por ejemplo el folato, la vitamina B12 y la
vitamina D) durante el embarazo contribuyen al desarrollo de alteraciones en el comportamiento
como la ansiedad y la depresion posparto (Bodnar & Wisner 2005; Murphy et al. 2010; Micali et
al. 2011).

Al examinar posibles diferencias de género en el impacto de la inseguridad alimentaria, el analisis
de datos realizado por la Escala de Experiencia de Inseguridad Alimentaria (FIES, por sus siglas
en ingles: Food Insecurity experience scale) y recopilados por la FAO en mas de 140 paises,
reveld que en los continentes que son seno de paises en via de desarrollo, como Africa, Asia y
América Latina, la prevalencia de inseguridad alimentaria severa es ligeramente mayor entre las
mujeres respecto a los hombres, con las mayores diferencias encontradas en América Latina (FAO
2018). Considerando que un tercio de las personas que padecen malnutricion son mujeres en edad
reproductiva (World Food Programme 2019), resulta relevante estudiar el impacto que una

deficiencia en la ingesta de nutrientes tiene sobre las madres.
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4.2. Consecuencias de la malnutricion proteica durante la gestacion y la

lactancia

Como ya se ha mencionado, una nutricion deficiente durante el embarazo y la lactancia pueden
llevar a graves consecuencias en la madre impactando sobre su comportamiento, metabolismo y
sistema neuroenddcrino. En efecto, la malnutricion materna y, en particular, la restriccion de
proteinas, afecta el eje HPA de la madre gestante, mas especificamente influyendo sobre los
niveles de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) (Wadhwa 2005). Estudios realizados en
mujeres que padecieron depresion o estrés durante el embarazo demuestran que los niveles de
CRH (especialmente en el tercer trimestre) podrian afectar el momento del parto (Wadhwa 2005),
lo que también podria explicar las altas tasas de prematuridad en mujeres con desordenes
alimenticios dado los altos niveles de ansiedad durante el embarazo (Micali et al. 2011).

Con el fin de estudiar el efecto que la malnutricion proteica puede tener sobre la madre durante la
gestacion y la lactancia, nuestro laboratorio evalué en un modelo de ratdn los comportamientos de
tipo ansioso y depresivo en las madres al momento del destete de las crias. Esto se realizd en
hembras que fueron expuestas a una dieta control o bien a una dieta baja en proteinas, durante los
periodos de prefiez y lactancia. Lo que se observo fue que las madres alimentadas con una dieta
hipoproteica presentaron una alteracion en el comportamiento materno (Gianatiempo et al. 2020),
desarrollaron un comportamiento de tipo ansioso (Belluscio et al. 2014) y ademas presentaron un
comportamiento anhedonico (incapacidad de experimentar satisfaccion ante estimulos
habitualmente placenteros) conducta intimamente relacionada con el comportamiento de tipo
depresivo (Alberca 2016).

5. Efectos de la malnutricién durante el desarrollo y la vida temprana

5.1. Consecuencias de la malnutricion perinatal

Durante los periodos de gestacion y los primeros afios de vida la calidad nutritiva tiene un papel
clave en la maduracién y desarrollo del SNC. Por lo tanto, una dieta inadecuada en estas etapas
puede tener profundos efectos sobre la programacion metabdlica a lo largo de la vida e influir

negativamente en el desarrollo del cerebro.

23



Sucesos historicos extremos como la hambruna de Holanda en 1944-1945 y la de China de la
década del ‘60 han permitido estudiar los efectos de la desnutricion perinatal en el humano. La
mala nutricion de las madres durante la gestacion tuvo distintas consecuencias dependiendo en
qué momento del embarazo ocurriera. Entre los efectos que provocé la malnutricion podemos
encontrar un aumento de la mortalidad infantil y consecuencias deletéreas en la salud de los hijos
en su edad adulta tales como obesidad, hipercolesterolemia, presion arterial elevada,
enfermedades cardiacas e intolerancia a la glucosa (Roseboom et al. 2001). Ademas, también
pudo comprobarse que la desnutricion fetal afecta el desarrollo del cerebro y aumenta el riesgo de

padecer enfermedades neuropsiquiatricas (Altschuler & Neugebauer 2005; Kyle & Pichard 2006).

De acuerdo a los datos de la FAO ya mencionados, las tendencias en la inseguridad alimentaria
contribuyen a aumentar el riesgo de malnutricion infantil, ya que la inseguridad al acceso de los
alimentos afecta, entre otras cosas, la calidad de la dieta de los nifios y las mujeres. Por lo tanto, la
malnutricién infantil sigue siendo una preocupacion a nivel global. En 2019, se estimd que el
21,3% (144,0 millones) de los nifios menores de 5 afios tenian retraso en el crecimiento, el 6,9%
(47,0 millones) padecian emaciacién (adelgazamiento patolégico con la pérdida de mas del 10%
del peso corporal) y el 5,6% (38,3 millones) sufrian de sobrepeso, mientras que al menos 340
millones de nifios padecian deficiencias de micronutrientes (FAO 2020). Especificamente en
América Latina y el Caribe, son 4,8 millones los nifios menores de 5 afios que sufren de retraso en

el crecimiento y 0,7 millones de emaciacion (UNICEF 2019).

5.2. Impacto de la malnutricion proteica en el periodo perinatal

Todos los nutrientes de la dieta influyen, en cierto punto, sobre la maduracion del cerebro. Sin
embargo, las proteinas parecen ser un componente critico en el desarrollo de las funciones
neuroldgicas. Esto se debe a que varios aminoacidos son los precursores de neurotransmisores y
de las estructuras proteicas esenciales para la maduracion y crecimiento de distintos tejidos,
incluyendo el cerebro. Por lo tanto, la deficiencia de cualquier aminoécido esencial en la dieta
materna tendra repercusiones en la sintesis proteica del feto, conduciendo a efectos deletéreos en
el desarrollo de su cerebro, similares a los producidos por la omision de proteinas en su conjunto
(Zamenhof 1985; Chertoff 2015).
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Existen muchas evidencias acerca de las consecuencias que trae aparejada la malnutricion proteica
perinatal sobre el cerebro. Si bien la malnutricion proteica no da como resultado patologias
cerebrales focales equivalentes a lesiones, ni un retraso mental grave o una psicopatologia, si da
como resultado un desarrollo intelectual y conductual suboptimo permanente (Strupp & Levitsky
1995; Morgane et al. 2002), trastornos del aprendizaje y la memoria (Alamy & Bengelloun 2012),
y cambios en la neuro-plasticidad como una reduccion en el nimero de neuronas, en las sinapsis,
en la ramificacion dendritica y en el proceso de mielinizacion (Laus et al. 2011). Estudios
observacionales en nifios indican que una malnutricién proteica cronica se traduce en una
desaceleracion en el ritmo de desarrollo de los procesos de cognicion, llevando a una alteracion de
las funciones cognitivas (Kar et al. 2008).

Dadas las evidencias que existen sobre las consecuencias deletéreas que produce una restriccion
proteica durante la vida temprana en el desarrollo del sistema nervioso central, nuestro laboratorio
centro su modelo de estudio en una deficiencia en la nutricion basada en un modelo de
malnutricién proteica perinatal en ratones. Lo que se observd fue que las crias expuestas a una
dieta baja en proteinas durante el periodo perinatal presentaron un menor peso y un retraso en el
desarrollo morfoldgico y neuroldgico (Belluscio et al. 2014; Alberca 2016; Berardino et al. 2017).
Ademas, se demostrd que los animales de ambos sexos expuestos a una malnutricion proteica
perinatal desarrollaron un comportamiento mas ansioso y solo las hembras mostraron un fenotipo
depresivo (Belluscio et al. 2014). Més aun, las alteraciones comportamentales como la ansiedad y
la memoria de trabajo persisten a lo largo la vida de los ratones a pesar de solo haber recibido la
dieta durante el periodo perinatal (Ferroni et al. 2020). Finalmente, hemos demostrado que los
efectos de la dieta hipoproteica perduran en la generacion siguiente (F2) y parcialmente en la F3,
al ver un retraso en el desarrollo fisico y neurolégico en las crias de las madres que fueron
expuestas a una malnutricion proteica perinatal. Lo que permite concluir que el impacto de la
malnutricion durante la vida temprana es intergeneracional, a pesar de que dichos efectos se

atentian con el pasaje de las sucesivas generaciones (Gianatiempo et al. 2020).

6. Diferencias sexo-especificas del estrés perinatal

La diferenciacion sexual del cerebro masculino y femenino depende de la sefializacién hormonal:

hay numerosos periodos durante el desarrollo en los que las hormonas sexuales son
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particularmente influyentes en el cerebro. El periodo perinatal, en efecto, representa una ventana
sensible durante la cual el estrégeno es importante para los procesos de feminizacion en el cerebro
de las hembras (Bakker et al. 2002) y la testosterona junto con las prostaglandinas participan en
los procesos de masculinizacion en el cerebro de los machos (Amateau & McCarthy 2004). Estos
procesos tienen efectos permanentes sobre el desarrollo y la funcidn del cerebro dado que ademas

determinan los comportamientos especificos del sexo mas adelante en la vida (Lenz et al. 2011).

Como fue mencionado anteriormente, la experiencia prenatal puede tener consecuencias en el
desarrollo y maduracién del cerebro. De hecho, el estrés temprano impacta sobre las hormonas
sexuales (Manzano Nieves et al. 2019) afectando diferencialmente la regulacién de las funciones
cerebrales y el comportamiento, de acuerdo al sexo del individuo. Particularmente en humanos, se
ha observado que un ambiente de crecimiento adverso durante la nifiez se asocia con una
acentuacion de la tendencia femenina hacia la ansiedad y los trastornos depresivos, y en los nifios
acentta la impulsividad y los trastornos de conducta (Ellis et al. 2004; Zeanah et al. 2009). En
roedores, un deficiente cuidado materno produce en las hembras, pero no en machos, una
reduccién en la conectividad funcional de las areas corticales con las regiones del cerebro
implicadas en el cuidado materno (Nephew et al. 2018) y una alteracion en el aprendizaje junto
con una menor densidad neuronal cortical (Goodwill et al. 2018). Mientras que un mal cuidado
materno en roedores machos produce principalmente déficits cognitivos que se vuelven mas
pronunciados a medida que envejecen (Brunson et al. 2005) y tiene ademas un efecto en la

formacion de la memoria contextual y en la neurogénesis (Kanatsou et al. 2017).

La adversidad temprana puede entonces afectar diferencialmente a los individuos de acuerdo con
su sexo. En cuanto a la malnutricidn proteica perinatal, también se ha observado un impacto sexo-
especifico evidenciado por una menor exploracion en los machos malnutridos respecto a los
controles, pero no asi en las hembras, mientras que en éstas, la dieta baja en proteinas aumenta el
comportamiento de tipo depresivo, conducta que no se observa en los ratones macho (Belluscio et
al. 2014).

26



7. Mecanismos epigenéticos y expresion génica

7.1. Epigenética y su papel mediador entre el ambiente y los genes

En sus origenes, los conocimientos sobre los mecanismos epigenéticos estuvieron principalmente
basados en estudios sobre la metilacién del ADN, proceso en el cual grupos metilo se unen
covalentemente a citosinas de posiciones especificas del genoma y regulan de esta manera la
expresion de los genes (Razin & Riggs 1980). Asimismo, fue descubierto que el patron de
distribucion de los grupos metilo en el ADN es diferente de un tipo de célula a otro, lo que crea
una identidad de tipo celular durante la diferenciacion y la organogénesis (Razin & Szyf 1984).
Sin embargo, afios mas tarde fue evidenciado que la metilacion del ADN no solo esta involucrada
en la diferenciacion celular, sino que también se encuentra asociada a la modulacion de la funcién
del genoma en respuesta a sefiales de los entornos fisicos, bioldgicos y sociales. Los patrones de
distribucion de la marca 5-metilcitosina (5mC), como modificacion epigenética estable en el
genoma, han sido ampliamente estudiados: mientras que la presencia de 5mC en las islas CpG del
promotor es a menudo incompatible con la transcripcion de genes (Suzuki & Bird 2008), sucede
lo contrario cuando esta marca se encuentra en el cuerpo del gen, donde correlaciona

positivamente con los niveles de expresion de genes (Wu et al. 2014).

La metilacion del ADN no es el Gnico mecanismo por el cual el entorno puede moderar y regular
la expresion de los genes. Existen otro tipo de modificaciones epigenéticas capaces de remodelar
la estructura de la cromatina y regular los niveles transcripcionales entre los que se encuentran las
modificaciones postraduccionales de histonas (acetilacion, metilacion, fosforilacion vy
ubiquitinacién, entre otras) (Wade et al. 1997; Loury & Sassone-Corsi 2003; Martin & Zhang
2005; Weake & Workman 2008) y mecanismos de silenciamiento transcripcional a través de los
ARN de interferencia y micro ARN (Matzke & Birchler 2005). Todos estos mecanismos
epigenéticos son una parte integral de una multitud de funciones cerebrales que van desde el
desarrollo del sistema nervioso hasta procesos cognitivos de orden superior (Graff et al. 2011). Al
mismo tiempo, ha surgido un cuerpo sustancial de evidencia que indica que varios trastornos del
neurodesarrollo, neurodegenerativos y neuropsiquiatricos son causados en parte por
modificaciones epigenéticas aberrantes (Amir et al. 1999; Garber et al. 2008; Coppieters &
Dragunow 2011; Delgado-Morales 2017).
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Se ha demostrado que el entorno intrauterino y posnatal temprano puede modular e incidir sobre
el desarrollo a través de un efecto de programacion fetal, lo cual se encuentra mediado por
mecanismos epigenéticos (Stevenson et al. 2020). Dado que la plasticidad y desarrollo del cerebro
depende de mecanismos moleculares y celulares que son regulados por la expresion genica, no
resulta extrafio pensar que factores psicosociales y neuroenddcrinos como el estrés y la nutricion
materna con efectos directos en la descendencia (Rond6 et al. 2003), lo hagan a través de
mecanismos epigenéticos. De hecho, se ha demostrado que las personas que estuvieron expuestas
prenatalmente a la hambruna holandesa tuvieron, 6 décadas después, menos marca de metilacion
en el gen IGF2 en comparacion con sus respectivos hermanos que no habian sido expuestos
(Heijmans et al. 2008). Los efectos epigenéticos en la descendencia en respuesta a la nutricion
materna también se han demostrado en modelos animales, como por ejemplo los ratones agouti
(viable yellow agouti -A%Y-). Los folatos y la vitamina B12 son necesarios para la sintesis de
metionina, el precursor de S-adenosil metionina (sustrato que interviene en la transferencia
de grupos metilo). Por lo tanto, juegan un papel clave en la nutricién y en el epigenoma al
proporcionar las moléculas de un carbono necesarias para la metilacion del ADN. La
suplementacién de folato durante la prefiez aumenta la metilacion del ADN del gen agouti en la
descendencia de A", lo que provoca una baja expresion del gen y un pelaje de color amarillento
en las crias (Dolinoy 2008). En los seres humanos una concentracion baja de folato en los
eritrocitos maternos al comienzo del embarazo se ha asociado a problemas de comportamiento en
los nifios, tales como hiperactividad y problemas de sociabilizacidén con sus compafieros y donde

también se estima que los procesos epigenéticos podrian estar involucrados (Schlotz et al. 2010).

7.2. Genes involucrados en la maquinaria epigenética

Como fue mencionado, se han descripto diversos mecanismos epigenéticos a través de los cuales
la expresidn génica puede ser regulada. En cuanto a la metilacién del ADN en particular, se ha
propuesto que ademas de ser un mecanismo clave en la regulacion de la expresion geénica
especifica de tejido y tipo celular durante el desarrollo (Condorelli et al. 1997; Mostoslavsky et al.
1998; Barresi et al. 1999), los cambios dindmicos en la metilacion del ADN constituyen un
mecanismo importante utilizado por las neuronas para adaptarse a un entorno cambiante (Mehler
2008; Wilson & Sengoku 2013). Este proceso estd regulado principalmente por tres ADN

metiltransferasas identificadas en mamiferos;: DNMT1, DNMT3a, DNMT3b. Estas enzimas son
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capaces de metilar residuos CpG, mas precisamente en el carbono 5 de la citosina obteniéndose
entonces la 5mC. La DNMT1 es una enzima con una alta afinidad por las secuencias
hemimetiladas, jugando un papel importante durante la replicacién celular ya que mantiene el
patrén de metilacion en la hebra recién sintetizada. Por su parte, las enzimas DNMT3a y
DNMT3b son requeridas para la metilacién de novo mas que en el mantenimiento de las bases
metiladas, y son esenciales para el establecimiento de patrones de metilacion del ADN durante el
desarrollo. A su vez, la 5mC es reconocida por una variedad de proteinas de union al grupo metilo
que regulan la expresion genica a traves de la modificacion de la arquitectura de la cromatina.
Uno de los mas estudiados es el MeCP2 (por sus siglas en inglés: Methyl-CpG binding protein 2),
que funciona como activador y represor transcripcional dependiendo del gen y de las proteinas
con las que interactda (Chahrour et al. 2008; Boxer et al. 2020).

Aunque se cree que la 5mC es principalmente estable en el ADN, ha logrado demostrarse que esta
marca epigenética puede agregarse y eliminarse de la cadena de ADN a traves de los procesos
dindmicos de metilacion y demetilacion del ADN (Holliday & Pugh 1975; Reik et al. 2001).
Especificamente, la demetilacion del ADN es el proceso enzimatico en el que el grupo metilo de
5mC puede modificarse o eliminarse mediante dos mecanismos diferentes. Una forma es a traves
de la oxidacion de 5mC a 5-hidroximetilcitosina (5hmC) por las enzimas TET (Ten-eleven
Translocation), particularmente TET1, TET2 y TET3, gracias al reconocimiento de residuos
metilados (Antunes et al. 2019). Se ha evidenciado ademas, que estas proteinas tiene un rol
diferencial en cuanto a la susceptibilidad y resistencia al estrés crénico por restriccion, siendo la
pérdida de TET2 lo que incrementa la susceptibilidad a este tipo de estrés (Cheng et al. 2018). El
otro mecanismo de demetilacién involucra a la familia de proteinas codificada por genes de
respuesta al estrés, GADD45 (Growth arrest and DNA damage-inducible) (Kaufmann et al. 2011).
En particular, GADD45B se expresa en neuronas posmitéticas, es necesario para la proliferacion
de progenitores neurales inducida por la actividad (Ma et al. 2009) y se asocia con trastornos
psiquiatricos (Labonteé et al. 2019).

7.3. Genes que participan en la respuesta al estrés

El cuerpo responde a situaciones de estrés a través de procesos alostaticos cuya funcion es

devolver a los sistemas a sus condiciones normales, luego que éstos hayan sido alterados por un
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agente estresor. Estos procesos se encuentran autorregulados y probablemente el componente mas
estudiado de la respuesta al estrés en mamiferos sea la activacion del eje HPA. La activacion del
eje comienza en el hipotalamo, el cual responde al estresor mediante sistemas de sefializacion,
como lo son los neurotransmisores. Las neuronas hipotaldmicas secretan la hormona CRH a los
vasos sanguineos que conectan con la glandula pituitaria la cual posteriormente produce y secreta
la hormona adrenocorticotropica (ACTH) a la circulacién general. La ACTH, a su vez, induce la
sintesis y liberacion de glucocorticoides por parte de las glandulas suprarrenales, hormona que
finalmente ejercera su accion sobre los drganos blanco. Para proteger contra la actividad
prolongada de los glucocorticoides, el sistema HPA es autorregulado a través de circuitos de
retroalimentacion negativa que ayudan a mantener los niveles hormonales en rangos especificos.
Con este fin, la secrecion de CRH y ACTH es controlada por la retroalimentacion negativa
ejercida por los glucocorticoides a nivel de la glandula pituitaria, el hipotalamo y el hipocampo
(Fig. 2) (Jacobson & Sapolsky 1991; Stephens et al. 2012; Kitraki et al. 2016). El ligando es
capaz de ejercer su accion al unirse al receptor de glucocorticoides (GR), el cual es expresado por
el gen Nr3cl. Este receptor se encuentra regulado a niveles transcripcionales vy
postranscripcionales, cumpliendo un rol clave en la retroalimentacion negativa del eje HPA (Okret
et al. 1991). A su vez, la sensibilidad de GR puede verse afectada por la proteina FKBP5, una
chaperona que al unirse al complejo del receptor disminuye la afinidad de los glucocorticoides y
la translocacion del complejo desde el citoplasma al nlcleo se vuelve menos eficiente, lo que
conduce a una mayor resistencia a GR y a una pérdida de la eficacia de la retroalimentacién
negativa del eje HPA (Binder 2009).

La adversidad en la vida temprana puede provocar aumentos de por vida en la secrecion de
glucocorticoides y alteraciones en la expresion de genes que participan en los mecanismos
homeostaticos que regulan la actividad del eje HPA (Heim & Binder 2012). De hecho, se ha
demostrado que en humanos, variaciones en la expresion del ARNm (ARN mensajero) de FKBP5
se relaciona con el riesgo a desarrollar desordenes de estrés postraumatico (Yehuda et al. 2009);
mientras que en roedores, ciertos factores ambientales durante la etapa pre y posnatal como el
estrés durante la gestacion y el cuidado materno, pueden impactar sobre la expresion del receptor
de glucocorticoides en el hipocampo (Liu et al. 1997; Liao et al. 2020). Mas aun, estudios

realizados tanto en roedores como en humanos han demostrado que la experiencia adversa durante
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la vida temprana conduce a la hipermetilacion del gen que codifica para GR (Bockminhl et al.
2015; Cicchetti & Handley 2017), lo que sugiere que este gen es sensible a factores externos y

esta regulado por mecanismos epigenéticos.
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Figura 2 | Esquema del eje HPA. Los centros hipotalamicos controlan la funcién del eje donde la CRH es liberada
hacia la glandula pituitaria estimulando la liberacion de ACTH, que a su vez desencadena la liberacion de
glucocorticoides de la corteza suprarrenal. Al removerse el agente estresor, los glucocorticoides son responsables de
la terminacion de la activacion del eje a través de una retroalimentacidn negativa ejercida sobre los componentes del
eje central, a través de sus receptores (GR). La actividad de GR esté estrechamente regulada por la chaperona FKBP5
que inhibe la afinidad de unién de la hormona al receptor, afectando la translocacion nuclear y, por ende, la
retroalimentacion negativa del eje HPA. Adaptado de Kitraki et al. 2016. VVolver al texto.

7.4. Genes relacionados con la plasticidad neuronal

La exposiciéon a adversidades tempranas no solo conduce a cambios en la expresion de genes
involucrados con el eje HPA sino que ademas afecta diferentes reguladores de la plasticidad
neuronal (Fumagalli et al. 2007). El factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus
siglas en inglés: Brain-Derived Neurotrophic Factor) es el factor de crecimiento mas prevalente
en el sistema nervioso central, con mdaltiples funciones en el desarrollo del cerebro, incluida la
supervivencia y la diferenciacion de las neuronas, la modulacion del crecimiento dendritico, la

regulacién de la transmision sinaptica y la plasticidad (Boulle et al. 2012). Es debido a ello, que
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BDNF se encuentra ampliamente implicado en las enfermedades psiquiatricas; en efecto, la
expresion de BDNF se ve alterada en varios trastornos psiquiatricos que se asocian a su vez con
adversidades en la vida temprana, como depresion, esquizofrenia, trastorno bipolar y sindrome de
Rett (Russo-Neustadt & Chen 2005; Martinowich et al. 2007; Autry & Monteggia 2012).

En modelos murinos, el ARNm de BDNF se expresa durante el desarrollo y en todo el cerebro,
con los niveles mas altos presentes en las neuronas del hipocampo (Ernfors et al. 1990; Conner et
al. 1997). Por otro lado, la expresion del gen BDNF esta controlada por multiples promotores
especificos de tejido y donde han sido caracterizados varios factores de transcripcion que
participan en la regulacion de los promotores de este gen (Timmusk et al. 1993; Aid et al. 2007).
Ademas, la remodelacién de la cromatina por medio de la metilacion del ADN y desacetilacion de
histonas también juegan un papel importante en la regulacion tejido-especifica y dependiente de la
actividad del gen BDNF al reclutar represores globales como REST / NRSF (Timmusk et al.
1999) y MeCP2 (Martinowich et al. 2003). En ratdn, la misma proteina de BDNF puede ser
sintetizada a través de nueve transcripciones diferentes dirigidas por exones que producen al
menos nueve variantes de splicing de BDNF , donde solo el altimo exon (IX) codifica para la
proteina (Aid et al. 2007). Zheng y colaboradores han estudiado la expresion de todos los
transcriptos de Bdnf en el hipocampo de ratones adultos cuyas madres habian sido expuestas a un
estrés durante la prefiez. Bajo este modelo de estrés gestacional, no solo evidenciaron que las crias
desarrollaron un comportamiento de tipo ansioso y depresivo, sino que ademas observaron una
disminucion en la expresion del ARNm de transcriptos especificos como Bdnf I, IV, VI y IX.
Adicionalmente, evaluaron los niveles de 5mC y encontraron un enriquecimiento de esta marca en
las variantes de Bdnf antes mencionados, la cual a su vez correlaciona negativamente con la
expresion de los mensajeros (Zheng et al. 2016); demostrando de este modo, que el estrés prenatal
regula diferencialmente la expresion de las distintas variantes de Bdnf a través de mecanismos

epigenéticos.

7.5. Una marca epigenética novedosa: 5-hidroximetilcitosina

Si bien durante afos el estudio de la metilacion del ADN estuvo focalizado en 5mC, en 2009 fue
descubierto que una nueva base de ADN modificada, la 5hmC, se encontraba presente en las

neuronas granulares y de Purkinje de ratdon y en las células madre embrionarias (Kriaucionis &
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Heintz 2009; Tahiliani 2009). Si bien en un comienzo 5hmC fue considerada simplemente como
un intermediario durante el proceso de demetilacion del ADN (Antunes et al. 2019),

posteriormente comenzd a estudiarse su rol como una marca epigenética estable.

En particular, se ha demostrado que en el SNC, la 5hmC estd sustancialmente enriquecida en
relacion a muchos otros tejidos y tipos celulares; por ejemplo, los niveles de 5hmC en el cerebro
son aproximadamente diez veces mayores que los observados en tejidos periféricos y en la linea
celular HeLa (Globisch et al. 2010; Song et al. 2011). En las células de Purkinje del cerebelo, la
5hmC es aproximadamente un 40% tan abundante como la 5mC y este tipo celular estd mas
enriquecido de la marca en relacion con las células granulares (Kriaucionis & Heintz 2009), lo
que sugiere ademas funciones especificas del tipo celular para la 5hmC. Adicionalmente, se ha
evidenciado que 5hmC no sélo es estable en ciertas regiones del cerebro de ratobn como el
cerebelo e hipocampo, sino que ademas hay un incremento de la marca a lo largo de la vida de los
individuos (Szulwach et al. 2011).

En cuanto al rol de la marca sobre la expresion génica, se ha demostrado que el enriquecimiento
de 5hmC tanto intragénico como proximal al sitio de inicio de la transcripcion (TSS, por sus siglas
en ingles: Transcription Start Site) se encuentra asociado a genes méas expresados (Song et al.
2011). Asimismo genes con baja expresion exhiben menor presencia de 5hmC asociada al TSS en
el cerebelo de ratones (Szulwach et al. 2011), evidencia que resulta consistente con la nocion de
que 5hmC esta asociada con genes transcriptos activamente. Se sugiere que una de las funciones
principales de 5hmC en el cerebro podria ser la de compensar los efectos represivos relacionados

con 5mC mediante la reduccién de los niveles de 5mC (Szulwach et al. 2011).

Sin embargo, dado lo novedoso de esta marca, el rol de 5hmC como marca epigenetica estable
aun no se encuentra completamente dilucidado: hay trabajos que proponen que podria tener un rol
en el splicing (Wroblewska et al. 2012; Hahn 2015) mientras que otras cuestiones como la
afinidad con la que MeCp2 reconoce y se une a 5ShmC aun se encuentra en discusién (Valinluck et
al. 2004; Mellén et al. 2012). Sobre lo que si se tienen certezas, es que perturbaciones en los
niveles de 5hmC han sido relacionadas con varios trastornos del desarrollo (por ejemplo,
sindrome de Rett, autismo y trastornos del tipo ansioso) (Mellén et al. 2012; Papale et al. 2017,

2021) y con enfermedades neurodegenerativas (por ejemplo, enfermedades de Alzheimer,
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Parkinson y Huntington) (Wang et al. 2013; Kaut et al. 2019), lo que sugiere que 5hmC cumple
un papel en el establecimiento, mantenimiento y desarrollo del SNC.

8. Paradigma de ambiente enriquecido

8.1. Estimulacion social y sensorial y su efecto sobre el desarrollo neurologico y

comportamental

Como se ha expuesto anteriormente, el desarrollo del sistema nervioso depende de las
interacciones del organismo y su entorno. En consecuencia, la formacion de la conducta durante la
ontogénesis, en correlacion con el desarrollo de las estructuras del sistema nervioso, también
depende de las condiciones ambientales tempranas. Incluso luego del nacimiento existen
mecanismos moleculares susceptibles a la accion adversa del medio ambiente, tales como un bajo
cuidado materno, deficiencias en la nutricion, estrés o infecciones. Sin embargo, el entorno
postnatal no solo tiene efectos negativos: existe una serie de eventos que pueden actuar
positivamente en el desarrollo neurologico y comportamental, incrementando la reactividad

emocional, las habilidades motoras y el aprendizaje espacial (Chapillon et al. 2002).

Un ndmero creciente de estudios dedicados a comprender la influencia del medio ambiente en el
desarrollo, refinamiento y mantenimiento de las conexiones neurales, e incluso su efecto sobre el
comportamiento, fueron posibles gracias a los paradigmas dedicados a aumentar la calidad e
intensidad estimulatoria del entorno, como lo es el enriquecimiento ambiental (EE, por sus siglas
en inglés: Enriched Environment) (Sale et al. 2007; Baroncelli et al. 2009; Bayat et al. 2015;
Crawford et al. 2020). EI ambiente enriquecido se basa en una combinacién de estimulacion
somatosensorial y social (Rosenzweig et al. 1978; Nithianantharajah & Hannan 2006) con
profundos efectos en el sistema nervioso central y que se ha estudiado ampliamente en modelos
murinos (Fig.3). Morfolégicamente, se ha descripto que un ambiente de crecimiento enriquecido
aumenta el volumen y peso cortical, principalmente de la corteza visual, somatosensorial y frontal
(Bennett et al. 1964), acompafiado de una mayor densidad de espinas dendriticas en esta region
(Jung & Herms 2014). Ademas promueve la neurogénesis y un incremento en el volumen del giro
dentado del hipocampo dado por el aumento del nimero de células granulares (Diamond et al.

1976; Kempermann et al. 1997). También se ha observado que el EE es capaz de atenuar las
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deficiencias cognitivas producidas por enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades
de Parkinson, Alzheimer y Huntington (Arendash et al. 2004; Spires et al. 2004; Jungling et al.
2017), como asi también aminorar los efectos de distintos tipos de lesiones cerebrales tales como
injurias corticales o del hipocampo, la exposicidn prenatal al alcohol y la anoxia (Puurunen &
Sivenius 2002; Dhanushkodi et al. 2007; Tipyasang et al. 2014; Xie et al. 2019).

El sustrato molecular de los efectos de la EE sobre la plasticidad cerebral es multifactorial, el cual
incluye una mayor expresion de neurotrofinas y cambios epigenéticos a nivel de la estructura de la
cromatina (Baroncelli et al. 2009; Wang et al. 2020). Un ejemplo de ello es como el ambiente
enriquecido actlia sobre el factor BDNF en el hipocampo mejorando la plasticidad sinéptica y la
cognicion (Novkovic et al. 2015). Ademas, se ha demostrado que el EE incrementa la expresion
de BDNF en la PFC, lo que a su vez se encuentra acompafiado de una mayor interaccion social
evaluado en test de sociabilidad (McQuaid et al. 2018). Estos hallazgos arrojan nueva luz sobre el
potencial del EE como una estrategia no invasiva para mejorar los déficits en el desarrollo del

SNC y para tratar los trastornos neuroldgicos.

Social Cognitivo

i

Visual

Figura 3 | Efecto de la estimulacién del ambiente enriquecido en diferentes areas del cerebro. El
enriquecimiento puede promover la activacion neuronal, la sefializacion y la plasticidad en varias regiones del
cerebro. La estimulacion sensorial activa la corteza somatosensorial (rojo) y visual (naranja). Mientras que la
interaccion social estimula &reas como la corteza prefrontal (verde). Ademas, es posible que la codificacion de
informacion relacionada con mapas espaciales, y el reconocimiento de objetos novedosos genera una estimulacion
cognitiva activando el hipocampo (azul) y otras areas corticales. Adaptado de Nithianantharajah & Hannan 2006.
Volver al texto.
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8.2. Ambiente enriquecido como modelo de reversion de neuropatologias

Como ya se ha descripto, la estimulacion social y fisica del EE tiene la capacidad intrinseca de
mejorar significativamente la memoria de trabajo, el aprendizaje espacial (Pham et al. 1999) y la
memoria espacial (Dhanushkodi et al. 2007). Sin embargo, tiene ademas la capacidad de revertir y
restaurar comportamientos alterados debido a situaciones de estrés. En efecto, se ha demostrado
que el aumento en el comportamiento de tipo depresivo y el deterioro cognitivo derivados de
agentes estresantes en la vida adulta, pueden ser revertidos gracias a la exposicion a un ambiente
enriquecido (Kumar et al. 2018; Shen et al. 2019).

Se ha evidenciado que las alteraciones comportamentales inducidas por estrés durante la vida
temprana también pueden ser revertidas por un entorno estimulante. De hecho, Cui y
colaboradores demostraron que las crias de roedor sometidas a un modelo de estrés postnatal
(cantidad limitada de material para el armado del nido) desarrollaron una deficiencia en el
aprendizaje espacial y un incremento en el comportamiento depresivo en la adultez, conductas que
a su vez, pudieron ser revertidas al exponer a los individuos a un EE durante la adolescencia (Cui
et al. 2006). Mas aun, nuestro laboratorio ha logrado demostrar que un ambiente de crecimiento
con estimulacion social y sensorial durante el periodo de la adolescencia, es capaz de rescatar el
comportamiento de tipo ansioso derivado de la malnutricion proteica perinatal (Berardino et al.
2019; Alberca et al. 2020).

La adolescencia, de hecho, es la etapa critica del neurodesarrollo posnatal donde las habilidades
sociales y cognitivas maduran, donde se producen cambios de comportamiento y de adaptacion, y
en la cual el cerebro atraviesa un proceso de “poda” de espinas dendriticas supernumerarias,
formadas durante el desarrollo, que resulta esencial para alcanzar la densidad final de espinas que
tendra el adulto (Rakic et al. 1994; Schneider 2013; Fuhrmann et al. 2015). Dado que pueden
producirse alteraciones significativas en la estructura y funcién del cerebro en respuesta a la
manipulacion del entorno fisico y social durante la adolescencia, es que se ha sugerido que esta
etapa podria representar una segunda "ventana de oportunidad” para al desarrollo del cerebro
(Fuhrmann et al. 2015), gracias a la cual, el EE encuentra la posibilidad de modular

comportamientos establecidos por agentes estresantes que tuvieron lugar en el periodo perinatal.
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Objetivos e Hipotesis




Objetivos

El desarrollo y la maduracion del sistema nervioso central requieren de una sucesion de eventos
que se encuentran finamente regulados y que, por lo tanto, constituyen periodos criticos
susceptibles a modificaciones por efectos del entorno. En consecuencia, la exposicion a factores
adversos durante la edad temprana, como lo es la malnutricion proteica materna, puede influir
negativamente en el desarrollo del cerebro de las crias con efectos duraderos o inclusive
permanentes.

Mas aun, la dieta hipoproteica podria incluso impactar negativamente sobre la madre gestante.
Contemplando que los periodos de gestacion y lactancia son etapas de cambios a nivel hormonal,
metabolico y fisiologico, podrian tener como consecuencia el desarrollo de ciertos desordenes
comportamentales.

Resultados de nuestro grupo han demostrado que la malnutricién proteica aumenta el
comportamiento de tipo ansioso y la anhedonia en las madres expuestas a una dieta baja en
proteinas. A su vez, esta misma dieta recibida durante el periodo perinatal afecta el crecimiento y
el desarrollo neurolégico en las crias y conlleva ademas a trastornos de tipo ansioso y depresivo
los cuales persisten en el adulto ain luego de semanas de consumo de dieta con niveles estandares
de proteinas. Por otro lado, existen evidencias de que el entorno enriquecido, a través de la
estimulacion social y sensorial, tiene profundos efectos en el sistema nervioso central. En modelos
murinos se ha observado que aumenta la capacidad cognitiva y ademas posibilita la recuperacion
de los que han sido sometidos a diversos tipos de estrés. Particularmente, nuestro grupo demostro
que el ambiente enriquecido es capaz de revertir el comportamiento de tipo ansioso derivado de la
malnutricién proteica perinatal, sin embargo, poco es lo que se sabe sobre los mecanismos
epigenéticos que podrian estar involucrados y los cambios a nivel de expresion génica que la
malnutricion y el ambiente podrian tener sobre los individuos.

Por tal motivo, el proyecto de investigacion para esta tesis doctoral contempla los siguientes

objetivos:
1. Estudiar los mecanismos moleculares que subyacen a las alteraciones comportamentales

de ansiedad y depresion postparto en madres expuestas a una malnutricién proteica

durante la gestacion y la lactancia.
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2. Estudiar el efecto de la malnutricion proteica perinatal sobre los mecanismos celulares y

moleculares y evidenciar potenciales diferencias sexo-especificas.

3. Analizar cuales son los correlatos morfologicos, moleculares y epigenéticos en el cerebro
que determinan el aumento del comportamiento tipo ansioso en ratones adultos hembra
expuestos a una malnutricion proteica perinatal y el efecto del ambiente enriquecido como

potencial mecanismo de reversion para dichos trastornos.

Hipotesis

El sistema nervioso central responde a los factores externos mediante cambios en los niveles de
expresion de los genes a través de varios mecanismos, siendo uno de ellos los mecanismos
epigenéticos. En consecuencia, un entorno desfavorable como la malnutricion proteica en
periodos susceptibles durante el desarrollo del cerebro conllevan a una alteracion en la expresion
de ciertos genes que tienen un impacto sobre el comportamiento de los individuos. En particular,
la malnutricion proteica durante la gestacion y la lactancia produce en las madres y en las crias
una desregulacion en la expresion de genes relacionados con la maquinaria epigenética, factores
neurotroficos y el eje HPA, como asi también una alteracion en las estructuras del parénquima
cerebral que finalmente conllevan a trastornos en el comportamiento. Por otro lado, el ambiente
enriquecido es capaz de revertir el comportamiento de tipo ansioso derivado de una malnutricion
proteica perinatal a través de mecanismos epigenéticos recuperando asi los niveles de expresion

de aquellos genes alterados por la dieta deficiente de proteinas.
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Resultados




1. Disefio experimental

Como se ha sefialado anteriormente, el modelo de malnutricion proteica perinatal requiere de la
exposicion a una dieta baja en proteinas durante ventanas de tiempo que resultan relevantes para
el desarrollo del cerebro. Con el fin de responder a los objetivos propuestos, se disefid el modelo
experimental que se sefiala en la figura 4. Las madres fueron alimentadas durante la gestacion y la
lactancia con una dieta con niveles estdndar de proteinas (NP, por sus siglas en inglés: Normal
Protein -20% caseina) o bien con una dieta baja en proteinas (LP, por sus siglas en inglés: Low
Protein - 8% caseina). Al dia postnatal 21 (P21), se realiz la eutanasia de las madres y también
un grupo de crias machos y hembras de ambos grupos (NP y LP) a fin de obtener las muestras
para responder a los objetivos 1y 2, respectivamente. Paralelamente, un grupo de crias hembras
fueron separadas al momento del destete y expuestos durante 5 semanas a uno de dos ambientes
de crecimiento posibles: un ambiente estdndar (EN, entorno normal) o bien un entorno
enriquecido (EE) quedando definidos entonces 4 grupos experimentales de acuerdo a la dieta y el
ambiente de crecimiento al que fueron expuestos: NP-EN (dieta y ambiente estandar), NP-EE
(dieta estandar y ambiente enriquecido), LP-E (dieta baja en proteinas y ambiente estandar), y LP-

EE (dieta baja en proteinas y ambiente enriquecido). Al dia P56, se realizo la eutanasia de las crias

y las muestras fueron extraidas para evaluar el objetivo 3. (Para mas detalles ir a la seccion

Materiales y métodos: Modelo experimental).

DietaNP < DietaNPolLP _ _ Dietaestandar
20% caseina PO 91 P56
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NP-EE
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- - I | I LP-
C:nyg Xé‘éf?_, ) LP-EN
Nacimiento S LP-EE

\ Obtencion de muestras de

Obtencidn de muestras  Obtencién de muestras ratones expuestos a los
de ratones madres de ratones cria ambientes
(hembras y machos)
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Figura 4 | Disefio experimental propuesto para responder a los objetivos planteados. Las madres fueron
alimentadas durante la gestacion y la lactancia con una dieta NP o LP. Al dia P21 se obtuvieron las muestras para
responder a los objetivos 1y 2. Paralelamente, un grupo de crias hembras fueron separadas al momento del destete y
expuestos durante 5 semanas a un ambiente EN o bien EE quedando definidos 4 grupos experimentales segun la dieta
y el entorno de crecimiento. Al dia P56, se realizo la eutanasia de las crias y las muestras fueron extraidas para
evaluar el objetivo 3. VVolver al texto.

2. Consecuencias moleculares de la malnutricion proteica durante la

gestacion y lactancia

2.1. Evaluacion del peso de las madres durante la gestacion y lactancia

Con el objeto de determinar el impacto de la malnutricion proteica sobre la ganancia de peso en
las madres, su peso fue registrado periddicamente durante los periodos de gestacion y lactancia. El
cambio de peso en el tiempo fue evaluado mediante un ANOVA de un factor con medidas
repetidas. Durante la gestacidn, el ANOVA realizado para el factor dieta (F1,40= 2,01, p=0,167) y
la medida repetida tiempo (Fs 40= 856,9, p< 0,0001) demostro que ambos grupos NP y LP ganaron
peso de forma similar durante esta etapa (Fig. 5A). Sin embargo, las madres expuestas a una dieta
baja en proteinas mostraron tener un menor peso durante la lactancia al compararlas con el grupo
control evidenciado por el ANOVA de factor dieta (F135= 92,89, p< 0,0001) y la medida repetida
tiempo (F2,35= 25,66, p< 0,0001). Dado que la interaccion entre dieta y tiempo no fue significativa
(F2,35= 3,07, p= 0,055) se puede deducir del efecto principal dieta que la alimentacion baja en
proteinas tiene como consecuencia una disminucion en el peso de las madres durante todo el
periodo de lactancia (Fig. 5B).
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Figura 5 | Evaluacion del peso de las madres durante los periodos de gestacién y lactancia. (A) No se
observaron diferencias en el peso gestacional de las madres segln la dieta (N=13-18 ratones por tratamiento). (B) El
efecto principal del factor dieta indica que las madres LP tienen un menor peso que las madres control durante todo el
periodo de lactancia (N=12-15 ratones por tratamiento). ANOVA de una via con medidas repetidas fue utilizado para
este andlisis. Los valores se expresan como la media£EE. La significancia del efecto principal dieta se expresa como
#p <0,001. Volver al texto.

En conclusion, las madres FO incrementaron su peso independientemente de la dieta recibida
durante la prefiez. Sin embargo, durante todo el periodo de lactancia, las madres cuya dieta fue
baja en proteinas presentaron un peso significativamente menor respecto a las madres expuestas a

una dieta control.

2.2. Estudio de los efectos de la malnutricién proteica sobre la expresion
génica en las madres

2.2.1. Maquinaria epigenética: genes asociados a los mecanismos de metilaciéon y
demetilacion

Previamente, observamos que las madres expuestas a una dieta hipoproteica desarrollaron
alteraciones en su comportamiento durante el periodo posparto. Dado que en modelos murinos
existen evidencias que dan cuenta de la relacién entre la ansiedad y la depresion posparto y los
mecanismos epigenéticos (Guintivano et al. 2014) decidimos evaluar si en el hipocampo la
expresion de ARN de genes relacionados con la maquinaria de metilacion y demetilacion del
ADN y de genes que expresan proteinas de union a citosinas metiladas, podria verse afectada por
la dieta baja en proteinas durante la gestacion y la lactancia. Entre los genes relacionados con el
mecanismo de metilacién decidimos evaluar las ADN metiltransferasas, mas especificamente la
Dnmtl, Dnmt3a y Dnmt3b y evaluamos también Mecp2, como la proteina reguladora de la
transcripcion a partir del reconocimiento de citocinas metiladas. En cuanto a los genes
involucrados en el mecanismo de demetilacion, evaluamos Gadd45b.

No encontramos diferencias significativas en la expresion de los genes Dnmt1 (t1o= -0,33, p=0,74)
(Fig. 6A), Dnmt3a (t19= -1,05, p=0,30) (Fig. 6B), Dnmt3b (t1s= 1,53, p=0,14) (Fig. 6C) 0 Mecp2
(tro= -0,34, p=0,74) (Fig. 6D), como asi tampoco en los genes asociados a la maquinaria de
demetilacion como Gadd45b (tie=-0,80, p=0,43) (Fig. 6E).
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Figura 6 | Evaluacion de la expresion de genes relacionados con la maquinaria epigenética en el hipocampo de
ratones madre NP y LP. No se observaron diferencias significativas entre los grupos en la expresion de los genes
Dnmtl (A), Dnmt3a (B), Dnmt3b (C), Mecp2 (D) y Gadd45b (E) (N=7-13 ratones por tratamiento). Analisis de T-
Student bilateral fue realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan como la media£EE. Volver al

texto.

2.2.2. Bdnfy su receptor: genes involucrados en la plasticidad neuronal

Algunas mujeres son particularmente sensibles a los cambios hormonales, o que aumenta su
vulnerabilidad a los agentes de estrés psicolégico que se desencadenan por factores ambientales y
fisiolégicos a lo largo de sus vidas. La disminucion de los niveles sericos de BDNF ha sido
asociado a diferentes afecciones neuropsiquiatricas y se ha considerado un marcador candidato
para tales disfunciones (Autry & Monteggia 2012). Ademas, ha sido reportado que el estrés
disminuye la expresion del ARNm de Bdnf en el hipocampo (Smith et al. 1995). Por tal motivo,
decidimos estudiar si en dicha region del cerebro, la expresion del gen Bdnf podria verse afectada
por una dieta baja en proteinas durante los periodos de gestacion y lactancia.

No se observaron diferencias en ninguna de las variantes de Bdnf evaluadas: Bdnf I (tie= -1,25,
p=0,23) (Fig. 7A), Bdnf IV (t22= -1,51, p=0,14) (Fig. 7B) y Bdnf VI (t20= 1,27, p=0,22) (Fig. 7C)
como asi tampoco en su receptor TrkB (t= 0,06, p=0,95) (Fig. 7D) entre los grupos

experimentales evaluados.
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Figura 7 | Evaluacién de la expresion génica de distintas variantes de Bdnfy su receptor TrkB en el hipocampo
de ratones madre NP y LP. No se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales en la
expresion de ninguna de las variantes de Bdnf analizadas: Bdnf I1(A), Bdnf IV (B), Bdnf VI (C), ni tampoco en su
receptor TrkB (D) (N=8-14 ratones por tratamiento). Analisis de T-Student bilateral fue realizado para comparar los
tratamientos. Los valores se expresan como la mediatEE. Volver al texto.

2.2.3. Receptor de glucocorticoides y Fkbp5: genes relacionados con la respuesta al

estrés
Como fue mencionado anteriormente, una dieta deficiente de proteinas puede impactar sobre el
normal funcionamiento del eje HPA de la madre gestante, principalmente influyendo sobre los
niveles de la hormona CRH (Wadhwa 2005). Al verse afectada una de las principales hormonas
que regulan el eje HPA, esto podria tener un impacto en la retroalimentacion negativa que media
la correcta actividad del eje, por tal motivo decidimos evaluar la expresion del ARN del gen
Nr3cl y de la chaperona Fkbp5 en el hipocampo de las madres NP y LP, asi como la expresion

proteica del gen GR.

No observamos diferencias en la expresion de ARN del gen receptor de glucocorticoides Nr3cl
(t27= 1,06, p=0,30) (Fig. 8A) ni tampoco en Fkbp5 (t1s= 1,05, p=0,31) (Fig. 8B) debido a la dieta
hipoproteica. Sin embargo, al evaluar la expresion proteica del gen GR, se observo una
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disminucion significativa en la expresion de este receptor en las madres expuestas a una dieta baja

en proteinas respecto a las hembras controles (ti7= 1,79, p=0,046, unilateral) (Fig. 8C).
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Figura 8 | Evaluacion de la expresion del gen Nr3cl y su respectiva proteina GR, y la chaperona Fkbp5 en el
hipocampo de las madres NP y LP. No se observaron diferencias significativas en la expresion génica de Nr3cl (A)
ni en Fkbp5 (B) entre los tratamientos (N=6-11 ratones por tratamiento). Sin embargo, el grupo LP muestra una
reduccion significativa de la proteina GR (C) (N=9 ratones por tratamiento). Analisis de T-Student bilateral (Ay B) y
unilateral (C) fue realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan como la mediatEE. La
significancia se indica como * p < 0,05. VVolver al texto.

Al observar todos los resultados, podemos concluir que la dieta hipoproteica durante la gestacion
y la lactancia no afecta la expresion de ARN de los genes evaluados relacionados con la
maquinaria de metilacion/demetilacién, ni las variantes de Bdnf evaluadas o su receptor TrkB,
como asi tampoco la expresion de ARN del receptor de glucocorticoides ni Fkbp5 en el
hipocampo de las madres. Sin embargo, la dieta baja en proteinas tiene un efecto sobre la
expresion de GR lo que nos permite inferir que podria haber un mecanismo postranscripcional

involucrado que promueva la disminucion de la proteina sin afectar los niveles del ARN y que
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ademas esta disminucion en GR podria afectar el correcto funcionamiento del eje HPA llevando a

alteraciones comportamentales.

3. Consecuencias morfologicas y moleculares de la malnutricion proteica

perinatal

3.1. Evaluacidn del peso de las crias como validacion del modelo

Como fue mencionado, nuestro grupo demostré que la malnutricion proteica durante el periodo
perinatal provoca un retraso en el crecimiento fisico evidenciado, entre otros parametros, por un
menor peso en las crias durante la lactancia (Belluscio et al. 2014; Berardino et al. 2017). Con el
fin de validar el modelo, el peso de las crias fue evaluado en el tiempo mediante un ANOVA de
un factor con medidas repetidas. Se encontraron diferencias debido al tratamiento dieta tanto en
hembras como en machos (hembras: Fi49= 41,68, p< 0,0001, machos: F149= 23,99, p< 0,0001),
como asi también efecto del tiempo (hembras: Fg40= 901,73, p<0,0001, machos: Fg49= 909,73, p<
0,0001). Sin embargo, dado que la interaccion entre los factores dieta y tiempo fue significativa
(hembras: Fgs9= 26,83, p< 0,0001, machos: Fe49= 31,97, p< 0,0001) no pueden sacarse
conclusiones a partir de los efectos principales. Por tal motivo, se realizd un contraste a posteriori
de Tukey (0=0,05) el cual revelé que las crias de ambos sexos exhibieron un retraso en el
crecimiento fisico evidenciado por una menor ganancia de peso desde P6 hasta el destete (Fig. 9A
y B) validando de esta manera el modelo.
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Figura 9 | Evaluacion del peso de las crias durante el periodo de lactancia. Tanto en las crias hembras (A) como
en machos (B) se observé un menor peso desde el dia posnatal 6 hasta el destete debido a la malnutricién proteica
perinatal (N=13-18 ratones por sexo y por tratamiento). ANOVA de una via con medidas repetidas y contraste a
posteriori de Tukey (0=0,05) fue utilizado para este analisis. Los valores se expresan como la mediatEE. La
significancia se indica como * p < 0,05. VVolver al texto.

3.2. Consecuencias de la malnutricién proteica perinatal sobre la morfologia

del cerebro en las crias

3.2.1. Estructura relacionada con la cognicién: Hipocampo dorsal

Como fue mencionado previamente, adversidades tempranas como el abuso y la negligencia
pueden tener un efecto en el volumen de estructuras especificas del cerebro siendo el hipocampo
una de ellas (Bremner et al. 1997), mientras que otro tipo de adversidades como la malnutricién
severa también afecta el desarrollo y tamafio del cerebro (Tiwari et al. 2017). Ademas, se
demostré que existe una diferencia funcional a lo largo del eje dorsal-ventral del hipocampo
observandose que el hipocampo dorsal cumple un papel en la navegacion espacial, el aprendizaje
y la memoria (Moser et al. 1993; Bannerman et al. 2002). Dado que en nuestro modelo hemos
observado una alteracién en la memoria debido a la malnutricidn proteica perinatal (Ferroni et al.
2020) decidimos evaluar las dimensiones de numerosas estructuras en cortes coronales del cerebro

de ratones machos y hembras P21 a nivel del hipocampo dorsal como se muestra en la figura 10.

Al evaluar las dimensiones de las estructuras en las hembras P21, no observamos cambios en
ninguna de ellas en respuesta a la malnutricion perinatal (longitud total: to= -1,36, p=0,21 (Fig.
11A); Area del hipocampo dorsal: ti,= -0,38, p=0,71 (Fig. 11B); ancho del hemisferio: t7= 0,31,
p=0,77 (Fig. 11C); espesor de la corteza somatosensorial: ts= -0,55, p=0,61 (Fig. 11D); espesor de
la corteza disgranular retroesplenial: tio= 0,24, p=0,82 (Fig. 11E) y area del hipotdlamo: ts= 1,01,

p=0,36 (Fig. L1F)).

48



Longitud Total

Area hipocampo

Ancho hemisferio
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Figura 10 | Fotografia representativa de un corte coronal de cerebro de raton P21 a la altura del hipocampo
dorsal. Medido entre -1,58 y -1,46 mm del Bregma y en el cual se especifican las estructuras cuantificadas a fin de
evidenciar diferencias debido a la malnutricién proteica perinatal. Volver al texto.

Cuando analizamos las mismas estructuras en los machos P21, no observamos diferencias debido
a la malnutricién en la longitud total (t;= 0,60, p=0,57) (Fig. 12A), ni en el area del hipocampo
dorsal (to= 1,11, p=0,30) (Fig. 12B), ni en el espesor de la corteza somatosensorial (Ws= 21,0,
p=0,87) (Fig. 12D), como asi tampoco en el espesor de la corteza disgranular retroesplenial (to= -
0,14, p=0,89) (Fig. 12E) o el area del hipotalamo (ts= 1,33, p=0,22) (Fig. 12F), pero si se observo
una disminucion en el ancho del hemisferio debido a la dieta baja en proteinas (Ws= 29,0, p=0,03)
(Fig. 12C).
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Figura 11 | Estructuras cuantificadas en cortes coronales de cerebro de ratones hembra NP y LP de 21 dias de
edad a la altura del hipocampo dorsal. Las dimensiones evaluadas corresponden a la longitud total del cerebro (A),
el &rea del hipocampo dorsal (B), el ancho del hemisferio (C), el espesor de la corteza somatosensorial (D), el espesor
de la corteza disgranular retroesplenial (E) y al area del hipotalamo (F) (N=3-7 ratones por tratamiento). Analisis de
T-Student bilateral fue realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan como la media+EE. Volver
al texto.
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Figura 12 | Estructuras cuantificadas en cortes coronales de cerebro de ratones macho NP y LP de 21 dias de
edad a la altura del hipocampo dorsal. Las dimensiones evaluadas corresponden a la longitud total del cerebro (A),
el &rea del hipocampo dorsal (B), el ancho del hemisferio (C), el espesor de la corteza somatosensorial (D), el espesor
de la corteza disgranular retroesplenial (E) y al &rea del hipotdlamo (F) (N=3-5 ratones por tratamiento). Andlisis de
T-Student bilateral o de Wilcoxon segln corresponda fue realizado para comparar los tratamientos entre ellos. Los
valores se expresan como la media+EE. La significancia se indica como * p < 0,05. Volver al texto.

Con el fin de seguir estudiando posibles diferencias en las estructuras del hipocampo dorsal,
evaluamos el espesor de las capas piramidales CA1 y CA3 como indica la figura 13. Los
resultados presentados corresponden a las crias hembras y no revelaron diferencias significativas
en el espesor de las capas CAl (tie= -0,60, p=0,56) ni CA3 (W= 75,0, p=0,81) evaluadas en el
hipocampo dorsal de crias P21 hembras (Fig. 14). Dado que ocurrié un artefacto de técnica con
los cortes de los tejidos procedentes de ratones machos P21, estas medidas no pudieron realizarse

en este sexo.
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Figura 13 | Fotografia representativa de un corte coronal de hipocampo dorsal de ratén P21. Medido entre 1,46
a -2,06 mm del Bregma y en el cual se especifican las tres mediciones realizadas a distintas alturas de las capas de
células piramidales correspondientes a CA1 y CA3 que luego fueron promediadas para obtener un Gnico valor. VVolver
al texto.
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Figura 14 | Evaluacién del espesor de las capas piramidales CA1 y CA3 del hipocampo dorsal. Evaluado en
crias hembra pertenecientes a los grupos NP y LP de 21 dias de edad (N=8-9 ratones por tratamiento). Analisis de T-
Student bilateral o de Wilcoxon segln corresponda fue realizado para comparar los tratamientos entre ellos. Los
valores se expresan como la media+EE. Volver al texto.

3.2.2. Estructura relacionada con los comportamientos de tipo ansioso y depresivo:

Hipocampo ventral

Mientras que el hipocampo dorsal se encuentra mas asociado a funciones relacionadas con el
aprendizaje y la memoria, la region del hipocampo ventral se encuentra més bien involucrada en
comportamientos de caracter emotivo como la ansiedad (McHugh et al. 2004) y la depresién
(Bagot et al. 2015). Resultados de nuestro laboratorio han demostrado que la malnutricion
proteica en la etapa temprana aumenta el riesgo de padecer comportamientos de tipo ansioso y
depresivo (Belluscio et al. 2014), con lo que decidimos evaluar si las dimensiones de las

estructuras a nivel del hipocampo ventral en cortes coronales del cerebro de ratones machos y
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hembras P21 podrian verse modificadas debido a la malnutricién. Las estructuras evaluadas

fueron similares a las estudiadas en el hipocampo dorsal, tal como se muestra en la figura 15.

La cuantificacion de las estructuras a nivel del hipocampo ventral en las hembras P21 solo
revelaron diferencias en la longitud total del cerebro, teniendo el grupo LP una mayor longitud
respecto al NP (te= -2,63, p=0,04) (Fig. 16A). Mientras que no se observaron diferencias en el
area del hipocampo ventral (ts=-0,66, p=0,53) (Fig. 16B), ni en el ancho del hemisferio (ts=-0,93,
p=0,38) (Fig. 16C), o en el espesor de la corteza auditiva secundaria (ts= -0,52, p=0,62) (Fig.

16D), como asi tampoco en el espesor de la corteza disgranular retroesplenial (ts= 0,95, p=0,37)
(Fig. 16E).

Las mismas estructuras analizadas en los machos P21, no mostraron diferencias debido a la
malnutricién perinatal en ninguna de las dimensiones evaluadas (longitud total: W-= 13,0, p=0,20
(Fig. 17A); &rea del hipocampo ventral: ts= 1,20, p=0,27 (Fig. 17B); ancho del hemisferio: ts= -
0,22, p=0,83 (Fig. 17C); espesor de la corteza auditiva secundaria: ts= 0,02, p=0,98 (Fig. 17D);
espesor de la corteza disgranular retroesplenial: ts= -0,58, p=0,59 (Fig. 17E)).

— Longitud total

— Area hipocampo

— Ancho hemisferio

— Ancho corteza auditiva secundaria

Figura 15 | Fotografia representativa de un corte coronal de cerebro de ratén P21 a la altura del hipocampo
ventral. Medido entre -2,8 y -2,92 mm del Bregma y en el cual se especifican las estructuras cuantificadas con el
objetivo de estudiar posibles diferencias debido a la malnutricién proteica perinatal. Volver al texto.
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Figura 16 | Estructuras cuantificadas en cortes coronales de cerebro de ratones hembra NP y LP de 21 dias de
edad a la altura del hipocampo ventral. Las dimensiones evaluadas corresponden a la longitud total del cerebro
(A), el &rea del hipocampo dorsal (B), el ancho del hemisferio (C), el espesor de la corteza auditiva secundaria (D) y
el espesor de la corteza disgranular retroesplenial (E) (N=3-6 ratones por tratamiento). Andlisis de T-Student bilateral
fue realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan como la mediazEE. La significancia se indica
como * p<0,05. Volver al texto.
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Figura 17 | Estructuras cuantificadas en cortes coronales de cerebro de ratones macho NP y LP de 21 dias de
edad a la altura del hipocampo ventral. Las dimensiones evaluadas corresponden a la longitud total del cerebro
(A), el area del hipocampo dorsal (B), el ancho del hemisferio (C), el espesor de la corteza auditiva secundaria (D) y
el espesor de la corteza disgranular retroesplenial (E) (N=3-5 ratones por tratamiento). Anélisis de T-Student bilateral
fue realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan como la mediat+EE. VVolver al texto.

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que la malnutricion proteica perinatal no
produce alteraciones considerables en la anatomia de las estructuras del cerebro evaluadas tanto a
nivel del hipocampo dorsal como del hipocampo ventral. Sin embargo, hay algunos parametros
como el ancho del hemisferio cerebral a nivel del hipocampo dorsal y la longitud del cerebro a la
altura del hipocampo ventral que no responden de la misma forma en machos y hembras lo que
sugiere que la malnutricion podria esta impactando de forma diferencial segun el sexo de los

individuos.
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3.3. Estudio de los efectos de la malnutricion proteica sobre la expresion

génica en las crias

3.3.1. Maquinaria epigenética: genes asociados a los mecanismos de metilacion y

demetilacién

Como fue mencionado anteriormente, los factores ambientales que impactan sobre la madre
gestante como el estrés y la nutricion pueden tener un efecto en el neurodesarrollo de la
descendencia (Rondo6 et al. 2003). Estas situaciones de adversidad se traducen en cambios en la
expresion de ciertos genes lo cual ocurre a traves de mecanismos epigenéticos, como por ejemplo
la metilacion del ADN. Por tal motivo, decidimos estudiar si la malnutricion proteica perinatal
tiene un impacto en la expresion de genes involucrados en la metilacion (Dnmtl, Dnmt3a, y
Dnmt3b) y la demetilacion (Gadd45b y Tet2) del ADN y de genes que expresan proteinas de
unién a citocinas metiladas (Mecp2) en el hipocampo de crias machos y hembras.

Al estudiar la expresion de los genes en las crias hembras, observamos que el grupo LP mostré
una mayor expresion en los genes Dnmt3b (tis= 2.48, p=0.024) (Fig. 18C) y Gadd45b (ti1e= 3.02,
p=0.0074) (Fig. 18E). Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la expresion de
los genes Dnmtl (t16= 1.59, p=0.13) (Fig. 18A), Dnmt3a (tis= 0.05, p=0.96) (Fig. 18B), Mecp2
(t1o=-0.79, p=0.44) (Fig. 18D), ni Tet2 (t16= -0.61, p=0.55) (Fig. 18F).
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Figura 18 | Evaluacion de la expresion de genes relacionados con la maquinaria epigenética en el hipocampo
de crias hembra P21 NP y LP. No se observaron diferencias significativas entre los grupos en la expresion de los
genes Dnmtl (A), Dnmt3a (B), Mecp2 (D) ni Tet2 (F). Sin embargo, se observd una mayor expresion en los genes
Dnmt3b (C) y Gadd45b (E) en el grupo LP (N=8-11 ratones por tratamiento). Andlisis de T-Student bilateral fue
realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan como la media£EE. La significancia se indica como
*p<0,05y **p<0,01.Volver al texto.

Luego, cuando evaluamos dichos genes en las crias macho, observamos una mayor expresion de
Dnmtl (tis= 2,14, p=0,046) en el grupo LP respecto al grupo control (Fig. 19A). Sin embargo, no
encontramos diferencias significativas en la expresion de los genes Dnmt3a (w17= 64,0, p=0,86)
(Fig. 19B), Dnmt3b (t1e= -0,71, p=0,49) (Fig. 19C), Mecp2 (w1e= 94,0, p=0,97) (Fig. 19D), como
asi tampoco en los genes asociados a la maquinaria de demetilacion: Gadd45b (tis= -0,42, p=0,68)
(Fig. 19E) y Tet2 (t15= 0,51, p=0,61) (Fig. 19E) entre los tratamientos.
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Figura 19 | Evaluacién de la expresion de genes relacionados con la maquinaria epigenética en el hipocampo
de crias macho P21 NP y LP. Una mayor expresion en el gen Dnmtl fue evidenciado en el grupo LP (A). No se
observaron diferencias significativas entre los grupos en la expresion de los genes Dnmt3a (B), Dnmt3b (C), Mecp2
(D), Gadd45b (E) ni Tet2 (F) (N=7-11 ratones por tratamiento). Analisis de T-Student bilateral fue realizado para
comparar los tratamientos. Los valores se expresan como la media£EE. La significancia se indica como * p < 0,05.
Volver al texto.

3.3.2. Bdnf y su receptor: genes involucrados en la plasticidad neuronal

El factor BDNF es una molécula clave involucrada en cambios plasticos relacionados en gran
medida con el aprendizaje y la memoria. Ademas del hecho de que cambios en la expresion de
este gen se encuentran asociados a enfermedades psiquiatricas, BDNF también se ha relacionado
con la adversidad en la vida temprana (Boulle et al. 2012; Kundakovic et al. 2015). Dado que
nuestro modelo incluye un estrés perinatal basado en la malnutricién proteica decidimos estudiar
la expresion de las variantes Bdnf I, Bdnf VI y Bdnf IV como asi también su receptor TrkB en el
hipocampo de crias hembras y machos expuestas a una malnutricion proteica perinatal.

En las crias hembras demostramos que la dieta baja en proteinas disminuye la expresion de Bdnf
VI (te= -2,08, p=0,026, unilateral) (Fig. 20C) a la edad de 21 dias, mientras que el resto de las
variantes no modificaron su expresion a causa de la malnutricion (Bdnf I: tio= 0,02, p=0,98 (Fig.
20A), Bdnf 1V: tig= 0,68, p=0,51 (Fig. 20B)), como asi tampoco lo hace el receptor TrkB (wigo=

123,0, p=0,17) (Fig. 20D).
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Figura 20 | Evaluacion de la expresion génica de distintas variantes de Bdnf y su receptor TrkB en el
hipocampo de crias hembra P21 NP y LP. No se observaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales en la expresion de las variantes Bdnf I(A) y Bdnf IV (B). Sin embargo, el grupo LP muestra una menor
expresion de Bdnf VI (C) respecto al grupo NP. No se evidenciaron diferencias en el receptor TrkB (D) (N=9-10
ratones por tratamiento). Analisis de T-Student bilateral (A, B y D) y unilateral (C) fue realizado para comparar los
tratamientos. Los valores se expresan como la media£EE. La significancia se indica como * p < 0,05. Volver al texto.

Al estudiar las variantes de Bdnf en los ratones macho de 21 dias de edad, no se observaron
diferencias en ninguna de ellas a causa de la malnutricion (Bdnf I: wi7= 66,0, p>0,99 (Fig. 21A);
Bdnf IV: ti15= -0,46, p=0,65 (Fig. 21B); Bdnf VI: t17= -1,06, p=0,30 (Fig. 21C)), aunque se observé

una tendencia a que la expresion de TrkB es menor en el grupo LP respecto al control (tie= -1,77,

p=0,097) (Fig. 21D).
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Figura 21 | Evaluaciéon de la expresion génica de distintas variantes de Bdnf y su receptor TrkB en el
hipocampo de crias macho P21 NP y LP. No se evidenciaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales en la expresion de ninguna de las variantes de Bdnf analizadas: Bdnf I(A), Bdnf IV (B), Bdnf VI (C),
aunque se observé una tendencia del grupo LP a tener una menor expresion en el receptor TrkB (D) (N=6-11 ratones
por tratamiento). Analisis de T-Student bilateral fue realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan

como la mediazEE. Volver al texto.

3.3.3. Receptor de glucocorticoides y Fkbp5: genes relacionados con la respuesta al
estrés

Como ya fue introducido las adversidades durante el periodo perinatal como el estrés de la madre
durante la prefiez, como asi también la separacion materna, producen en las crias una alteracion
del eje HPA lo que aumenta la probabilidad de padecer comportamientos de tipo ansioso y
depresivo en la edad adulta (Valle et al. 1997; Aisa et al. 2008). El rol del hipocampo en este eje
podria estar afectado debido a la malnutricion y por tal motivo, estudiamos la expresion del
ARNmM del receptor de glucocorticoides (Nr3cl) y Fkbp5 en el hipocampo de ratones hembras y
machos a la edad de 21 dias. Ademas, dado que las madres del grupo LP mostraron una menor

expresion de la proteina GR, ésta también fue evaluada en el hipocampo de las crias hembra.
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Figura 22 | Evaluacion de la expresién del gen Nr3cl y su proteina respectiva GR, y la chaperona Fkbp5 en el
hipocampo de crias hembra NP y LP. No se observaron diferencias significativas en la expresion génica de Nr3cl
(A) ni en Fkbp5 (B) entre los tratamientos (N=7-8 ratones por tratamiento). Sin embargo, el grupo LP muestra una
reduccion significativa de la proteina GR (C) (N=6-8 ratones por tratamiento). Analisis de T-Student bilateral fue
realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan como la media+EE. La significancia se indica como
*p < 0,05. Volver al texto.

Las hembras de 21 dias de edad no mostraron diferencias en la expresion de ARNm del receptor
de glucocorticoides (t14= -0,88, p=0,39) (Fig. 22A) aunque si se observd una menor expresion a
nivel proteico de este gen en el grupo LP (t13=-2,46, p=0,030) (Fig. 22C) al igual que sucedia con
las madres. A su vez, las hembras LP evidenciaron una mayor expresion del gen Fkbp5 respecto
al grupo NP (tis= 2,27, p=0,041) (Fig. 22B). Mientras que en las crias machos, no se observaron
diferencias significativas en la expresion de Nr3cl (wis= 63,0, p=0,17) (Fig. 23A) ni tampoco en
Fkbp5 (ti6= 0,96, p=0,35) (Fig. 23A).
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Figura 23 | Evaluacion de la expresion del gen Nr3cl y la chaperona Fkbp5 en el hipocampo de crias macho
NP y LP. No se observaron diferencias significativas en la expresién génica de Nr3cl (A) ni en Fkbp5 (B) entre los
tratamientos (N=7-11 ratones por tratamiento). Analisis de T-Student bilateral fue realizado para comparar los
tratamientos. Los valores se expresan como la mediatEE. Volver al texto.

3.3.4. Andlisis de correlaciones entre los genes de estudio

Finalmente, decidimos estudiar si existe una correlacion entre los genes que presentaron
diferencias significativas en su expresion a causa de la malnutricion perinatal. Dicho andlisis fue
realizado tanto en las hembras como en los machos P21 empleando los valores de la expresion
génica.

En las hembras encontramos una correlacién positiva entre los genes Dnmt3b y Gadd45b tanto en
el grupo LP (R?= 0,51, p= 0,019) como NP (R?= 0,52, p= 0,043) (Fig. 24A), mientras que en los
machos la correlacion encontrada fue entre Dnmtl y TrkB. En este caso fue una correlacion
negativa con una tendencia para el grupo NP (R?= 0,36, p= 0,064) y una correlacion significativa

para el tratamiento LP (R?= 0,73, p= 0,028) (Fig. 24B).
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Figura 24 | Evaluacién de la correlacion entre los genes que mostraron diferencias significativas debido a la
malnutricién proteica. Una correlacion positiva fue encontrada entre los genes Dnmt3b y Gadd45b en las hembras
de ambos grupos (A), mientras que en los machos la correlacién en estudio fue entre Dnmtl y TrkB en la cual se
observé una tendencia en el grupo NP y una correlacién significativa negativa en el grupo LP (B) (N=6-10 ratones
por sexo y por tratamiento). Analisis de correlacion lineal fue realizado para estudiar la relacion de los genes. Volver
al texto.

Al analizar los resultados en su conjunto, podemos concluir que la malnutricion proteica perinatal
tiene un impacto en la expresion de genes especificos relacionados con los mecanismos
epigenéticos, la plasticidad neuronal y el eje HPA, encontrdndose las mayores diferencias en las
crias hembras. Aquellos genes que se vieron afectados en las hembras no se vieron afectados en
los machos y viceversa, o que nos permite deducir que existen diferencias sexo-especificas en
cuanto al modo en que la malnutricion perinatal puede afectar a la descendencia segun el sexo de
los individuos.

Ademas, en las crias hembra la dieta hipoproteica mostrd tener un efecto sobre la expresion
proteica del receptor de glucocorticoides, pero no asi sobre su ARNm, lo que nos permite inferir
que al igual que lo que sucede con las madres, podria haber asociado un mecanismo

postranscripcional que genere la disminucién de la proteina sin modificar los niveles del ARN.
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4. Estudio del efecto del ambiente enriquecido como modelo de reversion

para el comportamiento de tipo ansioso derivado de la malnutricion

4.1. Evaluacion del peso de las crias expuestas a diferentes ambientes como
validacion del modelo

Previamente, fue demostrado que tanto la dieta como el ambiente de crecimiento influyen sobre la
ganancia de peso de los individuos. Fue evidenciado que la malnutricién conlleva a una menor
ganancia de peso durante todo el periodo de exposicién a los ambientes y que el ambiente
enriquecido promueve una disminucién en la tasa de aumento del peso corporal
independientemente de la dieta (Alberca et al. 2020). Con el fin de validar el modelo, el peso de
las crias hembras fue evaluado en el tiempo de exposicidn a los ambientes mediante un ANOVA
de dos factores con medidas repetidas. Dado que se encontraron diferencias significativas en la
interaccion tiempo*dieta (Fo,67= 3,36, p= 0.0007) y en tiempo*ambiente (Fo,67= 3,81, p= 0.0002),
no se obtuvieron conclusiones a partir de los efectos principales dieta y ambiente, y por el
contrario se realizé un contraste a posteriori de Tukey (0=0,05) en la cual se compararon dia por
dia los pesos de los animales de cada grupo entre ellos. Al igual que lo observado previamente, la
malnutricion se asocia a una menor ganancia de peso corporal evidenciado por un menor peso en
los grupos LP-EN y LP-EE al compararlos con NP-EN y NP-EE, respectivamente. Mientras que
el efecto del ambiente enriquecido se observa hacia el final de la etapa de exposicion a los
ambientes evidenciado por un menor peso de los grupos NP-EE y LP-EE al contrastarlos
respectivamente con NP-EN y LP-EN (Fig. 25), validando de esta forma el modelo de

malnutriciéon y ambientes.
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Figura 25 | Evaluacién del peso de las crias hembras durante la exposicion a los ambientes. Durante
practicamente todo el tiempo de exposicién a los ambientes se observé un efecto de la dieta donde el grupo LP
muestra un menor peso que el grupo NP, independientemente del entorno de crecimiento. Sin embargo, al terminar el
periodo, se observa que el ambiente enriquecido tiende a disminuir el peso de los individuos. ANOVA de dos vias
con medidas repetidas y contraste a posteriori de Tukey (0= 0,05) fue utilizado para este analisis. Las letras indican
diferencias significativas (p< 0,05) segln las siguientes comparaciones entre grupos: a: NP-EN vs. LP-EN, b: NP-EN
vs. NP-EE, c: NP-EE vs. LP-EE, d: LP-EN vs. LP-EE. Los valores se expresan como la media£EE. VVolver al texto.

4.2. Consecuencias de la malnutricion proteica perinatal y el ambiente

enriquecido sobre la morfologia del cerebro en ratones hembra

4.2.1. Estructura relacionada con la cognicién: Hipocampo dorsal

Como se ha mencionado anteriormente, la malnutricion no es el Unico factor ambiental que puede
impactar en el desarrollo y morfologia del cerebro. El entorno de crecimiento también puede tener
un efecto sobre las estructuras cerebrales e inclusive hacerlo diferencialmente a lo largo del eje
dorsal-ventral del hipocampo (Gualtieri et al. 2017). Dado que se ha demostrado que el ambiente
enriquecido mejora y previene el deterioro del aprendizaje y la memoria derivado de situaciones
de estrés (Wright & Conrad 2007), decidimos estudiar el impacto que la malnutricion y el
ambiente enriquecido pueden tener sobre distintas estructuras del cerebro a nivel del hipocampo

dorsal de ratones hembra.

Al analizar las regiones del cerebro sefialadas previamente a nivel del hipocampo dorsal (Fig. 10),
el ANOVA de dos factores revelo diferencias en el factor principal ambiente en el area del
hipocampo, donde sorprendentemente se observo un menor area del hipocampo dorsal debido al

ambiente enriquecido (ambientes: F1 2= 8,51, p=0,008) y no se observaron diferencias debido a la
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malnutricion (dieta: Fi2= 0,18, p= 0,67) ni en la interaccion entre ambos factores
(dieta*ambientes: F1,2.= 0,08, p=0,77) (Fig. 26B). Por otro lado, se observd una tendencia de que
la malnutricion disminuye el grosor de corteza somatosensorial (dieta: Fi18= 3,43, p= 0,08;
ambientes: F1,18= 0,07, p= 0,79; dieta*ambientes: F1,18= 3,14, p= 0,09) (Fig. 26D). Sin embargo,
no se observaron diferencias debido a la dieta o el ambiente en las variables longitud total (dieta:
F1.20= 0,01, p= 0,93; ambientes: F120= 0,58, p= 0,46; dieta*ambientes: F120= 1,15, p= 0,29) (Fig.
26A), ancho del hemisferio cerebral (dieta: F110= 0,03, p= 0,85; ambientes: F110= 2,50, p= 0,13;
dieta*ambientes: F1,19= 0,72, p=0,41) (Fig. 26C), ni en la corteza disgranular retroesplenial (dieta:
F110= 1,06, p= 0,32; ambientes: F110= 1,26, p=0,28; dieta*ambientes: Fy19= 0,20, p= 0,66) (Fig.
26E).
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Figura 26 | Estructuras cuantificadas en cortes coronales de cerebro a la altura del hipocampo dorsal bajo los
tratamientos dieta y ambiente en ratones hembra de 56 dias de edad. Las dimensiones evaluadas corresponden a
la longitud total del cerebro (A), el area del hipocampo dorsal (B), el ancho del hemisferio (C), el espesor de la
corteza somatosensorial (D), y el espesor de la corteza disgranular retroesplenial (E) (N=3-8 ratones por tratamiento).
Andlisis de ANOVA de dos factores fue realizado para estudiar el efecto de la dieta, el ambiente y su interaccién. Los
valores se expresan como la mediaxEE. La significancia del efecto principal ambiente se expresa como 1 p< 0,05.
Volver al texto.

4.2.2. Estructura relacionada con los comportamientos de tipo ansioso: Hipocampo
ventral y amigdala

Nuestro laboratorio ha demostrado que la malnutricion proteica perinatal aumenta el
comportamiento de tipo ansioso en ratones adultos de ambos sexos, mientras que el ambiente
enriquecido es capaz de revertir este comportamiento alterado (Berardino et al. 2019; Alberca et
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al. 2020). Evidencia creciente demuestra que el hipocampo ventral es una de las estructuras mas
importantes que participan en el circuito del comportamiento de tipo ansioso (Tu et al. 2014;
Parfitt et al. 2017). Por tal motivo, se analizaron las regiones del cerebro a nivel del hipocampo

ventral (Fig. 15) en ratones hembra, bajo nuestro modelo de malnutricion y ambiente enriquecido.

El ANOVA de dos factores reveld diferencias en el factor principal dieta tanto en el area del
hipocampo (dieta: F1,13= 9,92, p= 0,01) (Fig. 27B) como en el ancho del hemisferio (dieta: F114=
6,17, p= 0,03) (Fig. 27C), observandose una disminucién en ambas estructuras debido a la
malnutricién. Ademas, se observa una tendencia a que el ambiente enriquecido aumenta el ancho
del hemisferio (ambientes: Fi14= 3,31, p= 0,09) y no hay efecto de la interaccion
(dieta*ambientes: Fi114= 0,94, p= 0,35). No se observo efecto del ambiente en el area del
hipocampo (ambientes: F113= 2,05, p=0,18) ni tampoco hay interaccion entre ambos factores
(dieta*ambientes: Fi113= 0,56, p= 0,47). Respecto a las demds regiones evaluadas, no se
evidenciaron diferencias por la dieta y el ambiente, siendo estas estructuras la longitud total
(Kruskal-Wallis para factores dieta y ambiente: Hz= 4,98, p=0,17) (Fig. 27A), ancho de la corteza
auditiva secundaria (Kruskal-Wallis para factores dieta y ambiente: Hs= 1,76, p= 0,62) (Fig. 27D)
y el grosor de la corteza disgranular retroesplenial (dieta: F112= 0,61, p= 0,45; ambientes: F1 12=
1,91, p=0,20; dieta*ambientes: F1 12= 1,44, p= 0,26) (Fig. 27E).
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Figura 27 | Estructuras cuantificadas en cortes coronales de cerebro a la altura del hipocampo ventral bajo los
tratamientos dieta y ambiente en ratones hembra de 56 dias de edad. Las dimensiones evaluadas corresponden a
la longitud total del cerebro (A), el area del hipocampo dorsal (B), el ancho del hemisferio (C), el espesor de la
corteza auditiva secundaria (D), y el espesor de la corteza disgranular retroesplenial (E) (N=3-4 ratones por
tratamiento). Analisis de ANOVA de dos factores fue realizado para estudiar el efecto de la dieta, el ambiente y su
interaccion. Los valores se expresan como la mediatEE. La significancia del efecto principal dieta se expresa como #
p< 0,05. Volver al texto.

Sin embargo, el hipocampo ventral no es la Unica estructura que participa en el comportamiento
de tipo ansioso. Se ha demostrado que la amigdala basolateral ademas de participar en la respuesta
de miedo (Sah et al. 2020), inerva la capa piramidal CAL del hipocampo ventral modulando
también el comportamiento ansioso (Pi et al. 2020). Con lo cual, decidimos evaluar el area de la
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amigdala basolateral (BLA, por sus siglas en inglés: Basolateral amygdala) como se muestra en la
figura 28, a fin de evidenciar diferencias morfoldgicas en esta estructura debido a la malnutricion

o el ambiente de crecimiento.

Figura 28 | Fotografia representativa de un corte coronal de cerebro de ratén P56 a la altura del hipocampo
dorsal. Medido entre -1,58 y -1,46 mm del Bregma (zoom: 4X) y en el cual se evalud el area de la amigdala
basolateral a fin de evaluar posibles diferencias en esta estructura debido a la malnutricion proteica perinatal y el
ambiente enriquecido. Volver al texto.

Al analizar el area de la BLA, se observo que tampoco parece verse afectada por la dieta o por el
ambiente de crecimiento (dieta: Fi2= 0,07, p= 0,79; ambientes: Fi2= 0,01, p= 0,93;
dieta*ambientes: F120= 0,59, p= 0,45) (Fig. 29).

250000

200000 -

-

S

(=]

(=]

(=]
1

100000

Area amigdala
(Unidades arbitrarias)

,

50000

&

y @
&

Figura 29 | Area de la amigdala basolateral cuantificada en cortes coronales de cerebro. Fue medido a la altura
del hipocampo dorsal bajo los tratamientos dieta y ambiente en ratones hembra de 56 dias de edad (N=3-7 ratones por
tratamiento). Andlisis de ANOVA de dos factores fue realizado para estudiar el efecto de la dieta, el ambiente y su
interaccion. Los valores se expresan como la media+EE. Volver al texto.
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4.2.3. Estructuras de conexién entre regiones: cuerpo calloso y comisura anterior

La corteza prefrontal es otra region que junto con el hipocampo desempefia un papel central en el
comportamiento de tipo ansioso (Parfitt et al. 2017). Ambas regiones cerebrales se encuentran
interconectadas por axones altamente mielinizados que proporcionan aislamiento eléctrico y
soporte trofico pudiendo afectar profundamente la comunicacion del circuito neural (Nickel & Gu
2018). La experiencia, como la dieta y el ambiente de crecimiento, pueden inducir cambios
duraderos en estas regiones del cerebro mielinizadas (Berardino et al. 2019). Por tal motivo se
estudiaron las dimensiones de dos estructuras altamente mielinizadas: el cuerpo calloso (a la altura
del cingulum -CG- y en la region media -CC-) (Fig. 30A) y la comisura anterior (ACA, por sus
siglas en inglés: Anterior Commissure) (Fig. 30B), en ratones hembras a la edad de 56 dias, en los

4 grupos experimentales del modelo.

(A)

(B)

Figura 30 | Fotografia representativa de un corte coronal de cerebro de ratén P56 a la altura del estriado.
Medido entre 0,5 y 0,38 mm del Bregma (zoom:4X) y en el cual se especifican las estructuras cuantificadas a fin de
evidenciar diferencias debido a la malnutricidn proteica perinatal y el ambiente enriquecido. (A) Se muestran las tres
mediciones realizadas en el cuerpo calloso: a la altura del cingulum (CG) (las cuales fueron promediadas para obtener
un Gnico valor) y la medicion realizada en la region media (CC). (B) Area encerrada por la comisura anterior (ACA).
Volver al texto.

Al estudiar estas estructuras, solo se observd una tendencia a un mayor espesor en el cuerpo

calloso en la region media debido a la malnutricién (dieta: F1,1s= 3,29, p= 0,09), aunque no se
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observaron efectos del ambiente (ambientes: Fi1s= 0,25, p= 0,62), ni en la interaccion de los
factores (dieta*ambientes: Fi18= 0,75, p= 0,40) (Fig. 31B). Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas por la dieta y el ambiente en el espesor del cuerpo calloso evaluado a la
altura del cingulum (Kruskal-Wallis para factores dieta y ambiente: Hs= 4,20, p=0,24) (Fig. 31A),

ni tampoco en el area de la ACA (Kruskal-Wallis para factores dieta y ambiente: Hz= 4,11, p=
0,25) (Fig. 31C).
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Figura 31 | Estructuras cuantificadas en cortes coronales de cerebro a la altura del estriado bajo los
tratamientos dieta y ambiente en ratones hembra de 56 dias de edad. Las dimensiones evaluadas corresponden al
espesor del CG (A), el espesor del CC (B), y el area de la ACA (C) (N=3-7 ratones por tratamiento). Analisis de
ANOVA de dos factores fue realizado para estudiar el efecto de la dieta, el ambiente y su interaccion. Los valores se
expresan como la mediazEE. Volver al texto.

Los resultados obtenidos muestran que la malnutricion impacta en el tamafio de algunas regiones
especificas del cerebro como lo son el area del hipocampo ventral y el ancho del hemisferio
cerebral, mientras que el ambiente enriquecido parece disminuir la dimension del hipocampo al
evaluarse a la altura dorsal. Teniendo en cuenta estudios previos donde se ha observado que el EE
tiende a producir un aumento en el volumen del hipocampo y las areas corticales, los resultados
obtenidos difieren de los esperados dado que hubiéramos esperado observar una mayor area del
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hipocampo en los grupos expuestos a un ambiente enriquecido, en vez de un decremento. Por otra
parte, la malnutricién y el ambiente de crecimiento no alteran la dimension de otras regiones
como la amigdala basolateral o estructuras mielinizadas como el cuerpo calloso y la comisura

anterior, en ratones hembras adultas.

4.3. Analisis de cambios en la distribucidn de la marca epigenética 5hmC en

respuesta a la malnutricion y el ambiente

4.3.1. DhMRs y su distribucion en el genoma

La segmentacion del hipocampo del raton a lo largo del eje dorsal-ventral que fue mencionada
previamente, no solo se observa en una diferencia en los tipos de comportamientos que son
procesados en cada region, sino ademas en las bases neuroquimicas evidenciada por un
enriquecimiento diferencial de neuro-receptores entre el hipocampo dorsal y ventral (Lothmann et
al. 2021). Estas diferencias entre ambas estructuras suponen un estudio discriminado de las
regiones de acuerdo con el tipo de comportamiento que se desea evaluar. Dado que nuestro
objetivo es determinar los correlatos epigenéticos que determinan un aumento del comportamiento
de tipo ansioso debido a la malnutricion y una reversion de esta conducta por el ambiente
enriquecido, estudiamos la distribucion la marca 5hmC en el hipocampo ventral de ratones
hembra a P56.

Comenzamos realizando un estudio descriptivo del nimero de genes que contienen regiones
diferencialmente hidroximetiladas (DhMRs) entre todas las comparaciones posibles,
discriminandolas entre hiper-DhMRs (es decir, hay significativamente una mayor presencia de la
marca 5hmC en el primer grupo de la comparacion respecto al segundo) e hipo DhMRs (hay
significativamente una menor presencia de la marca 5hmC en el primer grupo de la comparacion
respecto al segundo). En la figura 32, se puede observar que la malnutricion por si misma
pareciera disminuir la proporcién de genes que contienen 5hmC, al evidenciar un mayor nimero
de hipo-DhMRs (N=338) respecto a los hiper-DhMRs (N=170) bajo la comparacién LP-EN vs
NP-EN. Por otro lado, esta proporcion pareciera invertirse en la comparacion LP-EE vs. LP-EN,
dado que se inclinaria hacia un mayor nidmero de hiper-DhMRs (N=540) respecto a los hipo-
DhMRs (N=203). Para las comparaciones LP-EE vs. NP-EE (NHiper=118 ¥ NHipo=139) y NP-EE
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VS NP-EN (NHiper=503 Yy NHipo=399), las proporciones de los hiper e hipo-DhMRs resultan muy

similares.

Debido a las mayores diferencias observadas en la proporcion de DhMRs y dado que nos
proponemos estudiar especificamente el efecto de la malnutricion y del ambiente enriquecido
como agente capaz de revertir las consecuencias de la malnutricién, de ahora en mas el estudio
estara focalizado particularmente en las comparaciones LP-EN vs. NP-EN (efecto malnutricién) y

LP-EE vs. LP-EN (efecto ambiente enriquecido bajo el modelo de malnutricién)

[ Hiper
Il Hipo

N° DhMRs

Figura 32 | Estudio descriptivo de la proporcién de genes que contienen hiper e hipo-DhMRs entre todas las
comparaciones posibles. Si bien no se observan grandes diferencias en la cantidad de genes con hiper e hipo DhMRs
para las comparaciones LP-EE vs. NP-EE y NP-EE vs. NP-EN, la comparacion LP-EN vs NP-EN parece estar
enriquecida de genes conteniendo hipo-DhMRs mientras que la comparacién LP-EE vs. LP-EN se inclina hacia un
mayor nimero de genes conteniendo hiper-DhMRs. Volver al texto.

En primer lugar, estudiamos el ndmero total de DhMRs (aquellas asignadas y no asignadas a
genes especificos) en las dos comparaciones mencionadas y como estas se distribuyen en los
cromosomas. Las regiones consideradas DhMR fueron aquellas que cumplieran con un p-valor
menor 0,05 y un log. FoldChange (FC) mayor a |0,58|, lo que significa que solo fueron
consideradas significativas las regiones que tuvieran al menos un 50% de cambio en su FC.
Encontramos un total de 835 DhMRs debido a la malnutricién, de los cuales, 274 son hiper-
DhMRs (es decir, hay significativamente una mayor presencia de la marca 5hmC en el grupo LP-
EN respecto al NP-EN) y 561 son hipo-DhMRs (hay una menor presencia de la marca 5hmC en el
grupo LP-EN respecto al NP-EN) (Fig. 33A). Al comparar los grupos LPEE con LPEN para

analizar el efecto del ambiente enriquecido, observamos un total de 1061 DhMRs, donde 712
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corresponden a hiper-DhMRs (mayor presencia de la marca 5hmC en el grupo LP-EE respecto
LP-EN) y 349 son hipo-DhMRs (menor presencia de la marca 5ShmC en el grupo LP-EE respecto
al LP-EN) (Fig. 33B). Ademas, en ambos casos observamos que la marca 5hmC se encuentra

ausente en el cromosoma X, como fue evidenciado previamente (Szulwach et al. 2011).

Posteriormente, realizamos una subdivision del genoma obteniendo las distintas regiones que
caracterizan a un gen y analizamos entonces la distribucion de las DhMRs en las siguientes
estructuras: promotor distal, promotor central, promotor proximal, 5> UTR, primer exon, otros
exones, primer intron, otros intrones, 3’ UTR, downstream (la region rio abajo mas proxima a 3’
UTR < 300 pb) y zonas intergénicas distales. Comenzamos entonces evaluando la distribucion de
la marca epigenética 5ShmC bajo el modelo de malnutricién, comparando los grupos LP-EN con
NP-EN. Al comparar el nimero de DhMRs contra todos los picos conteniendo 5hmC, se observo
una sobre-representacion significativa de DhMRs en las zonas intergénicas distales y en las
regiones intronicas, y una subrepresentacion de DhMRs en el promotor central y en la region 5°
UTR (Fig. 34A). Estudiando con més detalle la naturaleza de estos DhMRs, es decir si son hiper o
hipo-DhMRs, se observa que tanto en la zona intergénica distal como en los intrones son los hipo-
DhMRs los que abundan. En cambio, en la region 3°UTR, en los exones Yy en la region promotora
hay una sub-representacion de los hipo-DhMRs (Fig. 34B), indicando que podria haber una
tendencia de la marca 5hmC a disminuir a medida que nos alejamos del sitio de inicio de la

transcripcion.
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(A) LPEN vs. NPEN (B) LPEE vs. LPEN
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Figura 33 | Caracterizacion del perfil de 5ShmC en todo el genoma. Los gréaficos de Manhattan modificados que se
muestran representan los picos de 5hmC obtenidos del hipocampo ventral de ratones hembra que se evaluaron para
determinar los efectos de (A) la malnutricion proteinca perinatal (LP-EN vs. NP-EN) y (B) la reversion por la
exposicién a un ambiente enriquecido (LP-EE vs. LP-EN). Los cromosomas del genoma (eje X) alternan entre el
negro y el gris. La significancia (eje Y, - log10 (p-val)) fue evaluada para cada punto, que representa una region
examinada para determinar la hidroximetilacion diferencial. Las lineas azules muestran el punto de corte (p<0,05)
establecido para determinar las DhMRs. Aquellos puntos que se encuentran por encima de la linea azul superior son
hiper-DhMRs y los que se encuentran por debajo de la linea azul inferior corresponden a hipo-DhMRs, utilizando
siempre como grupo de referencia a aquel que se encuentra escrito primero en la comparacion. Volver al texto.

Estudiamos también la distribucion de las DhMRs a lo largo del gen bajo el efecto del ambiente
enriquecido en el modelo de malnutricién al comparar los grupos LP-EE con LP-EN. En este
caso, se observé un menor nimero de DhMRs en la zona intergénica distal y en el promotor distal,
siempre comparando contra el namero total de picos con 5hmC. Mientras que hay una sobre-
representacion de DhMRs en el primer intron y la region 3 UTR (Fig. 34C). Al analizar la
poblacion de hiper e hipo DhMRs en cada region en particular, observamos que en la zona
intergénica distal hay significativamente un mayor nimero de hipo-DhMRs y una menor cantidad
de hiper-DhMRs. Mientras que en la region 3’ UTR, en los exones, en el primer intréon y en el
promotor proximal, hay una sobre-representacion de los hiper-DhMRs, lo que indica que hay un
enriquecimiento de la marca 5hmC a medida que nos acercamos a la zona promotora dado por el

ambiente enriquecido (Fig. 34D).
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Figura 34 | Distribucién de la marca 5hmC segun las distintas regiones que se encuentran en un gen:
promotor, 5°UTR, exén, intrén, 3°UTR y zonas intergénicas distales. Los graficos de torta muestran que la
mayoria de las DhMRs se concentran en zonas intergénicas distales y en regiones intrénicas para la comparacion LP-
EN vs. NP-EN (A), mientras que las DhMRs para la comparacion LP-EE vs. LP-EN (C) estan subrepresentados en las
zonas intergénicas distales y sobre-representados en el primer intrén y la regiéon 3 UTR. Los graficos de barras
muestran el porcentaje (eje y) de todos las DhMRs (naranja), de los hiper-DhMR (gris) e hipo-DhMRs (amarillo) en
comparacion con todas las regiones que presentan 5hmcC (azul) en las estructuras genémicas mencionadas (eje x) bajo
las comparaciones de (B) malnutricion proteica perinatal y (D) malnutricién proteica perinatal + ambiente
enriquecido. La sobre- y sub-representacion significativa de las DhMRs fue realizada al compararlos contra todos los
picos de 5hmC mediante pruebas de permutacion y la significancia se indica como * p <0,05. Volver al texto.

4.3.2. Estudio de los procesos biologicos involucrados: Ontologia génica
Luego de observar que las DhMRs se distribuyen diferencialmente a lo largo del genoma segun la
dieta y el ambiente de crecimiento, decidimos examinar la relevancia bioldgica de los genes que
tuvieran asociados DhMRs para las comparaciones LP-EN vs NP-EN (N= 477) y LP-EE vs. LP-
EN (N=704). Para ello, se emplearon todos aquellos genes que tuvieran al menos un DhMR y se
realizo un andlisis de ontologia géenica (GO, por sus siglas en inglés: Gene Ontology). Al realizar

el andlisis de GO bajo el modelo de malnutricién, encontramos que la mayoria de los términos
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obtenidos estan relacionados con el desarrollo del sistema nervioso central (75% de los primeros
20 términos), lo que incluye términos como organizacion sinaptica, crecimiento axonal, desarrollo
dendritico, entre otros. Mas aun, los genes que aportan a estos términos son hipo-DhMRs, lo que
nos permite inferir que la malnutricién promueve una disminucion de la marca 5ShmC en genes
asociados al desarrollo del sistema nervioso. Por otro lado, el término de sintesis y secrecién de
cortisol (p <0,05) contiene en su mayoria genes que son hiper-DhMRs, por lo que la malnutricion
aumentaria la marca epigenética en genes relacionados con la respuesta al estrés (Fig. 35A).
Luego, con el objetivo de examinar la relevancia bioldgica de los genes cuyos niveles de 5hmC se
vieran afectados por la malnutricion proteica seguida de un ambiente de crecimiento enrigquecido,
se realizd el andlisis de GO en la comparacion LP-EE vs. LP-EN. En este caso, también se
encontré que gran parte de los términos se encuentran asociados al desarrollo del cerebro
(desarrollo y morfogénesis de la proyeccion de neuronas, diferenciacion neuronal, crecimiento
axonal, etc). Sin embargo, y a diferencia de la comparacién LP-EN vs. NP-EN, estos términos
estan enriquecidos de genes que contienen hiper-DhMRs (Fig. 35B). Con lo que el ambiente
enriquecido, aun bajo el modelo de malnutricion proteica perinatal, produce un aumento de la
marca 5ShmC en genes asociados al desarrollo de sistema nervioso, mostrando una posible via de

reversion en cuanto a la presencia de esta marca en los genes analizados.
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Figura 35 | Heatmaps representando los 20 resultados mas significativos del analisis ontoldgico genético. Fue
realizado bajo el modelo de malnutricion (A) y bajo el modelo de reversion por el ambiente enriquecido (B). Para
ambos casos se muestra un heatmap con los términos de ontologia genética més importantes enriquecidos de genes
asociados a hiper o hipo-DhMRs. Los términos se presentan desde el p-valor mas bajo hasta el mas alto. El gradiente
de color del heatmap indica el porcentaje de genes asociados a DhMR que contribuyen al tamafio de la lista input
relacionada con cada término, y varia de 0 genes (amarillo) a més de 80 genes (rojo). Volver al texto.
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4.3.3. Asociacion entre las DhMRs y genes relacionados con el desarrollo del SNC y

ansiedad

Previamente demostramos que la estimulacion social y sensorial es capaz de revertir el
comportamiento de tipo ansioso derivado de la malnutricion proteica perinatal. Ademas, la marca
epigenética 5hmC muestra variaciones en su distribucion segun la dieta y el entorno de
crecimiento, especificamente en genes relacionados con el desarrollo y maduracion del cerebro.
Por tal motivo, decidimos investigar de forma independiente, la superposicion de los genes
asociados a DhMRs (bajo el modelo de malnutricion y bajo el modelo de reversion por ambiente
enriquecido) con genes que se sabe estan involucrados con el comportamiento de tipo ansioso y,

por otro lado, con el desarrollo del SNC.

Encontramos una superposicion significativa entre los genes asociados con DhMRs y los genes
relacionados con ansiedad (N = 114 de 704; 2= 4,28, p= 0,038) (Fig. 36B) y el desarrollo
neuronal (N = 286 de 704; y>= 15,10, p= 0,0001) (Fig. 36D) bajo el modelo de malnutricion +
ambiente enriguecido. Sin embargo, no observamos diferencias significativas en el nimero de
genes que se superponen al comparar los genes asociados a DhMRs y la ansiedad (N = 76 de 477;
v*>=1,95, p=0,162) (Fig. 36A) ni el desarrollo del SNC (N =183 de 704; y*>= 2,27, p=0,131) (Fig.
36C) bajo el modelo de malnutricion. Esto sugiere que la reversion por el entorno enriquecido
podria involucrar genes diferentes a los afectados por la malnutricién, es decir, que los
mecanismos implicados en la reversion no necesariamente sean idénticos a las vias que dan origen

al comportamiento ansioso derivado de la malnutricion proteica perinatal.
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Figura 36 | Comparacion de genes asociados con DhMRs con genes relacionados con la ansiedad y funciones
de desarrollo del SNC. Los diagramas de Venn muestran la superposicion de genes relacionados con la ansiedad y
genes asociados con DhMR para la comparacion LP-EN vs NP-EN (A) y para la comparacion LP-EE vs LP-EN (B).
En el panel inferior se muestran los diagramas de Venn que ensefian la superposicion de genes relacionados con el
desarrollo del SNC y genes asociados con DhIMRs bajo la comparacion LP-EN vs NP-EN (C) y para la comparacion
LP-EE vs LP-EN (D). Se identificaron superposiciones significativas mediante la prueba de Chi-cuadrado y la
significancia se indica como * p < 0,05y ** p < 0,01. Volver al texto.

4.3.4. Estudio de los sitios de union de factores de transcripcion

Dado que los trastornos del neurodesarrollo pueden afectar la funcionalidad de los factores de
transcripcion (Gharani et al. 2004), investigamos si la alteracion en la distribucion de la marca
5hmC debido a la malnutricién y el ambiente de crecimiento podrian estar alterando la unién de
los factores de transcripcion al ADN. Para ello, estudiamos si entre las DhMRs obtenidos bajo la
comparacion LP-EN vs. NP-EN y LP-EE vs. LP-EN se encontraban secuencias consenso
reconocidas por factores de transcripcion. En efecto, se encontraron varias secuencias que
contienen hiper o hipo-DhMRs a las cuales se sabe se unen ciertos factores de transcripcion como
HIFl-a, LRF (Fig. 37A) y ARNT (Fig. 37B) que estan vinculados con trastornos del
neurodesarrollo (Schmidt-Kastner et al. 2006), en la respuesta al estrés (Martyn et al. 2012) y en
alteraciones en el comportamiento (Aguiniga et al. 2019), respectivamente. Estos hallazgos
sugieren que la marca 5hmC podrian estar afectando positiva 0 negativamente en la union de

ciertos factores de transcripcion en respuesta a la dieta y el ambiente de crecimiento.
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Figura 37 | Secuencias consenso a las cuales se unen los factores de transcripcion indicados. Los graficos de
logo de secuencias (logo plot) representan el motivo de secuencias que presentan hiper o hipo-DhMRs (p< 0,01)
encontrado para cada anélisis y los factores de transcripcion que se sabe que se unen a estas secuencias se muestran en
el panel derecho de cada recuadro. Volver al texto.

Los datos obtenidos al estudiar la marca epigenética 5hmC en el hipocampo ventral de ratones
hembra sugieren que tanto la malnutricion proteica perinatal como el ambiente de crecimiento dan
como resultado cambios estables no aleatorios en los niveles de 5hmC que pueden perdurar al
menos hasta la adultez temprana. Asimismo, estos hallazgos sugieren que la dieta LP conduce a
una modulacion a largo plazo de 5hmC en genes relacionados con el desarrollo neuronal y la
respuesta al estrés, mientras que la exposicion a un ambiente enriquecido rescata los cambios en
los niveles de la marca inducidos por la malnutricién. De este modo se estableceria un potencial
mecanismo epigenético involucrado en el desarrollo del comportamiento de tipo ansioso y la

reversion de dicha conducta dado por un ambiente de crecimiento estimulante.

4.4. Impacto de la malnutricion proteica perinatal y el ambiente enriquecido

sobre la expresion génica global

4.4.1. Estudio general de los genes diferencialmente expresados

Con el objetivo de continuar con la caracterizacion del modelo de malnutricion y estudiar el efecto
del ambiente enriquecido sobre los niveles de la transcripcién genomica, realizamos la

secuenciacion masiva del transcriptoma mediante un RNAseq, empleando el ARN del hipocampo
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de ratones hembra a P56 (fueron utilizados los mismos animales que se emplearon para el estudio
de las DhMRs). Dado que nuestro objetivo principal fue evidenciar las diferencias en la expresion
debido a la malnutricion proteica, y estudiar los efectos moleculares del ambiente enriquecido,
nuevamente las comparaciones realizadas para este estudio fueron LPEN vs. NPEN y LPEE vs.
LPEN.

Estudiamos entonces lo genes diferencialmente expresados utilizando el método estadistico FDR
(False Discovery Rate) el cual es comunmente utilizado en pruebas de hipotesis multiples para
corregir las multiples comparaciones. Empleando el criterio del limite de corte en FDR<0.3,
encontramos un total de 67 genes diferencialmente expresados (DE) para la comparacion LP-EN
vs. NP-EN, de los cuales 32 genes se encuentran downregulados (es decir, la expresion es
significativamente menor para el grupo LP-EN respecto a NP-EN) y 35 estan upregulados (la
expresion es significativamente mayor para el grupo LP-EN respecto a NP-EN) (Fig. 38A). Al
estudiar de qué modo el ambiente enriquecido impacta en la expresion genémica bajo el modelo
de malnutricién, encontramos un total de 363 genes DE, de los cuales 173 se encuentran

significativamente menos expresados en el grupo LP-EE (downregulados) y 190 de ellos estan

upregulados (Fig. 38B).

Es evidente que el ambiente de crecimiento tiene un mayor impacto en la expresion génica
respecto a la dieta recibida. Sin embargo, la malnutricién proteica a la que fueron expuestos los
individuos ocurri6 durante la perinatalidad, es decir, que desde que los animales dejaron de recibir
la dieta hipoproteica hasta que las muestras fueron obtenidas pasaron 5 semanas. Mientras que la
exposicion a los ambientes finalizé el mismo dia que las muestras fueron tomadas, con lo cual es
esperable que la exposicion al ambiente enriquecido refleje un mayor nimero de genes DE dada la
inmediatez con la que las muestras se obtuvieron. No obstante, un total de 67 genes DE se
obtuvieron debido a la malnutricion aun después de varias semanas de haber finalizado, lo cual

sugiere que la dieta podria tener efectos estables y perdurables sobre la transcripcién de los genes.
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Figura 38 | Diagrama de volcan (Volcano Plot) realizado para el RNAseq. Fue evaluado en las comparaciones
LP-EN vs. NP-EN (A) y LP-EE vs. LP-EN (B). En este tipo de diagrama de dispersion puede visualizarse facilmente
la forma en que se distribuyen los genes obtenidos luego de la secuenciacion masiva segin su Fold Change (Log2FC,
eje X) y su p-valor (-log10(pvalue), eje Y). Para este analisis se emple6 el metodo FDR para determinar los genes DE,
los genes significativos son aquellos con FDR<0.3. Los puntos verdes representan genes DE upregulados, mientras
que los puntos rojos son aquellos genes DE downregulados. Los puntos azules no son significativamente diferentes.
Volver al texto.

4.4.2. Estudio de los procesos biolédgicos involucrados: Analisis de enriquecimiento
de conjunto de genes
Posterior al estudio de los genes DE en ambas comparaciones, realizamos un andlisis de
enriquecimiento de conjunto de genes (GSEA, por sus siglas en inglés: Gene Set Enrichment

Analysis). Este analisis es comunmente utilizado para el estudio de secuenciaciones masivas del
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tipo RNAseq, dado que permite interpretar los perfiles de expresion del genoma completo. GSEA
identifica grupos de genes que estan enriquecidos en un conjunto de datos particular (input) al
compararlo con un conjunto de genes background. A diferencia de la ontologia génica, no
considera unicamente el subconjunto de genes con cambios significativos en su expresion, sino
que considera los cambios en la expresion génica de todos los genes del conjunto de datos (sean
significativos o0 no), lo que permite obtener una vision mas abarcativa de las vias y mecanismos

que ocurren en las células y que podrian dar origen al fenotipo.

Por consiguiente, y a fin de estudiar el efecto de la malnutricion y el ambiente enriquecido en los
procesos bioldgicos, se realizd un andlisis GSEA de forma independiente para los genes
upregulados y downregulados de todo el conjunto de datos obtenidos a partir del RNAseq para las
comparaciones LP-EN vs. NP-EN y LP-EE vs. LP-EN. Comenzamos estudiando los procesos a
los cuales se encuentran asociados los genes upregulados del grupo LP-EN al compararlo con el
grupo control NP-EN. Encontramos que, en su mayoria, los procesos bioldgicos estan ligados al
metabolismo de los lipidos, al proceso digestivo y la absorcidn de nutrientes, ademas se observan
vias relacionadas con el sistema inmunitario y la respuesta de defensa (Fig. 39A). Por otro lado,
los genes downregulados se encuentran asociados a mecanismos que intervienen en la regulacion
de la tubulina y la polimerizacion y despolimerizacion de microtubulos, a los ritmos circadianos, y
ademés hay varios procesos ligados al desarrollo neuronal, tales como migracion neuronal,

crecimiento de espinas dendriticas y extension axonal (Fig. 39B).

Al analizar luego los procesos bioldgicos a los que se encuentran asociados los genes bajo la
comparacion LP-EE vs LP-EN, encontramos que los genes upregulados en el grupo LP-EE (al
contrastarlo con el grupo LP-EN) estan relacionados con ciertos mecanismos epigenéticos como
la acetilacion de histonas, también con la angiogénesis y con procesos neuronales como migracion
de neuronas y desarrollo de espinas dendriticas (Fig. 40A). Mientras que los genes downregulados
de este grupo se encuentran involucrados con procesos tales como la diferenciacion de las células
de grasa parda, adhesion y migracion celular y mielinizacion del sistema nervioso periférico (Fig.
40A).
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Figura 39 | Gréfico de puntos (Dotblot) del GSEA para la comparacién LP-EN vs. NP-EN. Fue realizado con
los genes upregulados (A) y downregulados (B). Se muestran los primeros 20 términos obtenidos del andlisis (eje Y)
en funcion del GeneRatio (calculado como k/n donde k= nimero de genes de la lista input que aporta a ese término,
n= numero de genes background que aportan a ese término) (eje X). El tamafio de los puntos representa el nimero de
genes de la lista input asociados a cada término. El p.adjust (FDR) surge del test de enriquecimiento, representa la
significancia con la que los genes de la lista input coinciden con la lista de genes background e indica con una gama
de colores que va del rojo (menor FDR, mayor enriquecimiento) al azul (mayor FDR, menor enriquecimiento) qué
categorias tienen mas probabilidades de tener significados bioldgicos. Volver al texto.
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Figura 40 | Gréfico de puntos (Dotblot) del GSEA para la comparacién LP-EE vs. LP-EN. Fue realizado con
los genes upregulados (A) y downregulados (B). Se muestran los primeros 20 términos obtenidos del anéalisis (eje Y)
en funcion del GeneRatio (calculado como k/n donde k= nimero de genes de la lista input que aporta a ese término,
n= numero de genes background que aportan a ese término) (eje X). El tamafio de los puntos representa el nimero de
genes de la lista input asociados a cada término. El p.adjust (FDR) surge del test de enriquecimiento, representa la
significancia con la que los genes de la lista input coinciden con la lista de genes background e indica con una gama
de colores que va del rojo (menor FDR, mayor enriquecimiento) al azul (mayor FDR, menor enriquecimiento) qué
categorias tienen mas probabilidades de tener significados biologicos. Volver al texto.
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4.4.3. Asociacion entre los genes DE y genes relacionados con el desarrollo del SNC
y ansiedad
Previamente, investigamos el solapamiento entre los genes asociados a DhMRs (bajo el modelo
de malnutricion y bajo el modelo de reversion por ambiente enriquecido) con genes que se sabe
estan involucrados con el comportamiento de tipo ansioso y, por otro lado, con el desarrollo del
SNC, observando una superposicion significativa en ambos casos para la comparacion LP-EE vs.
LP-EN. Entonces, decidimos estudiar la superposicién entre los genes DE y los genes asociados a

la ansiedad y el desarrollo del SNC tal cual fue realizado con anterioridad.

Encontramos una superposicion significativa entre los genes DE y los genes relacionados con el
desarrollo neuronal (N = 150 de 363; y>= 18,17, p< 0,0001) (Fig. 41D) bajo el modelo de
malnutricién + ambiente enriquecido, pero no asi para los genes asociados a la ansiedad (N = 49
de 363; y>= 1,27, p= 0,26) (Fig. 41B). Ademaés, no observamos diferencias significativas en el
numero de genes que se superponen al comparar los genes DE y la ansiedad (N = 10 de 67; y>=
0,71, p= 0,40) (Fig. 41A) ni el desarrollo del SNC (N = 27 de 67; y>= 2,67, p=0,102) (Fig. 41C)
bajo el modelo de malnutricion. Nuevamente podria sugerirse que la reversion por el entorno
enriquecido podria estar involucrando genes diferentes a los afectados por la malnutriciéon y
ademas se puede evidenciar que, respecto a los genes relacionados con el SNC y la ansiedad,
nuestro modelo de estudio pareciera tener mayores efectos sobre la distribucién de la marca 5hmC

que sobre la expresion génica.
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Figura 41 | Comparacion de genes DE con genes relacionados con la ansiedad y funciones de desarrollo del
SNC. Los diagramas de Venn muestran la superposicion de genes relacionados con la ansiedad y genes DE para la
comparacion LP-EN vs NP-EN (A) y para la comparacion LP-EE vs LP-EN (B). En el panel inferior se muestran los
diagramas de Venn que ensefian la superposicidn de genes relacionados con el desarrollo del SNC y genes DE bajo la
comparacion LP-EN vs NP-EN (C) y para la comparacion LP-EE vs LP-EN (D). Se identificaron superposiciones
significativas mediante la prueba de Chi-cuadrado y la significancia se indica como ** p < 0,01. VVolver al texto.

4.4.4. Prevalencia de los genes diferencialmente expresados segun el tipo celular

Luego quisimos identificar los tipos celulares especificos de cerebro en los que se encuentran las
mayores diferencias en la expresion debido a la malnutricién y al ambiente enriquecido. Para ello,
empleamos un subconjunto de los datos publicados por Saunders et al. 2018 que consiste en
113.171 células aisladas y secuenciadas individualmente mediante el método Drop-seq,
provenientes del hipocampo de raton. Los patrones de expresion de ARN de las células fueron
utilizados para clasificarlas en grupos de células transcripcionalmente distintos. Una vez obtenido
el conjunto de datos con los distintos tipos celulares y los genes activos transcripcionalmente en
cada uno de ellos, éste fue contrastado con los genes DE para las comparaciones LP-EN vs. NP-
EN y LP-EE vs. LP-EN, a fin de estudiar cuales son los tipos celulares que se encuentran

enriquecidos de genes transcripcionalmente activos bajo nuestro modelo.

Comenzamos estudiando los genes DE sujetos a la malnutricion proteica perinatal (LP-EN vs.

NP-EN). Para ello evaluamos los tipos celulares a los que se asocian mayoritariamente los 67
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genes DE encontrados en esta comparacion. Encontramos que, en su mayoria, los genes son
exclusivos de neuronas o de astrocitos, y le siguen los genes que se expresan en ambos tipos
celulares. En menor proporcion hay genes de los tipos celulares endoteliales y células
ependimarias (Fig. 42A).

Luego evaluamos los tipos celulares a los que se encuentran principalmente asociados los 363
genes DE obtenidos bajo la comparacion LP-EE vs LP-EN. Encontramos que la mayor proporcién
de genes estan presentes tanto en las neuronas como en los astrocitos, siguiendo en orden
decreciente los genes exclusivos de astrocitos y aquellos que solo se encuentran en neuronas. En
menor medida hay genes asociados a células endoteliales y ependimarias, y ain menos frecuentes,

genes gue se expresan en oligodendrocitos y microglia (Fig. 42B).

En conclusion, se evidencia que la mayor proporcién de genes DE tanto bajo el modelo de
malnutricién como el modelo de reversion por ambiente enriquecido se encuentran asociados a
tipos de células neuronales y astrocitos. Lo cual podria tener relevancia para nuestro modelo dado
que ambos tipos celulares actian en conjunto en la sinapsis tripartita, mas precisamente en la

liberacion de los neurotransmisores al espacio sinaptico y la eliminacion de su exceso.
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Figura 42 | Gréficos de barras que representan el nimero de genes DE asociados a los tipos celulares. Fue
realizado para la comparacién LP-EN vs. NP-EN (A) y LP-EE vs. LPEN (B). Los tipos celulares enumerados a la
izquierda del gréafico (astrocitos, Neurona, células endoteliales, células ependimarias, oligodendrocitos, microglia,
polidendrocitos, y células compatibles con neurogénesis) . Los puntos sefialan a cual o cudles tejidos celulares se
encuentran asociados los genes que le corresponden a cada columna. El grafico de barras hacia la izquierda del
grafico principal sefiala el nimero total de genes asociados a cada tipo celular correspondiente a cada fila. Volver al
texto.
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4.4.5. Genes que revierten sus niveles de expresion por el ambiente enriquecido

Por dltimo, evaluamos el numero de genes afectados por la malnutricion proteica perinatal que
revierten sus niveles de expresion gracias al ambiente enriquecido. Para ello, los 67 genes DE
obtenidos para la comparacion LP-EN vs. NP-EN fueron contrastados con los 363 genes DE que
surgieron de comparar el grupo LP-EE con LP-EN. Luego, los genes coincidentes fueron
evaluados individualmente con el fin de analizar la reversion de su nivel transcripcional, es decir,
fueron seleccionados Unicamente los genes downregulados para LP-EN vs. NP-EN y upregulados
para LP-EE vs. LP-EN, y viceversa. Con lo cual, los genes coincidentes, debian a su vez tener
niveles de expresion opuesta para ser clasificados como genes que revierten, encontrandose un
numero significativo de genes que revierten su expresion (N=19, x>= 221,5, p< 0,0001) debido al

ambiente de crecimiento (Fig. 43)
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Figura 43 | Diagrama de Venn para la comparacion de genes DE. Se muestra la superposicion entre los 67 genes
DE bajo la comparacion LP-EN vs. NP-EN y los 363 genes DE que surgieron de comparar el grupo LPEE con LPEN.
Los genes coincidentes fueron evaluados segun sus niveles de expresion y se seleccionaron solo aquellos genes que
estuvieran upregulados o downregulados para la comparacién LP-EN vs. NP-EN y, por el contrario, downregulados
o0 upregulados para LP-EE vs, LP-EN, encontrandose un total de 19 genes que cumplieran con esta caracteristica. Se
identifico la superposicidn significativa mediante la prueba de Chi-cuadrado y la significancia se indica como ** p <
0,01. Volver al texto.

La lista de los 19 genes que revierten su expresion se muestra en la Tabla 1, en la que se observan
algunos genes que podrian tener relevancia bioldgica para nuestro modelo. EI gen Trh pueden
modular el comportamiento de tipo ansioso (Gutiérrez-Mariscal et al. 2008), mientras que otros
genes son importantes reguladores del desarrollo neuronal: el gen Neurod6 participa en la
diferenciacion de las neuronas y en la supervivencia de las células, otorgandole una mayor
tolerancia al estrés celular (Uittenbogaard et al. 2010). EI gen Bmp7 cumple un rol importante en

la supervivencia de las células progenitoras neuronales e interviene ademas en los procesos de
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neurogénesis y proliferacion (Segklia et al. 2012). Por su parte, el gen Kif2a (un desestabilizador
de microtubulos dependiente de ATP) regula la migracion celular, el alargamiento de los axones y
en la poda sinaptica del sistema nervioso en desarrollo, con un importante rol en las conexiones
neuronales del hipocampo postnatal (Homma et al. 2018). Por Gltimo, el gen Dgkk, pertenece a la
familia de las diacilglicerol quinasas (DGK), las cuales modulan una gran variedad de funciones
neuroldgicas como el proceso de mielinizacion, la actividad sinéptica, la plasticidad neuronal, y
la liberacion de neurotransmisores (Tu-Sekine & Raben 2011).

Gen ‘ LP-EN vs. NP-EN LP-EE vs. LP-EN ‘

Gm20388 Downregulado Upregulado
Trh Upregulado Downregulado
Smim13 Downregulado Upregulado
Gm4366 Downregulado Upregulado
1700007E05Rik Upregulado Downregulado
Eif4g2 Downregulado Upregulado
Mars Upregulado Downregulado
Gm28048 Downregulado Upregulado
Slc13a3 Upregulado Downregulado
Clql2 Upregulado Downregulado
1810049J17Rik Upregulado Downregulado
Neurod6 Downregulado Upregulado
Bmp7 Upregulado Downregulado
Fgfbpl Upregulado Downregulado
Arhgap5 Downregulado Upregulado
Dgkk Upregulado Downregulado
Tomm?70a Downregulado Upregulado
Kif2a Downregulado Upregulado
5730455P16Rik Downregulado Upregulado

Table 1 | Lista de los genes afectados por el modelo. Se muestran los 19 genes cuyos niveles de expresion
transcripcional se vieron afectados por la malnutricién proteica y que revierten su expresién debido a la exposicion a
un ambiente enriquecido. Se muestra el estado upregulado (verde) o downregulado (rojo) de cada gen y para cada
comparacion. Volver al texto.

Los resultados que se obtuvieron en relacién con el estudio de la expresidn génica bajo el modelo
de malnutricion y ambiente enriquecido muestran en principio un enriquecimiento de genes DE en
tipos celulares especificos como neuronas y astrocitos. Por otro lado, se observd un ndmero
significativo de genes que revierten su expresion a causa del ambiente de crecimiento, los cuales

podrian tener una relevancia bioldgica para el modelo dado que algunos de ellos participan de
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procesos relacionados con el desarrollo del sistema nervioso. A su vez, el GSEA también revelo
una posible reversion en los mecanismos relacionados con el desarrollo del cerebro dado que los
genes que participan en procesos como migracion neuronal, crecimiento de espinas dendriticas y
extension axonal se encuentran downregulados en la comparacion LP-EN vs. NP-EN mientras
que genes asociados a procesos como migracion neuronal y desarrollo de espinas dendriticas estan
upregulados en la comparacion LP-EE vs. LP-EN. Sin embargo, dado que la dieta y la exposicion
a los ambientes no solo son tratamientos distintos, sino que ademas ocurrieron en dos etapas
diferentes del desarrollo (perinatalidad y adolescencia), las vias afectadas por ambos factores

podrian no ser exactamente idénticas.

4.5. Analisis comparativo entre las DhMRs y los genes diferencialmente

expresados

4.5.1. Genes que presentan DhMRs y se encuentran diferencialmente expresados

El rol de 5hmC como marca epigenética estable ha comenzado a ser recientemente estudiada. Si
bien hay evidencias que demuestran que la marca 5hmC se encuentra asociada a genes
transcripcionalmente activos (Szulwach et al. 2011), la ubicacion en el genoma de esta marca
epigenética (p. Ej: promotor, cuerpo del gen) es objeto de estudio para determinar su funcién en la
expresion génica (Jin et al. 2011). Por tal motivo, con el fin de aportar mas conocimiento acerca
del rol de 5hmC podria tener sobre el mecanismo de transcripcion, decidimos estudiar si los genes
asociados a DhMRs son a su vez genes DE tanto para la comparacion LP-EN vs NP-EN como
para LP-EE vs. LP-EN.

Al evaluar el nimero de genes asociados a DhMRs y que estén al mismo tiempo diferencialmente
expresados para la comparacion LP-EN vs. NP-EN, observamos que solo 1 gen cumple con
ambas caracteristicas (y*>= 1,75, p= 0,185) (Fig. 44A). Dicho gen es un hipo-DhMR (es decir hay
menos marca de 5hmC en el grupo LP-EN) ubicado en el segundo intrén, y se encuentra
downregulado (menor expresion de este gen en LP-EN) (Fig. 44C). Por otro lado, encontramos un
numero significativo de 15 genes con DhMRs y DE para la comparacion LP-EE vs. LP-EN (y>=
6,28, p= 0,012) (Fig. 44B). La mayoria de ellos son genes asociados a hiper-DhMRs (mayor

cantidad de marca en LP-EE) y que estan upregulados en cuanto los niveles de expresion (mayor

para el grupo LP-EE) (Fig. 44D).
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Figura 44 | Representacion de los genes genes asociados a DhMRs que estan a su vez diferencialmente expresados.
Los diagramas de Venn muestra el nimero de genes coincidentes al comparar los genes asociados a DhMRs y los
genes DE para LP-EN vs NP-EN (A) y para LP-EE vs. LP-EN (B). Los graficos de dispersién de puntos muestran
como se distribuyen los genes para LP-EN vs NP-EN (C) y para LP-EE vs. LP-EN (D) segln el Fold Change
obtenido en el analisis de DhMRs (Log.FC DhMRs, eje X) y el Fold change de la expresién genémica segun el
RNAseq (Log.FC Gene Expression, eje Y). Las lineas punteadas negras sefialan el criterio de log, FoldChange >
|0,58] (es decir al menos un 50% de cambio) establecido como una de las condiciones para determinar la significancia
de las DhMRs. Los graficos se encuentran dividos en 4 cuadrantes segun si los genes son hipo o hiper-DhMRs o estan
upregulados o downregulados considerando la expresidn. Los puntos azules representan genes que no presentan
DhMRs ni estan DE. Los puntos celestes son genes DE, es decir, significativos solo para la expresion génica
(FDR<0,3). Los puntos purpura son genes con p-val < 0.05 para el analisis de DhMRs. Los puntos naranja son genes
DE y que ademas presentan DhMRs (p< 0,05 y log; FoldChange > |0,58|). El Gnico gen encontrado para LP-EN vs
NP-EN se encuentra sefialado con una flecha. Volver al texto.

Si bien la marca 5hmC no parece afectar los niveles transcripcionales bajo el modelo de
malnutricion evidenciado por el bajo numero de genes DE que poseen DhMRs, esta marca podria

estar cumpliendo un rol regulando la expresion génica en respuesta al ambiente enriquecido.

4.5.2. Estudio de la presencia de DhMRs en zonas reguladoras y su impacto sobre la

expresion
Previamente, cuando fue evaluada la distribucion de la marca 5hmC segun las regiones del gen, se
observé un enriquecimiento de esta marca en las zonas intergénicas distales. Por tal motivo, nos
cuestionamos si la marca 5hmC en vez de encontrarse especificamente sobre el gen de estudio,
podria encontrarse en zonas reguladoras (p. Ej: Enhancer), y de esta manera regular la expresion
génica. Para este estudio se utilizd una base de datos predictiva para la interaccién enhancer-
promotor de ratén obtenida a partir del método FOCS (Hait et al. 2018) y la lista de enhancers
que presentan DhMRs para las comparaciones LPEN vs. NPEN y LPEE vs. LPEN. Los enhancers
que presentan DhMRs fueron contrastados con los enhancers de la base de datos FOCS y se
obtuvieron entonces los promotores de los potenciales genes regulados por enhancers que
presentan DhMRs. Posteriormente, se analiz6 si estos promotores pertenecian a genes que
estuvieran diferencialmente expresados. No encontramos genes DE cuyo promotor estuviese
regulado por enhancers con DhMRs para la comparacion LPEN vs. NPEN y encontramos solo un
gen que cumpliera con estas caracteristicas para LPEE vs. LPEN, el cual se encuentra
downregulado. Dicho gen es Hes5, un gen que podria tener relevancia bioldgica para nuestro

modelo dada su funcion de represor transcripcional que actia como un efector de la sefializacion
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Notch, y que juega un importante rol en la regulacidn negativa de la neurogénesis, la glicogenesis

y la diferenciacion neuronal (Shimojo et al. 2011; Bansod et al. 2017).
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1. Efecto de la malnutricidn proteica sobre la expresion génica en las madres

y crias

1.1. Lamaquinaria de metilacion y demetilacion se ve afectada en las crias,

pero no en las madres

Los mecanismos epigenéeticos median la interaccion gen-ambiente y son necesarios para la
diferenciacion, maduracion y plasticidad del desarrollo neuronal (Karpova et al. 2016). Asimismo,
el rol de éstos en la neurobiologia de los trastornos psiquiatricos ha sido ampliamente estudiado,
donde la metilacion del ADN ha sido propuesta como uno de los principales mecanismos de
adaptacion del cerebro. Encontramos que los niveles transcripcionales de los genes asociados a la
maquinaria de metilacion y demetilacion se ven mayoritariamente afectados cuando la
malnutricion ocurre durante el periodo perinatal, pero no asi cuando la malnutricion tiene lugar
durante la adultez. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la sensibilidad a los factores
ambientales y la activacion de los mecanismos epigenéticos es mayor durante las etapas del
desarrollo.

Varios trabajos realizados tanto en modelos murinos como en humanos, han profundizado y
estudiado los efectos que el estrés durante la vida temprana tiene sobre los mecanismos
epigenéticos (McGowan et al. 2009; Roth et al. 2009; Ouellet-Morin et al. 2013; Wang et al.
2017). Weaver y sus colegas fueron los primeros en estudiar el papel de la programacion
epigenética en las crias de roedores, en respuesta al comportamiento materno (Weaver et al.
2004). Los autores hallaron un aumento de la metilaciéon del ADN y una reduccién de la
acetilacion de histonas en la region reguladora del gen del receptor de glucocorticoides del
hipocampo, en la progenie de madres que mostraron un cuidado limitado y de baja calidad con su
descendencia durante la primera semana de vida. Dado que la adversidad durante la vida temprana
es capaz de alterar los patrones de metilacion en el genoma, no es de extrafiar que la maquinaria
de metilacién y demetilacion también pueda encontrarse afectada. En particular, observamos que
las crias hembras LP mostraron una mayor expresion transcripcional de Dnmt3b y Gadd45b en el
hipocampo, mientras que los machos LP mostraron un aumento en la expresion de Dnmtl. Estos
resultados concuerdan parcialmente con el estudio realizado por Urb y colaboradores, en el cual

evidenciaron, en un modelo de ratas, que la separacion materna aumenta la expresion de Dnmt1,
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Dnmt3a y Dnmt3b en la PFC de la progenie (Urb et al. 2019). Por otro lado, también se ha
demostrado que en esta misma region del cerebro la expresion de Gadd45b puede verse afectada
en respuesta a un estrés prenatal seguido de un estrés agudo en la adultez (Luoni et al. 2016). Si
bien en estos estudios fueron evaluados modelos y regiones del cerebro diferentes a los utilizados
en nuestro trabajo, los resultados sustentan la idea de que la adversidad temprana, como lo es la
malnutricion perinatal, es capaz de alterar la expresion de genes asociados a la maquinaria de

metilacion y demetilacion en el cerebro.

Sin embargo, la malnutricion en la etapa adulta no altera significativamente la expresion de genes
relacionados con la maquinaria de metilacion y demetilacion. Al evaluar la expresion de dichos
genes en el hipocampo de las madres, no fueron observadas diferencias en ninguno de ellos. Si
bien la malnutricion tiene un impacto en la madre (Wadhwa 2005), lo cual se ve reflejado como
un ambiente perinatal adverso para las crias, ésta no parece tener un efecto directo sobre la
maquinaria de metilacion en el cerebro de las madres. Con lo cual, pudimos demostrar que el
periodo de desarrollo resulta mas vulnerable a la malnutricién proteica que los periodos de
gestacion y lactancia en cuanto a la expresion transcripcional de genes involucrados con la

maquinaria de metilacion y demetilacion del ADN.

1.2. Genes asociados a la plasticidad neuronal se ven afectados solamente en

las crias hembras

Se ha encontrado que la neuroplasticidad puede estar influida por la programacion fetal dado que
varios tipos de adversidades perinatales como la malnutricién, el estrés, y la exposicion a ciertas
drogas, podrian afectar profundamente los procesos de aprendizaje y memoria en la descendencia
(Barra et al. 2018). En este trabajo, evaluamos algunas de las variantes del gen Bdnf y su receptor
TrkB y evidenciamos que la expresion transcripcional de la variante Bdnf VI se encuentra
disminuida en las crias hembras LP y observamos una tendencia a una menor expresion de TrkB
en los machos del mismo grupo. Sin embargo, no observamos diferencias en la expresiéon de
ninguno de los genes relacionados con la plasticidad en las madres. Respecto a esto dltimo, los
resultados no concuerdan con lo observado por Vanmierlo y colaboradores donde demostraron
que el estrés cronico por restriccion durante la primer semana de gestacion disminuye la expresion

proteica de BDNF en el hipocampo de las madres, aunque no afecta a su receptor TrkB
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(Vanmierlo et al. 2018), evidenciando de este modo, que el estrés durante la gestacion afecta la
neuroplasticidad en las madres. En consecuencia, hubiéramos esperado observar una alteracion en
la expresion de ARNm en las variantes de Bdnf en las madres LP. De todos modos, es posible que
el modelo de malnutricion proteica no traiga aparejado consecuencias tan marcadas como la
restriccion fisica y por tal motivo no se evidencien diferencias en los genes medidos. Asimismo,
es importante recalcar que el nivel de expresion proteica estd dado por la suma de expresion de
ARNmM de todas las variantes de Bdnf. Dado que en este trabajo solo fueron evaluadas algunas
variantes en particular, podria ocurrir que las diferencias de expresion transcripcional se
encuentren en otras variantes que aqui no fueron medidas. Por otro lado, nuestros resultados
refuerzan los hallazgos obtenidos previamente por nuestro grupo, donde se observa que los
efectos de la malnutricién tienen mayor impacto y son mas duraderos cuando tiene lugar en

edades tempranas que en organismos adultos.

El impacto de situaciones de adversidad durante la vida temprana en genes asociados a la
plasticidad ha sido ampliamente estudiado. Se ha demostrado en un modelo de estrés posnatal de
roedor, que el maltrato infantil disminuye la expresion del ARNm de Bdnf total en la PFC y lo
aumenta en el hipocampo (Roth et al. 2009), mientras que otros estudios arrojan evidencias de que
el estrés prenatal disminuye la expresion proteica de BDNF en el hipocampo de las crias (Van
Den Hove et al. 2006). En cualquier caso, hubiéramos esperado que la malnutriciéon proteica
perinatal tuviera un impacto sobre la expresion de Bdnf en las crias de ambos sexos. En efecto,
estudios han demostrado que el estrés gestacional disminuye la expresion de las variantes I, IV y
VI de Bdnf en el hipocampo de ratones macho (Zheng et al. 2016), mientras que en nuestro
trabajo observamos solo una disminucion de Bdnf VI en las hembras LP pero no asi en los
machos. Sin embargo, observamos una tendencia a que el grupo de machos LP presentan una
menor expresion del receptor TrkB, lo cual es relevante considerando que la via de sefializacion
TrKB-BDNF cumple un rol importante en condiciones de estrés posnatal modulando los
comportamientos de tipo ansioso y depresivo en la edad adulta (Prowse et al. 2020).
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1.3. Laexpresion de GR disminuye tanto en las crias hembras como en las

madres LP

El eje HPA es el encargado de dirigir la respuesta neuroendocrinoldgica del estrés y se ha
demostrado que el estrés durante la vida temprana e incluso en la adultez, es capaz de afectar la
expresion de genes que codifican componentes importantes del eje HPA, principalmente a través
de mecanismos epigenéticos (Elliott et al. 2010; Franklin et al. 2010). En este trabajo, si bien no
demostramos alteraciones en la expresion de Nr3cl debido a la malnutricion proteica ni en las
crias ni en las madres, si observamos una reduccién de la expresion de GR en el hipocampo de las

crias hembras LP y también en las madres del mismo grupo.

En cuanto a las madres, los cambios en la expresion de GR podrian conducir a cambios en la
respuesta al estrés durante el periodo periparto, dado que los trastornos del estado de animo a
menudo se caracterizan por una actividad alterada del eje HPA (Ising et al. 2007). Més aln, esta
desregulacién en la expresion de GR podria estar involucrada en las alteraciones conductuales
(ansiedad, anhedonia y comportamiento materno) observadas previamente por nuestro grupo. En
particular, Chourbaji y colaboradores investigaron el rol de GR en el comportamiento materno a
través de una mutacion heterocigética de este gen, y observaron que la mutacion tiene efectos
sobre el cuidado materno y ademas es dependiente de la cepa (Chourbaji et al. 2011). Lo que en
parte podria explicar el comportamiento materno fragmentado observado en las madres LP por
Gianatiempo et al. (2020). Por otro lado, un estudio reciente demostré que la inyeccién intra-
hipocampal de un inhibidor de GR en un modelo de ratas con una prefiez simulada por hormonas,
produce depresién y ansiedad posparto, lo que sugiere a GR como un receptor capaz de regular las
alteraciones comportamentales observadas en el periodo posparto (Wang et al. 2019). Al igual que
en las madres LP, la expresion de GR también se redujo en las crias hembras expuestas a una
malnutricion perinatal. La relacion entre la experiencia de la vida temprana y la salud a largo
plazo estd parcialmente mediada por influencias maternas en el desarrollo del sistema
neuroendocrino que regula el eje HPA y las respuestas conductuales al estres (Aisa et al. 2008;
Chen et al. 2012).

En relacion con las diferencias de expresion encontradas entre el ARNm y la proteina del receptor

de glucocorticoides, es importante recalcar que la estabilidad de Nr3cl se encuentra controlada
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por varios mecanismos. De hecho, los miARN controlan la expresion de GR modulando la
estabilidad del ARNm de Nr3cl: se ha demostrado que varios miARN reducen la expresion
proteica de GR al interactuar con su region 3 'UTR (Riester et al. 2012). En particular, se ha
descripto que miR-124a esta altamente expresado en el cerebro y regula negativamente la
expresion de GR (Vreugdenhil et al. 2009). Ademas, se ha demostrado que ciertos miARN que
regulan la expresion de GR como miR-9-5p, miR-26-5p y miR-124-39 se encuentran aumentados
en el hipocampo de ratones hembras malnutridas de 21 dias de edad (Berardino et al. 2017). Por
lo tanto, los mecanismos epigenéticos que participan en la modulacion de la estabilidad del
ARNmM de Nr3cl como regulacion postranscripcional podrian verse afectados por la malnutricion
proteica y, en consecuencia, alterar la expresion de GR en las madres y en las crias hembra. Méas
aun, Pawluski y colaboradores han demostrado que el estrés por restriccién durante la gestacion
temprana reduce la expresion de GR en la regiébn CA3 del hipocampo en la descendencia
(Pawluski et al. 2015), lo que respalda la idea de que las adversidades en la vida temprana

conducen a cambios en la expresion de GR.

Por otro lado, el incremento en la expresion de FKBP5 produce resistencia a GR y una alteracion
en la actividad normal de retroalimentacion negativa del eje HPA, alterando el comportamiento y
provocando trastornos de ansiedad (Ke et al. 2018; Criado-marrero et al. 2019). En nuestro
trabajo, observamos un aumento en la expresion transcripcional de Fkbp5 en las crias hembra LP,
lo cual es consistente con un estudio realizado en un modelo de raton de estrés gestacional y dieta
posnatal alta en grasas, en el cual se observd un aumento en la expresion de FKBP5 en el
hipocampo de las crias (Ke et al. 2018, 2020). Por otro lado, Klengel y colaboradores han
evidenciado que en humanos el maltrato infantil se encuentra asociado a la demetilacion de un
alelo especifico de FKBP5 que resulta en un aumento de la expresion de este gen y una reduccién
de la funcion de GR (Klengel et al. 2013). Con estas evidencias, nuestros resultados podrian
explicarse por una mayor demetilacion de Fkbp5, aunque se necesitan mas investigaciones para
comprender el efecto de la malnutricion proteica perinatal sobre los niveles de metilacion de este

gen.
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1.4. Diferencias sexo-especificas en la expresion de genes

Debido a que muchas de las enfermedades asociadas con el estrés prenatal exhiben diferencias
entre los sexos, determinar distinciones acerca de como los mecanismos se ven afectados de
manera sexo-especifica puede proporcionar una vision critica que podria llevar a la identificacion
de nuevos blancos terapéuticos. En cuanto a la maquinaria de metilacion/demetilacion, en nuestro
estudio observamos que la malnutricion proteica perinatal afecta la expresion de Dnmt3b y
Gadd45b en el hipocampo de ratones hembra pero no en machos. Por el contrario, la expresion de

Dnmtl se vio afectada solo en la descendencia masculina malnutrida.

Hay trabajos que estudian la existencia de potenciales mecanismos de transmision
intergeneracional del estrés a través de la placenta, los cuales ocurren a través de mecanismos
epigenéticos y de manera sexo-especifica. Por ejemplo, especificamente durante la gestacion, las
crias hembras tienen niveles placentarios basales de Dnmtl mas altos que los machos. Pero a su
vez, este gen es capaz de responder al estrés materno en las crias hembras aumentando su
expresion, respuesta que no ocurre en la progenie masculina (Mueller & Bale 2008). En el
cerebro, la expresion de las Dnmt se encuentra finamente regulada tanto durante la etapa
embrionaria como en el adulto (Feng et al. 2005), Ademas, los patrones de metilacion del ADN se
establecen de manera sexo-dependiente durante el desarrollo (La Salle et al. 2004). Mas aun, Nétt
y colaboradores estudiaron como las diferencias sexo-especificas en el comportamiento ansioso
derivado de la malnutricién proteica perinatal puede deberse a la expresion sexualmente dimorfica
de ciertos genes en el hipotdlamo y la amigdala, en respuesta a una regulacion epigenética
diferencial (Natt et al. 2017). Ademas, se ha demostrado que la metilacion de genes como Nr3cl e
Igf2 son dependientes del tejido, la edad, y del sexo afectando, en consecuencia, los niveles de
transcripcion génica (Agba et al. 2017). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo concuerdan
con resultados anteriores, al sugerir que las diferencias especificas de region, sexo y modelo
podrian estar controladas mediante la expresion diferencial de genes relacionados con la
maquinaria de metilacion del ADN.

El aumento de la expresién de Gadd45b surge en respuesta a la actividad neuronal y promueve la
neurogénesis y la demetilacion del ADN (Ma et al. 2009). Se han descrito diferencias entre sexos
en la expresion de Gadd45b en la amigdala durante el desarrollo como consecuencia de la

metilacion del promotor Gadd45b (Kigar et al. 2016). Si bien el estrés agudo durante la adultez
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aumenta la expresion de Gadd45b en la PFC de ambos sexos, la expresion de este gen aumenta en
respuesta al estrés prenatal seguido de un estrés agudo en la adultez solo en machos (Luoni et al.
2016) lo que demuestra su sensibilidad a cambios tanto internos como externos y su expresion
diferencial entre sexos. Si bien aqui, encontramos que la dieta LP aumenta la expresion de ARNm
de Gadd45b en las crias hembras y no en los machos, estos resultados corroboran las diferencias
sexo-especificas en cuanto a la expresion de Gadd45b, sugiriendo que podria tener un papel en los
déficits observados en las crias hembras LP.

Finalmente, observamos que la malnutricion perinatal disminuye la variante VI de Bdnf en los
ratones hembra, pero no en los machos. Estos resultados son consistente con trabajos previos
donde fue observado que el estrés cronico disminuye la expresion de BDNF en la PFC de ratas
hembra, y no se observo un fendmeno similar en ratas macho (Lin et al. 2009). Ademas, el uso de
diferentes exones de BDNF como promotores son dependientes del tiempo, la region y el sexo de
los individuos, y poseen un complejo patron de expresion regulado por la metilacion del ADN
(Miao et al. 2020).

2. Estudio de la marca 5hmC y la expresion génica bajo el modelo de

malnutricién y ambiente enriquecido

2.1. La malnutricién y el ambiente cambian la distribucion de 5hmC en

regiones especificas del genoma

Los factores estresantes durante la vida temprana capaces de causar comportamientos de tipo
ansioso produce cambios estables en los niveles de 5hmC gendmicos (Papale et al. 2017).
Ademas, la exposicién a un entorno enriquecido altera los mecanismos epigenéticos, incluida la
abundancia de 5ShmC (Irier et al. 2014). Estos datos, en su conjunto, llevaron a la hipétesis de que
la exposicion a un ambiente enriquecido puede revertir las alteraciones en la distribucién de 5hmC
causadas por la malnutricion perinatal. De acuerdo con esta hipdtesis, encontramos que la
malnutricion perinatal promueve una disminucion en los niveles de 5hmC, mientras que el
ambiente enriquecido resulta en un aumento en los niveles de dicha marca. Estos resultados
difieren de lo que previamente fue demostrado por Irier y colaboradores, quienes observaron que

el entorno enriquecido disminuye los niveles gendmicos de 5hmC en el hipocampo; sin embargo,
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este estudio examino todo el hipocampo, a diferencia del hipocampo ventral empleado en este
trabajo, y utiliz6 un modelo de enriquecimiento diferente, basado en ratones envejecidos (18
meses) y una exposicion limitada al enriquecimiento (3 horas al dia durante un periodo de 4
semanas) (Irier et al. 2014). Por lo tanto, no seria correcto realizar comparaciones puntuales entre
los trabajos, aungue si es importante reconocer que ambos estudios evidencian la existencia de
cambios dindmicos en los niveles de 5hmC debido al paradigma de ambiente enriquecido que a su
vez podrian ser especificos de la region del cerebro.

Por otro lado, demostramos que los cambios en la distribucién de 5ShmC en respuesta al modelo de
malnutricién y ambiente enriquecido ocurren particularmente en regiones especificas del gen. La
distribucion general de 5ShmC de nuestros datos indico que las fracciones mas grandes de DhMRs
se encontraban en regiones intergénicas distales, similar a lo observado en hipocampo de ratones
bajo un modelo de autismo inducido por estrés (Papale et al. 2021). En particular, observamos que
la malnutricion aumenta la presencia de DhMRs en la region intergénica distal mientras que el EE
las disminuye, y se incrementan a su vez en regiones mas cercanas al promotor. Ademas,
encontramos un ndmero significativamente mayor de DhMRs en la region intronica debido a la
dieta LP, lo que resulta coincidente con trabajos previos donde fue observado que la mayoria de
los cambios en 5hmC inducidos por el estrés prenatal se localizan predominantemente en los
intrones; no obstante, a diferencia de lo observado en nuestro trabajo, el modelo de estrés prenatal

genera una disminucion de los DhMRs en esta region (Papale et al. 2017).

2.2. El ambiente enriquecido, aun bajo el modelo de malnutricion proteica
perinatal, produce un aumento de la marca 5hmC en genes asociados
al desarrollo del SNC

Al estudiar los procesos biolégicos a los que se encuentran asociados los genes con DhMRs,
observamos que, debido a la malnutricién, la marca 5hmC se encuentra escasamente asociada a
genes que aportan a términos asociados al desarrollo del SNC. Esto fue demostrado por una
mayor proporcion de hipo-DhMRs en términos como organizacién sinaptica, desarrollo axonal y
dendritico, entre otros. Contrariamente, la exposicion a un ambiente enriquecido bajo el modelo
de malnutricion produce un aumento de la marca (hiper-DhMRs) en términos similares.

Previamente fue evidenciado que en el cerebro de ratdn, aquellos genes que codifican proteinas
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que tienen funcidén sinaptica o que se encuentran asociadas al desarrollo neuronal estan
naturalmente enriquecidos en la marca 5hmC (Wroblewska et al. 2012). Lo cual resulta
interesante, dado que la estimulacion por el EE podria actuar como un mecanismo capaz de
revertir la disminucién anormal de la marca 5hmC en genes asociados a las funciones sinapticas
como consecuencia de la malnutricion proteica perinatal. Adicionalmente, observamos una mayor
presencia de la marca epigenética en genes asociados al termino sintesis y secrecién de cortisol
debido a la malnutricion, lo que resulta curioso dado que el hipocampo ventral no se caracteriza
por tener esta funcion. Por lo tanto, estudiamos los genes con DhMRs que aportan a este término
(Adcy5, Cacnalg, Itpr2 y Pde8b) y su rol en el hipocampo. Encontramos que pde8b, perteneciente
a la familia de las fosfodiesterasas (enzimas reguladoras en la sefializacion de nucleétidos ciclicos
como cAMP) se expresa considerablemente en el hipocampo de ratén y cumple un rol en la
modulacion del miedo contextual, la memoria espacial, la coordinacion motora y el
comportamiento de tipo ansioso (Tsai et al. 2012). Ademas, se ha estudiado el rol de Itpr2, un
importante modulador de la liberacion de ATP en astrocitos, en el marco de los trastornos
emocionales como la conducta depresiva (Cao et al. 2013). En ambos trabajos demostraron
respectivamente que la falta de estos genes aumenta los comportamientos de tipo ansioso y

depresivo, por lo que podrian ser relevantes para nuestro modelo de estudio.

Por otro lado, el analisis bioinformatico revel6 que un nimero significativo de genes que se sabe
relacionados con la ansiedad y el desarrollo del SNC albergan alteraciones en los niveles de 5hmC
después de la exposicion a un entorno enriquecido. Dado que estos hallazgos significativos no se
observaron bajo el modelo de malnutricién perinatal, es probable que indiquen genes involucrados
en el rescate del comportamiento de tipo ansioso. Estos resultados son consistentes con hallazgos
previos donde se vio que el EE altera la distribucién de 5hmC en genes vinculados al desarrollo
neuronal, particularmente en aquellos involucrados en la guia de axones (Irier et al. 2014) y
funciones neuronales, como la transmision sinéptica y la actividad neuronal en ratones adultos

jovenes (Szulwach et al. 2011).
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2.3. Secuencias a las que se unen factores de transcripcion asociados a
trastornos del desarrollo contienen DhMRs

Es intrigante que las secuencias de unién de varios factores de transcripcion con funciones
asociadas al desarrollo neuronal se hayan encontrado entre las DhMR, incluidas las funciones en
la homeostasis celular y la hipoxia. Cabe destacar que la mayoria de las secuencias de unién de
factores de transcripcion enriquecidos con DhMRs fueron distintas entre los asociados a la
malnutricion y a la malnutricién més el EE. Una excepcion fue la secuencia de union de HIF-1, la
cual mostré estar menos hidroximetilada bajo el modelo de malnutricion y mas hidroximetilada en
el modelo de malnutricion y ambiente enriquecido. Esto resulta interesante dado que este factor de
transcripcion no solo juega un papel esencial en las respuestas hipdxicas celulares (Ratcliffe 2002)
y en trastornos del neurodesarrollo (Schmidt-Kastner et al. 2006) sino que ademas los niveles de
ARNmM y proteinas de HIF-1 se ven afectados en el cerebro fetal en respuesta a la malnutricion
proteica materna (Ito et al. 2012). Recientemente, se ha observado en un modelo de autismo
inducido por estrés prenatal, una disminucion de la marca 5hmC en la secuencia de union del
factor de transcripcion CLOCK que finalmente resulta en la perdida de union de este factor al
ADN (Papale et al. 2021). Dicho antecedente aporta a la idea de un posible rol de 5hmC
facilitando o dificultando la unién del factor de transcripcion HIF-1 al ADN, lo que podria formar
parte de los mecanismos involucrados en las alteraciones en el comportamiento ansioso inducido
por la malnutricién en la vida temprana y su rescate luego de la exposicion a un ambiente
enriquecido. Sin embargo, se necesitan mas estudios para determinar el papel que 5hmC podria
tener en los sitios de unién de factores de transcripcion respecto a los trastornos cerebrales del

desarrollo inducidos por estrés.

2.4. Genes relacionados con procesos neurales estan dowregulados en

respuesta a la malnutricion y upregulados debido al EE

El GSEA permite estudiar el efecto de la malnutricion y el ambiente enriquecido sobre la
expresion de los genes, mas precisamente a los términos biolégicos a los que se encuentran
asociados. Bajo el modelo de malnutricién exclusivamente, encontramos que los genes
upregulados se encuentran mayoritariamente ligados al metabolismo de los lipidos, al proceso

digestivo y a vias relacionadas con el sistema inmunitario. Respecto a esto ultimo, Sannino y
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colaboradores demostraron que el estrés agudo (restriccion fisica) en raton, aumenta la expresion
de genes asociados a neuroproteccion en el hipocampo, mas precisamente Gh (hormona de
crecimiento) y Prl (prolactina), que juntos juegan un papel importante en la regulacion del sistema
inmunoldgico (Sannino et al. 2016). En nuestro modelo de malnutricion (estrés cronico) si bien el
sistema de defensas se encuentra sobre-expresado en el hipocampo ventral, observamos
particularmente una expresion significativamente menor de los genes Gh y Prl (FDR: 0,062 y
0,016, respectivamente). Dado que estos genes cumplen otras funciones en el cerebro, tales como
el desarrollo, proliferacion y maduracion de neuronas y células de la glia (Ransome et al. 2004;

Torner et al. 2009), podrian ser blancos interesantes para el estudio del modelo de malnutricion.

De hecho, el GSEA revel6 que la malnutricion produce una disminucion en la expresion de genes
involucrados con el desarrollo del SNC, tales como migracion neuronal, crecimiento de espinas
dendriticas y extension axonal. Lo que es consistente con otro trabajo realizado en hipocampo de
rata en el cual se llevo a cabo un analisis de redes para identificar la funcion de genes DE que se
ven alterados por la malnutricion materna prenatal. Aqui, revelaron que los genes implicados en el
desarrollo sinaptico, la proyeccién neuronal, la funcidon cognitiva y de aprendizaje se ven
perturbados por una deficiencia nutricional prenatal y, que ademas, estos genes y las redes a las
que estan asociadas pueden estar implicados en las etiologias de trastornos cerebrales, como la
enfermedad de Alzheimer, el autismo y la esquizofrenia (Chen et al. 2020). Por otro lado, los
resultados obtenidos en el GSEA se asemejan al GO realizado para las DhMRs, donde se observa
una menor presencia de 5ShmC en términos similares bajo el modelo de malnutricion. Si bien es
posible que la marca epigenética no regule precisamente a los genes cuya expresion se ve
afectada, ambas podrian estar aportando a vias 0 mecanismos similares que finalmente deriven en

la alteracion del SNC y en consecuencia al fenotipo ansioso.

Mas ain, el GSEA revel6 que el EE bajo el modelo de malnutricién, promueve una mayor
expresion de genes relacionados con procesos neuronales como migracion de neuronas y
desarrollo de espinas dendriticas. Estos resultados se asemejan a las evidencias halladas por Lee et
al. (2013) donde el andlisis de microarray realizado sobre ratones adultos (6 semanas de edad)
expuestos a un EE durante 2 meses, reveld que los genes asociados con la actividad neuronal
fueron alterados significativamente por el EE: el GSEA mostré que los genes involucrados en la

transmision sinaptica estaban upregulados. Ademas, nuevamente los resultados obtenidos en
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nuestro GSEA resultan coincidentes con los hiper-DhMRs observados en la comparacion LP-EE
vs. LP-EN para términos asociados al desarrollo del SNC. Estos resultados indican que el
ambiente enriquecido podria estar revirtiendo las alteraciones en la marca 5hmC vy la expresion de
genes asociados al desarrollo neuroldgico derivados de la malnutricion proteica perinatal,
mecanismos que a su vez podrian estar influyendo en la reversion del comportamiento de tipo

ansioso.

2.5. Los genes DE se encuentran principalmente en neuronas y astrocitos

Al estudiar los tipos celulares que encuentran su expresion génica mas afectada en nuestro
modelo, hallamos que las neuronas y los astrocitos son los tipos de células en los que se
encuentran las mayores diferencias de actividad transcripcional, tanto bajo el modelo de

malnutricién proteica como el de malnutricion mas EE.

Considerando nuestro modelo de malnutricion perinatal y ambiente enriquecido, es esperable que
estos factores externos se traduzcan en cambios en la expresion génica a través de mecanismos
epigenéticos, donde muchos de ellos ocurren especificamente en las neuronas. De hecho, Stroud y
colaboradores demostraron que, en el cerebro del raton durante la vida temprana, la Dnmt3a se
une a ciertas regiones del ADN determinando un patrén de metilacién en el cerebro adulto, que
luego recluta a MECP2 y restringe la transcripcion de genes de manera especifica en el subtipo
neuronal; proceso que ademas puede ser modificado por la experiencia de la vida temprana
(Stroud et al. 2017). Ademas, el GSEA evidencio varios términos relacionados con el desarrollo
neuronal, y el crecimiento de las espinas dendriticas, por lo que era de esperar que las mayores

diferencias en la expresidn se encontrasen en las neuronas.

Sin embargo, también se demostré que una gran proporcion de genes DE se encuentran en los
astrocitos. Estos tipos celulares cumplen muchas funciones bésicas para el funcionamiento del
cerebro (p. €j., sinaptogénesis, reciclaje de glutamato). Ademas, son capaces de detectar e integrar
una gran cantidad de sefiales tanto internas como externas (incluidos cambios hormonales, sefiales
inmunes e informacién nutricional) y utilizar esta informacion para modular la funcién neuronal
(Abbink et al. 2019). Estudios en roedores han demostrado que adversidades en la vida temprana
pueden afectar a los astrocitos a corto y largo plazo. En particular, se ha visto que la separacion

materna da como resultado una disminucién de la reactividad de GFAP (proteina que se
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caracteriza por expresarse especificamente en los astrocitos) en el hipocampo cuando es medida
dentro de las 24 horas posteriores al factor estresante (Roque et al. 2016). Sin embargo, cuando la
expresion de GFAP es medida dias o semanas después del final del periodo de separacion
materna, se observa que ésta aumenta en el hipocampo (Réus et al. 2019). Esto es coincidente con
lo observado en nuestro modelo de malnutricion, ya que el RNAseq reveld una mayor expresion
de GFAP en el hipocampo ventral en el grupo LP respecto al NP (FDR= 7,28E-09) al medirse a
P56. De todas maneras, cabe recalcar que la expresién de GFAP no indica cambios en el nimero
de astrocitos, sino mas bien que estas células podrian estar alterando su perfil de expresion,
regulando positiva o negativamente a GFAP (Tynan et al. 2013). A su vez, se ha demostrado que
el EE también es capaz de afectar los astrocitos, impactando en el nimero y en la expresion de
genes que tienen lugar en este tipo celular, especificamente en el hipocampo (Williamson et al.
2012; Singhal et al. 2020). Con estos antecedentes y resultados, seria interesante acotar el estudio
de los efectos de la malnutricién a tipos celulares especificos como las neuronas y los astrocitos
con el fin de aumentar la especificidad del estudio de los mecanismos relacionados a las
adversidades en la vida temprana y la potencial reversion de sus efectos.

2.6. Los genes DE que son revertidos por el EE se asocian al desarrollo del
SNC

Uno de los principales objetivos de este trabajo es el de estudiar los mecanismos moleculares a
través de los cuales el EE tiene el potencial de rescatar las alteraciones comportamentales
derivadas de la malnutricion proteica perinatal. Por tal motivo, estudiamos los genes que cambian
su expresion debido a la dieta y que ademas revierten sus niveles gracias al EE. Encontramos un
total de 19 genes que revierten su expresion, donde algunos de ellos podrian tener relevancia

biolégica en nuestro modelo y sobre los cuales resultaria interesante ampliar los estudios.

Particularmente, observamos que la expresion del gen Trh se encuentra upregulada debido a la
malnutricion y downregulada bajo el paradigma de EE. Gutierrez-Mariscal y colaboradores han
evidenciado que variaciones en la expresion del gen Trh en la amigdala pueden modular el
comportamiento de tipo ansioso en ratas. Ademas, demostraron que los cambios en la expresion
de Trh varian segun la cepa utilizada y la region del cerebro (Gutiérrez-Mariscal et al. 2008). Si

bien en este trabajo emplearon una técnica aversiva para inducir y evaluar el comportamiento
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ansioso (prueba de enterramiento defensivo, o DBT por sus siglas en inglés: Defensive Burying
Test), resultaria interesante validar el resultado obtenido en el RNAseq bajo nuestro modelo dado
que Trh podria estar cumpliendo un rol en la respuesta de ansiedad observada en el grupo LP e

incluso participar del mecanismo de reversion.

Ademas, se encontraron varios genes que son importantes reguladores del desarrollo neuronal: el
gen Neurod6, por ejemplo, pertenece a la familia de los factores de transcripcion NeuroD,
fundamentales para el desarrollo y funcién del SNC (Tutukova et al. 2021). Estos genes se
expresan de manera abundante en la corteza y el hipocampo durante el desarrollo y su expresion
se mantiene en el adulto (Schwab et al. 1998). En particular NeuroD6 cumple un rol en la
diferenciacion neuronal, la arborizacién dendritica y la navegacion axonal (Tutukova et al. 2021).
Ademas se ha demostrado una baja expresion de este gen en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (Hokama et al. 2014). Observamos que el gen Neurod6 se
expresa en menor medida en el grupo LP-EN mientras que estos niveles se revierten observandose
una mayor expresion en el grupo LP-EE. Una menor expresion de este gen debido a la
malnutricion podria indicar una alteracion en el desarrollo y plasticidad del cerebro capaz de ser
revertido por un ambiente estimulante, aunque mas estudios son necesarios para reafirmar esta

idea.

Otro gen que posee un rol en el desarrollo del sistema nervioso es el desestabilizador de
microtibulos dependiente de ATP, Kif2a. En las primeras etapas del desarrollo del sistema
nervioso murino, KIF2A controla el alargamiento de neuritas regulando la dinamica de
microttbulos en los conos de crecimiento neuronal en respuesta a varios factores neurotréficos,
entre ellos BDNF (Ogawa & Hirokawa 2015). Ademas juega un papel crucial en la migracion
neuronal, y en la elongacion y poda axonal (Maor-Nof et al. 2013). Méas aun, Homma et al. (2018)
demostraron, en un modelo de raton, que el knockout de kif2a da como resultado, en el
hipocampo, espinas més inestables e inmaduras y conduce al crecimiento aberrante de multiples
dendritas que eventualmente desarrollan propiedades axonales, sugiriendo que Kif2a tiene un
importante rol en el establecimiento de las conexiones neuronales en el hipocampo posnatal. En
nuestro modelo, observamos que la malnutricion disminuye la expresion de Kif2a y
contrariamente, el EE la aumenta. Con las evidencias mencionadas, seria interesante continuar con

los estudios de expresion de este gen en particular con el fin de investigar si pudiera tener algun
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rol en las deficiencias ocasionadas por la malnutricion y si ademas es afectado por el ambiente de

crecimiento.

De todas maneras, es importante recalcar que estos son solo algunos genes que podrian estar
interviniendo en el mecanismo de reversion y en las alteraciones observadas en nuestro modelo, y
donde no se descarta el hecho de que podria haber otros genes relevantes que no fueron estudiados
en este trabajo. En efecto, dado que los factores dieta y ambiente son diferentes entre si, podria
haber genes afectados que sean distintos entre los modelos pero que aun asi participen en las
mismas vias (p. Ej.: misma familia de genes), o bien que los modelos afecten cada uno

mecanismos diferentes pero que de todas maneras ambos concluyan en el fenotipo conductual.

2.7. Hay una asociacion significativa entre 5hmC vy la expresion génica bajo

el modelo de malnutriciony EE

Luego de estudiar los DhMRs y los genes DE de forma independiente, analizamos el rol que
5hmC podria tener sobre la transcripcion estudiando si los genes que presentan DhMRs estan a su
vez diferencialmente expresados. Para la comparacion LP-EN vs. NP-EN, observamos que solo 1
gen cumple con ambas caracteristicas: Oxrl. En nuestro modelo encontramos que hay menos
marca de 5hmC en el gen Oxrl en el grupo LP-EN, y ademas se encuentra downregulado. Este
gen expresa la proteina homénima cuya funcién es la de proteger y controlar la sensibilidad de las
células neuronales al estrés oxidativo. Se ha demostrado que los ratones que carecen de Oxrl
presentan neurodegeneracion en el cerebelo y cuando este gen se encuentra sobreexpresado, las
neuronas son menos susceptibles al estrés exdgeno (Oliver et al. 2011). Otro estudio revel6 que en
células knockdown de Oxrl se ve alterada las expresion de los factores de transcripcion que
responden al estrés celular, entre ellos HIF-1 (Yang et al. 2015). Lo que resulta interesante dado
que previamente observamos un menor nivel de hidroximetilacion en la secuencia de union de

este factor de transcripcion, bajo el modelo de malnutricion.

Si bien el nimero de genes encontrados para la comparacion LP-EN vs. NP-EN parece no ser
relevante, el nimero de genes encontrados para LP-EE vs. LP-EN si lo fue. Esto indicaria que
5hmC podria estar cumpliendo un rol regulando la expresion génica en respuesta al ambiente
enriquecido. Otro punto relevante a tener en cuenta es que la exposicion a los ambientes finalizo

en el momento en que las muestras fueron tomadas, mientras que la alimentacion con la dieta
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hipoproteica habia concluido varias semanas antes. En consecuencia, esta diferencia temporal
entre la exposicion a la dieta y el ambiente podria influir tanto en el nimero de genes con DhMRs
como los genes DE, observandose mayor nimero en el grupo expuesto al EE dado que fue el
altimo tratamiento realizado antes de tomar las muestras. Respecto a la comparacién LP-EN vs.
NP-EN, tuvimos la posibilidad de evaluar la marca y expresion de genes que permanecieron
estables en el tiempo, a pesar de que algunas de ellas pudieron haber ocurrido con anterioridad y
no ser detectadas a P56.

Otra razdn por la cual no se evidencia mucha coincidencia entre las DhMRs y la expresion génica
es que la 5hmC, en vez de encontrarse especificamente sobre el gen, podria estar regulando la
expresion desde zonas reguladoras lejanas (p. Ej: enhancer). El estudio bioinformatico revel6 que
solo un gen DE contiene DhMRs en el enhancer predictivo que lo regula y fue hallado en la
comparacion LP-EE vs. LP-EN. Este gen fue Hes5, un factor de transcripcion que juega un papel
importante en la regulacion negativa de la neurogénesis y que se encuentra enriquecido en el giro
dentado del hipocampo ventral (Zhang et al. 2018). Ademas, se ha demostrado que en ratones este
gen puede ver afectada su expresion en respuesta al tipo de dieta perinatal, también en el
hipocampo (Mendes-da-Silva et al. 2015). De todas maneras, habria que realizar un estudio de la
arquitectura tridimensional del genoma (p. Ej: Hi-C) para conocer si la marca 5hmC podria estar

regulando la expresion transcripcional desde zonas regulatorias lejanas al TSS.

Finalmente, es relevante recalcar que, si bien hay estudios que sefialan que 5ShmC se encuentra
asociada a una mayor expresion génica (Song et al. 2011; Szulwach et al. 2011), dado lo
novedoso de esta marca ain no se ha determinado con exactitud su funcion en el genoma. Hay
otros estudios gque sugieren que podria tener un rol en el splicing (Wroblewska et al. 2012) o en el
reclutamiento de complejos proteicos (Takai et al. 2014). Por lo tanto, las variaciones en la
distribucion de 5hmC observadas en nuestro modelo no necesariamente se encuentren
relacionadas a cambios en los niveles transcripcionales, ya que pueden estar asociada a otras

funciones que no fueron evaluadas en este trabajo.
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Conclusién
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En este trabajo de tesis demostramos que la malnutricion proteica durante la gestacion y la
lactancia tiene efectos sobre la expresion proteica de un gen relevante en el eje de respuesta al
estrés en el hipocampo de las madres, lo que podria repercutir en las alteraciones
comportamentales previamente observadas. Ademas, cuando la malnutricion ocurre durante el
periodo perinatal, afecta la expresion hipocampal de algunos genes relacionados con la
maquinaria epigenética, la plasticidad neuronal y el eje HPA, de manera diferente de acuerdo con
el sexo de los individuos, a la edad de 21 dias.

Ademas, expusimos a ratones hembra LP a un ambiente enriquecido con el fin de estudiar los
mecanismos involucrados en la reversion del comportamiento de tipo ansioso demostrado con
anterioridad. En ese trabajo, se evidencié que la malnutricién proteica modifica, particularmente
en el hipocampo ventral, la distribucion de la marca epigenética especifica de cerebro 5hmC,
observandose una disminucion de la marca en genes relacionados con funciones neuronales.
Asimismo, el EE es capaz de revertir dicha distribucion alterada al observarse mayores niveles de
5hmC en genes asociados al desarrollo neural.

Por otro lado, observamos que la dieta hipoproteica y el ambiente de crecimiento también alteran
la expresion transcripcional de ciertos genes. En particular, evidenciamos que genes tales como
Neurod6, Kif2a, Trh, Bmp7 y Dgkk se encuentran relacionados con la ansiedad o bien con el
desarrollo y crecimiento del SNC, y sus niveles de expresion son opuestos entre el grupo LP-EN y
el grupo LP- EE, pudiendo estar participando, junto con otros genes y mecanismos, de la

reversién comportamental.

Finalmente, estudiamos si la marca 5ShmC podria estar asociada a las diferencias observadas en la
expresion transcripcional. Si bien no se hall6 una superposicion significativa bajo el modelo de
malnutricién, se encontr6 que la marca podria estar regulando la expresion de genes en el modelo
de malnutricién mas el EE. De todas maneras, se necesitan mas estudios para demostrar esta teoria
dado que la marca epigenética 5hmC es ain muy novedosa y podria cumplir también otros roles
en el genoma como el reclutamiento de factores y complejos proteicos o incluso participar en el

splicing.

A modo de resumen presentamos un modelo que representa los hallazgos de esta tesis junto con

hipdtesis propuestas basadas en la bibliografia expuesta en la discusion de este trabajo (Fig. 45).
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En conclusion, demostramos que la malnutricion proteica afecta la expresion de determinados
genes relacionados con el eje del estrés, la maquinaria transcripcional y la plasticidad neuronal,
con un impacto menor si la malnutricion ocurre durante la adultez, pero con efectos mas marcados
si tiene lugar durante el periodo perinatal. Ademas, se demostré que la distribucion de la marca
epigenética 5hmC y la expresion de algunos genes importantes para el crecimiento neuronal se

ven afectados tanto por la dieta como por el ambiente de crecimiento.

Si bien los experimentos realizados no son suficientes para determinar una relacion causa-efecto
directa entre la marca epigenética, la expresion génica y el comportamiento alterado derivado de
una malnutricién proteica, estas investigaciones sientan las bases para demostrar que los
mecanismos epigenéticos pueden estar cumpliendo un rol clave en la manera que los factores
externos repercuten en el comportamiento de los individuos. Por lo que seria interesante estudiar
también como la malnutricion y el ambiente de crecimiento podrian estar afectando otras marcas

epigenéticas tales como 5mC, metilacion y acetilacion de histonas, entre otras.

Por dltimo, nuestros resultados permiten avanzar en el conocimiento de un problema a nivel
mundial, como lo es la malnutricion, que afecta tanto a las madres como a sus hijos e hijas, que en
su mayoria se encuentran en estado de vulnerabilidad. En este sentido, proponemos contribuir al
disefio de programas de intervencidn no invasivas como lo es el ambiente enriquecido, al estudiar
los mecanismos y efectos de la modificacion del entorno de crecimiento con el fin de evitar o
revertir las potenciales consecuencias que trae aparejada la malnutricién durante la vida temprana.
Con nuestros hallazgos, recalcamos la importancia de un entorno de crecimiento adecuado para
los nifios y nifias, donde tengan la posibilidad de interactuar con pares, jugar y adquirir
gradualmente las experiencias y aprendizajes acorde a su edad. Mas aun, quiza seria interesante
que en un futuro sea considerado realizar cambios en el entorno de crecimiento (nucleo familiar y
ambito educativo) de los nifios y nifias que hayan sufrido adversidades durante su desarrollo. En
este sentido, pondrian adoptarse politicas que promuevan una mayor estimulacién sensorial a
través del juego y la interaccidn cuidada con otros infantes para lograr asi una estimulacion social,
y de este modo, disminuir el riesgo a desarrollar potenciales alteraciones comportamentales

derivadas de un estrés perinatal.
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Figura 45 | Modelo final. En el esquema se representa el efecto de la malnutricidn proteica en las madres, las crias
machos y hembras a 21 dias de edad, y las crias hembras expuestas a un ambiente normal o bien a un ambiente
enriquecido. La mayor o menor expresion de genes o del tipo de comportamiento sefialado se representa con flechas
hacia arriba o hacia abajo (respectivamente). Todos los genes que aparecen en la figura revelaron diferencias
significativas a excepcion de TrkB que figura entre comillas dado que en este gen se observa una tendencia. La
expresion de genes en las madres y las crias P21 fue evaluado en el hipocampo total, mientras que el andlisis de
DhMRs y expresion transcripcional en las hembras expuestas a los ambientes se evalu6 en el hipocampo ventral. Las
lineas punteadas indican hipdtesis de los posibles genes que podrian estar involucrados en las alteraciones
comportamentales, las cuales estan basadas tanto en los resultados obtenidos como la bibliografia consultada. Volver

altexto.
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Materiales y Métodos




1. Modelo experimental

1.1. 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) con una edad aproximada de entre 10 y 12 semanas con un peso aproximado
de 30gr, lo cual posibilita un mayor éxito de prefiez. Los animales fueron trasladados desde una
sala de reproduccion del Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales a una
sala de experimentacion, en la cual fueron mantenidos a una temperatura aproximada de 25 °C 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. EI uso de una colonia provee una mayor variabilidad genética lo
que se asemeja mas a la variabilidad encontrada en humanos, respecto al uso de una cepa de

ratones.

1.2. Etica con el trabajo de animales

Los experimentos fueron protocolizados de acuerdo con las regulaciones locales y las enunciadas
por el National Institute of Health (NIH) segun la guia “Guide of the Care and Use of Laboratory
Animals” (NIH publicacion 80-23/96). Los protocolos experimentales fueron previamente
aprobados por la Comisién Institucional para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la FCEyYN, UBA bajo la denominacion de los Protocolos N° 0024 y 0034. Teniendo
en cuenta las normas vigentes, la eutanasia de los animales al final de los experimentos fue por

dislocacion cervical o anestesiados y luego perfundidos.

1.3. Dietas y modelo de malnutricion 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). La dieta NP contiene el
porcentaje estandar de caseina, fuente proteica del alimento (20%), mientras que la dieta LP
contiene un 8% de proteinas. De todas formas, ambos alimentos contienen la misma cantidad de
calorias, dado el mayor porcentaje de carbohidratos presentes en la dieta LP. La composicion de
las dietas se encuentra detallada en la Tabla 2.
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I NP (D10012G) LP (D12063002)

g% kcal% 0% kcal%
Proteinas 20 20 8 8
Carbohidratos 64 64 76 76
Grasas 7 16 7 16
Total 100 100
kcal/g 4 4
Ingredientes g Kcal g kcal
Caseina 200 800 80 320
L-Cistina 3 12 3 12
Almidén de maiz 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
510022G % 0 0 0
Mezcla de minerales
510022C 0 0 35 0
Cloruro de sodio 0 0 2,59 0
Carbonato de calcio 0 0 12,495 0
Fosfato de potasio,
1H,0 0 0 10,7 0
Mezcla de vitaminas
V10037 10 40 10 40
Bitartrato de colina 2,5 0 25 0
FD&F: Colorante 0 0 0.05 0
amarillo #5
Total 1.000 4,000 994.335 4,000
P(g) 3,04 3,03
K(g) 3,60 3,80

Tabla 2 | Formulaciones de dietas NP y LP con el detalle de sus componentes. La composicion se
encuentra expresado en porcentaje de gramos y el valor energético aportado por cada componente expresado
en porcentaje de kilocalorias. Volver al texto.
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Previo al apareo, los ratones parentales (Filial 0, FO) machos fueron alojados individualmente,
mientras que las hembras fueron alojadas de a pares agrupadas de forma tal que ambas tuvieran un
peso similar. Dado que la textura del alimento que provee el bioterio difiere del alimento
adquirido para el modelo, los ratones fueron habituados a este nuevo alimento durante 7 dias
empleando la dieta control (NP). Pasados los siete dias de habituacion a la comida, se les fue
asignado de manera azarosa el tratamiento NP o LP, teniendo en cuenta el peso inicial de los
animales para evitar diferencias debido a ello. La dieta adjudicada a cada raton fue mantenida
hasta el destete de las crias. Tres dias previos al apareamiento, se coloco en las jaulas de las
hembras viruta del macho asignado para ese par de hembras. Durante el apareo se colocé al macho
(previamente asignado) con dos hembras nuliparas durante 5 dias consecutivos. Luego, el macho
fue removido y las hembras alojadas juntas durante 9 dias méas hasta ser separadas y alojadas
individualmente con material (papel tist) para el momento del nacimiento de las crias. Durante el
periodo de gestacion, el peso de las hembras fue controlado periédicamente hasta el parto. Al dia
posnatal 2, las camadas fueron balanceadas con el fin que todas ellas tuvieran un tamafio similar
entre 8-10 crias. Las crias (Filial 1-, F1) fueron destetadas a P21, momento en que se realizo la
eutanasia de las madres y también de un grupo de crias machos y hembras de ambos grupos (NP y
LP) a fin de obtener las muestras necesarias para realizar los experimentos. Paralelamente, un
grupo de crias hembras fueron separadas al momento del destete y expuestos al paradigma de

ambiente enriquecido (las crias macho fueron empleadas en otra linea experimental)

1.4. Paradigma de entorno de crecimiento

Finalizado el periodo de lactancia de la F1, los ratones de los tratamientos NP y LP fueron
expuestos durante 5 semanas, a uno de dos entornos de crecimiento posibles: normal o
enriquecido. Durante este periodo los animales recibieron una dieta estandar provista por el
bioterio y pesados periddicamente. EI ambiente normal (NE) corresponde a la jaula estandar para
ratones otorgada por el bioterio (30x18,5x12cm) donde los individuos fueron alojados de a 3 0 4
por jaula (Fig. 46A) y las mismas fueron cambiadas 2 veces por semana. Mientras que el ambiente
enriquecido (EE) corresponde a una jaula de mayor tamafio (64x45x25cm) provista de elementos
que estimulen la actividad sensorial de los ratones. Para ello, se utilizaron una serie de accesorios
con los que se crearon tuneles y elementos para trepar (Fig. 46B). Estos accesorios eran

reemplazados por otros nuevos o bien rotados de lugar dos veces a la semana, con el fin de lograr
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una mayor estimulacion sensorial. Ademas, la ubicacion de la comida fue parcialmente ocultada a
la vista de modo de estimular su busqueda. En este ambiente, los ratones fueron alojados de a 8
animales por jaula de forma tal de incrementar la estimulacion social y se realiz6 el cambio una

VEZ por semana.

(A) (B)

Ambiente normal Ambiente enriquecido
(NE) (EE)

Figura 46 | Representacion de los ambientes utilizados en el modelo. Los ratones F1 fueron alojados en los
ambientes durante 5 semanas una vez finalizado el periodo de lactancia. (A) Ambiente normal (NE) con 4 animales.
(B) Ambiente enriquecido (EE) donde se puede apreciar un mayor niumero de animales y distintos accesorios que
promueven la estimulacidn social y sensorial. VVolver al texto.

2. Evaluacion de los pesos

Con el fin de evaluar el desarrollo fisico de los animales y validar el modelo de malnutricién,
tanto las madres como las crias fueron pesadas periddicamente. El peso de las madres fue
registrado cada 3 dias durante la prefiez y una vez por semana durante la lactancia. Respecto a las
crias, se realizd el seguimiento de peso de 2 individuos seleccionados al azar por cada sexo y
camada y su peso fue registrado cada dos dias desde P2 hasta el destete. Por otro lado, se realizd
el seguimiento periodico del peso de los ratones hembra durante la exposicion a los ambientes,
para lo cual cada individuo fue pesado cada 3-4 dias desde el destete hasta que finalizé el periodo

de exposicion a los ambientes al dia P56.
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3. Andlisis de la expresion génica (ARN)

3.1. Extraccion del hipocampo total

Se realizo la dislocacién cervical de las madres, las cuales fueron inmediatamente decapitadas,
mientras que los ratones de 21 dias de edad fueron anestesiados y luego decapitados.
Posteriormente se les extrajo el cerebro y del cual el hipocampo total fue removido. Cada una de
las muestras fue rapidamente congelada en nitrégeno liquido y conservada a -80°C hasta su uso

para la extraccion de ARN.

3.2. Analisis de ARNm por RT-PCR cuantitativa

3.2.1. Extraccion de ARNm

Para las mediciones de la expresion génica, se realiz6 una extraccién de ARN del hipocampo total
utilizando el reactivo RNAzol RT (Molecular Research Center, Inc.). La muestra de tejido fue
homogenizada con micropipeta agregandole 240 pl del reactivo RNAzol RT. Se centrifug6 en una
centrifuga HERMLE (2233 MK-2) a 12000 g a 4 °C durante 15 min. Se transfirieron a un nuevo
tubo 200 pl del sobrenadante, y se agregaron 96 ul de agua. Se agitaron vigorosamente los tubos
durante 15 s y se los incubd durante 30 min a temperatura ambiente. Luego, se centrifugo
nuevamente a 12000 g a 4 °C durante 15 min para separar las fases acuosa y fenolica. Se recuper6
un volumen equivalente al recuperado luego de la primera centrifugacion para evitar
contaminacion entre fases, y se transfiri6 a un nuevo tubo. Para la precipitacion del ARN, se
agregaron 80 pl de etanol 75% y se mezclo por inversion unas 10 veces. Se dejo precipitando el
ARN a -20 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugd a 12000 g a 4 °C durante 20
min. Al pellet, se le realizaron dos lavados sucesivos con 400 pl de etanol 75%, y luego se lo dejo
secar durante 30 min a temperatura ambiente. Por ultimo, se resuspendi6 el ARNm (ARN

mensajero) con 30 ul de agua. Las muestras fueron conservadas en -80 °C hasta su utilizacion.

3.2.2. Sintesis de ADNc

Para la sintesis de ADNc (&cido desoxirribonucleico copia) se realizo la retrotranscripcion (RT) de
1 pg de ARNm. Para ello, el ARN previamente extraido fue descongelado, mezclado mediante

vortex y calentado a 65 °C por 5 min con el fin de facilitar su solubilizacion. Para conocer el
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volumen requerido para obtener 1 pg de ARNm se cuantifico la concentracion y pureza de 1 ul de
la suspension de ARNm empleando un Nanodrop 2000 spectophotometer (Thermo Fisher
Scientific), donde se midi6 la absorbancia a 280 nm y la relacion de absorbancias a 280/260 nm y
280/230 nm para conocer la calidad de la extraccion.

El volumen conteniendo 1 pg de ARNm fue completado con agua hasta llegar a 7 pul de mezcla.
Luego, a cada tubo se agregaron 5 ul de una mezcla de: dNTPs 10 mM, oligo-dT (18 nt) 100uM,
y agua, en proporciones 1:1:3. 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 °C por 5 min en un
termociclador (Biorad MyCycler). Luego se enfriaron durante 1 min en hielo y se les agregaron 8
ul de una mezcla de: enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega), buffer de reaccion 5X
(Promega), y agua, en proporciones 1:4:3. La reaccion de RT se llevd a cabo durante 50 min a 37
°C vy fue finalizada calentando a 70 °C durante 15 min en el termociclador. Para cada serie de
muestras retrotranscriptas, se agreg6 un tubo correspondiente a un blanco de RT constituido por
los mismos componentes que el tubo con el RNA més concentrado, excepto por la enzima

transcriptasa reversa, la cual fue reemplazada por agua.

Para la medicion de algunos genes fue necesario el uso de una enzima capaz de degradar el ADN
residual que pudo haber co-precipitado junto con el ARNm. En estos casos, se realizd un pre-
tratamiento de las muestras con la enzima DNAsa donde el volumen conteniendo 1 pg de ARNm
fue completado con agua hasta llegar a 8 pl de solucion final y luego a cada tubo se le agregaron 2
ul de una mezcla de Buffer DNAsa 10X y de enzima DNAsa | en proporcion 1:1. Las muestras
fueron calentadas a 37 °C por 30 min en el termociclador y una vez finalizado este tiempo, se
agreg6 1 ul de Stop Buffer a cada tubo para luego calentar las muestras a 65 °C por 10 min y ser
pasadas inmediatamente a hielo. 2 pl de una mezcla conteniendo dNTPs 10mM y oligo-dT (17 nt)
100uM en proporcion 1:1 fueron agregados a las muestras para luego calentarlas 65 °C por 5 min
y ser enfriadas durante 1 min en hielo. Finalmente se agregaron 7 pl de una mezcla de: 1 pl de
enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega), 3,5 ul buffer de reaccion 5X (Promega), y 2,5 ul
agua a cada tubo para luego continuar con la reaccién de RT durante 50 min a 37 °C y 70 °C

durante 15 min tal como se indicé previamente.
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3.2.3. PCR cuantitativa y analisis

Las reacciones de gPCR se hicieron por separado para cada par de primers. En cada tubo de
reaccion se agregaron 2.5 ul de muestra de ADNc y una mezcla conteniendo los siguientes
volimenes de reactivos por tubo: 1,25 ul de buffer de reaccion 10X (Inbio Highway), 0,25 ul de
mezcla de dNTPs 10 mM cada uno, 2 pl de MgCl. 25 mM (Inbio Highway), 0,5 ul de mezcla de
primers directo (Fw-forward) vy reverso (Rv-reverse) 5 uM cada uno, 0,1 pl de enzima Taq
polimerasa (Inbio Highway), 0,0125 ul del fluor6foro SYBR Green y agua destilada hasta
completar un volumen de 12,5 ul final. La reaccion de PCR se llevé a cabo en el equipo Step One
Plus (Applied Biosystems) y consistié de los siguientes pasos: desnaturalizacion inicial a 95 °C
por 5 min, desnaturalizacion a 95 °C por 15 s, hibridizaciéon a X °C por 20 s, sintesis a 72 °C por
25 s (estos ultimos 3 pasos se repitieron por 40 ciclos), y curva de fusion (desde 60 °C se aumentd

la temperatura de a 0,5 °C hasta 95 °C y se midi6 la fluorescencia en cada punto).

Las condiciones para cada par de primers fueron optimizadas modificando la concentracion de
muestra de ADNCc inicial y la temperatura de hibridizacion. Cada muestra fue analizada por
duplicado para cada gen. Se utiliz6 un pool de 2 genes de referencia expresados entre muestras y
se calculé la media geométrica de su expresion como valor de normalizacion. Los genes de
referencia utilizados fueron Hprt (hipoxantina guanina fosforibosil transferasa) y Pgkl
(fosfoglicerato quinasa 1). Los niveles de expresion en todos los casos se calcularon mediante el
programa LinReg PCR (Ruijter et al. 2009). Los primers utilizados para cada gen, la temperatura
de hibridizacion y si requirieron pre-tratamiento con DNAsa se detalla en la tabla 3.
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Primer forward

Primer reverse

Temperatura de

Pre-Tratamiento

e ——— _ Hibridizacién (°C) ~ con DNAsa |
Hprt CAGGCCAGACTTTGTTGGAT TTGCGCTCATCTTAGGCTTT 63 No
Pgkl TGGGCAAGGATGTTCTGTTC TGCAGTCCCAAAAGCATCAT 63 No
Dnmtl TGTTCTGTCGTCTGCAACCT GCCATCTCTTTCCAAGTCTTT 58 No
Dnmt3a ACCAGTATGACGACGAT ATGTAGCAGTTCCAGGG 61 No
Dnmt3b CCCATGCAATGATCTCTCTA AACATTCTCGAACATCCAG 58 No
Mecp2 GCCGATCTGCTGGAAAGTAT AGGAGGTGTCTCCCACCTT 63 No
Gadd45b GGCGGCCAAACTGATGAATG CATTGTCGCAGCAGAACGA 59 No
Tet2 ACGAGGACAGCTTTGGACTG ACAAAGGTCTCCACTGACGC 62 Si
Nr3cl CAAGGGTCTGGAGAGGACAA CTGGACGGAGGAGAACTCAC 63 No
Fkbp5 TGTGCCAGAGGAAGGCGAAG GCTTTGCTGGCTTCCTCCTTTG 63 No
Bdnf exon | TGAGTCTCCAGGACAGCAAA GCCTTCATGCAACCGAAGTA 60 No
Bdnf exon IV GCTGCCTTGATGTTTACTTTGAC GCCTTCATGCAACCGAAGTA 60 No
Bdnf exon VI GACCAGAAGCGTGACAACAA GCCTTCATGCAACCGAAGTA 63 No
TrkB CATGAAAGGCCCAGCTTCGGTCA | GTCGGGACCGCCCTCCGAAG 50 No

Tabla 3 | Secuencia de primers hacia adelante (forward) y reverso (reverse) utilizados para cada gen. Se
muestran ademas las temperaturas de hibridizacion y el requerimiento (o no) de tratamiento con la enzima DNAsa I.
Volver al texto.

4. Analisis de proteinas por Western Blot

4.1. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas totales cada muestra fue homogenizada con potter plastico en un
Eppendorf de 1,5 ml con el agregado de 500 ul de una soluciéon SDS 2% en buffer tris 0,125M pH
6,8. Una vez disgregada la muestra fue incubada a 70 °C durante 10 min y luego centrifugada por
15 min a 12000 g. Se separd el sobrenadante y se descart6 el pellet. La concentracion de proteinas
se determin6 en una alicuota utilizando el kit de ensayo de proteina de acido bicinconinico
(Sigma), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron resuspendidas en Buffer
de siembra 5X (tris 0,125M, glicerol 22%, SDS 5%, B-mercaptoetanol 0,7 M y azul de
bromofenol) en una relacion 4:1. Previo a la realizacion de la corrida electroforética, cada muestra

fue sonicada por 15 seg a 50% de amplitud y calentada a 100 °C durante 10 min.

4.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

En todos los casos las muestras fueron analizadas en un gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. Se utilizo el sistema vertical Mini Format 1-D Electrophoresis Systems de Bio-

Rad. El gel separador (inferior) se preparé al 10% (2,85 ml de H2O destilada estéril, 2,55 ml de
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solucion de acrilamida/bisacrilamida al 30%, 1,95 ml de tris 1,5 M pH 8, 75 ul de SDS 10%, 30 ul
de persulfato de amonio 25% y 3 ul de TEMED). En ambos casos el gel concentrador (superior)
se prepard al 4% (3,25 ml de H20 destilada estéril, 0,6 ml de solucion de acrilamida/
bisacrilamida al 30%, 0,56 ml de tris 1 M pH 6,8, 45 ul de SDS 10%, 18 ul de persulfato de
amonio 25% y 4,5 ul de TEMED). Se sembraron 30 pg de proteina por muestra y en un pocillo
adicional fue sembrado 1 pl del marcador de peso molecular (PageRuler® prestained protein
ladder, Fermentas). Luego se realizo la electroforesis a 120 mV, en buffer tris-glicina-SDS 1X
(tris base 25 mM, glicina 250 mM pH 8,3, SDS 0,1%.) hasta que el azul de bromofenol alcanzé el

extremo inferior del gel separador.

4.3. Transferencia a membrana

Una vez concluida la separacion electroforética, las proteinas fueron transferidas a un soporte
solido, en este caso una membrana de nitrocelulosa. Una de las caras del gel fue apoyada sobre un
fragmento de membrana de nitrocelulosa (RPN303D Hybond - ECL 0,45 um GE Healthcare) del
mismo tamafio y ambos fueron colocados entre papeles Whatman 3MM previamente
humedecidos en buffer de transferencia 1X (Tris-glicina 1X, SDS 0,01%, metanol 20%) y estos a
su vez colocados entre dos esponjas de poro grande y dentro de un soporte plastico. Toda la
construccion fue sumergida en la cuba electroforética, con buffer de transferencia 1X y con la
membrana de nitrocelulosa del lado anddico. La transferencia se llevé a cabo a 90mV, durante 90

min.

4.4. Deteccidn de proteinas

Luego de la transferencia, la membrana de nitrocelulosa fue lavada con PBS Tween al 0,1%
(PBS-TW) y luego sumergida en una solucion de blogueo durante 1 hora en leche descremada al
5% en PBS-TW con el fin de reducir los sitios potenciales de unién de proteinas irrelevantes.
Luego del paso de blogueo la membrana fue lavada 2 veces con PBS-TW durante 10 min. Las
membranas se incubaron durante toda la noche a 4 °C en una solucion de leche descremada al 5%
en PBS-TW vy los siguientes anticuerpos: anti-g-actina de raton (sc-47778, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, EE. UU., Dilucion 1/1000) y anti-GR de ratén (sc-393232, Santa Cruz
Biotecnologia, dilucién 1/250). Después del lavado, se incub6 con el anticuerpo secundario anti-

raton conjugado con la enzima peroxidasa de rabanito (HRP) (Sigma A4416) diluido en solucion
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de bloqueo durante 60 min a temperatura ambiente. La membrana se lavd 2 veces nuevamente con
PBS-TW durante 10 min. Luego se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente
conjugado con la enzima peroxidasa de rabanito (HRP) diluido en solucion de bloqueo (dil:1/500)
durante 120 min a temperatura ambiente. La membrana se lavd 2 veces nuevamente con Tween
20 0,05% en PBS 1X, durante 10 min. Para visualizar las proteinas de interés se utilizo el kit de
deteccion ECL (Amersham Pharmacia Biotech), basado en la produccion de quimioluminiscencia
como consecuencia de la digestion de un sustrato de la enzima HRP. La sefial fue detectada en un
analizador de imagenes Amersham™ Imager 600. Como control de carga se utilizé el gen Actina

y la correcta transferencia fue controlada con el colorante Rojo Ponceau.

5. Estudio morfoldgico de zonas del cerebro

5.1. Perfusién y extraccién del cerebro

Los ratones fueron anestesiados con 2% tribromoetanol (avertina: 0,4 mg de avertina/g de peso)
en agua destilada. Se los perfundi6 de forma intracardiaca primero con 12 ml de solucién salina
(NaCl 0,9%, heparina 2 unidades/ml) para remover parcialmente las células sanguineas y luego
con paraformaldehido 4% (PFA) en buffer fosfato salino 0,1 mM (PBS) para realizar la fijacion
del tejido. Se utilizaron aproximadamente 2 ml de PFA 4% por gramo de peso del animal.
Después de la perfusion, el cerebro fue extraido y posfijado en PFA 4% durante toda la noche a 4

°C. Luego, se lo paso6 a formol 10% y se lo mantuvo en esta solucion hasta que fue cortado.

5.2. Obtencién de los cortes

Los cerebros fijados fueron cortados de forma coronal empleando un vibratomo (Leica VT 1000
5) y se obtuvieron secciones de 40 um de espesor. Los cortes fueron ubicados en series con una
separacion de aproximadamente 320 um (8 cortes) entre si. Se los mantuvo en una solucién
criopreservadora (3 volumenes de etilenglicol, 3 volumenes de glicerol, 2 volimenes de buffer
fosfato 0,4 My 2 volimenes de H20) a -20 °C hasta su utilizacion. Distintas series de estos cortes

fueron utilizados para la tincion de Nissl y Kllver-Barrera que se detallan a continuacion.
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5.3. Tinciones para neurohistologia

5.3.1. Tincion de Nissl (Violeta de Cresilo)
Se empled la tincion de Nissl para observar dimensiones generales del tejido nervioso en cortes
coronales de 40 um de espesor montados en portaobjetos con doble impregnacion de gelatina. Los
cortes fueron hidratados gradualmente pasandolos por etanol 100 %, 96 %, 70 % y agua en forma
secuencial durante 2 minutos en cada uno. Luego fueron coloreados con una solucién violeta de
cresilo (0,1 g de violeta de Cresilo en 100 ml 0,2 M de acetato de sodio pH: 3,8) por 3-5 minutos
y lavados con agua destilada durante 1 o 2 minutos. Posteriormente, los cortes fueron
diferenciados con etanol 70% y luego deshidratados a través de pasajes sucesivos en alcoholes de
graduacion creciente (etanol 70%, 96%, 100%). La coloracion fue chequeada bajo microscopio
con el fin de obtener el ndcleo violeta y coloreados los grumos de Nissl. Finalmente, los tejidos
fueron aclarados en xilol y montados con Balsamo de Canada sintético. Las secciones elegidas
para realizar las mediciones fueron cuidadosamente seleccionadas de acuerdo al atlas de cerebro
de raton (Franklin & Paxinos 2007) con el objeto de disminuir la variabilidad debido a la
ubicacion del corte, por lo que las secciones correspondientes al hipocampo dorsal y la amigdala
basolateral (esta estructura fue evaluada en cortes con doble coloracion: Nissl y Kliver-Barrera)
fueron evaluadas desde -1,46 a -1,58 mm del Bregma y el hipocampo ventral entre -2,8 y -2,92
mm del Bregma. Las mediciones realizadas en las capas piramidales CA1 y CA3 fueron evaluadas

entre -1,46 a -2,06 mm del Bregma.

5.3.2. Método de Kluver-Barrera
El método Kliver-Barrera se empled con el objetivo de tefiir la vaina de mielina y visualizar asi la
sustancia blanca. Se utilizaron cortes coronales de 40 um de espesor montados en portaobjetos
con doble impregnacion de gelatina los cuales fueron hidratados secuencialmente con alcohol
100% y 96% por 1 a 2 min en cada uno. Luego, los cortes fueron colocados en solucion Luxol fast
Blue (0,1 g de solvente blue en 100 ml de etanol 96% y 0,5 ml de &cido acético al 10%) durante
toda la noche a 60 °C. Al siguiente dia, se dejé que los cortes lleguen a temperatura ambiente y
luego fueron pasado a una solucion de alcohol 96% y agua destilada. Los cortes fueron

rapidamente sumergidos en una solucion saturada de carbonato de litio sobresaturado (mas de 1,3
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g cada 100 ml de agua) para comenzar la diferenciacion. Luego, los cortes fueron pasados por
etanol 70% donde progresa la diferenciacion, y se observaron bajo lupa para constatar la
coloracion azul de la sustancia blanca y la decoloracion de la sustancia gris. Se finalizo la
diferenciacion en etanol 50% y luego 70%, en el cual se elimina la tincion inespecifica,
aumentando de esta forma el contraste. Nuevamente, los cortes sobre los cuales se realizaron las
mediciones fueron cuidadosamente seleccionados de acuerdo al atlas de cerebro de ratdn
(Franklin & Paxinos 2007). Las secciones donde fueron cuantificados el cuerpo calloso y la

comisura anterior se encontraron entre 0,5y 0,38 mm del Bregma.

5.4. Obtencidn de las imagenes y medicion de las regiones

Una vez que elegidos los cortes sobre los cuales se harian las cuantificaciones, se obtuvieron las
iméagenes tomando fotografias de los cortes o secciones de interés. Para obtener las fotografias de
los cortes coronales enteros a la altura del hipocampo dorsal y ventral se utilizé una lupa Nikon
SMZB00N con una camara asociada. Para obtener las fotografias correspondientes a secciones
especificas (hipocampo dorsal para la medicion de CA1 y CA3, amigdala basolateral, cuerpo
calloso y comisura anterior) se utilizé un microscopio 6ptico Nikon Eclipse E200 con una camara
518CU Micrometrics integrada (Objetivo utilizado: 4X). Todas las fotos de una misma region
fueron tomadas en las mismas condiciones de luminosidad (intensidad de la lampara y apertura
del diafragma) para evitar variaciones en la cuantificacion. Las mediciones de las areas y
longitudes de las zonas del cerebro fueron realizadas con el ImagelJ. Las variables a medir fueron

realizadas independientemente en cada hemisferio y luego promediadas para cada individuo.

6. Analisis de la marca 5hmC y RNAseq

6.1. Extraccién del hipocampo ventral

Se realiz6 la eutanasia de un total de 8 ratones hembra de 56 dias de edad por dislocacion cervical
y que luego fueron decapitadas. Inmediatamente se les extrajo el cerebro el cual fue introducido
en un molde tridimensional para cerebro de raton (Gianatiempo et al., 2018) el cual permite una
extraccion de alta precision de distintas regiones en este 6rgano. Se utilizo la seccion del cerebro
entre -2 a -3,5 mm del Bregma para extraer especifica y exclusivamente el hipocampo ventral de

las muestras.
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6.2. Extraccién del ADN y ARN

Los tejidos de hipocampo ventral fueron enviados a la Universidad de Wisconsin (Madison - WI,
Estados Unidos) como parte de un proyecto en colaboracion con el laboratorio del Dr. Reid Alisch
(Department of Neulogical Surgery, School of Medicine and Public Health). Alli, el ADN y ARN
fue extraido de las muestras utilizando un kit de purificacion ADN/ARN (Qiagen AllPrep Mini
Kit) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la homogenizacion del tejido, en un tubo
Eppendorf de 1,5 ml fueron colocadas 10 beads de vidrio junto con 600 pl de una solucion de
homogenizacion (10 ul de B-mercaptoetanol por cada 1 ml de Buffer RLT Plus) y el tejido. Un
potter plastico fue colocado en un rotor y el tejido fue disgregado en la solucién junto con las
beads durante 90 s. Luego fueron agregados 150 ul més de la solucion de homogenizacion,
vortexeado durante 20 s y centrifugado rapidamente. EI volumen fue transferido a una columna y
centrifugado a 14000 g durante 30 s. Retenido en la columna se encuentra el ADN y en el tubo
colector esta el ARN.

Para continuar con la extraccion del ARN, fueron agregados al tubo colector 750 ul de Etanol
70% y se mezcld con pipeta 10 veces. Luego el volumen fue agregado a otra columna y
centrifugado a 14000 g por 15 s, el liquido presente en el tubo recolector fue descartado y se
colocaron 700 pl de Buffer RW1 a la columna para ser nuevamente centrifugado a 14000 g por 15
s. El liquido en el tubo colector fue descartado y 500 ul de Buffer RPE se agregaron a la columna
para luego ser centrifugado a 14000 g por 15 s. El liquido contenido en el tubo se descartd y se
agregaron otros 500 pl de Buffer RPE. Se realiz6 una centrifugacion a 14000 g durante 2 miny la
columna fue transferida a un nuevo tubo colector para luego centrifugar a 16000 g durante 1 min.
Finalmente, la columna fue transferida a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se agregaron 50 pl de
agua destilada. Luego de incubar 1 min a temperatura ambiente se realiz6 una centrifugacion a
14000 g durante 1 minuto, la columna fue descartada y el ARN contenido en el tubo Eppenford
fue conservado en -80 °C hasta su utilizacion.

El ADN retenido en la columna fue extraido agregando 500 ul de Buffer AW1 y centrifugado a
14000 durante 15 s. El liquido en el tubo colector fue descartado y 500 ul de Buffer AW2 se
agregaron a la columna para luego centrifugar a 14000 g por 2 min. La columna fue transferida a
un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se agregaron 100 ul de Buffer EB, luego de incubar 1 min a

temperatura ambiente se centrifugd a 14000 g por 1 min. Este Gltimo paso fue realizado 2 veces.
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El tubo Eppendorf conteniendo 200 ul de ADN purificado fue conservado en -20 °C hasta su

utilizacion.

6.3. Obtencion y secuenciacion de fragmentos enriquecidos con la marca 5hmCy
Analisis de DhMRs

El ADN extraido fue cuantificado utilizando un medidor de fluoresencia Qubit™ y un kit para
cuantificar ADN doble cadena (TermoFisher). Se calcul6 el volumen necesario para obtener 5000
ng de ADN por muestra y luego 2 muestras de cada tratamiento fueron agrupadas de forma tal de
obtener 3 pooles de 2 muestras por cada grupo. Al volumen de cada pool conteniendo 10000 ng
de ADN se le agrego cantidad suficiente de agua destilada hasta llegar a un volumen final de 850
ul. Inmediatamente, los pooles de muestras fueron sonicados por 6 min en fragmentos entre 500 y

800 pb empleando el ultrasonicador Covaris S220.

6.3.1. Concentracién del ADN

Con el objetivo de extraer el agua de las muestras conteniendo el ADN sonicado, las mismas
fueron colocadas en columnas Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter 10 KDa y centrifugadas a
14000 g durante 30 s. ElI volumen presente en el tubo colector fue descartado y la columna fue
colocada al revés en un nuevo tubo y centrifugada a 1000 g por 2 minutos. Alrededor de 30 ul de

ADN concentrado se obtuvieron luego de este paso.

6.3.2. Etiquetado quimico

Posteriormente, se llevé a cabo el etiquetado quimico de la marca 5ShmC tal como fue desarrollado
por Song y colaboradores (2011) el cual se basa en el agregado de un aztcar modificado al grupo
hidroxilo propio de esta marca epigenética. Para realizar esta reaccion, se prepard la siguiente
mezcla: 10 pg de ADN sonicado y concentrado, 1,5 ul del sustrato Ns-uridine diphosphoglucose
(N3-UDPG) 2 mM, 1,5 ul de la enzima B-glucosyltransferase (B-GT) y 3 ul de Buffer 10X B-GT.
La mezcla fue incubada a 37 °C durante 1 hora para dar lugar a la reaccion quimica cuyo producto
sera B-glucosyl-5-hydroxymethyl-cytosine (5-gmC). La purificacion se realizd utilizando el
Nucleotide Removal Kit (Qiagen) para lo cual se agregaron 200 ul de buffer PN1 a las muestras,
se introdujo en las columnas y se centrifugo a 6000 rpm durante 1 min. El liquido en el tubo

colector fue descartado, se agregaron 750 ul de Buffer PE a la columna y se centrifugd a 3800 g
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durante 1 min. El sobrenadante fue nuevamente descartado y se centrifugé a 16000 g durante 1
min para secar la columna. La misma fue colocada en un nuevo tubo y se agregaron 30 ul de agua
destilada, se dejé reposar durante 2 min a temperatura ambiente y se realizd la elucidn
centrifugando a 16000 g durante 1 min. Luego, fueron agregados 5 ul de S-S Biotina 1mM
(PEG3-Click chemistry tools) a los 30 ul de elucion y se incubd a 37 °C durante 2 horas, con el
fin de que esta biotina modificada se una al grupo azida Nz de la 5-gmC obtenida en la reaccion
quimica anterior. Se continu6 con la purificacion utilizando nuevamente el Nucleotide Removal
Kit (Qiagen) y se siguieron los mismos pasos mencionados anteriormente, luego del paso de
secado (centrifugacion a 16000 g durante 1 min) se realizaron tres eluciones: las primeras dos se
Ilevaron a cabo agregando 30 pl de agua destilada y la ultima elucion agregando 40 ul, obteniendo
un volumen final de 100 ul de ADN. Entre cada elucion se dejo reposar por 2 min luego del

agregado del agua y se centrifug6 a 16000 g por 1 min.

6.3.3. Captura del ADN biotinilado

Para realizar la captura del ADN, fueron utilizadas Dynabeads (Invitrogen) las cuales consisten en
particulas esféricas supermagnéticas con estreptavidina asociada, la cual reconoce y se une a la
biotina. Se alicuotaron 50 pl de Dynabeads en un tubo de 0,2 las cuales fueron lavadas 4 veces
con 100 pl de Binding Buffer 1X. Entre cada lavado, los tubos conteniendo las beads fueron
colocados en una placa magnética para poder remover el buffer facilmente. Luego, fueron
agregados a las beads 100 pl de Binding Buffer 2X y los 100 ul de ADN obtenidos durante el
paso del etiquetado quimico. Los tubos se colocaron en un rotador durante 15 min a temperatura
ambiente. Finalizado este paso, los tubos se colocaron en una placa magnética durante 5 min 'y el
sobrenadante fue descartado, dado que el ADN biotinilado se encuentra unido a la estreptavidina
presente en las Dynabeads. Las beads fueron lavadas 3 veces cuidadosamente con 200 pl de

Buffer 1X y con placa magnética.

6.3.4. Elucion del ADN
Con el objeto de separar el ADN de las Dynabeads, fueron agregados 75 pl de Ditiotreitol (DTT)
100 mM a cada tubo y se mezclé por inmersion en un rotador durante 2 horas. Finalizado este
tiempo, los tubos fueron colocados en una placa magnética durante 4 minutos y el sobrenadante

fue colocado en columnas (Bio-Rad) y centifugado a 1000 g durante 4 min. EI ADN presente en
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este tubo fue purificado utilizando el MinElute PCR Purification Kit (Qiagen). Para ello, se
agregaron 550 ul de Buffer PB a las muestras, todo el volumen fue agregado a la columna y se
realiz6 una centrifugacion a 16000 g durante 1 min. El sobrenadante fue descartado y se
agregaron 750 ul de Buffer PE a la columna para luego centrifugar a 16000 por 1 min.
Nuevamente el sobrenadante fue descartado y se realiz6 una centrifugacion en seco a 16000 g
durante 1 min. Por ultimo, se realizaron tres eluciones: en la primera se agregaron 10 ul de agua
destilada y en las siguientes fueron agregados 20 pl, obteniendo un volumen final de 50 pl de
ADN enriquecido de la marca epigenética 5hmC. Entre cada elucion se dejé reposar por 2 min

luego del agregado del agua y se centrifugd a 16000 g por 1 min.

6.3.5. Preparacion de la libreria gendmica

Para generar las bibliotecas enriquecidas con 5hmC necesarias para la posterior secuenciacion, se
utilizo el kit de preparacion de bibliotecas de ADN NEBNext Ultra 1l de acuerdo con el protocolo
del fabricante. Para ello, 50 ul de ADN enriquecido fueron agregado a un tubo conteniendo una
mezcla de 3 pl de NEBNext Ultra Il End Prep Enzyme Mix y 7 ul de NEBNext Ultra 11 End Prep
Raction Buffer. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador en dos pasos: 30 min a 20 °C (x1)
y 30 min a 65 °C (x1). Este paso repara los extremos y agrega colas de poli-A en los extremos 3’
del ADN. Luego, se realiza la ligacion de los adaptadores para lo cual, los 60 pl obtenidos de la
reaccion anterior fueron mezclados con: 30 ul NEBNext Ultra Il Ligation Master Mix, 1 ul de
NEBNext Ultra 1l Ligation Enhancer, y 2,5 ul NEBNext Ultra Il Adaptor for lllumina. La mezcla
fue llevada a la termocicladora donde estuvo 15 min a 20 °C (x1). Luego, se le agregaron al tubo 3
ul de la enzima USER y nuevamente fue llevado a la termocicladora en un paso de 15 min a 37
°C. Para continuar con la purificacion del ADN ligado al adaptador, se agregaron 25 ul de
NEBNext Sample Purification Beads, se incubd a temperatura ambiente durante 5 min y luego 5
min en placa magnética. El sobrenadante fue cuidadosamente colocado en un tubo limpio y 10 ul
de beads se agregaron al tubo para luego incubar nuevamente 5 min a temperatura ambiente 5 min
en placa magnética. El sobrenadante fue descartado y 200 ul de etanol 80% fue agregado a los
tubos. Luego de una incubacion de 30 s, el sobrenadante fue descartado, se agregaron 17 ul de
Tris/HCI 10 mM vy se dejé incubar 2 min a temperatura ambiente y 5 min en placa magnética. Para
el enriquecimiento por PCR, se preparo una mezcla conteniendo 15 pl del ADN del paso anterior,
25 ul de NEBNext Ultra 11 Q5 Master Mix y 10 ul de Primers con adaptadores con una secuencia
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especifica que permitird diferenciar las muestras luego de la secuenciacion. Se realizd una
amplificacion por PCR bajo el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 98 °C por 30 s,
desnaturalizacion a 98 °C por 10 s, hibridizacion y extension a 65 °C por 75 s (estos Gltimos 2
pasos se repitieron por 5 ciclos) y una extension final a 65 °C por 5 min. Por ltimo, se purifico el
producto de los reactivos de la PCR para lo cual fueron agregados 45 ul de NEBNext Sample
Purification Beads a los tubos de PCR e incubado por 5 min tanto a temperatura ambiente como
en placa magnética. Luego de descartar el sobrenadante, se agregaron 200 pl de etanol 80%, se
incubd por 30 s, el sobrenadante fue nuevamente descartado, y se agregaron 33 ul de Tris/HCI 10
mM. Se dejo incubar 2 min a temperatura ambiente, luego 5 min en placa magnética y 30 ul de la

solucién de la libreria fueron transferidos a un nuevo tubo y conservados en -20 °C hasta su uso.

6.3.6. Estudio de calidad y secuenciacion de las muestras

La cuantificacion y el estudio de calidad de la biblioteca amplificada se realiz6 utilizando un
BioAnalyzer Agilent 2100, y fueron empleados 20 pM de bibliotecas diluidas para la
secuenciacion. Una reaccion de secuenciacion para ambos extremos, 3’ y 5°, de 50 ciclos fue
realizada por el Centro de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin (Madison - WI, Estados
Unidos). El procesamiento de imagenes y la extraccion de secuencias se realizaron utilizando el

[llumina Pipeline estandar.

6.3.7. Alineacion de secuencia de datos de 5hmC, identificacion de DhMRs y

anotaciones genémicas

Primero se inspecciond la calidad de los archivos FASTQ sin procesar utilizando FastQC. Dado
que fueron secuenciados tantos los extremos 5’ y 3’ del ADN, se obtuvieron dos archivos con
lecturas para alinear al genoma, el forward y reverse, respectivamente. Cada par de archivos
(correspondiente a los extremos) por muestra fue inspeccionado individualmente. Luego las
lecturas forward fueron concatenadas en un archivo y las lecturas reverse en otro archivo distinto.
Fueron secuenciadas alrededor de 30 millones de lecturas por muestra. La alineacion de pares de
los extremos con el genoma NCBI37v1l / mm9 se realizé utilizando el alineador de secuencias
Bowtie v1.2.2 (Langmead et al. 2009). Durante la alineacién, solo las lecturas de mapeo de forma
Unica con la menor cantidad de discordancias (con un limite de no méas de dos mismatches) a lo

largo de toda la lectura y con una longitud maxima de insercion de 600 pb, fueron informadas y
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utilizadas para el andlisis posterior. Un promedio de 25,1 millones (~ 83%) de lecturas de
extremos fueron alineadas con éxito con el genoma.

El algoritmo de anélisis basado en modelos de ChIP-Seq 2 (MACS2) v2.1.2 (Zhang et al. 2008)
fue utilizado para estimar el tamafio de los fragmentos e identificar los picos de las lecturas de
extremos alineados utilizando los siguientes parametros: formato de extremo emparejado, tamafio
de genoma efectivo de 1.87x10°, ancho de banda de 300 pb, un limite de FDR de 0.05, proceso de
modelo de autopares habilitado, sesgo local calculado en una ventana circundante de 1 kb y un
méaximo de cada fragmento por duplicado para evitar el sesgo de la PCR. La region superior de
cada pico (cumbre) fue extraida para cada muestra y se ampliaron +/- 500 pb para el analisis
posterior.

Los picos obtenidos para cada muestra fueron importados a R y convertidos en objetos Granges.
Los picos se redefinieron para cada grupo para el analisis de hidroximetilaciéon diferencial de la
siguiente manera: los picos de cada muestra se agruparon, los picos superpuestos se fusionaron
para formar una sola region, los picos se extrajeron para un analisis adicional si al menos dos
muestras tenian tal superposicion. La acumulacion significativa de lecturas mapeadas Unicas
representa regiones hidroximetiladas en todo el genoma. Esto produjo 48.564 regiones candidatas
para la comparacion LP-EN vs NP-EN, 44.407 regiones candidatas para la comparacion LP-EE vs
LP-EN, 44.496 regiones candidatas para la comparacion NP-EE vs NP-EN y 39.005 regiones
candidatas para la comparacion LP-EE vs NP-EE. Para formar regiones candidatas para el analisis
de la region diferencialmente hidroximetilada (DhMR), los picos de todos los tratamientos se
agruparon y fusionaron de manera similar. Los DhMR se identificaron utilizando el paguete R
edgeR (Robinson et al. 2009). Las lecturas de cada muestra se ampliaron por el tamafio de
fragmento estimado determinado por MACS2. Los factores de normalizacion, la dispersion
comun y la dispersion por etiquetas se calcularon para cada comparacién, con el objetivo de
mejorar las diferencias en el tamafio de la biblioteca entre las muestras. Las regiones consideradas
DhMR fueron aquellas que cumplieran con las siguientes caracteristicas: p-valor menor 0,05 y un
logz FoldChange (FC) mayor a 0,58, lo que significa que solo fueron consideradas significativas
las regiones de aquellas comparaciones que tuvieran un 50% de cambio en su FC. Este analisis
produjo 835 DhMR para la comparacion LP-EN vs NP-EN, 1061 DhMR para LP-EE vs LP-EN,
411 para LP-EE vs NP-EE y 1448 DhMR para la comparacion NP-EE vs NP-EN. Los DhMR

fueron asignados al gen mas cercanos utilizando el paquete R ChIPseeker y los paquetes
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Bioconductor TxDb.Mmusculus.UCSC.mm9.knownGene y org.Mm.eg.db (Yu et al. 2015). Se
utilizé una ventana de +/- 3000 pb rodeando el sitio de inicio de la transcripcion (region
promotora). Para el analisis de la distribucion gendémica de DhMR, se fragmentd el gen
incluyendo: promotor distal (2-3 kb), promotor central (1-2 kb), promotor proximal (< 1kb), 5
'UTR, primer exdn, primer intrén, otros exones, otros intrones, 3 'UTR, downstream (< 3 kb) y

regiones intergénicas distales (> 3 kb). Los DhMR fueron asignados a las estructuras gendémicas
mas cercanas y se utilizd la prueba de permutacion (valor de p <0,05) para determinar la
representacion insuficiente/excesiva de los DhMR en estas caracteristicas genomicas. Los DhMR
asignados a mas de 3000 pb rio arriba del inicio de la transcripcion del gen méas cercano o a mas
de 300 pb rio abajo del gen méas cercano fueron considerados "intergénicos distales” y no se

asociaron con ningun gen.

6.3.8. Analisis de Ontologia génica y Heatmap

Se estudiaron los genes asociados a DhMR bajo las comparaciones LP-EN vs. NP-EN y LP-EE
vs. LP-EN para el enriquecimiento de ontologia génica empleando genes input que corresponden
a la base de procesos bioldgicos y las vias KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
utilizando el software Cytoscape 3.7.2 (complemento ClueGO). Los términos GO se definieron
como estadisticamente diferentes si el valor p corregido por el método de Bonferroni era <0,05.
Los heatmaps fueron generados a partir del porcentaje de genes asociados a DhMRs ajustados al
tamafo de la lista de genes input y se visualizaron utilizando el paguete pheatmap en R (Kolde
2019).

6.3.9. Superposicion entre genes asociados con DhMRs y genes relacionados con el
desarrollo del SNC y la ansiedad

Para analizar si el solapamiento entre los genes que presenta DhMRs para las comparaciones LP-
EN vs. NP-EN (N = 477) y LP-EE vs. LP-EN (N = 704) y genes que se sabe que juegan un papel
en la ansiedad (LP-EN vs. NP-EN N= 1571 / LP-EE vs LP-EN N= 1527) o desarrollo del SNC
(LPEN vs. NPEN N= 3944 / LP-EE vs LP-EN N= 3867), se utiliz6 una prueba de Chi-cuadrado.
Los genes relacionados con ansiedad y desarrollo del sistema nervioso fueron extraidos de la base
de datos de GeneCards. Para el concepto del desarrollo del SNC fueron utilizados los siguientes

términos: plasticidad sinaptica; formacién de sinapsis; crecimiento de neuritas y arborizacién
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dendritica. El universo de genes empleados para la prueba de Chi-cuadrado fueron aquellos genes
que tuvieran picos de 5hmC (LP-EN vs. NP-EN N= 11404 y LP-EE vs LP-EN N= 11224).

6.3.10. Andlisis de secuencias consenso para factores de transcripcion

Para el analisis de las secuencias consenso, se utilizo el conjunto de herramientas de optimizacion
hipergeométrica de enriquecimiento de motivos (Hypergeometric Optimization of Motif
EnRichment -HOMER-) (Heinz et al. 2010). Las secuencias de ADN correspondientes a las
coordenadas DhMR se obtuvieron del genoma mm9 y se compararon con las secuencias de fondo,
utilizando el tamafio dado de la region. Las secuencias consenso reconocidas por los factores de
transcripcion de vertebrados (N = 428) se determinaron utilizando pruebas binomiales y un limite
de FDR de 0,05.

6.4. Secuenciacion y analisis del transcriptoma entero (RNAseq)

Para realizar la secuenciacion masiva del transcriptoma, el ARN extraido de las muestras fue
cuantificado empleando el medidor de fluoresencia Qubit™ y un kit de alta sensibilidad para
cuantificar ARN (TermoFisher). Se realizaron 3 pooles para cada tratamiento de 2 muestras cada
uno, empleando exactamente las mismas muestras que fueron utilizadas para el andlisis de 5hmC.
Un volumen de 15 ul de cada pool fue utilizado para constatar la calidad del ARN previo a al
proceso de secuenciacion, para lo cual fue empleado un BioAnalyzer Agilent 2100. Luego de que
se corroborara que el ARN no estuviese degradado, se calcularon los volimenes necesarios de las
muestras para que cada miembro del par aporte 600 ng de ARN y obtener asi un total de 1200 ng
por pool en un volumen final de 20 pl llevado con agua destilada. Los 12 pooles de muestras
fueron enviados a Novogene Corporation (Sacramento - CA, Estados Unidos) donde se realiz6 la

preparacion de la libreria necesaria para luego llevar a cabo la secuenciacion del transcriptoma.

6.4.1. Analisis de la secuenciacion de ARN y deteccion de genes diferencialmente
expresados
Para realizar la alineacion y el calculo de los niveles de expresion de la transcripcion se utilizo el
ensamblaje mm9 como genoma de referencia y el GENCODE M1 (NCBIM37) como la biblioteca
de anotacion de genes. Se empleo el paquete de software RSEM para calcular la expresion, donde

RSEM automatiza la alineacion de las lecturas con las transcripciones de referencia utilizando el
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alineador Bowtie para asignar recuentos fraccionarios para lecturas de mapeo multiple. Bowtie fue
configurado para informar todos los aciertos validos con hasta 2 desajustes permitidos y suprimir
todas las alineaciones si una lectura tuviese mas de 200 aciertos. Para la deteccion de genes
expresados diferencialmente (DE) en cada una de las comparaciones por pares, fue utilizado el
paquete de R EBSeq (Leng N 2021). Los genes con valores de mas del 75% <10 (es decir, 4 de 6
muestras en cada contraste) se filtran para garantizar un mejor ajuste del modelo, y los factores de
normalizacion son el recuento medio de cada transcripto. Aplicamos un control FDR a la prueba y

fueron considerados como significativos los transcriptos con FDR <0,3.

6.4.2. Analisis de enriquecimiento de conjunto de genes: GSEA

El analisis de enriquecimiento de conjunto de genes fue realizado en R v4.0.3 utilizando el
paquete clusterProfiler (Yu et al. 2012) el cual automatiza el proceso de clasificacidn de términos
bioldgicos y el analisis de enriquecimiento de grupos de genes, ademas ofrece diversos modos de
visualizacion de los datos, gracias a lo cual fueron realizados los gréficos de dotblot. La ontologia
escogida para la realizacion del GSEA fue “procesos biologicos”, se empled un punto de corte
para la significancia del test de enriquecimiento de p.adjust< 0.05. La lista de genes background
utilizada para ratéon fue org.Mm.eg.db y el nimero de términos mostrados en los gréaficos fue

seteado en 20.

6.4.3. Superposicién entre genes DE y genes relacionados con el desarrollo del SNC

y la ansiedad

Para analizar si el solapamiento entre los genes diferencialmente expresados para las
comparaciones LP-EN vs. NP-PEN (N = 67) y LP-EE vs. LP-EN (N = 363) y genes que se sabe
que juegan un papel en la ansiedad (N= 1977) o desarrollo del SNC (N= 5287), se utilizé una
prueba de Chi-cuadrado. Los genes relacionados con ansiedad y desarrollo del sistema nervioso
fueron extraidos de la base de datos de Gene Cards. Para el concepto del desarrollo del SNC
fueron utilizados los siguientes términos: plasticidad sinaptica; formacion de sinapsis; crecimiento
de neuritas y arborizacion dendritica. El universo de genes empleados para la prueba de Chi-
cuadrado fueron todos los genes obtenidos a partir del RNAseq (LP-EN vs. NP-EN N= 17011y
LP-EE vs LP-EN N=17011).
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6.4.4. Estudio de prevalencia de expresion y marca epigenética segun los tipos
celulares

Se utilizé un subconjunto de los datos de Saunders et al. 2018, que consiste en 113.171 células
aisladas y secuenciadas individualmente mediante el método Drop-seq (Macosko et al. 2015)
provenientes del hipocampo de 6 ratones adultos (60-70 dias de edad) de la cepa C57BIk6/N.
Las células provenientes de esta region fueron asignadas en el trabajo original a 11 clases
celulares distintas: neuronas, astrocitos, microglia, oligodendrocitos, polidendrocitos, células
endoteliales, células ependimarias, células tipo fibroblasto, células murales, células del plexo
coroideo y un tipo celular compatible con neurogénesis adulta. A su vez, cada uno de estas clases
celulares puede contener subclases asociadas a regiones o distinciones més finas. Por ejemplo, las
neuronas contienen interneuronas, neuronas del giro dentado o neuronas de CAL
Finalmente, dentro de cada sub clase, definen poblaciones celulares que son transcripcionalmente
distintas entre si. Estas poblaciones que contienen células con perfiles transcripcionales similares
son llamadas metacélulas.

Para la asignacion de genes a clases celulares se emplearon las funciones base de R v4.0.3. Se
tomo la expresion de cada gen en cada metacélula y se la promedié agrupando a las metacélulas
segun la clase celular de pertenencia. Luego, se normalizd la expresion de cada gen y se realizé un
clustering de tipo k-medias en 15 grupos. Se asigné6 manualmente cada uno de estos 15 grupos a
las clases celulares en las cuales la expresion se encontr6 aumentada, quedando definida entonces
una lista en la cual los genes fueron asignados a cada tipo celular segin su nivel transcripcional
(un mismo gen puede estar asignado a mas de un tipo celular). Finalmente, utilizando la lista antes
mencionada, se asignd la clase celular correspondiente a cada gen diferencialmente expresado
(FDR<0.3) para cada una de las dos comparaciones (LPEN vs. NPEN y LPEE vs. LPEN) con el
fin de estudiar los tipos celulares en los que se encuentran las mayores diferencias en la expresion.

Los resultados obtenidos se graficaron utilizando el paquete UpSetR v1.4.0 (Conway et al. 2017).

6.4.5. Genes que revierten sus niveles de expresion por el ambiente enriquecido y

genes que presentan DhMRs y se encuentran diferencialmente expresados

Para analizar si el solapamiento de los genes DE entre las comparaciones LP-EN vs. NP-EN (N =
67) y LP-EE vs. LP-EN (N = 363) fue significativo, se utilizé una prueba de Chi-cuadrado. El

universo de genes empleados para esta prueba fueron todos aquellos genes que no estuviera
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diferencialmente expresados para ninguna de las comparaciones (N= 16600). Para estudiar si el
solapamiento de genes asociados a DhMRs (LP-EN vs. NP-EN N=477 y LP-EE vs. LP-EN
N=704) y los genes DE (LP-EN vs. NP-EN N=67 y LP-EE vs. LP-EN N=363) presentan
diferencias significativas, se utilizd la prueba de Chi-cuadrado. El universo de genes empleados
para la prueba fueron aquellos genes que estuvieran en comun entre la lista de genes que
presentan picos de 5hmC y los genes obtenidos del RNAseq y que naturalmente no fueran
significativos para ninguno de ellos. (LP-EN vs. NP-EN N= 8977 y LP-EE vs LP-EN N= 8291).

6.4.6. Base de datos FOCS y obtencién de enhancers con DhMRs
La base de datos conteniendo los promotores y sus enhancers predichos fue obtenida a partir del
método de inferencia FOCS (Hait et al. 2018) (http://acgt.cs.tau.ac.il/focs). La base de datos

utilizada para raton fue fantom_mm9_interactions. Para la obtencién de la lista de enhancers con
DhMRs, las coordenadas DhMRs fueron comparadas con elementos enhancer del cerebro de
raton (Gao & Qian 2020). Se considerd que los DhMR se superponian con los enhancers si sus
coordenadas se superponian parcial o totalmente a las asociadas con las regiones enhancers

conocidas.

7. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados mediante el InfoStat versién 2020 y los gréficos se
obtuvieron empleando el GraphPad Prism Version 5.0 o el programa R Statistical Software
version 4.0.3.

En el caso de comparaciones entre dos medias, como es el caso del estudio de la expresion de
ARN vy proteinas en las madres y las crias como asi también el estudio de las dimensiones de las
estructuras del cerebro evaluadas en los ratones a P21, se realiz6 un anélisis de T-student. En
todos los casos, se puso a prueba la normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilks y la
homocedasticidad con la prueba F para igualdad de varianzas. En el caso que los residuos no
pasaran alguno de estos supuestos, se realizé el analisis no paramétrico de Wilcoxon.

Para el andlisis de las dimensiones de las estructuras del cerebro bajo el modelo de malnutricion y
ambientes, se realizO un ANOVA de 2 factores. En todos los casos, se puso a prueba la

normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilks y la homocedasticidad mediante la prueba de
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Levenne. En caso de no lograr el cumplimiento de los supuestos mencionados se utilizé la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Con el fin de analizar el peso de las madres FO durante la gestacion y lactancia, y de las crias F1 a
lo largo de los dias de lactancia, se realizd un disefio de ANOVA de un factor con medidas
repetidas, con un test a posteriori de Tukey con el fin de comparar los tratamientos en cada dia.
Para llevar a cabo el andlisis de los pesos de los animales bajo el modelo de malnutricion y
ambientes durante la exposicion al EN y EE, se realiz6 un disefio de ANOVA de dos factores con
medidas repetidas, con un test a posteriori de Tukey, a fin de comparar los pesos entre los grupos
correspondientes. Para todos los analisis de pesos fue chequeado el supuesto de normalidad, y en
caso de no cumplirse se observd que la distribucion de los puntos en el grafico QQ-plot siguiera
una distribucion normal para no dejar de realizar el disefio estadistico méas adecuado para este tipo

de mediciones.

143



Bibliografia




Abbink, M.R., van Deijk, A.L.F., Heine, V.M., Verheijen, M.H. & Korosi, A. (2019) The involvement of
astrocytes in early-life adversity induced programming of the brain. Glia 67, 1637-1653.

Abdollahi, F., Lye, M.S., Zain, A.M., Ghazali, S.S. & Zarghami, M. (2011) Postnatal depression and its
associated factors in women from different cultures. Iran J Psychiatry Behav Sci 5, 5-11.

Adams, P.B., Lawson, S., Sanigorski, A. & Sinclair, A.J. (1996) Arachidonic acid to eicosapentaenoic acid
ratio in blood correlates positively with clinical symptoms of depression. Lipids 31, 157-161.

Adewuya, A.O. & Afolabi, O.T. (2005) The course of anxiety and depressive symptoms in Nigerian
postpartum women. Arch Womens Ment Health 8, 257-259.

Agba, O.B., Lausser, L., Huse, K., Bergmeier, C., Jahn, N., Groth, M., Bens, M., Sahm, A., Gall, M.,
Witte, O.W., Kestler, H.A., Schwab, M. & Platzer, M. (2017) Tissue- , sex- , and age-specific DNA
methylation of rat glucocorticoid receptor gene promoter and insulin-like growth factor 2 imprinting
control region. Physiol Genomics 690-702.

Agrati, D., Browne, D., Jonas, W., Meaney, M., Atkinson, L., Steiner, M. & Fleming, A.S. (2015)
Maternal anxiety from pregnancy to 2 years postpartum: transactional patterns of maternal early
adversity and child temperament. Arch Womens Ment Health 18, 693-705.

Aguiniga, L.M., Yang, W., Yaggie, R.E., Schaeffer, A.J. & Klumpp, D.J. (2019) Acyloxyacyl hydrolase
modulates depressive-like behaviors through aryl hydrocarbon receptor. Am J Physiol - Regul Integr
Comp Physiol 317, R289-R300.

Aid, T., Kazantseva, A., Piirsoo, M., Palm, K. & Timmusk, T. (2007) Mouse and Rat BDNF Gene
Structure and Expression Revisited. J Neurosci Res 83, 787-800.

Aisa, B., Tordera, R., Lasheras, B., Rio, j. del & Ramirez, m. j. (2008) Effects of maternal separation on
hypothalamic — pituitary — adrenal responses, cognition and vulnerability to stress in adult female
rats. Neuroscience 154, 1218-1226.

Alamy, M. & Bengelloun, W.A. (2012) Malnutrition and brain development: An analysis of the effects of
inadequate diet during different stages of life in rat. Neurosci Biobehav Rev 36, 1463—1480.

Alberca, C. (2016) Estimulacion social y sensorial como estrategia de reversion en los trastornos de tipo
ansioso y depresivo en un modelo de malnutricién proteica perinatal en ratones. Tesis de
Licenciatura.

Alberca, C.D., Papale, L.A., Madrid, A., Gianatiempo, O. Cénepa, E.T., Alisch, R.S. & Chertoff, M.
(2020) Perinatal protein malnutrition results in genome-wide disruptions of 5-hydroxymethylcytosine
at regions that can be restored to control levels by an enriched environment. Epigenetics 1-17.

Altschuler, E.L. & Neugebauer, R. (2005) Schizophrenia and the Chinese famine of 1959-1961 [1]
(multiple letters). J Am Med Assoc 294, 2968—2969.

Amateau, S.K. & McCarthy, M.M. (2004) Induction of PGE2 by estradiol mediates developmental
masculinization of sex behavior. Nat Neurosci 7, 643—650.

Amir, R.E., Van Den Veyver, 1.B., Wan, M., Tran, C.Q., Francke, U. & Zoghbi, H.Y. (1999) Rett
syndrome is caused by mutations in X-linked MECP2, encoding methyl- CpG-binding protein 2. Nat
Genet 23, 185-188.

Antunes, C., Sousa, N., Pinto, L. & Marques, C.J. (2019) TET enzymes in neurophysiology and brain
function. Neurosci Biobehav Rev 102, 337-344.

145



Arendash, G.W., Garcia, M.F., Costa, D.A., Cracchiolo, J.R., Wefes, |.M. & Potter, H. (2004)
Environmental enrichment improves cognition in aged Alzheimer’s transgenic mice despite stable -
amyloid deposition. Neuroreport 15, 1751-1754.

Autry, A.E. & Monteggia, L.M. (2012) Brain-derived neurotrophic factor and neuropsychiatric disorders.
Pharmacol Rev 64, 238-258.

Bagot, R.C., Parise, E.M., Pefia, C.J., Zhang, H.X., Maze, I., Chaudhury, D., Persaud, B., Cachope, R.,
Bolafios-Guzman, C.A., Cheer, J., Deisseroth, K., Han, M.H. & Nestler, E.J. (2015) Ventral
hippocampal afferents to the nucleus accumbens regulate susceptibility to depression. Nat Commun 6.

Bakker, J., Honda, S.I., Harada, N. & Balthazart, J. (2002) The aromatase knock-out mouse provides new
evidence that estradiol is required during development in the female for the expression of sociosexual
behaviors in adulthood. J Neurosci 22, 9104-9112.

Bannerman, D.M., Deacon, R.M.J., Offen, S., Friswell, J., Grubb, M. & Rawlins, J.N.P. (2002) Double
dissociation of function within the hippocampus: Spatial memory and hyponeophagia. Behav
Neurosci 116, 884-901.

Bansod, S., Kageyama, R. & Ohtsuka, T. (2017) Hes5 regulates the transition timing of neurogenesis and
gliogenesis in mammalian neocortical development. Dev 144, 3156-3167.

Baroncelli, L., Braschi, C., Spolidoro, M., Begenisic, T., Sale, A. & Maffei, L. (2009) Nurturing brain
plasticity : impact of environmental enrichment. Cell Death Differ 17, 1092-1103.

Barra, R., Morgan, C., Patricio, S., Reyes-parada, M., Morales, B. & Hern, A. (2018) Facts and hypotheses
about the programming of neuroplastic deficits by prenatal malnutrition 77, 65-80.

Barresi, V., Condorelli, D.F. & Stella, A.M.G. (1999) GFAP gene methylation in different neural cell types
from rat brain. Int J Dev Neurosci 17, 821-828.

Bayat, M., Sharifi, M.D., Haghani, M. & Shabani, M. (2015) Enriched environment improves synaptic
plasticity and cognitive deficiency in chronic cerebral hypoperfused rats. Brain Res Bull 119, 34-40.

Bell, A.F., Carter, C.S., Steer, C.D., Golding, J., Davis, J.M., Steffen, A.D., Rubin, L.H., Lillard, T.S.,
Gregory, S.P., Harris, J.C. & Connelly, J.J. (2015) Interaction between oxytocin receptor DNA
methylation and genotype is associated with risk of postpartum depression in women without
depression in pregnancy. Front Genet 6, 1-10.

De Bellis, M.D., Keshavan, M.S., Shifflett, H., lyengar, S., Beers, S.R., Hall, J. & Moritz, G. (2002) Brain
structures in pediatric maltreatment-related posttraumatic stress disorder: A sociodemographically
matched study. Biol Psychiatry 52, 1066-1078.

De Bellis, M.D., Keshavan, M.S., Spencer, S. & Hall, J. (2000) N-acetylaspartate concentration in the
anterior cingulate of maltreated children and adolescents with PTSD. Am J Psychiatry 157, 1175-
1177.

Belluscio, L.M., Berardino, B.G., Ferroni, N.M., Ceruti, J.M. & Canepa, E.T. (2014) Early protein
malnutrition negatively impacts physical growth and neurological reflexes and evokes anxiety and
depressive-like behaviors. Physiol Behav 129, 237-254.

Bennett, E.L., Diamond, M.C., Krech, D. & Rosenzweig, M.R. (1964) Chemical and Anatomical Plasticity
of Brain Author ( s): Edward L . Bennett , Marian C . Diamond , David Krech and Mark R .
Rosenzweig Published by : American Association for the Advancement of Science Stable URL :
http://www.jstor.org/stable/1714515 REF. Sci New Ser 146, 610-619.

146



Berardino, B.G., Chertoff, M., Gianatiempo, O., Alberca, C.D., Priegue, R., Fiszbein, A., Long, P., Corfas,
G. & Cénepa, E.T. (2019) Exposure to enriched environment rescues anxiety-like behavior and
miRNA deregulated expression induced by perinatal malnutrition while altering oligodendrocyte
morphology. Neuroscience 408, 115-134.

Berardino, B.G., Fesser, E.A. & Céanepa, E.T. (2017) Perinatal protein malnutrition alters expression of
miRNA biogenesis genes Xpo5 and Ago2 in mice brain. Neurosci Lett 647, 38—44.

Binder, E.B. (2009) The role of FKBP5, a co-chaperone of the glucocorticoid receptor in the pathogenesis
and therapy of affective and anxiety disorders. Psychoneuroendocrinology 34, 186-195.

Bldssner, M., Onis, M. De & Organization, W.H. (2005) Malnutrition: quantifying the health impact at
national and local levels. Environ Burd Dis Ser 12, 43.

Bockmiihl, Y., Patchev, A. V, Madejska, A., Hoffmann, A., Sousa, J.C., Sousa, N., Holsboer, F., Almeida,
O.F.X. & Spengler, D. (2015) Methylation at the CpG island shore region upregulates Nr3cl
promoter activity after early-life stress. Epigenetics 247-257.

Bodnar, L.M. & Wisner, K.L. (2005) Nutrition and depression: Implications for improving mental health
among childbearing-aged women. Biol Psychiatry 58, 679-685.

Boulle, F., Van Den Hove, D.L.A., Jakob, S.B., Rutten, B.P., Hamon, M., Van Os, J., Lesch, K.P.,
Lanfumey, L., Steinbusch, HW. & Kenis, G. (2012) Epigenetic regulation of the BDNF gene:
Implications for psychiatric disorders. Mol Psychiatry 17, 584-596.

Boxer, L.D., Renthal, W., Greben, A.W., Whitwam, T., Silberfeld, A., Stroud, H., Li, E., Griffith, E.C.,
Bonev, B. & Greenberg, M.E. (2020) MeCP2 Represses the Rate of Transcriptional Initiation of
Highly Methylated Long Genes. Mol Cell 1-16.

Bremner, J.D., Randall, P., Vermetten, E., Staib, \Lawrence, Bronen, R.A., Mazure, C., Capelli, S.,
McCarthy, G., Innis, R.B. & Charney, D.S. (1997) Magnetic Resonance Imaging-Based Measurement
of Hippocampal VVolume in Posttraumatic Stress Disorder Related to Childhood Physical and Sexual
Abuse—A Preliminary Report. Otolaryngology 41, 23-32.

Brunson, K.L., Kramér, E., Lin, B., Chen, Y., Colgin, L.L., Yanagihara, T.K., Lynch, G. & Baram, T.Z.
(2005) Mechanisms of late-onset cognitive decline after early-life stress. J Neurosci 25, 9328-9338.

Cantacorps, L., Alfonso-Loeches, S., Guerri, C. & Valverde, O. (2019) Long-term epigenetic changes in
offspring mice exposed to alcohol during gestation and lactation. J Psychopharmacol 33, 1562-1572.

Cao, X., Li, L.P., Wang, Q., Wu, Q., Hu, H.H., Zhang, M., Fang, Y.Y., Zhang, J., Li, S.J., Xiong, W.C.,
Yan, H.C., Gao, Y.B,, Liu, J.H,, Li, XW., Sun, L.R., Zeng, Y.N., Zhu, X.H. & Gao, T.M. (2013)
Astrocyte-derived ATP modulates depressive-like behaviors. Nat Med 19, 773-777.

Chahrour, M., Jung, S.Y., Shaw, C., Zhou, X., Wong, S.T.C., Qin, J. & Zoghbi, H.Y. (2008) MeCP2, a
Key Contributor to Neurological Disease, Activates and Represses Transcription. Science (80-) 320,
1224-1230.

Chapillon, P., Patin, V., Roy, V., Vincent, A. & Caston, J. (2002) Effects of pre- and postnatal stimulation
on developmental, emotional, and cognitive aspects in rodents: A review. Dev Psychobiol 41, 373—
387.

Chen, J., Evans, A.N., Liu, Y., Honda, M., Saavedra, J.M. & Aguilera, G. (2012) Maternal Deprivation in
Rats is Associated with Corticotrophin-Releasing Hormone (CRH) Promoter Hypomethylation and
Enhances CRH Transcriptional Responses to Stress in Adulthood. J Neuroendocrinol 24, 1055-1064.

147



Chen, J., Zhao, X., Cui, L., He, G., Wang, X., Wang, F., Duan, S., He, L., Li, Q., Yu, X., Zhang, F. & Xu,
M. (2020) Genetic regulatory subnetworks and key regulating genes in rat hippocampus perturbed by
prenatal malnutrition: Implications for major brain disorders. Aging (Albany NY) 12, 8434-8458.

Cheng, Y., Sun, M., Chen, L., Li, Y., Lin, L., Yao, B., Li, Z., Wang, Z., Chen, J., Miao, Z., Xin, N., Huang,
L., Allen, E.G., Wu, H., Xu, X. & Jin, P. (2018) Ten-Eleven Translocation Proteins Modulate the
Response to Environmental Stress in Mice. Cell Rep 25, 3194-3203.e4.

Chertoff, M. (2015) Protein Malnutrition and Brain Development. Brain Disord Ther 04.

Chini, M. & Hanganu-Opatz, I.L. (2021) Prefrontal Cortex Development in Health and Disease: Lessons
from Rodents and Humans. Trends Neurosci 44, 227-240.

Chourbaji, S., Hoyer, C., Richter, S.H., Brandwein, C., Pfeiffer, N., Vogt, M.A., Vollmayr, B. & Gass, P.
(2011) Differences in mouse maternal care behavior - is there a genetic impact of the glucocorticoid
receptor? PLoS One 6.

Cia, A.H., Stagnaro, J.C., Aguilar Gaxiola, S., Vommaro, H., Loera, G., Medina-Mora, M.E., Sustas, S.,
Benjet, C. & Kessler, R.C. (2018) Lifetime prevalence and age-of-onset of mental disorders in adults
from the Argentinean Study of Mental Health Epidemiology. Soc Psychiatry Psychiatr Epidemiol 53,
341-350.

Cicchetti, D. & Handley, E.D. (2017) Methylation of the glucocorticoid receptor gene (NR3C1) in
maltreated and nonmaltreated children: Associations with behavioral undercontrol, emotional
lability/negativity, and externalizing and internalizing symptoms. Dev Psychopathol 29, 1795-1806.

Clarren, S.K., Alvord, E.C., Sumi, S.M., Streissguth, A.P. & Smith, D.W. (1978) Brain malformations
related to prenatal exposure to ethanol. J Pediatr 92, 64-67.

Condorelli, D.F., Dell’Albani, P., Conticello, S.G., Barresi, V., Nicoletti, V.G., Caruso, A., Kahn, M.,
Vacanti, M., Albanese, V., Vellisc, J. de & Stella Giuffrida, A. (1997) A Neural-Specific
Hypomethylated Domain in the 5> Flanking Region of the Glial Fibrillary Acidic Protein. Dev
Neurosci 19, 446-456.

Conner, J.M., Lauterborn, J.C., Yan, Q., Gall, C.M. & Varon, S. (1997) Distribution of brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) protein and mRNA in the normal adult rat CNS: Evidence for
anterograde axonal transport. J Neurosci 17, 2295-2313.

Conway, J.R., Lex, A. & Gehlenborg, N. (2017) UpSetR: An R package for the visualization of
intersecting sets and their properties. Bioinformatics 33, 2938-2940.

Coppieters, N. & Dragunow, M. (2011) Epigenetics in Alzheimers Disease: a Focus on DNA
Modifications. Curr Pharm Des 17, 3398-3412.

Coulter, C.L., Leech, R.W., Brumback, R.A., Schaefer, G.B. & Scheithauer, B.W. (1993) Midline Cerebral
Dysgenesis, Dysfunction of the Hypothalamic-Pituitary Axis, and Fetal Alcohol Effects. Arch Neurol
50, 771-775.

Crawford, L.E., Knouse, L.E., Kent, M., Vavra, D., Harding, O., LeServe, D., Fox, N., Hu, X., Li, P.,
Glory, C. & Lambert, K.G. (2020) Enriched environment exposure accelerates rodent driving skills.
Behav Brain Res 378.

Criado-marrero, M., Gebru, N.T., Gould, L.A., Smith, T.M., Kim, S., Blackburn, R.J., Dickey, C.A. &
Blair, L.J. (2019) Early Life Stress and High FKBP5 Interact to Increase Anxiety-Like Symptoms
through Altered AKT Signaling in the Dorsal Hippocampus. Int J Mol Sci Artic 20, 1-19.

148



Cui, M., Yang, Y., Yang, J., Zhang, J., Han, H., Ma, W., Li, H., Mao, R., Xu, L., Hao, W. & Cao, J. (2006)
Enriched environment experience overcomes the memory deficits and depressive-like behavior
induced by early life stress. Neurosci Lett 404, 208-212.

Delgado-Morales, R. (2017) Neuroepigenomics in Aging and Disease. Adv Exp Med Biol.

Dhanushkodi, A., Bindu, B., Raju, T.R. & Kutty, B.M. (2007) Exposure to Enriched Environment
Improves Spatial Learning Performances and Enhances Cell Density but Not Choline
Acetyltransferase Activity in the Hippocampus of Ventral Subicular-Lesioned Rats. Behav Neurosci
121, 491-500.

Diamond, M.C., Ingham, C.A., Johnson, R.E., Bennett, E.L. & Rosenzweig, M.R. (1976) Effects of
environment on morphology of rat cerebral cortex and hippocampus. J Neurobiol 7, 75-85.

Dolinoy, D.C. (2008) The agouti mouse model: An epigenetic biosensor for nutritional and environmental
alterations on the fetal epigenome. Nutr Rev 66, 1-8.

Elliott, E., Ezra-Nevo, G., Regev, L., Neufeld-Cohen, A. & Chen, A. (2010) Resilience to social stress
coincides with functional DNA methylation of the Crf gene in adult mice. Nat Neurosci 13, 1351—
1353.

Ellis, H.H., Fisher, P.A. & Zaharie, S. (2004) Predictors of disruptive behavior, developmental delays,
anxiety, and affective symptomatology among institutionally reared Romanian children. J Am Acad
Child Adolesc Psychiatry 43, 1283-1292.

Ernfors, P., Wetmore, C., Olson, L. & Persson, H. (1990) Identification of cells in rat brain and peripheral
tissues expressing MRNA for members of the nerve growth factor family. Neuron 5, 511-526.

Fairbrother, N., Janssen, P., Antony, M.M., Tucker, E. & Young, A.H. (2016) Perinatal anxiety disorder
prevalence and incidence. J Affect Disord 200, 148-155.

Fan, J.M., Chen, X.Q., Jin, H. & Du, J.Z. (2009) Gestational hypoxia alone or combined with restraint
sensitizes the hypothalamic-pituitary-adrenal axis and induces anxiety-like behavior in adult male rat
offspring. Neuroscience 159, 1363-1373.

FAO. (2018) The State of Food Security and Nutrition in the World.
FAO. (2020) Food Security and Nutrition in the World. IEEE J Sel Top Appl Earth Obs Remote Sens.

Feng, J., Chang, H., Li, E. & Fan, G. (2005) Dynamic Expression of De Novo DNA Methyltransferases
Dnmt3a and Dnmt3b in the Central Nervous System. J Neurosci Res 746, 734-746.

Ferroni, N.M., Berardino, B.G., Belluscio, L.M., Fernandez, M.S., Fesser, E.A., Sonzogni, S. V. & Cénepa,
E.T. (2020) Perinatal protein malnutrition induces the emergence of enduring effects and age-related
impairment behaviors, increasing the death risk in a mouse model. Nutr Neurosci 0, 1-14.

Field, T., Healy, B., Goldstein, S. & Guthertz, M. (1990) Behavior-State Matching and Synchrony in
Mother-Infant Interactions of Nondepressed Versus Depressed Dyads. Dev Psychol 26, 7-14.

Fisher, JR.W., Morrow, M.M., Ngoc, N.T.N. & Anh, L. T.H. (2004) Prevalence, nature, severity and
correlates of postpartum depressive symptoms in Vietnam. BJOG An Int J Obstet Gynaecol 111,
1353-1360.

Fleming, A.S., Ruble, D.N., Flett, G.L. & Shaul, D.L. (1988) Postpartum Adjustment in First-Time
Mothers: Relations Between Mood, Maternal Attitudes, and Mother-Infant Interactions. Dev Psychol
24, 71-81.

149



Franklin, K.B.J. & Paxinos, G.P. (2007) The Mouse Brain in Stereotaxic coordinates. Psychology.

Franklin, T.B., Russig, H., Weiss, I.C., Grff, J., Linder, N., Michalon, A., Vizi, S. & Mansuy, .M. (2010)
Epigenetic transmission of the impact of early stress across generations. Biol Psychiatry 68, 408—415.

Freeman, M.P., Hibbeln, J.R., Wisner, K.L., Davis, J.M., Mischoulon, D., Peet, M., Keck, P.E., Marangell,
L.B., Richardson, A.J., Lake, J. & Stoll, A.L. (2006) Omega-3 fatty acids: Evidence basis for
treatment and future research in psychiatry. J Clin Psychiatry 67, 1954-1967.

Fuhrmann, D., Knoll, L.J. & Blakemore, S.J. (2015) Adolescence as a Sensitive Period of Brain
Development. Trends Cogn Sci 19, 558-566.

Fumagalli, F., Molteni, R., Racagni, G. & Riva, M.A. (2007) Stress during development: Impact on
neuroplasticity and relevance to psychopathology. Prog Neurobiol 81, 197-217.

Gao, T. & Qian, J. (2020) EnhancerAtlas 2.0: An updated resource with enhancer annotation in 586
tissue/cell types across nine species. Nucleic Acids Res 48, D58-D64.

Garber, K.B., Visootsak, J. & Warren, S.T. (2008) Fragile X syndome. Eur J Hum Genet 16, 666-672.

Gharani, N., Benayed, R., Mancuso, V., Brzustowicz, L.M. & Millonig, J.H. (2004) Association of the
homeobox transcription factor, ENGRAILED 2, 3, with autism spectrum disorder. Mol Psychiatry 9,
474484,

Gianatiempo, O., Alberca, C., Filevich, O., Canepa, T. & Chertoff, M. (2018) Development of a Low-Cost
3D Printable Mouse Brain Matrix. Am Soc Neurochem 11, 41.

Gianatiempo, O., Sonzogni, S. V., Fesser, E.A., Belluscio, L.M., Smucler, E., Sued, M.R. & Céanepa, E.T.
(2020) Intergenerational transmission of maternal care deficiency and offspring development delay
induced by perinatal protein malnutrition. Nutr Neurosci 23, 387-397.

Globisch, D., Miinzel, M., Miller, M., Michalakis, S., Wagner, M., Koch, S., Briickl, T., Biel, M. & Carell,
T. (2010) Tissue distribution of 5-hydroxymethylcytosine and search for active demethylation
intermediates. PLoS One 5, 1-9.

Goldman-Rakic, P.S. & Brown, R.M. (1982) Postnatal development of monoamine content and synthesis
in the cerebral cortex of rhesus monkeys. Dev Brain Res 4, 339-349.

Goodman, J.H., Watson, G.R. & Stubbs, B. (2016) Anxiety disorders in postpartum women: A systematic
review and meta-analysis. J Affect Disord 203, 292-331.

Goodwill, H.L., Manzano-Nieves, G., LaChance, P., Teramoto, S., Lin, S., Lopez, C., Stevenson, R.J.,
Theyel, B.B., Moore, C.1., Connors, B.W. & Bath, K.G. (2018) Early Life Stress Drives Sex-
Selective Impairment in Reversal Learning by Affecting Parvalbumin Interneurons in Orbitofrontal
Cortex of Mice. Cell Rep 25, 2299-2307.e4.

Gréff, J., Kim, D., Dobbin, M.M. & Li-Huei, T. (2011) Epigenetic Regulation of Gene Expression in
Physiological and Pathological Brain Processes. Physiol Rev 91, 603-649.

Gualtieri, F., Brégére, C., Laws, G.C., Armstrong, E.A., Wylie, N.J., Moxham, T.T., Guzman, R., Boswell,
T. & Smulders, T. V. (2017) Effects of environmental enrichment on doublecortin and BDNF
expression along the dorso-ventral axis of the dentate gyrus. Front Neurosci 11, 1-15.

Guintivano, J., Arad, M., Gould, T.D., Payne, J.L. & Kaminsky, Z.A. (2014) Antenatal prediction of
postpartum depression with blood DNA methylation biomarkers. Mol Psychiatry 19, 560-567.

150



Gutiérrez-Mariscal, M., de Gortari, P., Lopez-Rubalcava, C., Martinez, A. & Joseph-Bravo, P. (2008)
Analysis of the anxiolytic-like effect of TRH and the response of amygdalar TRHergic neurons in
anxiety. Psychoneuroendocrinology 33, 198-213.

Hahn. (2015) 5-hydroxymethylcytosine: a stable or transient DNA modification? 104, 314-323.

Haim, A., Albin-brooks, C., Sherer, M., Mills, E. & Leuner, B. (2016) Hormones and Behavior The effects
of gestational stress and Selective Serotonin reuptake inhibitor antidepressant treatment on structural
plasticity in the postpartum brain — A translational model for postpartum depression. Horm Behav
77,124-131.

Hait, T.A., Amar, D., Shamir, R. & Elkon, R. (2018) FOCS: A novel method for analyzing enhancer and
gene activity patterns infers an extensive enhancer-promoter map. Genome Biol 19, 1-15.

Heijmans, B.T., Tobi, E.W., Stein, A.D., Putter, H., Blauw, G.J., Susser, E.S., Slaghoom, P.E. & Lumey,
L.H. (2008) Persistent epigenetic differences associated with prenatal exposure to famine in humans.
Proc Natl Acad Sci U S A 105, 17046-17049.

Heim, C. & Binder, E.B. (2012) Current research trends in early life stress and depression: Review of
human studies on sensitive periods, gene-environment interactions, and epigenetics. Exp Neurol 233,
102-111.

Heinz, S., Benner, C., Spann, N., Bertolino, E., Lin, Y.C., Laslo, P., Cheng, J.X., Murre, C., Singh, H. &
Glass, C.K. (2010) Simple Combinations of Lineage-Determining Transcription Factors Prime cis-
Regulatory Elements Required for Macrophage and B Cell Identities. Mol Cell 38, 576-589.

Herbert, V. (1962) Experimental nutritional folate deficiency in man. Trans Assoc Am Physicians 75, 307—
320.

Hokama, M., Oka, S., Leon, J., Ninomiya, T., Honda, H., Sasaki, K., Iwaki, T., Ohara, T., Sasaki, T.,
LaFerla, F.M., Kiyohara, Y. & Nakabeppu, Y. (2014) Altered expression of diabetes-related genes in
Alzheimer’s disease brains: The Hisayama study. Cereb Cortex 24, 2476-2488.

Holliday, A.R. & Pugh, J.E. (1975) DNA Modification Mechanisms and Gene Activity during
Development. Am Assoc Adv Sci 187, 226-232.

Homma, N., Zhou, R., Naseer, M.1., Chaudhary, A.G., Al-Qahtani, M.H. & Hirokawa, N. (2018) KIF2A
regulates the development of dentate granule cells and postnatal hippocampal wiring. Elife 7, 1-26.

Horowitz, J.A. & Goodman, J. (2004) A Longitudinal Study of Maternal Postpartum Depression
Symptoms. Psych Cent 18.

Van Den Hove, D.L.A., Steinbusch, H.W.M., Scheepens, A., Van De Berg, W.D.J., Kooiman, L.A.M.,
Boosten, B.J.G., Prickaerts, J. & Blanco, C.E. (2006) Prenatal stress and neonatal rat brain
development. Neuroscience 137, 145-155.

Irier, H., Street, R.C., Dave, R., Lin, L., Cai, C., Hayden, T., Yao, B. & Jin, P. (2014) Environmental
enrichment modulates 5-hydroxymethylcytosine dynamics in hippocampus. Genomics 104, 376-382.

Ising, M., Horstmann, S., Kloiber, S., Lucae, S., Binder, E.B., Kern, N., Kiinzel, H.E., Pfennig, A., Uhr, M.
& Holsboer, F. (2007) Combined Dexamethasone/Corticotropin Releasing Hormone Test Predicts
Treatment Response in Major Depression—A Potential Biomarker ? Biol Psychiatry 62, 47-54.

Ito, T., Funamoto, K., Sato, N., Nakamura, A., Tanabe, K., Hoshiai, T., Suenaga, K., Sugawara, J., Nagase,
S., Okamura, K., Yaegashi, N. & Kimura, Y. (2012) Maternal undernutrition induces the expression

151



of hypoxia-related genes in the fetal brain. Tohoku J Exp Med 226, 37-44.

Jacobson, L. & Sapolsky, R. (1991) The role of the hippocampus in feedback regulation of the
hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis. Endocr Rev 12, 118-134.

Jin, S.G., Wu, X., Li, A.X. & Pfeifer, G.P. (2011) Genomic mapping of 5-hydroxymethylcytosine in the
human brain. Nucleic Acids Res 39, 5015-5024.

Jung, C.K.E. & Herms, J. (2014) Structural dynamics of dendritic spines are influenced by an
environmental enrichment; An in vivo imaging study. Cereb Cortex 24, 377-384.

Jungling, A., Reglodi, D., Karadi, Z.N., Horvath, G., Farkas, J., Gaszner, B. & Tamas, A. (2017) Effects of
postnatal enriched environment in a model of parkinson’s disease in adult rats. Int J Mol Sci 18.

Kanatsou, S., Karst, H., Kortesidou, D., Van Den Akker, R.A., den Blaauwen, J., Harris, A.P., Seckl, J.R.,
Krugers, H.J. & Joels, M. (2017) Overexpression of mineralocorticoid receptors in the mouse
forebrain partly alleviates the effects of chronic early life stress on spatial memory, neurogenesis and
synaptic function in the dentate gyrus. Front Cell Neurosci 11, 1-13.

Kar, B.R., Rao, S.L. & Chandramouli, B. a. (2008) Cognitive development in children with chronic protein
energy malnutrition. Behav Brain Funct 4, 31.

Karpova, N., Sales, A. & Joca, S. (2016) Epigenetic Basis of Neuronal and Synaptic Plasticity. Curr Top
Med Chem 17, 771-793.

Kaufmann, L.T., Gierl, M.S. & Niehrs, C. (2011) Gadd45a , Gadd45b and Gadd45g expression during
mouse embryonic development. Gene Expr Patterns 11, 465-470.

Kaut, O., Kuchelmeister, K., Moehl, C. & Wiullner, U. (2019) 5-methylcytosine and 5-
hydroxymethylcytosine in brains of patients with multiple system atrophy and patients with
Parkinson’s disease. J Chem Neuroanat 96, 41-48.

Ke, X., Fu, Q., Majnik, A., Cohen, S., Liu, Q. & Lane, R. (2018) Adverse early life environment induces
anxiety-like behavior and increases expression of FKBP5 mRNA splice variants in mouse brain.
Physiol Genomics 50, 973-981.

Ke, X., Fu, Q., Sterrett, J., Hillard, C.J., Lane, R.H. & Majnik, A. (2020) Adverse maternal environment
and western diet impairs cognitive function and alters hippocampal glucocorticoid receptor promoter
methylation in male mice. Physiol Rep 8, 1-13.

Kempermann, G., Kuhn, H.G. & Gage, F.H. (1997) More hippocampal neurons in adult mice living in an
enriched environment. Lett to Nat.

Kigar, S.L., Chang, L., Hayne, M.R., Karls, N.T. & Auger, A.P. (2016) Sex differences in Gadd45b
expression and methylation in the developing rodent amygdala. Brain Res 1642, 461-466.

Kimmel, M., Clive, M., Gispen, F., Guintivano, J., Brown, T., Cox, O., Beckmann, M.W., Kornhuber, J.,
Fasching, P.A., Osborne, L.M., Binder, E., Payne, J.L. & Kaminsky, Z. (2016) Oxytocin receptor
DNA methylation in postpartum depression. Psychoneuroendocrinology 69, 150-160.

Kitraki, E., Nalvarte, 1., Alavian-Ghavanini, A. & Riiegg, J. (2016) Effects of pre- and post-natal exposure
to bisphenol A on the stress system. Endocr Disruptors 4, e1184775.

Klengel, T., Mehta, D., Anacker, C., Rex-haffner, M., Pruessner, J.C., Pariante, C.M., Pace, TW.W.,
Mercer, K.B., Mayberg, H.S., Bradley, B., Nemeroff, C.B., Holsboer, F., Heim, C.M., Ressler, K.J.,
Rein, T. & Binder, E.B. (2013) Allele-specific FKBP5 DNA demethylation mediates gene —

152



childhood trauma interactions. Nat Neurosci 16, 33—41.
Kolde, R. (2019) pheatmap: Pretty Heatmaps. R package version 1.0.12.

Kriaucionis, S. & Heintz, N. (2009) The nuclear DNA base 5-hydroxymethylcytosine is present in purkinje
neurons and the brain. Science (80- ) 324, 929-930.

Kumar, R.S., Narayanan, S.N., Kumar, N. & Nayak, S. (2018) Prucalopride: A Recently Approved Drug
by the Food and Drug Administration for Chronic Idiopathic Constipation. Int J Appl Basic Med Res
231-236.

Kundakovic, M., Gudsnuk, K., Herbstman, J.B., Tang, D., Perera, F.P. & Champagne, F.A. (2015) DNA
methylation of BDNF as a biomarker of early-life adversity. Proc Natl Acad Sci U S A 112, 6807—
6813.

Kyle, U.G. & Pichard, C. (2006) The Dutch Famine of 1944-1945: A pathophysiological model of long-
term consequences of wasting disease. Curr Opin Clin Nutr Metab Care 9, 388-394.

Labonté, B., Jeong, Y.H., Parise, E., Issler, O., Mena, F., Engmann, O., Cho, K., Neve, R., Nestler, E.J. &
Koo, J.W. (2019) Gadd45b mediates depressive-like role through DNA demethylation. Sci Rep 9, 1—
9.

Lancaster, C.A., Gold, K.J., Flynn, H.A., Yoo, H., Marcus, S.M. & Davis, M.M. (2010) Risk factors for
depressive symptoms during pregnancy: a systematic review. Am J Obstet Gynecol 202, 5-14.

Langmead, B., Trapnell, C., Pop, M. & Salzberg, S.L. (2009) Ultrafast and memory-efficient alignment of
short DNA sequences to the human genome. Genome Biol 10.

Lara, M.A., Navarrete, L., Nieto, L., Barba Martin, J.P., Navarro, J.L. & Lara-Tapia, H. (2015) Prevalence
and incidence of perinatal depression and depressive symptoms among Mexican women. J Affect
Disord 175, 18-24.

Laus, M.F., Vales, L.D.M.F., Costa, T.M.B. & Almeida, S.S. (2011) Early postnatal protein-calorie
malnutrition and cognition: A review of human and animal studies. Int J Environ Res Public Health
8, 590-612.

Lee, MY, Yu, J.H., Kim, J.Y., Seo, J.H., Park, E.S., Kim, C.H., Kim, H. & Cho, S.R. (2013) Alteration of
synaptic activity-regulating genes underlying functional improvement by long-term exposure to an
enriched environment in the adult brain. Neurorehabil Neural Repair 27, 561-574.

Lee, P.R., Brady, D.L., Shapiro, R.A., Dorsa, D.M. & Koenig, J.I. (2007) Prenatal stress generates deficits
in rat social behavior : Reversal by oxytocin 6.

Lemaire, A. V, Koehl, M., Moal, M. Le, Abrous, D.N., Lemaire, V., Koehl, M., Moal, M. Le & Abroust,
D.N. (2016) Prenatal Stress Produces Learning Deficits Associated with an Inhibition of
Neurogenesis in the Hippocampus with an inhibition of neu rogenesis in Prenatal stress produces
learning deficits assoc the hippocampus. Proc Natl Acad Sci United States Am 97, 11032-11037.

Leng N, K.C. (2021) EBSeq: An R package for gene and isoform differential expression analysis of RNA-
seq data.

Lenz, K.M., Wright, C.L., Martin, R.C. & McCarthy, M.M. (2011) Prostaglandin E2 regulates AMPA
receptor phosphorylation and promotes membrane insertion in preoptic area neurons and glia during
sexual differentiation. PLoS One 6.

Liao, L., Yao, X., Huang, J. & Bai, S. (2020) Prenatal stress up-regulated hippocampal glucocorticoid

153



receptor expression in female adult rat offspring. Int J Morphol 38, 400-405.

Lin, Y., Ter Horst, G.J., Wichmann, R., Bakker, P., Liu, A., Li, X. & Westenbroek, C. (2009) Sex
differences in the effects of acute and chronic stress and recovery after long-term stress on stress-
related brain regions of rats. Cereb Cortex 19, 1978-1989.

Liu, D., Diorio, J., Tannenbaum, B., Caldji, C., Francis, D., Freedman, A., Sharma, S., Pearson, D.,
Plotsky, P.M. & Meaney, M.J. (1997) Maternal care, hippocampal glucocorticoid receptors, and
hypothalamic- pituitary-adrenal responses to stress. Science (80-) 277, 1659-1662.

Lokuge, S., Frey, B.N., Foster, J.A., Soares, C.N. & Steiner, M. (2011) Depression in women: Windows of
vulnerability and new insights into the link between estrogen and serotonin. J Clin Psychiatry 72,
1563-1569.

Lothmann, K., Deitersen, J., Zilles, K., Amunts, K. & Herold, C. (2021) New boundaries and dissociation
of the mouse hippocampus along the dorsal-ventral axis based on glutamatergic, GABAergic and
catecholaminergic receptor densities. Hippocampus 31, 56-78.

Loury, R. & Sassone-Corsi, P. (2003) Histone phosphorylation: How to proceed. Methods 31, 40-48.

Luoni, A., Berry, A., Raggi, C., Bellisario, V., Cirulli, F. & Riva, M.A. (2016) Sex-Specific Effects of
Prenatal Stress on Bdnf Expression in Response to an Acute Challenge in Rats : a Role for Gadd45p.
Mol Neurobiol 53, 7037-7047.

Ma, D.K., Jang, M., Guo, J.U., Kitabatake, Y., Chang, M., Pow-anpongkul, N., Flavell, R.A., Lu, B., Ming,
G. & Song, H. (2009) Neuronal Activity—Induced Gadd45b Promotes Epigenetic DNA
Demethylation and Adult Neurogenesis. Science (80- ) 323, 1074-1077.

Macosko, E.Z., Basu, A., Satija, R., Nemesh, J., Shekhar, K., Goldman, M., Tirosh, I., Bialas, A.R.,
Kamitaki, N., Martersteck, E.M., Trombetta, J.J., Weitz, D.A., Sanes, J.R., Shalek, A.K., Regev, A. &
McCarroll, S.A. (2015) Highly parallel genome-wide expression profiling of individual cells using
nanoliter droplets. Cell 161, 1202-1214.

Manzano Nieves, G., Schilit Nitenson, A., Lee, H.1., Gallo, M., Aguilar, Z., Johnsen, A., Bravo, M. &
Bath, K.G. (2019) Early life stress delays sexual maturation in female mice. Front Mol Neurosci 12,
1-12.

Maor-Nof, M., Homma, N., Raanan, C., Nof, A., Hirokawa, N. & Yaron, A. (2013) Axonal Pruning Is
Actively Regulated by the Microtubule-Destabilizing Protein Kinesin Superfamily Protein 2A. Cell
Rep 3, 971-977.

Martin, C. & Zhang, Y. (2005) The diverse functions of histone lysine methylation. Nat Rev Mol Cell Biol
6, 838-849.

Martinowich, K., Hattori, D., Wu, H., Fouse, S., He, F., Hu, Y., Fan, G., Sun, Y.E., Martinowich, K.,
Hattori, D. & Wu, H. (2003) DNA Methylation-Related Chromatin Remodeling in Activity-
Dependent Bdnf Gene Regulation Published by : American Association for the Advancement of
Science Stable URL : https://www.jstor.org/stable/3835563 digitize , preserve and extend access to
Science D 302, 890—-893.

Martinowich, K., Manji, H. & Lu, B. (2007) New insights into BDNF function in depression and anxiety.
Nat Neurosci 10, 1089-1093.

Martyn, A.C., Choleris, E., Gillis, D.J., Armstrong, J.N., Amor, T.R., McCluggage, A.R.R., Turner, P. V.,
Liang, G., Cai, K. & Lu, R. (2012) Luman/CREB3 Recruitment Factor Regulates Glucocorticoid

154



Receptor Activity and Is Essential for Prolactin-Mediated Maternal Instinct. Mol Cell Biol 32, 5140-
5150.

Matzke, M.A. & Birchler, J.A. (2005) RNAi-mediated pathways in the nucleus. Nat Rev Genet 6, 24-35.

Mccarthy, D.M. & Bhide, P.G. (2012) Prenatal cocaine exposure decreases parvalbumin-immunoreactive
neurons and GABA-to-projection neuron ratio in the medial prefrontal cortex. Dev Neurosci 34, 174—
183.

McGowan, P.O., Sasaki, A., D’Alessio, A.C., Dymov, S., Labonté, B., Szyf, M., Turecki, G. & Meaney,
M.J. (2009) Epigenetic regulation of the glucocorticoid receptor in human brain associates with
childhood abuse. Nat Neurosci 12, 342-348.

McHugh, S.B., Deacon, R.M.J., Rawlins, J.N.P. & Bannerman, D.M. (2004) Amygdala and Ventral
Hippocampus Contribute Differentially to Mechanisms of Fear and Anxiety. Behav Neurosci 118,
63-78.

McQuaid, R.J., Dunn, R., Jacobson-Pick, S., Anisman, H. & Audet, M.C. (2018) Post-weaning
environmental enrichment in male CD-1 mice: Impact on social behaviors, corticosterone levels and
prefrontal cytokine expression in adulthood. Front Behav Neurosci 12, 1-11.

Mehler, M.F. (2008) Progress in Neurobiology Epigenetic principles and mechanisms underlying nervous
system functions in health and disease. Prog Neurobiol 86, 305-341.

Mellén, M., Ayata, P., Dewell, S., Kriaucionis, S. & Heintz, N. (2012) MeCP2 Binds to 5hmC Enriched
within Active Genes and Accessible Chromatin in the Nervous System. Cell 151, 1417-1430.

Mendes-da-Silva, C., Lemes, S.F., Baliani, T. da S., Versutti, M.D. & Torsoni, M.A. (2015) Increased
expression of Hes5 protein in Notch signaling pathway in the hippocampus of mice offspring of dams
fed a high-fat diet during pregnancy and suckling. Int J Dev Neurosci 40, 35-42.

Miao, Z., Wang, Y. & Sun, Z. (2020) The relationships between stress, mental disorders, and epigenetic
regulation of bdnf. Int J Mol Sci 21.

Micali, N., Simonoff, E. & Treasure, J. (2011) Pregnancy and post-partum depression and anxiety in a
longitudinal general population cohort: The effect of eating disorders and past depression. J Affect
Disord 131, 150-157.

Mischoulon, D. & Raab, M.F. (2007) The role of folate in depression and dementia. J Clin Psychiatry 68,
28-33.

Morgane, P.J., Mokler, D.J. & Galler, J.R. (2002) Effects of prenatal protein malnutrition on the
hippocampal formation. Neuroscience 129, 471-483.

Moriguchi, T., Greiner, R.S. & Salem, N. (2000) Behavioral deficits associated with dietary induction of
decreased brain docosahexaenoic acid concentration. J Neurochem 75, 2563-2573.

Moser, E., Moser, M.B. & Andersen, P. (1993) Spatial learning impairment parallels the magnitude of
dorsal hippocampal lesions, but is hardly present following ventral lesions. J Neurosci 13, 3916—
3925.

Mostoslavsky, R., Singh, N., Kirillov, A., Pelanda, R., Cedar, H., Chess, A. & Bergman, Y. (1998) Kappa
chain monoallelic demethylationand the establishment of allelic exclusion. Genes Dev 12, 1801
1811.

de Moura, A.C., da Silva, .R.V., Reinaldo, G., Dani, C., Elsner, V.R. & Giovenardi, M. (2016) Global

155



Histone H4 Acetylation in the Olfactory Bulb of Lactating Rats with Different Patterns of Maternal
Behavior. Cell Mol Neurobiol 36, 1209-1213.

Mueller, B.R. & Bale, T.L. (2008) Sex-Specific Programming of Offspring Emotionality after Stress Early
in Pregnancy. J Neurosci 28, 9055-9065.

Murphy, P.K., Mueller, M., Hulsey, T.C., Ebeling, M.D. & Wagner, C.L. (2010) An exploratory study of
postpartum depression and vitamin D. J Am Psychiatr Nurses Assoc 16, 170-177.

Nétt, D., Barchiesi, R., Murad, J., Feng, J., Nestler, E.J., Champagne, F.A. & Thorsell, A. (2017) Perinatal
Malnutrition Leads to Sexually Dimorphic Behavioral Responses with Associated Epigenetic
Changes in the Mouse Brain. Sci Rep 7, 1-14.

Nephew, B.C., Febo, M., Huang, W., Colon-Perez, L.M., Payne, L., Poirier, G.L., Greene, O. & King, J.A.
(2018) Early life social stress and resting state functional connectivity in postpartum rat anterior
cingulate circuits. J Affect Disord 229, 213-223.

Nickel, M. & Gu, C. (2018) Regulation of central nervous system myelination in higher brain functions.
Neural Plast 2018.

Nithianantharajah, J. & Hannan, A.J. (2006) Enriched environments, experience-dependent plasticity and
disorders of the nervous system. Nat Rev Neurosci 7, 697—7009.

Novkovic, T., Mittmann, T. & Manahan-Vaughan, D. (2015) BDNF contributes to the facilitation of
hippocampal synaptic plasticity and learning enabled by environmental enrichment. Hippocampus 25,
1-15.

O’Hara, M.\W. & Mc Cabe, J.E. (2013) Postpartum depression: Current status and future directions. Annu
Rev Clin Psychol 9, 379-407.

Ogawa, T. & Hirokawa, N. (2015) Microtubule Destabilizer KIF2A Undergoes Distinct Site-Specific
Phosphorylation Cascades that Differentially Affect Neuronal Morphogenesis. Cell Rep 12, 1774—
1788.

Okret, S., Dong, Y., Bronnegard, M. & Gustafsson, J.A. (1991) Regulation of glucocorticoid receptor
expression. Biochimie 73, 51-59.

Oliver, P.L., Finelli, M.J., Edwards, B., Bitoun, E., Butts, D.L., Becker, E.B.E., Cheeseman, M.T., Davies,
B. & Davies, K.E. (2011) Oxr1 is essential for protection against oxidative stress-induced
neurodegeneration. PLoS Genet 7.

Ouellet-Morin, I., Wong, C.C.Y., Danese, A., Pariante, C.M., Papadopoulos, A.S., Mill, J. & Arseneault,
L. (2013) Increased serotonin transporter gene (SERT) DNA methylation is associated with bullying
victimization and blunted cortisol response to stress in childhood: A longitudinal study of discordant
monozygotic twins. Psychol Med 43, 1813-1823.

Papale, L.A., Madrid, A., Li, S. & Alisch, R.S. (2017) Early-life stress links 5-hydroxymethylcytosine to
anxiety-related behaviors. Epigenetics 12, 264-276.

Papale, L.A., Madrid, A., Zhang, Q., Chen, K., Sak, L. & Keles, S. (2021) Gene by environment
interaction mouse model reveals a functional role for 5-hydroxymethylcytosine in
neurodevelopmental disorders. bioRxiv.

Parfitt, G.M., Nguyen, R., Bang, J.Y., Agrabawi, A.J., Tran, M.M,, Seo, D.K,, Richards, B.A. & Kim, J.C.
(2017) Bidirectional Control of Anxiety-Related Behaviors in Mice: Role of Inputs Arising from the

156



Ventral Hippocampus to the Lateral Septum and Medial Prefrontal Cortex.
Neuropsychopharmacology 42, 1715-1728.

Paris, J.J. & Frye, C.A. (2011) Juvenile offspring of rats exposed to restraint stress in late gestation have
impaired cognitive performance and dysregulated progestogen formation. Stress 14, 23-32.

Parsons, C.E., Young, K.S., Rochat, T.J., Kringelbach, M.L. & Stein, A. (2012) Postnatal depression and
its effects on child development: A review of evidence from low- and middle-income countries. Br
Med Bull 101, 57-79.

Pawluski, J.L., Csaszar, E., Savage, E., Martinez-claros, M., Steinbusch, HW.M. & Van Den Hove, D.
(2015) Effects of stress early in gestation on hippocampal neurogenesis and glucocorticoid receptor
density. Neuroscience 290, 379-388.

Pawluski, J.L., Lonstein, J.S. & Fleming, A.S. (2017) The Neurobiology of Postpartum Anxiety and
Depression. Trends Neurosci 40, 106-120.

Payne, J.L. & Maguire, J. (2019) Pathophysiological mechanisms implicated in postpartum depression.
Front Neuroendocrinol 52, 165-180.

Peet, M., Laugharne, J.D.E., Mellor, J. & Ramchand, C.N. (1996) Essential fatty acid deficiency in
erythrocyte membranes from chronic schizophrenic patients, and the clinical effects of dietary
supplementation. Prostaglandins Leukot Essent Fat Acids 55, 71-75.

Peiliner, W., Kocher, M., Treuer, H. & Gillardon, F. (1999) lonizing radiation-induced apoptosis of
proliferating stem cells in the dentate gyrus of the adult rat hippocampus. Mol Brain Res 71, 61-68.

Pham, T.M., Soederstroem, S., Winblad, B. & Mohammed, A.H. (1999) Effects of environmental
enrichment on cognitive function and hippocampal NGF in the non-handeled rats. Behavioual Brain
Res 103, 63-70.

Pi, G., Gao, D., Wu, D., Wang, Y., Lei, H., Zeng, W., Gao, Y., Yu, H., Xiong, R., Jiang, T., Li, S., Wang,
X., Guo, J., Zhang, S., Yin, T., He, T., Ke, D., Li, R., Li, H., Liu, G., Yang, X., Luo, M. —H, Zhang,
X., Yang, Y. & Wang, J. —Z. (2020) Posterior basolateral amygdala to ventral hippocampal CAl
drives approach behaviour to exert an anxiolytic effect. Nat Commun 11, 1-15.

Prowse, N., Dwyer, Z., Thompson, A., Fortin, T., Elson, K., Robeson, H., Fenner, B. & Hayley, S. (2020)
Early life selective knockdown of the TrkB receptor and maternal separation modulates adult stress
phenotype. Behav Brain Res 378, 112260.

Puurunen, K. & Sivenius, J. (2002) Influence of enriched environment on spatial learning following
cerebral insult. Rev Neurosci 13, 347-364.

Rakic, P., Bourgeois, J.P. & Goldman-Rakic, P.S. (1994) Synaptic development of the cerebral cortex:
Implications for learning, memory, and mental illness. Prog Brain Res 102, 227-243.

Ransome, M.1., Goldshmit, Y., Bartlett, P.F., Waters, M.J. & Turnley, A.M. (2004) Comparative analysis
of CNS populations in knockout mice with altered growth hormone responsiveness. Eur J Neurosci
19, 2069-2079.

Ratcliffe, P.J. (2002) From erythropoietin to oxygen: Hypoxia-inducible factor hydroxylases and the
hypoxia signal pathway. Blood Purif 20, 445-450.

Razin, A. & Riggs, A.D. (1980) DNA methylation and gene Function. Science (80-) 210, 604—610.
Razin, A. & Szyf, M. (1984) DNA methylation patterns Formation and function. BBA - Gene Struct Expr

157



782, 331-342.

Reck, C., Struben, K., Backenstrass, M., Stefenelli, U., Reinig, K., Fuchs, T., Sohn, C. & Mundt, C. (2008)
Prevalence, onset and comorbidity of postpartum anxiety and depressive disorders. Acta Psychiatr
Scand 118, 459-468.

Reeves, P.G., Nielsen, F.H. & Fahey, G.C. (1993) AIN-93 Purified Diets for Laboratory Rodents: Final
Report of the American Institute of Nutrition Ad Hoc Writing Committee on the Reformulation of the
AIN-76A Rodent Diet. J Nutr 123, 1939-1951.

Reik, W., Dean, W. & Walter, J. (2001) Epigenetic Reprogramming in Mammalian Development. Science
(80-) 293.

Réus, G.Z., Silva, R.H., de Moura, A.B., Presa, J.F., Abelaira, H.M., Abatti, M., Vieira, A., Pescador, B.,
Michels, M., Ignécio, Z.M., Dal-Pizzol, F. & Quevedo, J. (2019) Early Maternal Deprivation Induces
Microglial Activation, Alters Glial Fibrillary Acidic Protein Immunoreactivity and Indoleamine 2,3-
Dioxygenase during the Development of Offspring Rats. Mol Neurobiol 56, 1096-1108.

Riester, A., Issler, O., Spyroglou, A., Rodrig, S.H., Chen, A. & Beuschlein, F. (2012) ACTH-Dependent
Regulation of MicroRNA As Endogenous Modulators of Glucocorticoid Receptor Expression in the
Adrenal Gland. Endocrinology 153, 212-222.

Robinson, M.D., McCarthy, D.J. & Smyth, G.K. (2009) edgeR: A Bioconductor package for differential
expression analysis of digital gene expression data. Bioinformatics 26, 139-140.

Rodier, P.M. (1980) Chronology of neuron development: animal studies and their clinical implications.
Dev Med Child Neurol 22, 525-45.

Rondo, P.H.C., Ferreira, R.F., Nogueira, F., Ribeiro, M.C.N., Lobert, H. & Artes, R. (2003) Maternal
psychological stress and distress as predictors of low birth weight, prematurity and intrauterine
growth retardation. Eur J Clin Nutr 57, 266-272.

Roque, A., Ochoa-Zarzosa, A. & Torner, L. (2016) Maternal separation activates microglial cells and
induces an inflammatory response in the hippocampus of male rat pups, independently of
hypothalamic and peripheral cytokine levels. Brain Behav Immun 55, 39-48.

Roseboom, T.J., van der Meulen, J.H.P., Ravelli, A.C.J., Osmond, C., Barker, D.J.P. & Bleker, O.P. (2001)
Effects of prenatal expossure to the Ductch famine on adult disease in later life: an overview. Mol
Cell Endocrinol 185, 93-98.

Rosenzweig, M.R., Bennett, E.L., Hebert, M. & Morimoto, H. (1978) Social grouping cannot account for
cerebral effects of enriched environments. Brain Res 153, 563-576.

Ross, E.J., Graham, D.L., Money, K.M. & Stanwood, G.D. (2015) Developmental consequences of fetal
exposure to drugs: What we know and what we still must learn. Neuropsychopharmacology 40, 61—
87.

Roth, T.L., Lubin, F.D., Funk, A.J. & Sweatt, J.D. (2009) Lasting Epigenetic Influence of Early-Life
Adversity on the BDNF Gene. Biol Psychiatry 65, 760-769.

Ruijter, J.M., Ramakers, C., Hoogaars, W.M.H., Karlen, Y., Bakker, O., Hoff, M.J.B. Van Den &
Moorman, A.F.M. (2009) Amplification efficiency : linking baseline and bias in the analysis of
guantitative PCR data. Nucleic Acids Res 37, 1-12.

Russo-Neustadt, A. & Chen, M. (2005) Brain-Derived Neurotrophic Factor and Antidepressant Activity.

158



Curr Pharm Des 11, 1495-1510.

Sah, P., Sun, Y. & Gooch, H. (2020) Fear conditioning and the basolateral amygdala. F1000Research 9, 1—
8.

Sale, A., Maya Vetencourt, J.F., Medini, P., Cenni, M.C., Baroncelli, L., De Pasquale, R. & Maffei, L.
(2007) Environmental enrichment in adulthood promotes amblyopia recovery through a reduction of
intracortical inhibition. Nat Neurosci 10, 679-681.

La Salle, S., Mertineit, C., Taketo, T., Moens, P.B., Bestor, T.H. & Trasler, J.M. (2004) Windows for sex-
specific methylation marked by DNA methyltransferase expression profiles in mouse germ cells. Dev
Biol 268, 403-415.

Sannino, G., Pasqualini, L., Ricciardelli, E., Montilla, P., Soverchia, L., Ruggeri, B., Falcinelli, S., Renzi,
A., Ludka, C., Kirchner, T., Grinewald, T.G.P., Ciccocioppo, R., Ubaldi, M. & Hardiman, G. (2016)
Acute stress enhances the expression of neuroprotection- and neurogenesis-associated genes in the
hippocampus of a mouse restraint model. Oncotarget 7, 8455-8465.

Saunders, A., Macosko, E.Z., Wysoker, A., Goldman, M., Krienen, F.M., de Rivera, H., Bien, E., Baum,
M., Bortolin, L., Wang, S., Goeva, A., Nemesh, J., Kamitaki, N., Brumbaugh, S., Kulp, D. &
McCarroll, S.A. (2018) Molecular Diversity and Specializations among the Cells of the Adult Mouse
Brain. Cell 174, 1015-1030.e16.

Schlotz, W., Jones, A., Phillips, D.I.W., Gale, C.R., Robinson, S.M. & Godfrey, K.M. (2010) Lower
maternal folate status in early pregnancy is associated with childhood hyperactivity and peer
problems in offspring. J Child Psychol Psychiatry Allied Discip 51, 594-602.

Schmidt-Kastner, R., van Os, J., W.M. Steinbusch, H. & Schmitz, C. (2006) Gene regulation by hypoxia
and the neurodevelopmental origin of schizophrenia. Schizophr Res 84, 253-271.

Schneider, M. (2013) Adolescence as a vulnerable period to alter rodent behavior. Cell Tissue Res 354, 99—
106.

Schwab, M.H., Druffel-Augustin, S., Gass, P., Jung, M., Klugmann, M., Bartholomae, A., Rossher, M.J. &
Nave, K.A. (1998) Neuronal basic helix-loop-helix proteins (NEX, neuroD, NDRF): Spatiotemporal
expression and targeted disruption of the NEX gene in transgenic mice. J Neurosci 18, 1408-1418.

Segklia, A., Seuntjens, E., Elkouris, M., Tsalavos, S., Stappers, E., Mitsiadis, T.A., Huylebroeck, D.,
Remboutsika, E. & Graf, D. (2012) Bmp7 regulates the survival, proliferation, and neurogenic
properties of neural progenitor cells during corticogenesis in the mouse. PLoS One 7.

Serati, M., Redaelli, M., Buoli, M. & Altamura, A.C. (2016) Perinatal Major Depression Biomarkers: A
systematic review. J Affect Disord 193, 391-404.

Shen, J,, Li, Y., Qu, C., Xu, L., Sun, H. & Zhang, J. (2019) The enriched environment ameliorates chronic
unpredictable mild stress-induced depressive-like behaviors and cognitive impairment by activating
the SIRT1/miR-134 signaling pathway in hippocampus. J Affect Disord 248, 81-90.

Shimojo, H., Ohtsuka, T. & Kageyama, R. (2011) Dynamic expression of Notch signaling genes in neural
stem/ progenitor cells. Front Neurosci 5, 1-7.

Shrestha, S., Adachi, K., Petrini, M.A. & Shrestha, S. (2014) Factors associated with post-natal anxiety
among primiparous mothers in Nepal. Int Nurs Rev 61, 427-434.

Singhal, G., Morgan, J., Jawahar, M.C., Corrigan, F., Jaehne, E.J., Toben, C., Manavis, J., Hannan, AJ. &

159



Baune, B.T. (2020) Duration of Environmental Enrichment Determines Astrocyte Number and
Cervical Lymph Node T Lymphocyte Proportions but Not the Microglial Number in Middle-Aged
C57BL/6 Mice. Front Cell Neurosci 14, 1-12.

Sluiter, F., Incollingo Rodriguez, A.C., Nephew, B.C., Cali, R., Murgatroyd, C. & Santos, H.P. (2020)
Pregnancy associated epigenetic markers of inflammation predict depression and anxiety symptoms
in response to discrimination. Neurobiol Stress 13, 100273.

Smith, M.A., Makino, S., Kvetnansky, R. & Post, R.M. (1995) Stress and glucocorticoids affect the
expression of brain-derived neurotrophic factor and neurotrophin-3 mRNASs in the hippocampus. J
Neurosci 15, 1768-1777.

Song, C., Szulwach, K.E., Fu, Y., Dai, Q., Yi, C., Li, X,, Li, Y., Chen, C., Zhang, W., Jian, X., Wang, J.,
Zhang, L., Looney, T.J., Zhang, B., Godley, L.A., Hicks, L.M., Lahn, B.T., Jin, P. & He, C. (2011)
Selective chemical labeling reveals the genome-wide distribution of 5-hydroxymethylcytosine. Nat
Biotechnol 29.

Spires, T.L., Grote, H.E., Varshney, N.K., Cordery, P.M., Van Dellen, A., Blakemore, C. & Hannan, A.J.
(2004) Environmental Enrichment Rescues Protein Deficits in a Mouse Model of Huntington’s
Disease, Indicating a Possible Disease Mechanism. J Neurosci 24, 2270-2276.

Stephens, M.A.C., McCaul, M.E. & Wand, G.S. (2012) Stress and the HPA axis: Role of Glucocorticoids
in alcohol dependence. Alcohol Res 468-483.

Stevenson, K., Lillycrop, K.A. & Silver, M.J. (2020) Fetal programming and epigenetics. Curr Opin
Endocr Metab Res 13, 1-6.

Stroud, H., Su, S.C., Hrvatin, S., Greben, A.W., Renthal, W., Boxer, L.D., Nagy, M.A., Hochbaum, D.R.,
Kinde, B., Gabel, H.W. & Greenberg, M.E. (2017) Early-Life Gene Expression in Neurons
Modulates Lasting Epigenetic States. Cell 171, 1151-1164.e16.

Strupp, B.J. & Levitsky, D.A. (1995) Enduring Cognitive Effects of Early Malnutrition : A Theoretical
Reappraisal. J Nutr 2212-2220.

Suzuki, M.M. & Bird, A. (2008) DNA methylation landscapes: Provocative insights from epigenomics.
Nat Rev Genet 9, 465-476.

Szulwach, K.E., Li, X,, Li, Y., Song, C.X., Wu, H., Dai, Q., Irier, H., Upadhyay, A.K., Gearing, M.,
Levey, A.l., Vasanthakumar, A., Godley, L.A., Chang, Q., Cheng, X., He, C. & Jin, P. (2011) 5-hmC-
mediated epigenetic dynamics during postnatal neurodevelopment and aging. Nat Neurosci 14, 1607—
1616.

Tahiliani, M. (2009) Conversion of 5-Methylcytosine to 5-Hydroxymethylcytosine in Mammalian DNA by
MLL Partner TETL. Science (80-) 324.

Takai, H., Masuda, K., Sato, T., Sakaguchi, Y., Suzuki, T., Suzuki, T., Koyama-Nasu, R., Nasu-Nishimura,
Y., Katou, Y., Ogawa, H., Morishita, Y., Kozuka-Hata, H., Oyama, M., Todo, T., Ino, Y., Mukasa,
A., Saito, N., Toyoshima, C., Shirahige, K. & Akiyama, T. (2014) 5-Hydroxymethylcytosine plays a
critical role in glioblastomagenesis by recruiting the CHTOP-Methylosome complex. Cell Rep 9, 48—
60.

Tavares, D., Quevedo, L., Jansen, K., Souza, L., Pinheiro, R. & Silva, R. (2011) Prevalence of suicide risk
and comorbidities in postpartum women in Pelotas. Rev Bras Psiquiatr 34, 270-276.

Teicher, M.H., Dumont, N.L., Ito, Y., Vaituzis, C., Giedd, J.N. & Andersen, S.L. (2004) Childhood neglect

160



is associated with reduced corpus callosum area. Biol Psychiatry 56, 80-85.

Tierney, A.L. & Nelson, C.A. (2009) Brain Development and the Role of Experience in the Early Years.
Zero Three 30, 9-13.

Timmusk, T., Palm, K., Lendahl, U. & Metsis, M. (1999) Brain-derived neurotrophic factor expression in
vivo is under the control of neuron-restrictive silencer element. J Biol Chem 274, 1078-1084.

Timmusk, T., Palm, K., Metsis, M., Reintam, T., Paalme, V., Saarma, M. & Persson, Hb. (1993) Multiple
Promoters Direct Tissue-Specific Expression of the Rat BDNF Gene. Neuron 10, 475-489.

Tipyasang, R., Kunwittaya, S., Mukda, S., Kotchabhakdi, N.J. & Kotchabhakdi, N. (2014) Enriched
environment attenuates changes in water-maze performance and bdnf level caused by prenatal alcohol
exposure. EXCLI J 13, 536-547.

Tiwari, K., Goyal, S., Malvia, S., Sanadhya, A., Suman, R.L. & Jain, R. (2017) Impact of malnutrition on
head size and development quotient. Int J Res Med Sci 5, 3003.

Torner, L., Karg, S., Blume, A., Kandasamy, M., Kuhn, H.G., Winkler, J., Aigner, L. & Neumann, I.D.
(2009) Prolactin prevents chronic stress-induced decrease of adult hippocampal neurogenesis and
promotes neuronal fate. J Neurosci 29, 1826-1833.

Tsai, L.C.L., Chan, G.C.K., Nangle, S.N., Shimizu-Albergine, M., Jones, G.L., Storm, D.R., Beavo, J.A. &
Zweifel, L.S. (2012) Inactivation of Pde8b enhances memory, motor performance, and protects
against age-induced motor coordination decay. Genes, Brain Behav 11, 837-847.

Tu-Sekine, B. & Raben, D.M. (2011) Regulation and roles of neuronal diacylglycerol kinases: A lipid
perspective. Crit Rev Biochem Mol Biol 46, 353-364.

Tu, W., Cook, A., Scholl, J.L., Mears, M., Watt, M.J., Renner, K.J. & Forster, G.L. (2014) Serotonin in the
Ventral Hippocampus Modulates Anxiety-Like Behavior during Amphetamine Withdrawal. Physiol
Behav 176, 139-148.

Tutukova, S., Tarabykin, V. & Hernandez-Miranda, L.R. (2021) The Role of Neurod Genes in Brain
Development, Function, and Disease. Front Mol Neurosci 14, 1-13.

Tynan, R.J., Beynon, S.B., Hinwood, M., Johnson, S.J., Nilsson, M., Woods, J.J. & Walker, F.R. (2013)
Chronic stress-induced disruption of the astrocyte network is driven by structural atrophy and not loss
of astrocytes. Acta Neuropathol 126, 75-91.

Uittenbogaard, M., Baxter, K.K. & Chiaramello, A. (2010) NeuroD6 genomic signature bridging neuronal
differentiation to survival via the molecular chaperone network. J Neurosci Res 88, 33-54.

UNICEF. (2019) Nifios, Alimentos y Nutricién. Nifios, Aliment y Nutr 2-9.

Urb, M., Anier, K., Matsalu, T., Aonurm-Helm, A., Tasa, G., Koppel, 1., Zharkovsky, A., Timmusk, T. &
Kalda, A. (2019) Glucocorticoid Receptor Stimulation Resulting from Early Life Stress Affects
Expression of DNA Methyltransferases in Rat Prefrontal Cortex. J Mol Neurosci 1, 99-110.

Valinluck, V., Tsai, H.H., Rogstad, D.K., Burdzy, A., Bird, A. & Sowers, L.C. (2004) Oxidative damage to
methyl-CpG sequences inhibits the binding of the methyl-CpG binding domain (MBD) of methyl-
CpG binding protein 2 (MeCP2). Nucleic Acids Res 32, 4100-4108.

Valle, M., Mayo, W., Moal, M. Le, Maccari, S., Vallée, M., Mayo, W., Dellu, F., Le Moal, M., Simon, H.
& Maccari, S. (1997) Prenatal stress induces high anxiety and postnatal handling induces low anxiety
in adult offspring: correlation with stress-induced corticosterone secretion. J Neurosci 17, 2626—-2636.

161



Vanmierlo, T., De Vry, J., Nelissen, E., Sierksma, A., Roumans, N., Steinbusch, HW.M., Wennogle, L.P.,
van den Hove, D. & Prickaerts, J. (2018) Gestational stress in mouse dams negatively affects
gestation and postpartum hippocampal BDNF and P11 protein levels. Mol Cell Neurosci 88, 292—
299.

Vreugdenhil, E., Verissimo, C.S.L., Mariman, R., Kamphorst, J.T., Barbosa, J.S., Zweers, T., Champagne,
D.L., Schouten, T., Meijer, O.C., Kloet, E.R. De & Fitzsimons, C.P. (2009) MicroRNA 18 and 124a
Down-Regulate the Glucocorticoid Receptor: Implications for Glucocorticoid Responsiveness in the
Brain. Endocrinology 150, 2220-2228.

Wade, P.A., Pruss, D. & Wolffe, A.P. (1997) Histone acetylation : chromatin in action. Reviews 0004, 5-9.

Wadhwa, P.D. (2005) Psychoneuroendocrine processes in human pregnancy influence fetal development
and health. Psychoneuroendocrinology 30, 724-743.

Wang, F., Yang, Y., Lin, X,, Wang, J.Q., Wu, Y.S., Xie, W., Wang, D., Zhu, S., Liao, Y.Q., Sun, Q., Yang,
Y.G., Luo, H.R., Guo, C., Han, C. & Tang, T.S. (2013) Genome-wide loss of 5-hmC is a novel
epigenetic feature of huntington’s disease. Hum Mol Genet 22, 3641-3653.

Wang, H.T., Huang, F.L., Hu, Z.L., Zhang, W.J., Qiao, X.Q., Huang, Y.Q., Dai, R.P., Li, F. & Li, C.Q.
(2017) Early-Life Social Isolation-Induced Depressive-Like Behavior in Rats Results in Microglial
Activation and Neuronal Histone Methylation that Are Mitigated by Minocycline. Neurotox Res 31,
505-520.

Wang, J., Yun, Q., Ma, S.F., Song, H.R., Guo, M.N. & Zhang, W.N. (2019) Inhibition of expression of
glucocorticoids receptors may contribute to postpartum depression. Biochem Biophys Res Commun
523, 159-164.

Wang, X., Meng, Z.X., Chen, Y.Z., Li, Y.P., Zhou, H.Y., Yang, M., Zhao, T.T., Gong, Y.L., Wu, Y. &
Liu, T. (2020) Enriched environment enhances histone acetylation of NMDA receptor in the
hippocampus and improves cognitive dysfunction in aged mice. Neural Regen Res 15, 2327-2334.

Weake, V.M. & Workman, J.L. (2008) Histone Ubiquitination: Triggering Gene Activity. Mol Cell 29,
653-663.

Weaver, I.C.G., Cervoni, N., Champagne, F.A., D’Alessio, A.C., Sharma, S., Seckl, J.R., Dymov, S., Szyf,
M. & Meaney, M.J. (2004) Epigenetic programming by maternal behavior. Nat Neurosci 7, 847—-854.

Williamson, L.L., Chao, A. & Bilbo, S.D. (2012) Environmental enrichment alters glial antigen expression
and neuroimmune function in the adult rat hippocampus. Brain Behav Immun 26, 500-510.

Wilson, M.E. & Sengoku, T. (2013) Developmental regulation of neuronal genes by DNA methylation:
Environmental influences. Int J Dev Neurosci 31, 448-451.

World Food Programme. (2019) Global Report on Food Crises 2019. Food Secur Inf Netw 1-194.

Wright, R.L. & Conrad, C.D. (2007) Enriched environment prevents chronic stress-induced spatial learning
and memory deficits. Behav Brain Res 187, 41-47.

Wroblewska, L., Kitada, T., Endo, K., Siciliano, V., Stillo, B., Saito, H. & Weiss, R. (2012) 5-hmC in the
brain is abundant in synaptic genes and shows differences at the exon-intron boundary. Nat Struct
Mol Biol 19, 1037-1043.

Wu, H., Coskun, V., Tao, J., Xie, W., Ge, W., Yoshikawa, K., Li, E., Zhang, Y. & Sun, Y.E. (2014)
Dnmt3a-Dependent Nonpromoter DNA Methylation Facilitates Transcription of Neurogenic Genes

162



444,

Xie, H., Yu, K., Zhou, N., Shen, X., Tian, S., Zhang, B., Wang, Y., Wu, J., Liu, G., Jiang, C., Hu, R,,
Ayata, C. & Wu, Y. (2019) Enriched Environment Elicits Proangiogenic Mechanisms After Focal
Cerebral Ischemia. Transl Stroke Res 10, 150-159.

Yang, M., Lin, X., Rowe, A., Rognes, T., Eide, L. & Bjaras, M. (2015) Transcriptome analysis of human
OXR1 depleted cells reveals its role in regulating the p53 signaling pathway. Sci Rep 5, 1-12.

Yehuda, R., Cai, G., Golier, J.A., Sarapas, C., Galea, S., Ising, M., Rein, T., Schmeidler, J., Muller-
Myhsok, B., Holsboer, F. & Buxbaum, J.D. (2009) Gene Expression Patterns Associated with
Posttraumatic Stress Disorder Following Exposure to the World Trade Center Attacks. Biol
Psychiatry 66, 708—711.

Yim, I.S., Tanner Stapleton, L.R., Guardino, C.M., Hahn-Holbrook, J. & Dunkel Schetter, C. (2015)
Biological and psychosocial predictors of postpartum depression: Systematic review and call for
integration. Annu Rev Clin Psychol 11, 99-137.

Yu, G., Wang, L.G., Han, Y. & He, Q.Y. (2012) ClusterProfiler: An R package for comparing biological
themes among gene clusters. Omi A J Integr Biol 16, 284-287.

Yu, G., Wang, L.G. & He, Q.Y. (2015) ChIP seeker: An R/Bioconductor package for ChIP peak
annotation, comparison and visualization. Bioinformatics 31, 2382-2383.

Zamenhof, S. (1985) Malnutrition and Brain Development. Handb Neurochem.

Zeanah, C.H., Egger, H.L., Smyke, A.T., Nelson, C.A., Fox, N.A., Marshall, P.J. & Guthrie, D. (2009)
Institutional rearing and psychiatric disorders in Romanian preschool children. Am J Psychiatry 166,
777-785.

Zhang, T.Y., Keown, C.L., Wen, X., Li, J., Vousden, D.A., Anacker, C., Bhattacharyya, U., Ryan, R.,
Diorio, J., O’toole, N., Lerch, J.P., Mukamel, E.A. & Meaney, M.J. (2018) Environmental enrichment
increases transcriptional and epigenetic differentiation between mouse dorsal and ventral dentate
gyrus. Nat Commun 9, 1-11.

Zhang, Y., Liu, T., Meyer, C.A., Eeckhoute, J., Johnson, D.S., Bernstein, B.E., Nusshaum, C., Myers,
R.M., Brown, M., Li, W. & Shirley, X.S. (2008) Model-based analysis of ChIP-Seq (MACS).
Genome Biol 9.

Zheng, Y., Fan, W., Zhang, X. & Dong, E. (2016) Gestational stress induces depressive-like and anxiety-
like phenotypes through epigenetic regulation of BDNF expression in offspring hippocampus.
Epigenetics 11, 150-162.

163



