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Mecanismos moleculares asociados a las consecuencias 

comportamentales de la malnutrición proteica perinatal: Estrategias 

de reversión 

 

Resumen 

Experimentar situaciones de adversidad durante los períodos críticos del desarrollo del cerebro 

puede tener consecuencias deletéreas sobre el sistema nervioso central. En efecto, la malnutrición 

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 crías. No obstante, se ha 

demostrado que un ambiente de crecimiento basado en la estimulación social y sensorial puede 

revertir el comportamiento alterado derivado de la malnutrición proteica perinatal. Dado el rol 

mediador que tiene la epigenética entre el ambiente y la expresión génica, se sugiere que los 

mecanismos epigenéticos podrían 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 malnutrición 

proteica en las madres y las crías, como así poco se sabe de las marcas epigenéticas que podrían 

estar regulando la expresión génica y participando de la reversión comportamental dado por el 

ambiente enriquecido.  

Nuestra hipótesis sostiene que la malnutrición proteica tiene un impacto sobre la morfología del 

cerebro de las crías y afecta la expresión de genes relacionados con la maquinaria epigenética y la 

respuesta al estrés tanto en las madres como en las crías, 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 malnutrición perinatal a través de la marca epigenética 

específica de cerebro 5-Hidroximetilcitosina (5hmC). Para contrastar esta hipótesis, trabajamos 

con un modelo murino y expusimos a las madres a una dieta normal (NP: 20% caseína) o 

hipoproteica (LP: 8% caseína) durante la gestación y la lactancia. Luego del destete, un grupo de 

crías hembras fueron alimentadas con comida normal y expuestas o bien a un ambiente estándar 

de crecimiento, o bien a un ambiente enriquecido social y sensorialmente. 
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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 malnutrición. Sin embargo, observamos que la expresión proteica del 

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

En las crías, la malnutrición proteica perinatal no produce alteraciones considerables a la edad de 

21 días en ninguno de los dos sexos sobre la anatomía de las estructuras del cerebro evaluadas 

tanto a nivel del hipocampo dorsal como del hipocampo ventral. Sin embargo tiene efectos sexo-

específicos sobre la expresión de los genes relacionados con la maquinaria epigenética, genes 

asociados a la plasticidad neuronal y de la respuesta al estrés, encontrándose las mayores 

diferencias en las crías hembras. Además, encontramos que al igual que en las madres, la proteína 

GR se encuentra disminuida en las crías hembras hipoproteicas. 

También, evaluamos la distribución de la marca epigenética 5hmC en el hipocampo ventral de 

ratones hembra sujetas solo al modelo de malnutrición y al modelo de malnutrición más 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 malnutrición está asociada a una 

disminución de la marca epigenética, específicamente en genes relacionados con el desarrollo del 

sistema nervioso central, mientras que la exposición a un ambiente enriquecido bajo el modelo de 

malnutrición perinatal aumenta la marca en genes relacionados con dichos términos. Finalmente, 

analizamos la expresión global de los genes mediante un RNAseq. Se encontró un número 

significativo de genes cuya expresión se vio afectada por la malnutrición y que revierten sus 

niveles debido al ambiente enriquecido. Además, si bien la marca 5hmC no parece estar asociada 

al proceso de transcripción bajo el modelo de malnutrición, podría estar regulando los niveles 

transcripcionales de genes afectados por el ambiente de crecimiento.  

En conclusión, en este trabajo de tesis demostramos que una dieta materna deficiente de proteínas 

altera la expresión de genes relevantes del eje HPA en las madres y en las crías hembras. Además, 

evidenciamos que la malnutrición proteica perinatal afecta la expresión génica de ciertos genes 

relacionados con la maquinaria epigenética, la plasticidad neuronal y de la respuesta al estrés en 

las crías hembras y machos de forma sexo-específica. Por último, demostramos que tanto la 
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distribución de la marca específica de cerebro 5hmC, como la expresión de ARN se ven alteradas 

debido a la malnutrición proteica, y que los niveles de algunos genes pueden revertirse gracias al 

ambiente enriquecido. 

 

Palabras claves  

Malnutrición proteica – Ambiente Enriquecido – Mecanismos epigenéticos –Eje Hipotálamo-

Pituitaria-Adrenal – Plasticidad neuronal – Ansiedad y depresión posparto – Hipocampo – 5-

Hidroximetilcitosina – Expresión génica – Estrés nutricional – Adversidad temprana – Desarrollo 

del cerebro. 
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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. 
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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 5hmC 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 5hmC 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 

Protein Malnutrition - Enriched Environment - Epigenetic Mechanisms - Hypothalamic-Pituitary-

Adrenal Axis - Neural Plasticity - Postpartum Anxiety and Depression - Hippocampus - 5-
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Hydroxymethylcytosine - Gene Expression - Nutritional Stress - Early Adversity - Brain 

Development. 
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1. Adversidades y sus consecuencias sobre el cerebro 

El desarrollo del sistema nervioso en los mamíferos comienza poco después de la concepción 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 proliferación y migración celular, la ramificación axonal y 

dendrítica, la poda sináptica (synaptic pruning) y el proceso de mielinización. Si bien la secuencia 

en que ocurren estos procesos durante el desarrollo del sistema nervioso central no varía 

sustancialmente entre los mamíferos (Rodier 1980), las mayores diferencias se encuentran 

representadas por la duración 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 

relación con la etapa de maduración 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 intrínsecos (por ejemplo factores genéticos u hormonales) como extrínsecos (factores 

ambientales tales como la dieta y la exposición a toxinas) (Tierney & Nelson 2009). En 

consecuencia, la alteración de uno o más procesos que ocurren durante este período 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 (Peißner 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 años de vida, y 

dentro de las cuales podemos encontrar el abuso y el maltrato, la negligencia, una alimentación 

deficiente, exposición a sustancias nocivas como el alcohol y drogas, entre otras. Estas 

experiencias desfavorables suelen estar asociadas con un elevado riesgo de padecer alteraciones 

psicológicas 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 específicas del cerebro 

observándose 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 además 

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 carácter 

emotivos como la ansiedad y la depresión (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 preñez, como así también la separación materna, producen en las crías una 

alteración del eje HPA (Hipotálamo-Pituitaria-Adrenal) aumentando los comportamientos de tipo 

ansioso y depresivo (Valle et al. 1997; Aisa et al. 2008; Fan et al. 2009). Además, se ha 

observado que el estrés perinatal también afecta la cognición 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 gestación constituye otro factor adverso con 

graves consecuencias en el desarrollo del cerebro fetal impactando sobre mecanismos 

epigenéticos y neuroendócrinos, circuitos neuronales e incluso sobre su estructura y función 

(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 duración 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 sucesión de mecanismos celulares y moleculares que representan períodos de 

vulnerabilidad y constituyen ventanas susceptibles a modificaciones debido a los efectos del entorno. Adaptado de 

Chini & Hanganu-Opatz 2021. Volver al texto. 

 

Está claro que la exposición 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 períodos puntuales como 

por ejemplo el embarazo y el período de lactancia que pueden constituir etapas de vulnerabilidad 

para el desarrollo de alteraciones comportamentales. En efecto, situaciones adversas como los 

bajos ingresos económicos, 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 profundizará luego. 
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2. Malnutrición como adversidad  

Los componentes presentes en la dieta pueden afectar múltiples procesos cerebrales al regular las 

vías de los neurotransmisores, las sinapsis, la fluidez de la membrana y las vías de transducción de 

señales. Ejemplos concretos acerca de cómo la dieta puede impactar sobre los mecanismos 

cerebrales son los estudios realizados sobre las deficiencias de omega 3 y ácido fólico en la dieta. 

La deficiencia de ácidos 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 atención, dislexia, 

demencia, depresión, 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 anomalías fisiológicas durante el desarrollo y 

la edad adulta, como así también a trastornos neurológicos, como depresión 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 desnutrición y malnutrición son empleados 

indistintamente, éstos no son sinónimos. La desnutrición es una forma de malnutrición 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 malnutrición implica una 

dieta desbalanceada, es decir que solo uno o algunos nutrientes esenciales no se encuentra en la 

dieta o lo está en proporciones inapropiadas (Morgane et al. 2002) y dicha desproporción podría 

deberse tanto a un defecto como a un exceso (Blössner et al. 2005). 

Datos actuales de la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación 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 población mundial) sufrieron desnutrición en 2019 (FAO 

2020). Desafortunadamente, el número de personas afectadas por el hambre en el mundo sigue 

aumentando lentamente. Esta tendencia comenzó en 2014 y se extiende hasta 2019: hay casi 60 

millones más 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. Gestación y lactancia como períodos de vulnerabilidad para el desarrollo 

de ansiedad y depresión en la madre 

La maternidad deseada es a menudo un momento en el que las mujeres experimentan una 

sensación de felicidad, serenidad y realización personal. Sin embargo, existe un número 

significativo de mujeres que al finalizar la etapa de embarazo no pueden alcanzar estos estados 

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

La ansiedad posparto no cuenta en la actualidad con criterios de diagnóstico propios y, por lo 

tanto, el perfil de síntomas se encuentra unificado con los trastornos de ansiedad que ocurren fuera 

del período posparto. Éstos incluyen preocupación 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 síntomas que caracteriza la depresión posparto incluye 

estado de ánimo triste, interés o placer disminuidos en las actividades que se realizan (anhedonia), 

agitación o retraso psicomotor, fatiga o pérdida de energía, sentimientos de inutilidad o culpa 

excesiva, y disminución 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 

depresión posparto a menudo es comórbida con la ansiedad (Field et al. 1990; O’Hara & Mc Cabe 

2013), y está fuertemente asociada con un historial de depresión y ansiedad previo al parto 

(Fleming et al. 1988; Horowitz & Goodman 2004). 

Se estima que la prevalencia de la depresión posparto es de aproximadamente un 10-20%. Sin 

embargo, la prevalencia varía enormemente según las diferentes culturas (Abdollahi et al. 2011) y 

la situación económica de cada país en estudio (Parsons et al. 2012), siendo los países de bajos y 

medianos ingresos los más afectados llegando en algunos casos a una prevalencia dos o tres veces 

más alta que en los países 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 países desarrollados como Estados Unidos, Canadá y 

Alemania sufrieron de ansiedad posparto (Reck et al. 2008; Fairbrother et al. 2016; Goodman et 

al. 2016). En los países en desarrollo la incidencia de la ansiedad posparto parece ser tan alta 

como en los países 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 aparición de 

trastornos mentales en la vida adulta reveló que la ansiedad es el trastorno más prevalente en la 

población alcanzando un 16,4%. Si bien el estudio no se enfoca específicamente en la ansiedad 

posparto, sí revela que las mujeres son más propensas a desarrollar trastornos de ansiedad y 

depresión que los hombres (Cía et al. 2018). 

Como fue mencionado anteriormente, hay numerosos factores psicosociales que aumentan 

considerablemente la probabilidad de desarrollar trastornos de ansiedad y/o depresión luego del 

embarazo, entre los cuales se incluyen antecedentes de depresión o ansiedad antes o durante el 

embarazo, antecedentes familiares de abuso y negligencia, mala calidad o situaciones de violencia 

en la relación con la pareja, falta de apoyo social, bajos ingresos familiares sumado a una 

nutrición deficiente durante el embarazo, antecedentes de trauma, temperamento del infante 

durante el período 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 biológicos que también podrían contribuir 

a la susceptibilidad de desarrollar desórdenes en la etapa posparto, entre los que se encuentran una 

hipo- o hipersensiblidad a las hormonas ováricas 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), así como una función alterada de neurotrofinas 

y del sistema inmunológico (Serati et al. 2016). Esta vulnerabilidad biológica proviene en gran 

medida de factores genéticos y epigenéticos que llevan a cambios hormonales y a la desregulación 

de los mecanismos de adaptación alterados en el sistema nervioso central. De hecho, numerosos 

trabajos tanto en modelos murinos como en mujeres han estudiado y profundizado sobre la 

relación que existe entre la ansiedad y la depresión posparto y los mecanismos epigenéticos 

(Guintivano et al. 2014; Bell et al. 2015; Kimmel et al. 2016; Sluiter et al. 2020). 

4. Malnutrición en la madre gestante 

4.1. Impacto de la malnutrición sobre la madre  

En muchos países son evidentes las múltiples formas de malnutrición. 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 malnutrición y un mayor riesgo de padecer anemia. El mayor costo de los 

alimentos nutritivos, el estrés de vivir con la inseguridad de acceder a ellos y las adaptaciones 

fisiológicas a la restricción alimentaria ayudan a explicar por qué las familias con inseguridad 

alimentaria tienen un mayor riesgo de desarrollar numerosos problemas metabólicos que afectan 

su salud. Además, la privación de alimentos de la madre y su hijo puede resultar en una "impronta 

metabólica" 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 período de lactancia son, en sí mismas, etapas donde la mujer atraviesa una serie 

de cambios a nivel hormonal, metabólico y fisiológico que podrían tener implicaciones en su 

estado de ánimo llevando a trastornos comportamentales (Lokuge et al. 2011). Aproximadamente 

el 40% de las madres primerizas informan alteraciones en el estado de ánimo durante el período 

posparto, y una de cada cinco desarrolla depresión posparto (Lancaster et al. 2010; Haim et al. 

2016). Incluso, se ha demostrado que el padecimiento de desórdenes 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 depresión 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 análisis 

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 más de 140 países, 

reveló que en los continentes que son seno de países en vía de desarrollo, como África, 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 malnutrición 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 malnutrición proteica durante la gestación y la 

lactancia 

Como ya se ha mencionado, una nutrición deficiente durante el embarazo y la lactancia pueden 

llevar a graves consecuencias en la madre impactando sobre su comportamiento, metabolismo y 

sistema neuroendócrino. En efecto, la malnutrición materna y, en particular, la restricción de 

proteínas, afecta el eje HPA de la madre gestante, más específicamente influyendo sobre los 

niveles de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) (Wadhwa 2005). Estudios realizados en 

mujeres que padecieron depresión o estrés durante el embarazo demuestran que los niveles de 

CRH (especialmente en el tercer trimestre) podrían afectar el momento del parto (Wadhwa 2005), 

lo que también podría explicar las altas tasas de prematuridad en mujeres con desórdenes 

alimenticios dado los altos niveles de ansiedad durante el embarazo (Micali et al. 2011). 

Con el fin de estudiar el efecto que la malnutrición proteica puede tener sobre la madre durante la 

gestación y la lactancia, nuestro laboratorio evaluó en un modelo de ratón los comportamientos de 

tipo ansioso y depresivo en las madres al momento del destete de las crías. Esto se realizó en 

hembras que fueron expuestas a una dieta control o bien a una dieta baja en proteínas, durante los 

períodos de preñez y lactancia. Lo que se observó fue que las madres alimentadas con una dieta 

hipoproteica presentaron una alteración en el comportamiento materno (Gianatiempo et al. 2020), 

desarrollaron un comportamiento de tipo ansioso (Belluscio et al. 2014) y además presentaron un 

comportamiento anhedónico (incapacidad de experimentar satisfacción ante estímulos 

habitualmente placenteros) conducta íntimamente relacionada con el comportamiento de tipo 

depresivo (Alberca 2016). 

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

5.1. Consecuencias de la malnutrición perinatal        

Durante los períodos de gestación y los primeros años de vida la calidad nutritiva tiene un papel 

clave en la maduración y desarrollo del SNC. Por lo tanto, una dieta inadecuada en estas etapas 

puede tener profundos efectos sobre la programación metabólica a lo largo de la vida e influir 

negativamente en el desarrollo del cerebro. 
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Sucesos históricos 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 desnutrición perinatal en el humano. La 

mala nutrición de las madres durante la gestación tuvo distintas consecuencias dependiendo en 

qué momento del embarazo ocurriera. Entre los efectos que provocó la malnutrición 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, presión arterial elevada, 

enfermedades cardíacas e intolerancia a la glucosa (Roseboom et al. 2001). Además, también 

pudo comprobarse que la desnutrición fetal afecta el desarrollo del cerebro y aumenta el riesgo de 

padecer enfermedades neuropsiquiátricas (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 malnutrición infantil, ya que la inseguridad al acceso de los 

alimentos afecta, entre otras cosas, la calidad de la dieta de los niños y las mujeres. Por lo tanto, la 

malnutrición infantil sigue siendo una preocupación a nivel global. En 2019, se estimó que el 

21,3% (144,0 millones) de los niños menores de 5 años tenían retraso en el crecimiento, el 6,9% 

(47,0 millones) padecían emaciación (adelgazamiento patológico con la pérdida de más del 10% 

del peso corporal) y el 5,6% (38,3 millones) sufrían de sobrepeso, mientras que al menos 340 

millones de niños padecían deficiencias de micronutrientes (FAO 2020). Específicamente en 

América Latina y el Caribe, son 4,8 millones los niños menores de 5 años que sufren de retraso en 

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

5.2. Impacto de la malnutrición proteica en el período perinatal  

Todos los nutrientes de la dieta influyen, en cierto punto, sobre la maduración del cerebro. Sin 

embargo, las proteínas parecen ser un componente crítico en el desarrollo de las funciones 

neurológicas. Esto se debe a que varios aminoácidos son los precursores de neurotransmisores y 

de las estructuras proteicas esenciales para la maduración y crecimiento de distintos tejidos, 

incluyendo el cerebro. Por lo tanto, la deficiencia de cualquier aminoácido esencial en la dieta 

materna tendrá repercusiones en la síntesis proteica del feto, conduciendo a efectos deletéreos en 

el desarrollo de su cerebro, similares a los producidos por la omisión de proteínas en su conjunto 

(Zamenhof 1985; Chertoff 2015). 
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Existen muchas evidencias acerca de las consecuencias que trae aparejada la malnutrición proteica 

perinatal sobre el cerebro. Si bien la malnutrición proteica no da como resultado patologías 

cerebrales focales equivalentes a lesiones, ni un retraso mental grave o una psicopatología, sí da 

como resultado un desarrollo intelectual y conductual subóptimo 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 reducción en el número de neuronas, en las sinapsis, 

en la ramificación dendrítica y en el proceso de mielinización (Laus et al. 2011). Estudios 

observacionales en niños indican que una malnutrición proteica crónica se traduce en una 

desaceleración en el ritmo de desarrollo de los procesos de cognición, llevando a una alteración de 

las funciones cognitivas (Kar et al. 2008). 

Dadas las evidencias que existen sobre las consecuencias deletéreas que produce una restricción 

proteica durante la vida temprana en el desarrollo del sistema nervioso central, nuestro laboratorio 

centró su modelo de estudio en una deficiencia en la nutrición basada en un modelo de 

malnutrición proteica perinatal en ratones. Lo que se observó fue que las crías expuestas a una 

dieta baja en proteínas durante el período perinatal presentaron un menor peso y un retraso en el 

desarrollo morfológico y neurológico (Belluscio et al. 2014; Alberca 2016; Berardino et al. 2017). 

Además, se demostró que los animales de ambos sexos expuestos a una malnutrición proteica 

perinatal desarrollaron un comportamiento más ansioso y solo las hembras mostraron un fenotipo 

depresivo (Belluscio et al. 2014). Más 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 período perinatal (Ferroni et al. 2020).  Finalmente, hemos demostrado que los 

efectos de la dieta hipoproteica perduran en la generación siguiente (F2) y parcialmente en la F3, 

al ver un retraso en el desarrollo físico y neurológico en las crías de las madres que fueron 

expuestas a una malnutrición proteica perinatal. Lo que permite concluir que el impacto de la 

malnutrición durante la vida temprana es intergeneracional, a pesar de que dichos efectos se 

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

6. Diferencias sexo-específicas del estrés perinatal 

La diferenciación sexual del cerebro masculino y femenino depende de la señalización hormonal: 

hay numerosos períodos durante el desarrollo en los que las hormonas sexuales son 
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particularmente influyentes en el cerebro. El período perinatal, en efecto, representa una ventana 

sensible durante la cual el estrógeno es importante para los procesos de feminización en el cerebro 

de las hembras (Bakker et al. 2002) y la testosterona junto con las prostaglandinas participan en 

los procesos de masculinización en el cerebro de los machos (Amateau & McCarthy 2004). Estos 

procesos tienen efectos permanentes sobre el desarrollo y la función del cerebro dado que además 

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

Como fue mencionado anteriormente, la experiencia prenatal puede tener consecuencias en el 

desarrollo y maduración del cerebro. De hecho, el estrés temprano impacta sobre las hormonas 

sexuales (Manzano Nieves et al. 2019) afectando diferencialmente la regulación 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 niñez se asocia con una 

acentuación de la tendencia femenina hacia la ansiedad y los trastornos depresivos, y en los niños 

acentúa 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 

reducción en la conectividad funcional de las áreas corticales con las regiones del cerebro 

implicadas en el cuidado materno (Nephew et al. 2018) y una alteración 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 más 

pronunciados a medida que envejecen (Brunson et al. 2005) y tiene además un efecto en la 

formación 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 malnutrición proteica perinatal, también se ha observado un impacto sexo-

especifico evidenciado por una menor exploración en los machos malnutridos respecto a los 

controles, pero no así en las hembras, mientras que en éstas, la dieta baja en proteínas aumenta el 

comportamiento de tipo depresivo, conducta que no se observa en los ratones macho (Belluscio et 

al. 2014). 
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7. Mecanismos epigenéticos y expresión génica 

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

En sus orígenes, los conocimientos sobre los mecanismos epigenéticos estuvieron principalmente 

basados en estudios sobre la metilación del ADN, proceso en el cual grupos metilo se unen 

covalentemente a citosinas de posiciones específicas del genoma y regulan de esta manera la 

expresión de los genes (Razin & Riggs 1980). Asimismo, fue descubierto que el patrón de 

distribución 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 diferenciación y la organogénesis (Razin & Szyf 1984). 

Sin embargo, años más tarde fue evidenciado que la metilación del ADN no solo está involucrada 

en la diferenciación celular, sino que también se encuentra asociada a la modulación de la función 

del genoma en respuesta a señales de los entornos físicos, biológicos y sociales. Los patrones de 

distribución de la marca 5-metilcitosina (5mC), como modificación 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 transcripción 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 expresión de genes (Wu et al. 2014).  

La metilación del ADN no es el único mecanismo por el cual el entorno puede moderar y regular 

la expresión 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 (acetilación, metilación, fosforilación y 

ubiquitinación, 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 (Gräff et al. 2011). Al 

mismo tiempo, ha surgido un cuerpo sustancial de evidencia que indica que varios trastornos del 

neurodesarrollo, neurodegenerativos y neuropsiquiátricos 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 programación 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 expresión génica, no 

resulta extraño pensar que factores psicosociales y neuroendócrinos como el estrés y la nutrición 

materna con efectos directos en la descendencia (Rondó 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 metilación 

en el gen IGF2 en comparación con sus respectivos hermanos que no habían sido expuestos 

(Heijmans et al. 2008). Los efectos epigenéticos en la descendencia en respuesta a la nutrición 

materna también se han demostrado en modelos animales, como por ejemplo los ratones agouti 

(viable yellow agouti -Avy-). Los folatos y la vitamina B12 son necesarios para la síntesis 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 nutrición y en el epigenoma al 

proporcionar las moléculas de un carbono necesarias para la metilación del ADN. La 

suplementación de folato durante la preñez aumenta la metilación del ADN del gen agouti en la 

descendencia de Avy, lo que provoca una baja expresión del gen y un pelaje de color amarillento 

en las crías (Dolinoy 2008). En los seres humanos una concentración baja de folato en los 

eritrocitos maternos al comienzo del embarazo se ha asociado a problemas de comportamiento en 

los niños, tales como hiperactividad y problemas de sociabilización con sus compañeros y donde 

también se estima que los procesos epigenéticos podrían 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 expresión génica puede ser regulada. En cuanto a la metilación del ADN en particular, se ha 

propuesto que además de ser un mecanismo clave en la regulación de la expresión génica 

específica de tejido y tipo celular durante el desarrollo (Condorelli et al. 1997; Mostoslavsky et al. 

1998; Barresi et al. 1999), los cambios dinámicos en la metilación del ADN constituyen un 

mecanismo importante utilizado por las neuronas para adaptarse a un entorno cambiante (Mehler 

2008; Wilson & Sengoku 2013). Este proceso está regulado principalmente por tres ADN 

metiltransferasas identificadas en mamíferos: DNMT1, DNMT3a, DNMT3b. Estas enzimas son 
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capaces de metilar residuos CpG, más 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 replicación celular ya que mantiene el 

patrón de metilación en la hebra recién sintetizada. Por su parte, las enzimas DNMT3a y 

DNMT3b son requeridas para la metilación de novo más que en el mantenimiento de las bases 

metiladas, y son esenciales para el establecimiento de patrones de metilación del ADN durante el 

desarrollo. A su vez, la 5mC es reconocida por una variedad de proteínas de unión al grupo metilo 

que regulan la expresión génica a través de la modificación de la arquitectura de la cromatina. 

Uno de los más 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 proteínas 

con las que interactúa (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 través de los procesos 

dinámicos de metilación y demetilación del ADN (Holliday & Pugh 1975; Reik et al. 2001). 

Específicamente, la demetilación del ADN es el proceso enzimático en el que el grupo metilo de 

5mC puede modificarse o eliminarse mediante dos mecanismos diferentes. Una forma es a través 

de la oxidación 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 además, que estas proteínas tiene un rol 

diferencial en cuanto a la susceptibilidad y resistencia al estrés crónico por restricción, siendo la 

pérdida de TET2 lo que incrementa la susceptibilidad a este tipo de estrés (Cheng et al. 2018). El 

otro mecanismo de demetilación involucra a la familia de proteínas 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 posmitóticas, es necesario para la proliferación 

de progenitores neurales inducida por la actividad (Ma et al. 2009) y se asocia con trastornos 

psiquiátricos (Labonté et al. 2019). 

7.3. Genes que participan en la respuesta al estrés 

El cuerpo responde a situaciones de estrés a través de procesos alostáticos cuya función 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 más 

estudiado de la respuesta al estrés en mamíferos sea la activación del eje HPA. La activación del 

eje comienza en el hipotálamo, el cual responde al estresor mediante sistemas de señalización, 

como lo son los neurotransmisores. Las neuronas hipotalámicas secretan la hormona CRH a los 

vasos sanguíneos que conectan con la glándula pituitaria la cual posteriormente produce y secreta 

la hormona adrenocorticotrópica (ACTH) a la circulación general. La ACTH, a su vez, induce la 

síntesis y liberación de glucocorticoides por parte de las glándulas suprarrenales, hormona que 

finalmente ejercerá su acción sobre los órganos blanco. Para proteger contra la actividad 

prolongada de los glucocorticoides, el sistema HPA es autorregulado a través de circuitos de 

retroalimentación negativa que ayudan a mantener los niveles hormonales en rangos específicos. 

Con este fin, la secreción de CRH y ACTH es controlada por la retroalimentación negativa 

ejercida por los glucocorticoides a nivel de la glándula pituitaria, el hipotálamo y el hipocampo 

(Fig. 2) (Jacobson & Sapolsky 1991; Stephens et al. 2012; Kitraki et al. 2016). El ligando es 

capaz de ejercer su acción al unirse al receptor de glucocorticoides (GR), el cual es expresado por 

el gen Nr3c1. Este receptor se encuentra regulado a niveles transcripcionales y 

postranscripcionales, cumpliendo un rol clave en la retroalimentación negativa del eje HPA (Okret 

et al. 1991). A su vez, la sensibilidad de GR puede verse afectada por la proteína FKBP5, una 

chaperona que al unirse al complejo del receptor disminuye la afinidad de los glucocorticoides y 

la translocación del complejo desde el citoplasma al núcleo se vuelve menos eficiente, lo que 

conduce a una mayor resistencia a GR y a una pérdida de la eficacia de la retroalimentación 

negativa del eje HPA (Binder 2009). 

La adversidad en la vida temprana puede provocar aumentos de por vida en la secreción de 

glucocorticoides y alteraciones en la expresión de genes que participan en los mecanismos 

homeostáticos que regulan la actividad del eje HPA (Heim & Binder 2012). De hecho, se ha 

demostrado que en humanos, variaciones en la expresión del ARNm (ARN mensajero) de FKBP5 

se relaciona con el riesgo a desarrollar desórdenes de estrés postraumático (Yehuda et al. 2009); 

mientras que en roedores, ciertos factores ambientales durante la etapa pre y posnatal como el 

estrés durante la gestación y el cuidado materno, pueden impactar sobre la expresión del receptor 

de glucocorticoides en el hipocampo  (Liu et al. 1997; Liao et al. 2020). Más aún, 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 hipermetilación del gen que codifica para GR (Bockmühl et al. 

2015; Cicchetti & Handley 2017), lo que sugiere que este gen es sensible a factores externos y 

está regulado por mecanismos epigenéticos. 

 

Figura 2 | Esquema del eje HPA. Los centros hipotalámicos controlan la función del eje donde la CRH es liberada 

hacia la glándula pituitaria estimulando la liberación de ACTH, que a su vez desencadena la liberación de 

glucocorticoides de la corteza suprarrenal. Al removerse el agente estresor, los glucocorticoides son responsables de 

la terminación de la activación del eje a través de una retroalimentación negativa ejercida sobre los componentes del 

eje central, a través de sus receptores (GR). La actividad de GR está estrechamente regulada por la chaperona FKBP5 

que inhibe la afinidad de unión de la hormona al receptor, afectando la translocación nuclear y, por ende, la 

retroalimentación negativa del eje HPA. Adaptado de Kitraki et al. 2016. Volver al texto. 

7.4. Genes relacionados con la plasticidad neuronal 

La exposición a adversidades tempranas no solo conduce a cambios en la expresión de genes 

involucrados con el eje HPA sino que además afecta diferentes reguladores de la plasticidad 

neuronal (Fumagalli et al. 2007). El factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, por sus 

siglas en inglés: Brain-Derived Neurotrophic Factor) es el factor de crecimiento más prevalente 

en el sistema nervioso central, con múltiples funciones en el desarrollo del cerebro, incluida la 

supervivencia y la diferenciación de las neuronas, la modulación del crecimiento dendrítico, la 

regulación de la transmisión sináptica y la plasticidad (Boulle et al. 2012). Es debido a ello, que 
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BDNF se encuentra ampliamente implicado en las enfermedades psiquiátricas; en efecto, la 

expresión de BDNF se ve alterada en varios trastornos psiquiátricos que se asocian a su vez con 

adversidades en la vida temprana, como depresión, esquizofrenia, trastorno bipolar y síndrome 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 más altos presentes en las neuronas del hipocampo (Ernfors et al. 1990; Conner et 

al. 1997). Por otro lado, la expresión del gen BDNF está controlada por múltiples promotores 

específicos de tejido y donde han sido caracterizados varios factores de transcripción que 

participan en la regulación de los promotores de este gen (Timmusk et al. 1993; Aid et al. 2007). 

Además, la remodelación de la cromatina por medio de la metilación del ADN y desacetilación de 

histonas también juegan un papel importante en la regulación tejido-específica 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 ratón, la misma proteína 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 último exón (IX) codifica para la 

proteína (Aid et al. 2007). Zheng y colaboradores han estudiado la expresión de todos los 

transcriptos de Bdnf en el hipocampo de ratones adultos cuyas madres habían sido expuestas a un 

estrés durante la preñez. Bajo este modelo de estrés gestacional, no solo evidenciaron que las crías 

desarrollaron un comportamiento de tipo ansioso y depresivo, sino que además observaron una 

disminución en la expresión del ARNm de transcriptos específicos 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 

expresión de los mensajeros (Zheng et al. 2016); demostrando de este modo, que el estrés prenatal 

regula diferencialmente la expresión de las distintas variantes de Bdnf a través de mecanismos 

epigenéticos. 

7.5. Una marca epigenética novedosa: 5-hidroximetilcitosina 

Si bien durante años el estudio de la metilación 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 ratón 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 demetilación del ADN (Antunes et al. 2019), 

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

En particular, se ha demostrado que en el SNC, la 5hmC está sustancialmente enriquecida en 

relación 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 línea 

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 está más 

enriquecido de la marca en relación con las células granulares (Kriaucionis & Heintz 2009), lo 

que sugiere además funciones específicas del tipo celular para la 5hmC. Adicionalmente, se ha 

evidenciado que 5hmC no sólo es estable en ciertas regiones del cerebro de ratón como el 

cerebelo e hipocampo, sino que además 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 expresión génica, se ha demostrado que el enriquecimiento 

de 5hmC tanto intragénico como proximal al sitio de inicio de la transcripción (TSS, por sus siglas 

en ingles: Transcription Start Site) se encuentra asociado a genes más expresados (Song et al. 

2011). Asimismo genes con baja expresión exhiben menor presencia de 5hmC asociada al TSS en 

el cerebelo de ratones (Szulwach et al. 2011), evidencia que resulta consistente con la noción de 

que 5hmC está asociada con genes transcriptos activamente. Se sugiere que una de las funciones 

principales de 5hmC en el cerebro podría ser la de compensar los efectos represivos relacionados 

con 5mC mediante la reducción 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 

aún no se encuentra completamente dilucidado: hay trabajos que proponen que podría 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 5hmC aun se encuentra en discusión (Valinluck et 

al. 2004; Mellén et al. 2012). Sobre lo que sí se tienen certezas, es que perturbaciones en los 

niveles de 5hmC han sido relacionadas con varios trastornos del desarrollo (por ejemplo, 

síndrome 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. Estimulación social y sensorial y su efecto sobre el desarrollo neurológico y 

comportamental 

Como se ha expuesto anteriormente, el desarrollo del sistema nervioso depende de las 

interacciones del organismo y su entorno. En consecuencia, la formación de la conducta durante la 

ontogénesis, en correlación 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 acción adversa del medio ambiente, tales como un bajo 

cuidado materno, deficiencias en la nutrición, estrés o infecciones. Sin embargo, el entorno 

postnatal no sólo tiene efectos negativos: existe una serie de eventos que pueden actuar 

positivamente en el desarrollo neurológico y comportamental, incrementando la reactividad 

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

 
Un número 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). El ambiente enriquecido se basa en una combinación de estimulación 

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). Morfológicamente, 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), acompañado de una mayor densidad de espinas dendríticas en esta región 

(Jung & Herms 2014). Además promueve la neurogénesis y un incremento en el volumen del giro 

dentado del hipocampo dado por el aumento del número 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 así también aminorar los efectos de distintos tipos de lesiones cerebrales tales como 

injurias corticales o del hipocampo, la exposición 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 expresión 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 cómo el ambiente 

enriquecido actúa sobre el factor BDNF en el hipocampo mejorando la plasticidad sináptica y la 

cognición (Novkovic et al. 2015). Además, se ha demostrado que el EE incrementa la expresión 

de BDNF en la PFC, lo que a su vez se encuentra acompañado de una mayor interacción 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 neurológicos. 

 

Figura 3 | Efecto de la estimulación del ambiente enriquecido en diferentes áreas del cerebro. El 

enriquecimiento puede promover la activación neuronal, la señalización y la plasticidad en varias regiones del 

cerebro. La estimulación sensorial activa la corteza somatosensorial (rojo) y visual (naranja). Mientras que la 

interacción social estimula áreas como la corteza prefrontal (verde). Además, es posible que la codificación de 

información relacionada con mapas espaciales, y el reconocimiento de objetos novedosos genera una estimulación 

cognitiva activando el hipocampo (azul) y otras áreas corticales. Adaptado de Nithianantharajah & Hannan 2006. 

Volver al texto. 
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8.2. Ambiente enriquecido como modelo de reversión de neuropatologías 

Como ya se ha descripto, la estimulación social y física del EE tiene la capacidad intrínseca 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 además 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 exposición 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 crías 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). Más aún, nuestro laboratorio ha logrado demostrar que un ambiente de crecimiento 

con estimulación social y sensorial durante el período de la adolescencia, es capaz de rescatar el 

comportamiento de tipo ansioso derivado de la malnutrición proteica perinatal (Berardino et al. 

2019; Alberca et al. 2020).  

La adolescencia, de hecho, es la etapa crítica del neurodesarrollo posnatal donde las habilidades 

sociales y cognitivas maduran, donde se producen cambios de comportamiento y de adaptación, y 

en la cual el cerebro atraviesa un proceso de “poda” de espinas dendríticas supernumerarias, 

formadas durante el desarrollo, que resulta esencial para alcanzar la densidad final de espinas que 

tendrá el adulto (Rakic et al. 1994; Schneider 2013; Fuhrmann et al. 2015). Dado que pueden 

producirse alteraciones significativas en la estructura y función del cerebro en respuesta a la 

manipulación del entorno físico y social durante la adolescencia, es que se ha sugerido que esta 

etapa podría 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 período perinatal. 
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Objetivos e Hipótesis 
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Objetivos 

El desarrollo y la maduración del sistema nervioso central requieren de una sucesión de eventos 

que se encuentran finamente regulados y que, por lo tanto, constituyen períodos críticos 

susceptibles a modificaciones por efectos del entorno. En consecuencia, la exposición a factores 

adversos durante la edad temprana, como lo es la malnutrición proteica materna, puede influir 

negativamente en el desarrollo del cerebro de las crías con efectos duraderos o inclusive 

permanentes.  

Mas aún, la dieta hipoproteica podría incluso impactar negativamente sobre la madre gestante. 

Contemplando que los períodos de gestación y lactancia son etapas de cambios a nivel hormonal, 

metabólico y fisiológico, podrían tener como consecuencia el desarrollo de ciertos desordenes 

comportamentales. 

Resultados de nuestro grupo han demostrado que la malnutrición proteica aumenta el 

comportamiento de tipo ansioso y la anhedonia en las madres expuestas a una dieta baja en 

proteínas. A su vez, esta misma dieta recibida durante el período perinatal afecta el crecimiento y 

el desarrollo neurológico en las crías y conlleva además a trastornos de tipo ansioso y depresivo 

los cuales persisten en el adulto aún luego de semanas de consumo de dieta con niveles estándares 

de proteínas. Por otro lado, existen evidencias de que el entorno enriquecido, a través de la 

estimulación social y sensorial, tiene profundos efectos en el sistema nervioso central. En modelos 

murinos se ha observado que aumenta la capacidad cognitiva y además posibilita la recuperación 

de los que han sido sometidos a diversos tipos de estrés. Particularmente, nuestro grupo demostró 

que el ambiente enriquecido es capaz de revertir el comportamiento de tipo ansioso derivado de la 

malnutrición proteica perinatal, sin embargo, poco es lo que se sabe sobre los mecanismos 

epigenéticos que podrían estar involucrados y los cambios a nivel de expresión génica que la 

malnutrición y el ambiente podrían tener sobre los individuos. 

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

objetivos: 

 

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

de ansiedad y depresión postparto en madres expuestas a una malnutrición proteica 

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

moleculares y evidenciar potenciales diferencias sexo-específicas. 

3. Analizar cuáles son los correlatos morfológicos, moleculares y epigenéticos en el cerebro 

que determinan el aumento del comportamiento tipo ansioso en ratones adultos hembra 

expuestos a una malnutrición proteica perinatal y el efecto del ambiente enriquecido como 

potencial mecanismo de reversión para dichos trastornos. 

 

 

Hipótesis 

El sistema nervioso central responde a los factores externos mediante cambios en los niveles de 

expresión de los genes a través de varios mecanismos, siendo uno de ellos los mecanismos 

epigenéticos. En consecuencia, un entorno desfavorable como la malnutrición proteica en 

períodos susceptibles durante el desarrollo del cerebro conllevan a una alteración en la expresión 

de ciertos genes que tienen un impacto sobre el comportamiento de los individuos. En particular, 

la malnutrición proteica durante la gestación y la lactancia produce en las madres y en las crías 

una desregulación en la expresión de genes relacionados con la maquinaria epigenética, factores 

neurotróficos y el eje HPA, como así también una alteración 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 malnutrición 

proteica perinatal a través de mecanismos epigenéticos recuperando así los niveles de expresión 

de aquellos genes alterados por la dieta deficiente de proteínas. 
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1. Diseño experimental 

Como se ha señalado anteriormente, el modelo de malnutrición proteica perinatal requiere de la 

exposición a una dieta baja en proteínas durante ventanas de tiempo que resultan relevantes para 

el desarrollo del cerebro. Con el fin de responder a los objetivos propuestos, se diseñó el modelo 

experimental que se señala en la figura 4. Las madres fueron alimentadas durante la gestación y la 

lactancia con una dieta con niveles estándar de proteínas (NP, por sus siglas en inglés: Normal 

Protein -20% caseína) o bien con una dieta baja en proteínas (LP, por sus siglas en inglés: Low 

Protein - 8% caseína). Al día postnatal 21 (P21), se realizó la eutanasia de las madres y también 

un grupo de crías machos y hembras de ambos grupos (NP y LP) a fin de obtener las muestras 

para responder a los objetivos 1 y 2, respectivamente. Paralelamente, un grupo de crías hembras 

fueron separadas al momento del destete y expuestos durante 5 semanas a uno de dos ambientes 

de crecimiento posibles: un ambiente estándar (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 estándar), NP-EE 

(dieta estándar y ambiente enriquecido), LP-E (dieta baja en proteínas y ambiente estándar), y LP-

EE (dieta baja en proteínas y ambiente enriquecido). Al día P56, se realizó la eutanasia de las crías 

y las muestras fueron extraídas para evaluar el objetivo 3. (Para más detalles ir a la sección 

Materiales y métodos: Modelo experimental). 
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Figura 4 | Diseño experimental propuesto para responder a los objetivos planteados. Las madres fueron 

alimentadas durante la gestación y la lactancia con una dieta NP o LP. Al día P21 se obtuvieron las muestras para 

responder a los objetivos 1 y 2. Paralelamente, un grupo de crías hembras fueron separadas al momento del destete y 

expuestos durante 5 semanas a un ambiente EN o bien EE quedando definidos 4 grupos experimentales según la dieta 

y el entorno de crecimiento. Al día P56, se realizó la eutanasia de las crías y las muestras fueron extraídas para 

evaluar el objetivo 3. Volver al texto. 

2. Consecuencias moleculares de la malnutrición proteica durante la 

gestación y lactancia 

2.1. Evaluación del peso de las madres durante la gestación y lactancia 

Con el objeto de determinar el impacto de la malnutrición proteica sobre la ganancia de peso en 

las madres, su peso fue registrado periódicamente durante los períodos de gestación y lactancia. El 

cambio de peso en el tiempo fue evaluado mediante un ANOVA de un factor con medidas 

repetidas. Durante la gestación, el ANOVA realizado para el factor dieta (F1,40= 2,01, p=0,167) y 

la medida repetida tiempo (F5,40= 856,9, p< 0,0001) demostró 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 proteínas mostraron tener un menor peso durante la lactancia al compararlas con el grupo 

control evidenciado por el ANOVA de factor dieta (F1,35= 92,89, p< 0,0001) y la medida repetida 

tiempo (F2,35= 25,66, p< 0,0001). Dado que la interacción entre dieta y tiempo no fue significativa 

(F2,35= 3,07, p= 0,055) se puede deducir del efecto principal dieta que la alimentación baja en 

proteínas tiene como consecuencia una disminución en el peso de las madres durante todo el 

período de lactancia (Fig. 5B). 
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Figura 5 | Evaluación del peso de las madres durante los períodos de gestación y lactancia. (A) No se 

observaron diferencias en el peso gestacional de las madres según 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 

período de lactancia (N=12-15 ratones por tratamiento). ANOVA de una vía con medidas repetidas fue utilizado para 

este análisis. Los valores se expresan como la media±EE. La significancia del efecto principal dieta se expresa como 

# p < 0,001. Volver al texto. 

 

En conclusión, las madres F0 incrementaron su peso independientemente de la dieta recibida 

durante la preñez. Sin embargo, durante todo el período de lactancia, las madres cuya dieta fue 

baja en proteínas presentaron un peso significativamente menor respecto a las madres expuestas a 

una dieta control. 

2.2. Estudio de los efectos de la malnutrición proteica sobre la expresión 

génica en las madres 

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

demetilación 

 

Previamente, observamos que las madres expuestas a una dieta hipoproteica desarrollaron 

alteraciones en su comportamiento durante el período posparto. Dado que en modelos murinos 

existen evidencias que dan cuenta de la relación entre la ansiedad y la depresión posparto y los 

mecanismos epigenéticos (Guintivano et al. 2014) decidimos evaluar si en el hipocampo la 

expresión de ARN de genes relacionados con la maquinaria de metilación y demetilación del 

ADN y de genes que expresan proteínas de unión a citosinas metiladas, podría verse afectada por 

la dieta baja en proteínas durante la gestación y la lactancia. Entre los genes relacionados con el 

mecanismo de metilación decidimos evaluar las ADN metiltransferasas, más específicamente la 

Dnmt1, Dnmt3a y Dnmt3b y evaluamos también Mecp2, como la proteína reguladora de la 

transcripción a partir del reconocimiento de citocinas metiladas. En cuanto a los genes 

involucrados en el mecanismo de demetilación, evaluamos Gadd45b. 

No encontramos diferencias significativas en la expresión de los genes Dnmt1 (t19= -0,33, p=0,74) 

(Fig. 6A), Dnmt3a (t19= -1,05, p=0,30) (Fig. 6B), Dnmt3b (t18= 1,53, p=0,14) (Fig. 6C) o Mecp2 

(t19= -0,34, p=0,74) (Fig. 6D), como así tampoco en los genes asociados a la maquinaria de 

demetilación como Gadd45b (t19= -0,80, p=0,43) (Fig. 6E). 
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Figura 6 | Evaluación de la expresión 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 expresión de los genes 

Dnmt1 (A), Dnmt3a (B), Dnmt3b (C), Mecp2 (D) y Gadd45b (E) (N=7-13 ratones por tratamiento). Análisis de T-

Student bilateral fue realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan como la media±EE. Volver al 

texto. 

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

 

Algunas mujeres son particularmente sensibles a los cambios hormonales, lo que aumenta su 

vulnerabilidad a los agentes de estrés psicológico que se desencadenan por factores ambientales y 

fisiológicos a lo largo de sus vidas. La disminución de los niveles séricos de BDNF ha sido 

asociado a diferentes afecciones neuropsiquiátricas y se ha considerado un marcador candidato 

para tales disfunciones (Autry & Monteggia 2012). Además, ha sido reportado que el estrés 

disminuye la expresión del ARNm de Bdnf en el hipocampo (Smith et al. 1995). Por tal motivo, 

decidimos estudiar si en dicha región del cerebro, la expresión del gen Bdnf podría verse afectada 

por una dieta baja en proteínas durante los períodos de gestación y lactancia.  

No se observaron diferencias en ninguna de las variantes de Bdnf evaluadas: Bdnf I (t16= -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 así tampoco en su receptor TrkB (t22= 0,06, p=0,95) (Fig. 7D) entre los grupos 

experimentales evaluados. 
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Figura 7 | Evaluación de la expresión génica de distintas variantes de Bdnf y su receptor TrkB en el hipocampo 

de ratones madre NP y LP. No se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales en la 

expresión de ninguna de las variantes de Bdnf analizadas: Bdnf I(A), Bdnf IV (B), Bdnf VI (C), ni tampoco en su 

receptor TrkB (D) (N=8-14 ratones por tratamiento). Análisis de T-Student bilateral fue realizado para comparar los 

tratamientos. Los valores se expresan como la media±EE. 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 proteínas 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 podría tener un impacto en la retroalimentación negativa que media 

la correcta actividad del eje, por tal motivo decidimos evaluar la expresión del ARN del gen 

Nr3c1 y de la chaperona Fkbp5 en el hipocampo de las madres NP y LP, así como la expresión 

proteica del gen GR. 

No observamos diferencias en la expresión de ARN del gen receptor de glucocorticoides Nr3c1 

(t17= 1,06, p=0,30) (Fig. 8A) ni tampoco en Fkbp5 (t15= 1,05, p=0,31) (Fig. 8B) debido a la dieta 

hipoproteica. Sin embargo, al evaluar la expresión proteica del gen GR, se observó una 
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disminución significativa en la expresión de este receptor en las madres expuestas a una dieta baja 

en proteínas respecto a las hembras controles (t17= 1,79, p=0,046, unilateral) (Fig. 8C). 

 

 

Figura 8 | Evaluación de la expresión del gen Nr3c1 y su respectiva proteína GR, y la chaperona Fkbp5 en el 

hipocampo de las madres NP y LP. No se observaron diferencias significativas en la expresión génica de Nr3c1 (A) 

ni en Fkbp5 (B) entre los tratamientos (N=6-11 ratones por tratamiento). Sin embargo, el grupo LP muestra una 

reducción significativa de la proteína GR (C) (N=9 ratones por tratamiento). Análisis de T-Student bilateral (A y B) 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 observar todos los resultados, podemos concluir que la dieta hipoproteica durante la gestación 

y la lactancia no afecta la expresión de ARN de los genes evaluados relacionados con la 

maquinaria de metilación/demetilación, ni las variantes de Bdnf evaluadas o su receptor TrkB, 

como así tampoco la expresión de ARN del receptor de glucocorticoides ni Fkbp5 en el 

hipocampo de las madres. Sin embargo, la dieta baja en proteínas tiene un efecto sobre la 

expresión de GR lo que nos permite inferir que podría haber un mecanismo postranscripcional 

involucrado que promueva la disminución de la proteína sin afectar los niveles del ARN y que 
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además esta disminución en GR podría afectar el correcto funcionamiento del eje HPA llevando a 

alteraciones comportamentales. 

3. Consecuencias morfológicas y moleculares de la malnutrición proteica 

perinatal 

3.1. Evaluación del peso de las crías como validación del modelo 

Como fue mencionado, nuestro grupo demostró que la malnutrición proteica durante el período 

perinatal provoca un retraso en el crecimiento físico evidenciado, entre otros parámetros, por un 

menor peso en las crías durante la lactancia (Belluscio et al. 2014; Berardino et al. 2017). Con el 

fin de validar el modelo, el peso de las crías 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: F1,49= 41,68, p< 0,0001, machos: F1,49= 23,99, p< 0,0001), 

como así también efecto del tiempo (hembras: F9,49= 901,73, p<0,0001, machos: F9,49= 909,73, p< 

0,0001). Sin embargo, dado que la interacción entre los factores dieta y tiempo fue significativa 

(hembras: F9,49= 26,83, p< 0,0001, machos: F9,49= 31,97, p< 0,0001) no pueden sacarse 

conclusiones a partir de los efectos principales. Por tal motivo, se realizó un contraste a posteriori 

de Tukey (α=0,05) el cual reveló que las crías de ambos sexos exhibieron un retraso en el 

crecimiento físico 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 | Evaluación del peso de las crías durante el período de lactancia. Tanto en las crías hembras (A) como 

en machos (B) se observó un menor peso desde el día posnatal 6 hasta el destete debido a la malnutrición proteica 

perinatal (N=13-18 ratones por sexo y por tratamiento). ANOVA de una vía con medidas repetidas y contraste a 

posteriori de Tukey (α=0,05) fue utilizado para este análisis. Los valores se expresan como la media±EE. La 

significancia se indica como * p < 0,05. Volver al texto. 

 

3.2. Consecuencias de la malnutrición proteica perinatal sobre la morfología 

del cerebro en las crías  

3.2.1. Estructura relacionada con la cognición: Hipocampo dorsal  

Como fue mencionado previamente, adversidades tempranas como el abuso y la negligencia 

pueden tener un efecto en el volumen de estructuras específicas del cerebro siendo el hipocampo 

una de ellas (Bremner et al. 1997), mientras que otro tipo de adversidades como la malnutrición 

severa también afecta el desarrollo y tamaño del cerebro (Tiwari et al. 2017). Además, se 

demostró que existe una diferencia funcional a lo largo del eje dorsal-ventral del hipocampo 

observándose que el hipocampo dorsal cumple un papel en la navegación espacial, el aprendizaje 

y la memoria (Moser et al. 1993; Bannerman et al. 2002). Dado que en nuestro modelo hemos 

observado una alteración en la memoria debido a la malnutrición 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 malnutrición perinatal (longitud total: t9= -1,36, p=0,21 (Fig. 

11A); Área del hipocampo dorsal: t12= -0,38, p=0,71 (Fig. 11B); ancho del hemisferio: t7= 0,31, 

p=0,77 (Fig. 11C); espesor de la corteza somatosensorial: t6= -0,55, p=0,61 (Fig. 11D); espesor de 

la corteza disgranular retroesplenial: t10= 0,24, p=0,82 (Fig. 11E) y área del hipotálamo: t6= 1,01, 

p=0,36 (Fig. 11F)). 
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Figura 10 | Fotografía representativa de un corte coronal de cerebro de ratón 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 malnutrición proteica perinatal. Volver al texto. 

 

Cuando analizamos las mismas estructuras en los machos P21, no observamos diferencias debido 

a la malnutrición en la longitud total (t7= 0,60, p=0,57) (Fig. 12A), ni en el área del hipocampo 

dorsal (t9= 1,11, p=0,30) (Fig. 12B), ni en el espesor de la corteza somatosensorial (W8= 21,0, 

p=0,87) (Fig. 12D), como así tampoco en el espesor de la corteza disgranular retroesplenial (t9= -

0,14, p=0,89) (Fig. 12E) o el área del hipotálamo (t8= 1,33, p=0,22) (Fig. 12F), pero si se observó 

una disminución en el ancho del hemisferio debido a la dieta baja en proteínas (W8= 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 días de 

edad a la altura del hipocampo dorsal. Las dimensiones evaluadas corresponden a la longitud total del cerebro (A), 

el área 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 área del hipotálamo (F) (N=3-7 ratones por tratamiento). Análisis 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 días de 

edad a la altura del hipocampo dorsal. Las dimensiones evaluadas corresponden a la longitud total del cerebro (A), 

el área 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 área del hipotálamo (F) (N=3-5 ratones por tratamiento). Análisis de 

T-Student bilateral o de Wilcoxon según 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 crías hembras y no revelaron diferencias significativas 

en el espesor de las capas CA1 (t16= -0,60, p=0,56) ni CA3 (W16= 75,0, p=0,81) evaluadas en el 

hipocampo dorsal de crías P21 hembras (Fig. 14). Dado que ocurrió 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 | Fotografía representativa de un corte coronal de hipocampo dorsal de ratón 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 único valor. Volver 

al texto. 

 

 

Figura 14 | Evaluación del espesor de las capas piramidales CA1 y CA3 del hipocampo dorsal. Evaluado en 

crías hembra pertenecientes a los grupos NP y LP de 21 días de edad (N=8-9 ratones por tratamiento). Análisis de T-

Student bilateral o de Wilcoxon según 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 más asociado a funciones relacionadas con el 

aprendizaje y la memoria, la región del hipocampo ventral se encuentra más bien involucrada en 

comportamientos de carácter emotivo como la ansiedad (McHugh et al. 2004) y la depresión 

(Bagot et al. 2015). Resultados de nuestro laboratorio han demostrado que la malnutrición 

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 podrían verse modificadas debido a la malnutrición. Las estructuras evaluadas 

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

La cuantificación 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 (t6= -2,63, p=0,04) (Fig. 16A). Mientras que no se observaron diferencias en el 

área del hipocampo ventral (t8= -0,66, p=0,53) (Fig. 16B), ni en el ancho del hemisferio (t8= -0,93, 

p=0,38) (Fig. 16C), o en el espesor de la corteza auditiva secundaria (t8= -0,52, p=0,62) (Fig. 

16D), como así tampoco en el espesor de la corteza disgranular retroesplenial (t8= 0,95, p=0,37) 

(Fig. 16E). 

Las mismas estructuras analizadas en los machos P21, no mostraron diferencias debido a la 

malnutrición perinatal en ninguna de las dimensiones evaluadas (longitud total: W7= 13,0, p=0,20 

(Fig. 17A); área del hipocampo ventral: t8= 1,20, p=0,27 (Fig. 17B); ancho del hemisferio: t8= -

0,22, p=0,83 (Fig. 17C); espesor de la corteza auditiva secundaria: t8= 0,02, p=0,98 (Fig. 17D); 

espesor de la corteza disgranular retroesplenial: t5= -0,58, p=0,59 (Fig. 17E)). 

 

 

Figura 15 | Fotografía representativa de un corte coronal de cerebro de ratón 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 malnutrición 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 días de 

edad a la altura del hipocampo ventral. Las dimensiones evaluadas corresponden a la longitud total del cerebro 

(A), el área 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). Análisis 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. 
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Figura 17 | Estructuras cuantificadas en cortes coronales de cerebro de ratones macho NP y LP de 21 días de 

edad a la altura del hipocampo ventral. Las dimensiones evaluadas corresponden a la longitud total del cerebro 

(A), el área 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). Análisis de T-Student bilateral 

fue realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan como la media±EE. Volver al texto. 

 

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que la malnutrición proteica perinatal no 

produce alteraciones considerables en la anatomía de las estructuras del cerebro evaluadas tanto a 

nivel del hipocampo dorsal como del hipocampo ventral. Sin embargo, hay algunos parámetros 

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 malnutrición podría esta impactando de forma diferencial según el sexo de los 

individuos. 
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3.3. Estudio de los efectos de la malnutrición proteica sobre la expresión 

génica en las crías  

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

demetilación 

Como fue mencionado anteriormente, los factores ambientales que impactan sobre la madre 

gestante como el estrés y la nutrición pueden tener un efecto en el neurodesarrollo de la 

descendencia (Rondó et al. 2003). Estas situaciones de adversidad se traducen en cambios en la 

expresión de ciertos genes lo cual ocurre a través de mecanismos epigenéticos, como por ejemplo 

la metilación del ADN. Por tal motivo, decidimos estudiar si la malnutrición proteica perinatal 

tiene un impacto en la expresión de genes involucrados en la metilación (Dnmt1, Dnmt3a, y 

Dnmt3b) y la demetilación (Gadd45b y Tet2) del ADN y de genes que expresan proteínas de 

unión a citocinas metiladas (Mecp2) en el hipocampo de crías machos y hembras. 

Al estudiar la expresión de los genes en las crías hembras, observamos que el grupo LP mostró 

una mayor expresión en los genes Dnmt3b (t18= 2.48, p=0.024) (Fig. 18C) y Gadd45b (t19= 3.02, 

p=0.0074) (Fig. 18E). Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la expresión de 

los genes Dnmt1 (t16= 1.59, p=0.13) (Fig. 18A), Dnmt3a (t16= 0.05, p=0.96) (Fig. 18B), Mecp2 

(t19= -0.79, p=0.44) (Fig. 18D), ni Tet2 (t16= -0.61, p=0.55) (Fig. 18F). 
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Figura 18 | Evaluación de la expresión de genes relacionados con la maquinaria epigenética en el hipocampo 

de crías hembra P21 NP y LP. No se observaron diferencias significativas entre los grupos en la expresión de los 

genes Dnmt1 (A), Dnmt3a (B), Mecp2 (D) ni Tet2 (F). Sin embargo, se observó una mayor expresión en los genes 

Dnmt3b (C) y Gadd45b (E) en el grupo LP (N=8-11 ratones por tratamiento). Análisis 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 y ** p < 0,01.Volver al texto. 

 

Luego, cuando evaluamos dichos genes en las crías macho, observamos una mayor expresión de 

Dnmt1 (t18= 2,14, p=0,046) en el grupo LP respecto al grupo control (Fig. 19A). Sin embargo, no 

encontramos diferencias significativas en la expresión de los genes Dnmt3a (w17= 64,0, p=0,86) 

(Fig. 19B), Dnmt3b (t16= -0,71, p=0,49) (Fig. 19C), Mecp2 (w19= 94,0, p=0,97) (Fig. 19D), como 

así tampoco en los genes asociados a la maquinaria de demetilación: Gadd45b (t18= -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 | Evaluación de la expresión de genes relacionados con la maquinaria epigenética en el hipocampo 

de crías macho P21 NP y LP. Una mayor expresión en el gen Dnmt1 fue evidenciado en el grupo LP (A). No se 

observaron diferencias significativas entre los grupos en la expresión de los genes Dnmt3a (B), Dnmt3b (C), Mecp2 

(D), Gadd45b (E) ni Tet2 (F) (N=7-11 ratones por tratamiento). Análisis 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 plásticos relacionados en gran 

medida con el aprendizaje y la memoria. Además del hecho de que cambios en la expresión de 

este gen se encuentran asociados a enfermedades psiquiátricas, 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 malnutrición proteica decidimos estudiar 

la expresión de las variantes Bdnf I, Bdnf VI y Bdnf IV como así también su receptor TrkB en el 

hipocampo de crías hembras y machos expuestas a una malnutrición proteica perinatal. 

En las crías hembras demostramos que la dieta baja en proteínas disminuye la expresión de Bdnf 

VI (t18= -2,08, p=0,026, unilateral) (Fig. 20C) a la edad de 21 días, mientras que el resto de las 

variantes no modificaron su expresión a causa de la malnutrición (Bdnf I: t19= 0,02, p=0,98 (Fig. 

20A), Bdnf IV: t18= 0,68, p=0,51 (Fig. 20B)), como así tampoco lo hace el receptor TrkB (w19= 

123,0, p=0,17) (Fig. 20D). 
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Figura 20 | Evaluación de la expresión génica de distintas variantes de Bdnf y su receptor TrkB en el 

hipocampo de crías hembra P21 NP y LP. No se observaron diferencias significativas entre los grupos 

experimentales en la expresión de las variantes Bdnf I(A) y Bdnf IV (B). Sin embargo, el grupo LP muestra una menor 

expresión de Bdnf VI (C) respecto al grupo NP. No se evidenciaron diferencias en el receptor TrkB (D) (N=9-10 

ratones por tratamiento). Análisis 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 días de edad, no se observaron 

diferencias en ninguna de ellas a causa de la malnutrición (Bdnf I: w17= 66,0, p>0,99 (Fig. 21A); 

Bdnf IV: t15= -0,46, p=0,65 (Fig. 21B); Bdnf VI: t17= -1,06, p=0,30 (Fig. 21C)), aunque se observó 

una tendencia a que la expresión de TrkB es menor en el grupo LP respecto al control (t16= -1,77, 

p=0,097) (Fig. 21D). 
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Figura 21 | Evaluación de la expresión génica de distintas variantes de Bdnf y su receptor TrkB en el 

hipocampo de crías macho P21 NP y LP. No se evidenciaron diferencias significativas entre los grupos 

experimentales en la expresión de ninguna de las variantes de Bdnf analizadas: Bdnf I(A), Bdnf IV (B), Bdnf VI (C), 

aunque se observó una tendencia del grupo LP a tener una menor expresión en el receptor TrkB (D) (N=6-11 ratones 

por tratamiento). Análisis de T-Student bilateral fue realizado para comparar los tratamientos. Los valores se expresan 

como la media±EE. 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 período perinatal como el estrés de la madre 

durante la preñez, como así también la separación materna, producen en las crías una alteración 

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 

podría estar afectado debido a la malnutrición y por tal motivo, estudiamos la expresión del 

ARNm del receptor de glucocorticoides (Nr3c1) y Fkbp5 en el hipocampo de ratones hembras y 

machos a la edad de 21 días. Además, dado que las madres del grupo LP mostraron una menor 

expresión de la proteína GR, ésta también fue evaluada en el hipocampo de las crías hembra. 
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Figura 22 | Evaluación de la expresión del gen Nr3c1 y su proteína respectiva GR, y la chaperona Fkbp5 en el 

hipocampo de crías hembra NP y LP. No se observaron diferencias significativas en la expresión génica de Nr3c1 

(A) ni en Fkbp5 (B) entre los tratamientos (N=7-8 ratones por tratamiento). Sin embargo, el grupo LP muestra una 

reducción significativa de la proteína GR (C) (N=6-8 ratones por tratamiento). Análisis 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 días de edad no mostraron diferencias en la expresión de ARNm del receptor 

de glucocorticoides (t14= -0,88, p=0,39) (Fig. 22A) aunque si se observó una menor expresión a 

nivel proteico de este gen en el grupo LP (t13= -2,46, p=0,030) (Fig. 22C) al igual que sucedía con 

las madres. A su vez, las hembras LP evidenciaron una mayor expresión del gen Fkbp5 respecto 

al grupo NP (t14= 2,27, p=0,041) (Fig. 22B). Mientras que en las crías machos, no se observaron 

diferencias significativas en la expresion de Nr3c1 (w18= 63,0, p=0,17) (Fig. 23A) ni tampoco en 

Fkbp5 (t16= 0,96, p=0,35) (Fig. 23A). 
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Figura 23 | Evaluación de la expresión del gen Nr3c1 y la chaperona Fkbp5 en el hipocampo de crías macho 

NP y LP. No se observaron diferencias significativas en la expresión génica de Nr3c1 (A) ni en Fkbp5 (B) entre los 

tratamientos (N=7-11 ratones por tratamiento). Análisis de T-Student bilateral fue realizado para comparar los 

tratamientos. Los valores se expresan como la media±EE. Volver al texto. 

 

3.3.4. Análisis de correlaciones entre los genes de estudio 

Finalmente, decidimos estudiar si existe una correlación entre los genes que presentaron 

diferencias significativas en su expresión a causa de la malnutrición perinatal. Dicho análisis fue 

realizado tanto en las hembras como en los machos P21 empleando los valores de la expresión 

génica. 

En las hembras encontramos una correlación positiva entre los genes Dnmt3b y Gadd45b tanto en 

el grupo LP (R2= 0,51, p= 0,019) como NP (R2= 0,52, p= 0,043) (Fig. 24A), mientras que en los 

machos la correlación encontrada fue entre Dnmt1 y TrkB. En este caso fue una correlación 

negativa con una tendencia para el grupo NP (R2= 0,36, p= 0,064) y una correlación significativa 

para el tratamiento LP (R2= 0,73, p= 0,028) (Fig. 24B). 

  



63 
 

 

Figura 24 | Evaluación de la correlación entre los genes que mostraron diferencias significativas debido a la 

malnutrición proteica. Una correlación positiva fue encontrada entre los genes Dnmt3b y Gadd45b en las hembras 

de ambos grupos (A), mientras que en los machos la correlación en estudio fue entre Dnmt1 y TrkB en la cual se 

observó una tendencia en el grupo NP y una correlación significativa negativa en el grupo LP (B) (N=6-10 ratones 

por sexo y por tratamiento). Análisis de correlación lineal fue realizado para estudiar la relación de los genes. Volver 

al texto. 

 

Al analizar los resultados en su conjunto, podemos concluir que la malnutrición proteica perinatal 

tiene un impacto en la expresión de genes específicos relacionados con los mecanismos 

epigenéticos, la plasticidad neuronal y el eje HPA, encontrándose las mayores diferencias en las 

crías hembras. Aquellos genes que se vieron afectados en las hembras no se vieron afectados en 

los machos y viceversa, lo que nos permite deducir que existen diferencias sexo-específicas en 

cuanto al modo en que la malnutrición perinatal puede afectar a la descendencia según el sexo de 

los individuos.  

Además, en las crías hembra la dieta hipoproteica mostró tener un efecto sobre la expresión 

proteica del receptor de glucocorticoides, pero no así sobre su ARNm, lo que nos permite inferir 

que al igual que lo que sucede con las madres, podría haber asociado un mecanismo 

postranscripcional que genere la disminución de la proteína sin modificar los niveles del ARN. 
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4. Estudio del efecto del ambiente enriquecido como modelo de reversión 

para el comportamiento de tipo ansioso derivado de la malnutrición  

4.1. Evaluación del peso de las crías expuestas a diferentes ambientes como 

validación 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 malnutrición conlleva a una menor 

ganancia de peso durante todo el período de exposición a los ambientes y que el ambiente 

enriquecido promueve una disminución 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 crías hembras fue evaluado en el tiempo de exposición a los ambientes mediante un ANOVA 

de dos factores con medidas repetidas. Dado que se encontraron diferencias significativas en la 

interacción tiempo*dieta (F9,67= 3,36, p= 0.0007) y en tiempo*ambiente (F9,67= 3,81, p= 0.0002), 

no se obtuvieron conclusiones a partir de los efectos principales dieta y ambiente, y por el 

contrario se realizó un contraste a posteriori de Tukey (α=0,05) en la cual se compararon día por 

día los pesos de los animales de cada grupo entre ellos. Al igual que lo observado previamente, la 

malnutrición 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 exposición 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 

malnutrición y ambientes. 
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Figura 25 | Evaluación del peso de las crías hembras durante la exposición a los ambientes. Durante 

prácticamente todo el tiempo de exposición a los ambientes se observó 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 

período, se observa que el ambiente enriquecido tiende a disminuir el peso de los individuos. ANOVA de dos vías 

con medidas repetidas y contraste a posteriori de Tukey (α= 0,05) fue utilizado para este análisis. Las letras indican 

diferencias significativas (p< 0,05) según 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. Volver al texto. 

4.2. Consecuencias de la malnutrición proteica perinatal y el ambiente 

enriquecido sobre la morfología del cerebro en ratones hembra  

4.2.1. Estructura relacionada con la cognición: Hipocampo dorsal  

Como se ha mencionado anteriormente, la malnutrición no es el único factor ambiental que puede 

impactar en el desarrollo y morfología 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 malnutrición 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 señaladas previamente a nivel del hipocampo dorsal (Fig. 10), 

el ANOVA de dos factores reveló diferencias en el factor principal ambiente en el área del 

hipocampo, donde sorprendentemente se observó un menor área del hipocampo dorsal debido al 

ambiente enriquecido (ambientes: F1,22= 8,51, p=0,008) y no se observaron diferencias debido a la 



66 
 

malnutrición (dieta: F1,22= 0,18, p= 0,67) ni en la interacción entre ambos factores 

(dieta*ambientes: F1,22= 0,08, p= 0,77) (Fig. 26B). Por otro lado, se observó una tendencia de que 

la malnutrición disminuye el grosor de corteza somatosensorial (dieta: F1,18= 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: F1,20= 0,58, p= 0,46; dieta*ambientes: F1,20= 1,15, p= 0,29) (Fig. 

26A), ancho del hemisferio cerebral (dieta: F1,19= 0,03, p= 0,85; ambientes: F1,19= 2,50, p= 0,13; 

dieta*ambientes: F1,19= 0,72, p= 0,41) (Fig. 26C), ni en la corteza disgranular retroesplenial (dieta: 

F1,19= 1,06, p= 0,32; ambientes: F1,19= 1,26, p=0,28; dieta*ambientes: F1,19= 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 días de edad. Las dimensiones evaluadas corresponden a 

la longitud total del cerebro (A), el área 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). 

Análisis de ANOVA de dos factores fue realizado para estudiar el efecto de la dieta, el ambiente y su interacción. Los 

valores se expresan como la media±EE. La significancia del efecto principal ambiente se expresa como † p< 0,05. 

Volver al texto. 

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

ventral y amígdala 

Nuestro laboratorio ha demostrado que la malnutrición 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 más 

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 malnutrición y ambiente enriquecido. 

El ANOVA de dos factores reveló diferencias en el factor principal dieta tanto en el área del 

hipocampo (dieta: F1,13= 9,92, p= 0,01) (Fig. 27B) como en el ancho del hemisferio (dieta: F1,14= 

6,17, p= 0,03) (Fig. 27C), observándose una disminución en ambas estructuras debido a la 

malnutrición. Además, se observa una tendencia a que el ambiente enriquecido aumenta el ancho 

del hemisferio (ambientes: F1,14= 3,31, p= 0,09) y no hay efecto de la interacción 

(dieta*ambientes: F1,14= 0,94, p= 0,35). No se observó efecto del ambiente en el área del 

hipocampo (ambientes: F1,13= 2,05, p=0,18) ni tampoco hay interacción entre ambos factores 

(dieta*ambientes: F1,13= 0,56, p= 0,47). Respecto a las demás 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: H3= 4,98, p= 0,17) (Fig. 27A), ancho de la corteza 

auditiva secundaria (Kruskal-Wallis para factores dieta y ambiente: H3= 1,76, p= 0,62) (Fig. 27D) 

y el grosor de la corteza disgranular retroesplenial (dieta: F1,12= 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 días de edad. Las dimensiones evaluadas corresponden a 

la longitud total del cerebro (A), el área 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). Análisis de ANOVA de dos factores fue realizado para estudiar el efecto de la dieta, el ambiente y su 

interacción. Los valores se expresan como la media±EE. La significancia del efecto principal dieta se expresa como # 

p< 0,05. Volver al texto. 

 

Sin embargo, el hipocampo ventral no es la única estructura que participa en el comportamiento 

de tipo ansioso. Se ha demostrado que la amígdala basolateral además de participar en la respuesta 

de miedo (Sah et al. 2020), inerva la capa piramidal CA1 del hipocampo ventral modulando 

también el comportamiento ansioso (Pi et al. 2020). Con lo cual, decidimos evaluar el área de la 
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amígdala basolateral (BLA, por sus siglas en inglés: Basolateral amygdala) como se muestra en la 

figura 28, a fin de evidenciar diferencias morfológicas en esta estructura debido a la malnutrición 

o el ambiente de crecimiento. 

 

Figura 28 | Fotografía representativa de un corte coronal de cerebro de ratón P56 a la altura del hipocampo 

dorsal. Medido entre -1,58 y -1,46 mm del Bregma (zoom: 4X) y en el cual se evaluó el área de la amígdala 

basolateral a fin de evaluar posibles diferencias en esta estructura debido a la malnutrición proteica perinatal y el 

ambiente enriquecido. Volver al texto. 

 

Al analizar el área de la BLA, se observó que tampoco parece verse afectada por la dieta o por el 

ambiente de crecimiento (dieta: F1,20= 0,07, p= 0,79; ambientes: F1,20= 0,01, p= 0,93; 

dieta*ambientes: F1,20= 0,59, p= 0,45) (Fig. 29). 

     

Figura 29 | Área de la amígdala 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 días de edad (N=3-7 ratones por 

tratamiento). Análisis de ANOVA de dos factores fue realizado para estudiar el efecto de la dieta, el ambiente y su 

interacción. Los valores se expresan como la media±EE. Volver al texto. 
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4.2.3. Estructuras de conexión entre regiones: cuerpo calloso y comisura anterior 

La corteza prefrontal es otra región que junto con el hipocampo desempeña 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 trófico pudiendo afectar profundamente la comunicación 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 región 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 días, en los 

4 grupos experimentales del modelo. 

 

Figura 30 | Fotografía representativa de un corte coronal de cerebro de ratón 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 malnutrición 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 único valor) y la medición realizada en la región media (CC). (B) Área encerrada por la comisura anterior (ACA). 

Volver al texto. 

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

calloso en la región media debido a la malnutrición (dieta: F1,18= 3,29, p= 0,09), aunque no se 
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observaron efectos del ambiente (ambientes: F1,18= 0,25, p= 0,62), ni en la interacción de los 

factores (dieta*ambientes: F1,18= 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: H3= 4,20, p= 0,24) (Fig. 31A), 

ni tampoco en el área de la ACA (Kruskal-Wallis para factores dieta y ambiente: H3= 4,11, p= 

0,25) (Fig. 31C). 

 

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 días de edad. Las dimensiones evaluadas corresponden al 

espesor del CG (A), el espesor del CC (B), y el área de la ACA (C) (N=3-7 ratones por tratamiento). Análisis de 

ANOVA de dos factores fue realizado para estudiar el efecto de la dieta, el ambiente y su interacción. Los valores se 

expresan como la media±EE. Volver al texto. 

 

Los resultados obtenidos muestran que la malnutrición impacta en el tamaño de algunas regiones 

específicas del cerebro como lo son el área del hipocampo ventral y el ancho del hemisferio 

cerebral, mientras que el ambiente enriquecido parece disminuir la dimensión 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 área del 
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hipocampo en los grupos expuestos a un ambiente enriquecido, en vez de un decremento. Por otra 

parte, la malnutrición y el ambiente de crecimiento no alteran la dimensión de otras regiones 

como la amígdala basolateral o estructuras mielinizadas como el cuerpo calloso y la comisura 

anterior, en ratones hembras adultas. 

 

4.3. Análisis de cambios en la distribución de la marca epigenética 5hmC en 

respuesta a la malnutrición y el ambiente  

4.3.1. DhMRs y su distribución en el genoma  

La segmentación del hipocampo del ratón 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 región, sino además en las bases neuroquímicas 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 malnutrición y una reversión de esta conducta por el ambiente 

enriquecido, estudiamos la distribución la marca 5hmC en el hipocampo ventral de ratones 

hembra a P56.  

Comenzamos realizando un estudio descriptivo del número de genes que contienen regiones 

diferencialmente hidroximetiladas (DhMRs) entre todas las comparaciones posibles, 

discriminándolas entre hiper-DhMRs (es decir, hay significativamente una mayor presencia de la 

marca 5hmC en el primer grupo de la comparación respecto al segundo) e hipo DhMRs (hay 

significativamente una menor presencia de la marca 5hmC en el primer grupo de la comparación 

respecto al segundo). En la figura 32, se puede observar que la malnutrición por sí misma 

pareciera disminuir la proporción de genes que contienen 5hmC, al evidenciar un mayor número 

de hipo-DhMRs (N=338) respecto a los hiper-DhMRs (N=170) bajo la comparación LP-EN vs 

NP-EN.  Por otro lado, esta proporción pareciera invertirse en la comparación LP-EE vs. LP-EN, 

dado que se inclinaría hacia un mayor número de hiper-DhMRs (N=540) respecto a los hipo-

DhMRs (N=203). Para las comparaciones LP-EE vs. NP-EE (NHiper=118 y NHipo=139) y NP-EE 
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vs NP-EN (NHiper=503 y NHipo=399), las proporciones de los hiper e hipo-DhMRs resultan muy 

similares. 

Debido a las mayores diferencias observadas en la proporción de DhMRs y dado que nos 

proponemos estudiar específicamente el efecto de la malnutrición y del ambiente enriquecido 

como agente capaz de revertir las consecuencias de la malnutrición, de ahora en más el estudio 

estará focalizado particularmente en las comparaciones LP-EN vs. NP-EN (efecto malnutrición) y 

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

 

Figura 32 | Estudio descriptivo de la proporción 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 comparación LP-EN vs NP-EN parece estar 

enriquecida de genes conteniendo hipo-DhMRs mientras que la comparación LP-EE vs. LP-EN se inclina hacia un 

mayor número de genes conteniendo hiper-DhMRs. Volver al texto. 

En primer lugar, estudiamos el número total de DhMRs (aquellas asignadas y no asignadas a 

genes específicos) en las dos comparaciones mencionadas y cómo estas se distribuyen en los 

cromosomas. Las regiones consideradas DhMR fueron aquellas que cumplieran con un p-valor 

menor 0,05 y un log2 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 malnutrición, 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 5hmC en el grupo LP-EE respecto 

al LP-EN) (Fig. 33B). Además, 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 subdivisión del genoma obteniendo las distintas regiones que 

caracterizan a un gen y analizamos entonces la distribución de las DhMRs en las siguientes 

estructuras: promotor distal, promotor central, promotor proximal, 5’ UTR, primer exón, otros 

exones, primer intrón, otros intrones, 3’ UTR, downstream (la región río abajo más próxima a 3’ 

UTR < 300 pb) y zonas intergénicas distales. Comenzamos entonces evaluando la distribución de 

la marca epigenética 5hmC bajo el modelo de malnutrición, comparando los grupos LP-EN con 

NP-EN. Al comparar el número de DhMRs contra todos los picos conteniendo 5hmC, se observó 

una sobre-representación significativa de DhMRs en las zonas intergénicas distales y en las 

regiones intrónicas, y una subrepresentación de DhMRs en el promotor central y en la región 5’ 

UTR (Fig. 34A). Estudiando con más 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 región 3’UTR, en los exones y en la región promotora 

hay una sub-representación de los hipo-DhMRs (Fig. 34B), indicando que podría haber una 

tendencia de la marca 5hmC a disminuir a medida que nos alejamos del sitio de inicio de la 

transcripción. 
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Figura 33 | Caracterización del perfil de 5hmC en todo el genoma. Los gráficos 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 malnutrición proteinca perinatal (LP-EN vs. NP-EN) y (B) la reversión por la 

exposición 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 región 

examinada para determinar la hidroximetilación 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 comparación. Volver al texto. 

 

Estudiamos también la distribución de las DhMRs a lo largo del gen bajo el efecto del ambiente 

enriquecido en el modelo de malnutrición al comparar los grupos LP-EE con LP-EN. En este 

caso, se observó un menor número de DhMRs en la zona intergénica distal y en el promotor distal, 

siempre comparando contra el número total de picos con 5hmC. Mientras que hay una sobre-

representación de DhMRs en el primer intrón y la región 3’ UTR (Fig. 34C). Al analizar la 

población de hiper e hipo DhMRs en cada región en particular, observamos que en la zona 

intergénica distal hay significativamente un mayor número de hipo-DhMRs y una menor cantidad 

de hiper-DhMRs. Mientras que en la región 3’ UTR, en los exones, en el primer intrón y en el 

promotor proximal, hay una sobre-representación 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 | Distribución de la marca 5hmC según las distintas regiones que se encuentran en un gen: 

promotor, 5’UTR, exón, intrón, 3’UTR y zonas intergénicas distales. Los gráficos de torta muestran que la 

mayoría de las DhMRs se concentran en zonas intergénicas distales y en regiones intrónicas para la comparación LP-

EN vs. NP-EN (A), mientras que las DhMRs para la comparación LP-EE vs. LP-EN (C) están subrepresentados en las 

zonas intergénicas distales y sobre-representados en el primer intrón y la región 3’ UTR. Los gráficos de barras 

muestran el porcentaje (eje y) de todos las DhMRs (naranja), de los hiper-DhMR (gris) e hipo-DhMRs (amarillo) en 

comparación con todas las regiones que presentan 5hmC (azul) en las estructuras genómicas mencionadas (eje x) bajo 

las comparaciones de (B) malnutrición proteica perinatal y (D) malnutrición proteica perinatal + ambiente 

enriquecido. La sobre- y sub-representación significativa de las DhMRs fue realizada al compararlos contra todos los 

picos de 5hmC mediante pruebas de permutación y la significancia se indica como * p <0,05. Volver al texto. 

4.3.2. Estudio de los procesos biológicos involucrados: Ontología génica 

Luego de observar que las DhMRs se distribuyen diferencialmente a lo largo del genoma según la 

dieta y el ambiente de crecimiento, decidimos examinar la relevancia biológica 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 

realizó un análisis de ontología génica (GO, por sus siglas en inglés: Gene Ontology). Al realizar 

el análisis de GO bajo el modelo de malnutrición, encontramos que la mayoría de los términos 
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obtenidos están relacionados con el desarrollo del sistema nervioso central (75% de los primeros 

20 términos), lo que incluye términos como organización sináptica, crecimiento axonal, desarrollo 

dendrítico, entre otros. Más aún, los genes que aportan a estos términos son hipo-DhMRs, lo que 

nos permite inferir que la malnutrición promueve una disminución de la marca 5hmC en genes 

asociados al desarrollo del sistema nervioso. Por otro lado, el término de síntesis y secreción de 

cortisol (p <0,05) contiene en su mayoría genes que son hiper-DhMRs, por lo que la malnutrición 

aumentaría la marca epigenética en genes relacionados con la respuesta al estrés (Fig. 35A). 

Luego, con el objetivo de examinar la relevancia biológica de los genes cuyos niveles de 5hmC se 

vieran afectados por la malnutrición proteica seguida de un ambiente de crecimiento enriquecido, 

se realizó el análisis de GO en la comparación LP-EE vs. LP-EN. En este caso, también se 

encontró que gran parte de los términos se encuentran asociados al desarrollo del cerebro 

(desarrollo y morfogénesis de la proyección de neuronas, diferenciación neuronal, crecimiento 

axonal, etc). Sin embargo, y a diferencia de la comparación LP-EN vs. NP-EN, estos términos 

están enriquecidos de genes que contienen hiper-DhMRs (Fig. 35B). Con lo que el ambiente 

enriquecido, aun bajo el modelo de malnutrición proteica perinatal, produce un aumento de la 

marca 5hmC en genes asociados al desarrollo de sistema nervioso, mostrando una posible vía de 

reversión en cuanto a la presencia de esta marca en los genes analizados. 
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Figura 35 | Heatmaps representando los 20 resultados más significativos del análisis ontológico genético. Fue 

realizado bajo el modelo de malnutrición (A) y bajo el modelo de reversión por el ambiente enriquecido (B). Para 

ambos casos se muestra un heatmap con los términos de ontología genética más importantes enriquecidos de genes 

asociados a hiper o hipo-DhMRs. Los términos se presentan desde el p-valor más bajo hasta el más alto. El gradiente 

de color del heatmap indica el porcentaje de genes asociados a DhMR que contribuyen al tamaño de la lista input 

relacionada con cada término, y varía de 0 genes (amarillo) a más de 80 genes (rojo). Volver al texto. 
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4.3.3. Asociación entre las DhMRs y genes relacionados con el desarrollo del SNC y 

ansiedad 

Previamente demostramos que la estimulación social y sensorial es capaz de revertir el 

comportamiento de tipo ansioso derivado de la malnutrición proteica perinatal. Además, la marca 

epigenética 5hmC muestra variaciones en su distribución según la dieta y el entorno de 

crecimiento, específicamente en genes relacionados con el desarrollo y maduración del cerebro. 

Por tal motivo, decidimos investigar de forma independiente, la superposición de los genes 

asociados a DhMRs (bajo el modelo de malnutrición y bajo el modelo de reversión por ambiente 

enriquecido) con genes que se sabe están involucrados con el comportamiento de tipo ansioso y, 

por otro lado, con el desarrollo del SNC. 

Encontramos una superposición significativa entre los genes asociados con DhMRs y los genes 

relacionados con ansiedad (N = 114 de 704; χ²= 4,28, p= 0,038) (Fig. 36B) y el desarrollo 

neuronal (N = 286 de 704; χ²= 15,10, p= 0,0001) (Fig. 36D) bajo el modelo de malnutrición + 

ambiente enriquecido. Sin embargo, no observamos diferencias significativas en el número de 

genes que se superponen al comparar los genes asociados a DhMRs y la ansiedad (N = 76 de 477; 

χ²= 1,95, p= 0,162) (Fig. 36A) ni el desarrollo del SNC (N = 183 de 704; χ²= 2,27, p= 0,131) (Fig. 

36C) bajo el modelo de malnutrición. Esto sugiere que la reversión por el entorno enriquecido 

podría involucrar genes diferentes a los afectados por la malnutrición, es decir, que los 

mecanismos implicados en la reversión no necesariamente sean idénticos a las vías que dan origen 

al comportamiento ansioso derivado de la malnutrición proteica perinatal. 
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Figura 36 | Comparación de genes asociados con DhMRs con genes relacionados con la ansiedad y funciones 

de desarrollo del SNC. Los diagramas de Venn muestran la superposición de genes relacionados con la ansiedad y 

genes asociados con DhMR para la comparación LP-EN vs NP-EN (A) y para la comparación LP-EE vs LP-EN (B). 

En el panel inferior se muestran los diagramas de Venn que enseñan la superposición de genes relacionados con el 

desarrollo del SNC y genes asociados con DhMRs bajo la comparación LP-EN vs NP-EN (C) y para la comparación 

LP-EE vs LP-EN (D). Se identificaron superposiciones significativas mediante la prueba de Chi-cuadrado y la 

significancia se indica como * p < 0,05 y ** p < 0,01. Volver al texto. 

4.3.4. Estudio de los sitios de unión de factores de transcripción 

Dado que los trastornos del neurodesarrollo pueden afectar la funcionalidad de los factores de 

transcripción (Gharani et al. 2004), investigamos si la alteración en la distribución de la marca 

5hmC debido a la malnutrición y el ambiente de crecimiento podrían estar alterando la unión de 

los factores de transcripción al ADN. Para ello, estudiamos si entre las DhMRs obtenidos bajo la 

comparación LP-EN vs. NP-EN y LP-EE vs. LP-EN se encontraban secuencias consenso 

reconocidas por factores de transcripción. En efecto, se encontraron varias secuencias que 

contienen hiper o hipo-DhMRs a las cuales se sabe se unen ciertos factores de transcripción como 

HIF1-a, LRF (Fig. 37A) y ARNT (Fig. 37B) que están 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 podrían estar afectando positiva o negativamente en la unión de 

ciertos factores de transcripción 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 transcripción indicados. Los gráficos de 

logo de secuencias (logo plot) representan el motivo de secuencias que presentan hiper o hipo-DhMRs (p< 0,01) 

encontrado para cada análisis y los factores de transcripción 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 malnutrición 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 modulación a largo plazo de 5hmC en genes relacionados con el desarrollo neuronal y la 

respuesta al estrés, mientras que la exposición a un ambiente enriquecido rescata los cambios en 

los niveles de la marca inducidos por la malnutrición. De este modo se establecería un potencial 

mecanismo epigenético involucrado en el desarrollo del comportamiento de tipo ansioso y la 

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

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

sobre la expresión génica global  

4.4.1. Estudio general de los genes diferencialmente expresados 

Con el objetivo de continuar con la caracterización del modelo de malnutrición y estudiar el efecto 

del ambiente enriquecido sobre los niveles de la transcripción genómica, realizamos la 

secuenciación 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 expresión 

debido a la malnutrición 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 estadístico FDR 

(False Discovery Rate) el cual es comúnmente utilizado en pruebas de hipótesis múltiples para 

corregir las múltiples comparaciones. Empleando el criterio del límite de corte en FDR<0.3, 

encontramos un total de 67 genes diferencialmente expresados (DE) para la comparación LP-EN 

vs. NP-EN, de los cuales 32 genes se encuentran downregulados (es decir, la expresión es 

significativamente menor para el grupo LP-EN respecto a NP-EN) y 35 están upregulados (la 

expresión 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 expresión genómica bajo el modelo 

de malnutrición, 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 están 

upregulados (Fig. 38B). 

Es evidente que el ambiente de crecimiento tiene un mayor impacto en la expresión génica 

respecto a la dieta recibida. Sin embargo, la malnutrición proteica a la que fueron expuestos los 

individuos ocurrió 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 

exposición a los ambientes finalizó el mismo día que las muestras fueron tomadas, con lo cual es 

esperable que la exposición al ambiente enriquecido refleje un mayor número 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 malnutrición aun después de varias semanas de haber finalizado, lo cual 

sugiere que la dieta podría tener efectos estables y perdurables sobre la transcripción de los genes. 
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Figura 38 | Diagrama de volcán (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 dispersión puede visualizarse fácilmente 

la forma en que se distribuyen los genes obtenidos luego de la secuenciación masiva según su Fold Change (Log2FC, 

eje X) y su p-valor (-log10(pvalue), eje Y). Para este análisis se empleó 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 biológicos involucrados: Análisis de enriquecimiento 

de conjunto de genes 

Posterior al estudio de los genes DE en ambas comparaciones, realizamos un análisis de 

enriquecimiento de conjunto de genes (GSEA, por sus siglas en inglés: Gene Set Enrichment 

Analysis). Este análisis es comúnmente utilizado para el estudio de secuenciaciones masivas del 
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tipo RNAseq, dado que permite interpretar los perfiles de expresión del genoma completo. GSEA 

identifica grupos de genes que están enriquecidos en un conjunto de datos particular (input) al 

compararlo con un conjunto de genes background. A diferencia de la ontología génica, no 

considera únicamente el subconjunto de genes con cambios significativos en su expresión, sino 

que considera los cambios en la expresión génica de todos los genes del conjunto de datos (sean 

significativos o no), lo que permite obtener una visión más abarcativa de las vías y mecanismos 

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

Por consiguiente, y a fin de estudiar el efecto de la malnutrición y el ambiente enriquecido en los 

procesos biológicos, se realizó un análisis 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 mayoría, los procesos biológicos están ligados al 

metabolismo de los lípidos, al proceso digestivo y la absorción de nutrientes, además se observan 

vías 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 regulación 

de la tubulina y la polimerización y despolimerización de microtúbulos, a los ritmos circadianos, y 

además hay varios procesos ligados al desarrollo neuronal, tales como migración neuronal, 

crecimiento de espinas dendríticas y extensión axonal (Fig. 39B). 

Al analizar luego los procesos biológicos a los que se encuentran asociados los genes bajo la 

comparación LP-EE vs LP-EN, encontramos que los genes upregulados en el grupo LP-EE (al 

contrastarlo con el grupo LP-EN) están relacionados con ciertos mecanismos epigenéticos como 

la acetilación de histonas, también con la angiogénesis y con procesos neuronales como migración 

de neuronas y desarrollo de espinas dendríticas (Fig. 40A). Mientras que los genes downregulados 

de este grupo se encuentran involucrados con procesos tales como la diferenciación de las células 

de grasa parda, adhesión y migración celular y mielinización del sistema nervioso periférico (Fig. 

40A). 
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Figura 39 | Gráfico de puntos (Dotblot) del GSEA para la comparación LP-EN vs. NP-EN. Fue realizado con 

los genes upregulados (A) y downregulados (B). Se muestran los primeros 20 términos obtenidos del análisis (eje Y) 

en función del GeneRatio (calculado como k/n donde k= número de genes de la lista input que aporta a ese término, 

n= número de genes background que aportan a ese término) (eje X). El tamaño de los puntos representa el número 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 

categorías tienen más probabilidades de tener significados biológicos. Volver al texto. 
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Figura 40 | Gráfico de puntos (Dotblot) del GSEA para la comparación LP-EE vs. LP-EN. Fue realizado con 

los genes upregulados (A) y downregulados (B). Se muestran los primeros 20 términos obtenidos del análisis (eje Y) 

en función del GeneRatio (calculado como k/n donde k= número de genes de la lista input que aporta a ese término, 

n= número de genes background que aportan a ese término) (eje X). El tamaño de los puntos representa el número 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 

categorías tienen más probabilidades de tener significados biológicos. Volver al texto. 
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4.4.3. Asociación 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 malnutrición y bajo el modelo de reversión por ambiente enriquecido) con genes que se sabe 

están involucrados con el comportamiento de tipo ansioso y, por otro lado, con el desarrollo del 

SNC, observando una superposición significativa en ambos casos para la comparación LP-EE vs. 

LP-EN. Entonces, decidimos estudiar la superposición entre los genes DE y los genes asociados a 

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

Encontramos una superposición significativa entre los genes DE y los genes relacionados con el 

desarrollo neuronal (N = 150 de 363; χ²= 18,17, p< 0,0001) (Fig. 41D) bajo el modelo de 

malnutrición + ambiente enriquecido, pero no así para los genes asociados a la ansiedad (N = 49 

de 363; χ²= 1,27, p= 0,26) (Fig. 41B). Además, no observamos diferencias significativas en el 

número de genes que se superponen al comparar los genes DE y la ansiedad (N = 10 de 67; χ²= 

0,71, p= 0,40) (Fig. 41A) ni el desarrollo del SNC (N = 27 de 67; χ²= 2,67, p= 0,102) (Fig. 41C) 

bajo el modelo de malnutrición. Nuevamente podría sugerirse que la reversión por el entorno 

enriquecido podría estar involucrando genes diferentes a los afectados por la malnutrición y 

además 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 distribución de la marca 5hmC 

que sobre la expresión génica. 

 

 



89 
 

 

Figura 41 | Comparación de genes DE con genes relacionados con la ansiedad y funciones de desarrollo del 

SNC. Los diagramas de Venn muestran la superposición de genes relacionados con la ansiedad y genes DE para la 

comparación LP-EN vs NP-EN (A) y para la comparación LP-EE vs LP-EN (B). En el panel inferior se muestran los 

diagramas de Venn que enseñan la superposición de genes relacionados con el desarrollo del SNC y genes DE bajo la 

comparación LP-EN vs NP-EN (C) y para la comparación 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. Volver al texto. 

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

Luego quisimos identificar los tipos celulares específicos de cerebro en los que se encuentran las 

mayores diferencias en la expresión debido a la malnutrición 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 ratón. Los patrones de expresión 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 cuáles son los tipos celulares que se encuentran 

enriquecidos de genes transcripcionalmente activos bajo nuestro modelo. 

Comenzamos estudiando los genes DE sujetos a la malnutrición 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 comparación. Encontramos que, en su mayoría, los genes son 

exclusivos de neuronas o de astrocitos, y le siguen los genes que se expresan en ambos tipos 

celulares. En menor proporción 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 comparación LP-EE vs LP-EN. Encontramos que la mayor proporción 

de genes están 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 aún menos frecuentes, 

genes que se expresan en oligodendrocitos y microglía (Fig. 42B). 

En conclusión, se evidencia que la mayor proporción de genes DE tanto bajo el modelo de 

malnutrición como el modelo de reversión por ambiente enriquecido se encuentran asociados a 

tipos de células neuronales y astrocitos. Lo cual podría tener relevancia para nuestro modelo dado 

que ambos tipos celulares actúan en conjunto en la sinapsis tripartita, más precisamente en la 

liberación de los neurotransmisores al espacio sináptico y la eliminación de su exceso. 
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Figura 42 | Gráficos de barras que representan el número de genes DE asociados a los tipos celulares. Fue 

realizado para la comparación LP-EN vs. NP-EN (A) y LP-EE vs. LPEN (B). Los tipos celulares enumerados a la 

izquierda del gráfico (astrocitos, Neurona, células endoteliales, células ependimarias, oligodendrocitos, microglía, 

polidendrocitos, y células compatibles con neurogénesis) . Los puntos señalan a cuál o cuáles tejidos celulares se 

encuentran asociados los genes que le corresponden a cada columna. El grafico de barras hacia la izquierda del 

grafico principal señala el número 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 expresión por el ambiente enriquecido  

Por último, evaluamos el número de genes afectados por la malnutrición proteica perinatal que 

revierten sus niveles de expresión gracias al ambiente enriquecido. Para ello, los 67 genes DE 

obtenidos para la comparación 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 reversión de su nivel transcripcional, es decir, 

fueron seleccionados únicamente 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, debían a su vez tener 

niveles de expresión opuesta para ser clasificados como genes que revierten, encontrándose un 

número significativo de genes que revierten su expresión (N=19, χ²= 221,5, p< 0,0001) debido al 

ambiente de crecimiento (Fig. 43) 

 

Figura 43 | Diagrama de Venn para la comparación de genes DE. Se muestra la superposición entre los 67 genes 

DE bajo la comparación LP-EN vs. NP-EN y los 363 genes DE que surgieron de comparar el grupo LPEE con LPEN. 

Los genes coincidentes fueron evaluados según sus niveles de expresión y se seleccionaron solo aquellos genes que 

estuvieran upregulados o downregulados para la comparación LP-EN vs. NP-EN y, por el contrario, downregulados 

o upregulados para LP-EE vs, LP-EN, encontrándose un total de 19 genes que cumplieran con esta característica. Se 

identificó la superposición 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 expresión se muestra en la Tabla 1, en la que se observan 

algunos genes que podrían tener relevancia biológica para nuestro modelo. El 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 

diferenciación de las neuronas y en la supervivencia de las células, otorgándole una mayor 

tolerancia al estrés celular (Uittenbogaard et al. 2010). El gen Bmp7 cumple un rol importante en 

la supervivencia de las células progenitoras neuronales e interviene además en los procesos de 
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neurogénesis y proliferación (Segklia et al. 2012). Por su parte, el gen Kif2a (un desestabilizador 

de microtúbulos dependiente de ATP) regula la migración celular, el alargamiento de los axones y 

en la poda sináptica del sistema nervioso en desarrollo, con un importante rol en las conexiones 

neuronales del hipocampo postnatal (Homma et al. 2018). Por último, el gen Dgkk, pertenece a la 

familia de las diacilglicerol quinasas (DGK), las cuales modulan una gran variedad de funciones 

neurológicas como el proceso de mielinización, la actividad sináptica, la plasticidad neuronal,  y 

la liberación 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 

C1ql2 Upregulado Downregulado 

1810049J17Rik Upregulado Downregulado 

Neurod6 Downregulado Upregulado 

Bmp7 Upregulado Downregulado 

Fgfbp1 Upregulado Downregulado 

Arhgap5 Downregulado Upregulado 

Dgkk Upregulado Downregulado 

Tomm70a 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 expresión 

transcripcional se vieron afectados por la malnutrición proteica y que revierten su expresión debido a la exposición a 

un ambiente enriquecido. Se muestra el estado upregulado (verde) o downregulado (rojo) de cada gen y para cada 

comparación. Volver al texto. 

 

Los resultados que se obtuvieron en relación con el estudio de la expresión génica bajo el modelo 

de malnutrición y ambiente enriquecido muestran en principio un enriquecimiento de genes DE en 

tipos celulares específicos como neuronas y astrocitos. Por otro lado, se observó un número 

significativo de genes que revierten su expresión a causa del ambiente de crecimiento, los cuales 

podrían tener una relevancia biológica 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 reveló 

una posible reversión en los mecanismos relacionados con el desarrollo del cerebro dado que los 

genes que participan en procesos como migración neuronal, crecimiento de espinas dendríticas y 

extensión axonal se encuentran downregulados en la comparación LP-EN vs. NP-EN mientras 

que genes asociados a procesos como migración neuronal y desarrollo de espinas dendríticas están 

upregulados en la comparación LP-EE vs. LP-EN. Sin embargo, dado que la dieta y la exposición 

a los ambientes no solo son tratamientos distintos, sino que además ocurrieron en dos etapas 

diferentes del desarrollo (perinatalidad y adolescencia), las vías afectadas por ambos factores 

podrían no ser exactamente idénticas. 

4.5. Análisis 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 ubicación en el genoma de esta marca 

epigenética (p. Ej: promotor, cuerpo del gen) es objeto de estudio para determinar su función en la 

expresión génica (Jin et al. 2011). Por tal motivo, con el fin de aportar más conocimiento acerca 

del rol de 5hmC podría tener sobre el mecanismo de transcripción, decidimos estudiar si los genes 

asociados a DhMRs son a su vez genes DE tanto para la comparación LP-EN vs NP-EN como 

para LP-EE vs. LP-EN. 

Al evaluar el número de genes asociados a DhMRs y que estén al mismo tiempo diferencialmente 

expresados para la comparación LP-EN vs. NP-EN, observamos que solo 1 gen cumple con 

ambas características (χ²= 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 intrón, y se encuentra 

downregulado (menor expresión de este gen en LP-EN) (Fig. 44C). Por otro lado, encontramos un 

número significativo de 15 genes con DhMRs y DE para la comparación LP-EE vs. LP-EN (χ²= 

6,28, p= 0,012) (Fig. 44B). La mayoría de ellos son genes asociados a hiper-DhMRs (mayor 

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

para el grupo LP-EE) (Fig. 44D). 
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Figura 44 | Representación de los genes genes asociados a DhMRs que están a su vez diferencialmente expresados. 

Los diagramas de Venn muestra el número 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 gráficos de dispersión de puntos muestran 

cómo se distribuyen los genes para LP-EN vs NP-EN (C) y para LP-EE vs. LP-EN (D) según el Fold Change 

obtenido en el análisis de DhMRs (Log2FC DhMRs, eje X) y el Fold change de la expresión genómica según el 

RNAseq (Log2FC Gene Expression, eje Y). Las líneas punteadas negras señalan el criterio de log2 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 gráficos se encuentran dividos en 4 cuadrantes según si los genes son hipo o hiper-DhMRs o estan 

upregulados o downregulados considerando la expresión. Los puntos azules representan genes que no presentan 

DhMRs ni estan DE. Los puntos celestes son genes DE, es decir, significativos solo para la expresión génica 

(FDR<0,3). Los puntos púrpura son genes con p-val < 0.05 para el análisis de DhMRs. Los puntos naranja son genes 

DE y que además presentan DhMRs (p< 0,05 y log2 FoldChange > |0,58|). El único gen encontrado para LP-EN vs 

NP-EN se encuentra señalado con una flecha. Volver al texto. 

 

Si bien la marca 5hmC no parece afectar los niveles transcripcionales bajo el modelo de 

malnutrición evidenciado por el bajo numero de genes DE que poseen DhMRs, esta marca podría 

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

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

expresión  

Previamente, cuando fue evaluada la distribución de la marca 5hmC según las regiones del gen, se 

observó un enriquecimiento de esta marca en las zonas intergénicas distales. Por tal motivo, nos 

cuestionamos si la marca 5hmC en vez de encontrarse específicamente sobre el gen de estudio, 

podría encontrarse en zonas reguladoras (p. Ej: Enhancer), y de esta manera regular la expresión 

génica. Para este estudio se utilizó una base de datos predictiva para la interacción enhancer-

promotor de ratón 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 analizó si estos promotores pertenecían a genes que 

estuvieran diferencialmente expresados. No encontramos genes DE cuyo promotor estuviese 

regulado por enhancers con DhMRs para la comparación LPEN vs. NPEN y encontramos solo un 

gen que cumpliera con estas características para LPEE vs. LPEN, el cual se encuentra 

downregulado. Dicho gen es Hes5, un gen que podría tener relevancia biológica para nuestro 

modelo dada su función de represor transcripcional que actúa como un efector de la señalización 
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Notch, y que juega un importante rol en la regulación negativa de la neurogénesis, la glicogénesis 

y la diferenciación neuronal (Shimojo et al. 2011; Bansod et al. 2017).  
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1. Efecto de la malnutrición proteica sobre la expresión génica en las madres 

y crías  

1.1. La maquinaria de metilación y demetilación se ve afectada en las crías, 

pero no en las madres  

Los mecanismos epigenéticos median la interacción gen-ambiente y son necesarios para la 

diferenciación, maduración y plasticidad del desarrollo neuronal (Karpova et al. 2016). Asimismo, 

el rol de éstos en la neurobiología de los trastornos psiquiátricos ha sido ampliamente estudiado, 

donde la metilación del ADN ha sido propuesta como uno de los principales mecanismos de 

adaptación del cerebro. Encontramos que los niveles transcripcionales de los genes asociados a la 

maquinaria de metilación y demetilación se ven mayoritariamente afectados cuando la 

malnutrición ocurre durante el período perinatal, pero no así cuando la malnutrición tiene lugar 

durante la adultez. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la sensibilidad a los factores 

ambientales y la activación 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 programación 

epigenética en las crías de roedores, en respuesta al comportamiento materno (Weaver et al. 

2004). Los autores hallaron un aumento de la metilación del ADN y una reducción de la 

acetilación de histonas en la región 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 metilación en el genoma, no es de extrañar que la maquinaria 

de metilación y demetilación también pueda encontrarse afectada. En particular, observamos que 

las crías hembras LP mostraron una mayor expresión transcripcional de Dnmt3b y Gadd45b en el 

hipocampo, mientras que los machos LP mostraron un aumento en la expresión de Dnmt1. Estos 

resultados concuerdan parcialmente con el estudio realizado por Urb y colaboradores, en el cual 

evidenciaron, en un modelo de ratas, que la separación materna aumenta la expresión 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 región del cerebro la expresión 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 

malnutrición perinatal, es capaz de alterar la expresión de genes asociados a la maquinaria de 

metilación y demetilación en el cerebro. 

Sin embargo, la malnutrición en la etapa adulta no altera significativamente la expresión de genes 

relacionados con la maquinaria de metilación y demetilación. Al evaluar la expresión de dichos 

genes en el hipocampo de las madres, no fueron observadas diferencias en ninguno de ellos. Si 

bien la malnutrición tiene un impacto en la madre (Wadhwa 2005), lo cual se ve reflejado como 

un ambiente perinatal adverso para las crías, ésta no parece tener un efecto directo sobre la 

maquinaria de metilación en el cerebro de las madres. Con lo cual, pudimos demostrar que el 

período de desarrollo resulta más vulnerable a la malnutrición proteica que los períodos de 

gestación y lactancia en cuanto a la expresión transcripcional de genes involucrados con la 

maquinaria de metilación y demetilación del ADN. 

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

las crías hembras 

Se ha encontrado que la neuroplasticidad puede estar influida por la programación fetal dado que 

varios tipos de adversidades perinatales como la malnutrición, el estrés, y la exposición a ciertas 

drogas, podrían 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 expresión transcripcional de la variante Bdnf VI se encuentra 

disminuida en las crías hembras LP y observamos una tendencia a una menor expresión de TrkB 

en los machos del mismo grupo. Sin embargo, no observamos diferencias en la expresión de 

ninguno de los genes relacionados con la plasticidad en las madres. Respecto a esto último, los 

resultados no concuerdan con lo observado por Vanmierlo y colaboradores donde demostraron 

que el estrés crónico por restricción durante la primer semana de gestación disminuye la expresión 

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 gestación afecta la 

neuroplasticidad en las madres. En consecuencia, hubiéramos esperado observar una alteración en 

la expresión de ARNm en las variantes de Bdnf en las madres LP. De todos modos, es posible que 

el modelo de malnutrición proteica no traiga aparejado consecuencias tan marcadas como la 

restricción física y por tal motivo no se evidencien diferencias en los genes medidos. Asimismo, 

es importante recalcar que el nivel de expresión proteica está dado por la suma de expresión de 

ARNm de todas las variantes de Bdnf. Dado que en este trabajo solo fueron evaluadas algunas 

variantes en particular, podría ocurrir que las diferencias de expresión transcripcional se 

encuentren en otras variantes que aquí no fueron medidas. Por otro lado, nuestros resultados 

refuerzan los hallazgos obtenidos previamente por nuestro grupo, donde se observa que los 

efectos de la malnutrición tienen mayor impacto y son más 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 expresión 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 expresión proteica de BDNF en el hipocampo de las crías (Van 

Den Hove et al. 2006). En cualquier caso, hubiéramos esperado que la malnutrición proteica 

perinatal tuviera un impacto sobre la expresión de Bdnf en las crías de ambos sexos. En efecto, 

estudios han demostrado que el estrés gestacional disminuye la expresión 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 disminución de Bdnf VI en las hembras LP pero no así en los 

machos. Sin embargo, observamos una tendencia a que el grupo de machos LP presentan una 

menor expresión del receptor TrkB, lo cual es relevante considerando que la vía de señalización 

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. La expresión de GR disminuye tanto en las crías hembras como en las 

madres LP 

El eje HPA es el encargado de dirigir la respuesta neuroendocrinológica del estrés y se ha 

demostrado que el estrés durante la vida temprana e incluso en la adultez, es capaz de afectar la 

expresión 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 expresión de Nr3c1 debido a la malnutrición proteica ni en las 

crías ni en las madres, sí observamos una reducción de la expresión de GR en el hipocampo de las 

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

En cuanto a las madres, los cambios en la expresión de GR podrían conducir a cambios en la 

respuesta al estrés durante el período periparto, dado que los trastornos del estado de ánimo a 

menudo se caracterizan por una actividad alterada del eje HPA (Ising et al. 2007). Más aún, esta 

desregulación en la expresión de GR podría 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 mutación heterocigótica de este gen, y observaron que la mutación tiene efectos 

sobre el cuidado materno y además es dependiente de la cepa (Chourbaji et al. 2011). Lo que en 

parte podría explicar el comportamiento materno fragmentado observado en las madres LP por 

Gianatiempo et al. (2020). Por otro lado, un estudio reciente demostró que la inyección intra-

hipocampal de un inhibidor de GR en un modelo de ratas con una preñez simulada por hormonas, 

produce depresión y ansiedad posparto, lo que sugiere a GR como un receptor capaz de regular las 

alteraciones comportamentales observadas en el período posparto (Wang et al. 2019). Al igual que 

en las madres LP, la expresión de GR también se redujo en las crías hembras expuestas a una 

malnutrición perinatal. La relación entre la experiencia de la vida temprana y la salud a largo 

plazo está parcialmente mediada por influencias maternas en el desarrollo del sistema 

neuroendocrino que regula el eje HPA y las respuestas conductuales al estrés (Aisa et al. 2008; 

Chen et al. 2012). 

En relación con las diferencias de expresión encontradas entre el ARNm y la proteína del receptor 

de glucocorticoides, es importante recalcar que la estabilidad de Nr3c1 se encuentra controlada 
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por varios mecanismos. De hecho, los miARN controlan la expresión de GR modulando la 

estabilidad del ARNm de Nr3c1: se ha demostrado que varios miARN reducen la expresión 

proteica de GR al interactuar con su región 3 'UTR (Riester et al. 2012). En particular, se ha 

descripto que miR-124a está altamente expresado en el cerebro y regula negativamente la 

expresión de GR (Vreugdenhil et al. 2009). Además, se ha demostrado que ciertos miARN que 

regulan la expresión 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 días de edad (Berardino et al. 2017). Por 

lo tanto, los mecanismos epigenéticos que participan en la modulación de la estabilidad del 

ARNm de Nr3c1 como regulación postranscripcional podrían verse afectados por la malnutrición 

proteica y, en consecuencia, alterar la expresión de GR en las madres y en las crías hembra. Más 

aún, Pawluski y colaboradores han demostrado que el estrés por restricción durante la gestación 

temprana reduce la expresión de GR en la región 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 expresión de GR. 

Por otro lado, el incremento en la expresión de FKBP5 produce resistencia a GR y una alteración 

en la actividad normal de retroalimentación 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 expresión transcripcional de Fkbp5 en las crías hembra LP, 

lo cual es consistente con un estudio realizado en un modelo de ratón de estrés gestacional y dieta 

posnatal alta en grasas, en el cual se observó un aumento en la expresión de FKBP5 en el 

hipocampo de las crías (Ke et al. 2018, 2020). Por otro lado, Klengel y colaboradores han 

evidenciado que en humanos el maltrato infantil se encuentra asociado a la demetilación de un 

alelo especifico de FKBP5 que resulta en un aumento de la expresión de este gen y una reducción 

de la función de GR (Klengel et al. 2013). Con estas evidencias, nuestros resultados podrían 

explicarse por una mayor demetilación de Fkbp5, aunque se necesitan más investigaciones para 

comprender el efecto de la malnutrición proteica perinatal sobre los niveles de metilación de este 

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

Debido a que muchas de las enfermedades asociadas con el estrés prenatal exhiben diferencias 

entre los sexos, determinar distinciones acerca de cómo los mecanismos se ven afectados de 

manera sexo-específica puede proporcionar una visión crítica que podría llevar a la identificación 

de nuevos blancos terapéuticos. En cuanto a la maquinaria de metilación/demetilación, en nuestro 

estudio observamos que la malnutrición proteica perinatal afecta la expresión de Dnmt3b y 

Gadd45b en el hipocampo de ratones hembra pero no en machos. Por el contrario, la expresión de 

Dnmt1 se vio afectada solo en la descendencia masculina malnutrida. 

Hay trabajos que estudian la existencia de potenciales mecanismos de transmisión 

intergeneracional del estrés a través de la placenta, los cuales ocurren a través de mecanismos 

epigenéticos y de manera sexo-especifica. Por ejemplo, específicamente durante la gestación, las 

crías hembras tienen niveles placentarios basales de Dnmt1 más altos que los machos. Pero a su 

vez, este gen es capaz de responder al estrés materno en las crías hembras aumentando su 

expresión, respuesta que no ocurre en la progenie masculina (Mueller & Bale 2008). En el 

cerebro, la expresión de las Dnmt se encuentra finamente regulada tanto durante la etapa 

embrionaria como en el adulto (Feng et al. 2005), Además, los patrones de metilación del ADN se 

establecen de manera sexo-dependiente durante el desarrollo (La Salle et al. 2004). Más aún, Nätt 

y colaboradores estudiaron cómo las diferencias sexo-específicas en el comportamiento ansioso 

derivado de la malnutrición proteica perinatal puede deberse a la expresión sexualmente dimórfica 

de ciertos genes en el hipotálamo y la amígdala, en respuesta a una regulación epigenética 

diferencial (Nätt et al. 2017). Además, se ha demostrado que la metilación de genes como Nr3c1 e 

Igf2 son dependientes del tejido, la edad, y del sexo afectando, en consecuencia, los niveles de 

transcripción génica (Agba et al. 2017). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo concuerdan 

con resultados anteriores, al sugerir que las diferencias específicas de región, sexo y modelo 

podrían estar controladas mediante la expresión diferencial de genes relacionados con la 

maquinaria de metilación del ADN. 

El aumento de la expresión de Gadd45b surge en respuesta a la actividad neuronal y promueve la 

neurogénesis y la demetilación del ADN (Ma et al. 2009). Se han descrito diferencias entre sexos 

en la expresión de Gadd45b en la amígdala durante el desarrollo como consecuencia de la 

metilación del promotor Gadd45b (Kigar et al. 2016). Si bien el estrés agudo durante la adultez 
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aumenta la expresión de Gadd45b en la PFC de ambos sexos, la expresión 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 expresión 

diferencial entre sexos. Si bien aquí, encontramos que la dieta LP aumenta la expresión de ARNm 

de Gadd45b en las crías hembras y no en los machos, estos resultados corroboran las diferencias 

sexo-especificas en cuanto a la expresión de Gadd45b, sugiriendo que podría tener un papel en los 

déficits observados en las crías hembras LP. 

Finalmente, observamos que la malnutrición 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 crónico disminuye la expresión de BDNF en la PFC de ratas 

hembra, y no se observó un fenómeno similar en ratas macho (Lin et al. 2009). Además, el uso de 

diferentes exones de BDNF como promotores son dependientes del tiempo, la región y el sexo de 

los individuos, y poseen un complejo patrón de expresión regulado por la metilación del ADN 

(Miao et al. 2020). 

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

malnutrición y ambiente enriquecido 

2.1. La malnutrición y el ambiente cambian la distribución de 5hmC en 

regiones específicas del genoma 

Los factores estresantes durante la vida temprana capaces de causar comportamientos de tipo 

ansioso produce cambios estables en los niveles de 5hmC genómicos (Papale et al. 2017). 

Además, la exposición a un entorno enriquecido altera los mecanismos epigenéticos, incluida la 

abundancia de 5hmC (Irier et al. 2014). Estos datos, en su conjunto, llevaron a la hipótesis de que 

la exposición a un ambiente enriquecido puede revertir las alteraciones en la distribución de 5hmC 

causadas por la malnutrición perinatal. De acuerdo con esta hipótesis, encontramos que la 

malnutrición perinatal promueve una disminución 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 genómicos de 5hmC en el hipocampo; sin embargo, 
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este estudio examinó todo el hipocampo, a diferencia del hipocampo ventral empleado en este 

trabajo, y utilizó un modelo de enriquecimiento diferente, basado en ratones envejecidos (18 

meses) y una exposición limitada al enriquecimiento (3 horas al día durante un período de 4 

semanas) (Irier et al. 2014). Por lo tanto, no sería correcto realizar comparaciones puntuales entre 

los trabajos, aunque sí es importante reconocer que ambos estudios evidencian la existencia de 

cambios dinámicos en los niveles de 5hmC debido al paradigma de ambiente enriquecido que a su 

vez podrían ser específicos de la región del cerebro. 

Por otro lado, demostramos que los cambios en la distribución de 5hmC en respuesta al modelo de 

malnutrición y ambiente enriquecido ocurren particularmente en regiones específicas del gen. La 

distribución general de 5hmC de nuestros datos indicó que las fracciones más 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 malnutrición aumenta la presencia de DhMRs en la región intergénica distal mientras que el EE 

las disminuye, y se incrementan a su vez en regiones más cercanas al promotor. Además, 

encontramos un número significativamente mayor de DhMRs en la región intrónica debido a la 

dieta LP, lo que resulta coincidente con trabajos previos donde fue observado que la mayoría 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 disminución de los DhMRs en esta región (Papale et al. 2017). 

2.2. El ambiente enriquecido, aun bajo el modelo de malnutrición proteica 

perinatal, produce un aumento de la marca 5hmC en genes asociados 

al desarrollo del SNC 

Al estudiar los procesos biológicos a los que se encuentran asociados los genes con DhMRs, 

observamos que, debido a la malnutrición, la marca 5hmC se encuentra escasamente asociada a 

genes que aportan a términos asociados al desarrollo del SNC. Esto fue demostrado por una 

mayor proporción de hipo-DhMRs en términos como organización sináptica, desarrollo axonal y 

dendrítico, entre otros. Contrariamente, la exposición a un ambiente enriquecido bajo el modelo 

de malnutrición produce un aumento de la marca (hiper-DhMRs) en términos similares. 

Previamente fue evidenciado que en el cerebro de ratón, aquellos genes que codifican proteínas 
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que tienen función sináptica o que se encuentran asociadas al desarrollo neuronal están 

naturalmente enriquecidos en la marca 5hmC (Wroblewska et al. 2012). Lo cual resulta 

interesante, dado que la estimulación por el EE podría actuar como un mecanismo capaz de 

revertir la disminución anormal de la marca 5hmC en genes asociados a las funciones sinápticas 

como consecuencia de la malnutrición proteica perinatal. Adicionalmente, observamos una mayor 

presencia de la marca epigenética en genes asociados al termino síntesis y secreción de cortisol 

debido a la malnutrición, lo que resulta curioso dado que el hipocampo ventral no se caracteriza 

por tener esta función. Por lo tanto, estudiamos los genes con DhMRs que aportan a este término 

(Adcy5, Cacna1g, Itpr2 y Pde8b) y su rol en el hipocampo. Encontramos que pde8b, perteneciente 

a la familia de las fosfodiesterasas (enzimas reguladoras en la señalización de nucleótidos cíclicos 

como cAMP) se expresa considerablemente en el hipocampo de ratón y cumple un rol en la 

modulación del miedo contextual, la memoria espacial, la coordinación motora y el 

comportamiento de tipo ansioso  (Tsai et al. 2012). Además, se ha estudiado el rol de Itpr2, un 

importante modulador de la liberación 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 podrían ser relevantes para nuestro modelo de estudio.  

Por otro lado, el análisis bioinformático reveló que un número 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 exposición a un entorno enriquecido. Dado que estos hallazgos significativos no se 

observaron bajo el modelo de malnutrición 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 distribución de 5hmC en genes vinculados al desarrollo 

neuronal, particularmente en aquellos involucrados en la guía de axones (Irier et al. 2014) y 

funciones neuronales, como la transmisión sináptica y la actividad neuronal en ratones adultos 

jóvenes (Szulwach et al. 2011).  
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2.3. Secuencias a las que se unen factores de transcripción asociados a 

trastornos del desarrollo contienen DhMRs 

Es intrigante que las secuencias de unión de varios factores de transcripción 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 mayoría de las secuencias de unión de 

factores de transcripción enriquecidos con DhMRs fueron distintas entre los asociados a la 

malnutrición y a la malnutrición más el EE. Una excepción fue la secuencia de unión de HIF-1, la 

cual mostró estar menos hidroximetilada bajo el modelo de malnutrición y más hidroximetilada en 

el modelo de malnutrición y ambiente enriquecido. Esto resulta interesante dado que este factor de 

transcripción no solo juega un papel esencial en las respuestas hipóxicas celulares (Ratcliffe 2002) 

y en trastornos del neurodesarrollo (Schmidt-Kastner et al. 2006) sino que además los niveles de 

ARNm y proteínas de HIF-1 se ven afectados en el cerebro fetal en respuesta a la malnutrición 

proteica materna (Ito et al. 2012). Recientemente, se ha observado en un modelo de autismo 

inducido por estrés prenatal, una disminución de la marca 5hmC en la secuencia de unión del 

factor de transcripción CLOCK que finalmente resulta en la perdida de unión 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 unión del factor de transcripción HIF-1 al ADN, lo que podría formar 

parte de los mecanismos involucrados en las alteraciones en el comportamiento ansioso inducido 

por la malnutrición en la vida temprana y su rescate luego de la exposición a un ambiente 

enriquecido. Sin embargo, se necesitan más estudios para determinar el papel que 5hmC podría 

tener en los sitios de unión de factores de transcripción respecto a los trastornos cerebrales del 

desarrollo inducidos por estrés. 

2.4. Genes relacionados con procesos neurales están dowregulados en 

respuesta a la malnutrición y upregulados debido al EE 

El GSEA permite estudiar el efecto de la malnutrición y el ambiente enriquecido sobre la 

expresión de los genes, más precisamente a los términos biológicos a los que se encuentran 

asociados. Bajo el modelo de malnutrición exclusivamente, encontramos que los genes 

upregulados se encuentran mayoritariamente ligados al metabolismo de los lípidos, al proceso 

digestivo y a vías relacionadas con el sistema inmunitario. Respecto a esto último, Sannino y 
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colaboradores demostraron que el estrés agudo (restricción física) en ratón, aumenta la expresión 

de genes asociados a neuroprotección en el hipocampo, más precisamente Gh (hormona de 

crecimiento) y Prl (prolactina), que juntos juegan un papel importante en la regulación del sistema 

inmunológico (Sannino et al. 2016). En nuestro modelo de malnutrición (estrés crónico) si bien el 

sistema de defensas se encuentra sobre-expresado en el hipocampo ventral, observamos 

particularmente una expresión 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, proliferación y maduración de neuronas y células de la glía (Ransome et al. 2004; 

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

De hecho, el GSEA reveló que la malnutrición produce una disminución en la expresión de genes 

involucrados con el desarrollo del SNC, tales como migración neuronal, crecimiento de espinas 

dendríticas y extensión axonal. Lo que es consistente con otro trabajo realizado en hipocampo de 

rata en el cual se llevó a cabo un análisis de redes para identificar la función de genes DE que se 

ven alterados por la malnutrición materna prenatal. Aquí, revelaron que los genes implicados en el 

desarrollo sináptico, la proyección neuronal, la función cognitiva y de aprendizaje se ven 

perturbados por una deficiencia nutricional prenatal y, que además, estos genes y las redes a las 

que están asociadas pueden estar implicados en las etiologías 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 5hmC en términos similares bajo el modelo de malnutrición. Si bien es 

posible que la marca epigenética no regule precisamente a los genes cuya expresión se ve 

afectada, ambas podrían estar aportando a vías o mecanismos similares que finalmente deriven en 

la alteración del SNC y en consecuencia al fenotipo ansioso.  

Más aún, el GSEA reveló que el EE bajo el modelo de malnutrición, promueve una mayor 

expresión de genes relacionados con procesos neuronales como migración de neuronas y 

desarrollo de espinas dendríticas. Estos resultados se asemejan a las evidencias halladas por Lee et 

al. (2013) donde el análisis de microarray realizado sobre ratones adultos (6 semanas de edad) 

expuestos a un EE durante 2 meses, reveló que los genes asociados con la actividad neuronal 

fueron alterados significativamente por el EE: el GSEA mostró que los genes involucrados en la 

transmisión sináptica estaban upregulados. Además, nuevamente los resultados obtenidos en 
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nuestro GSEA resultan coincidentes con los hiper-DhMRs observados en la comparación LP-EE 

vs. LP-EN para términos asociados al desarrollo del SNC. Estos resultados indican que el 

ambiente enriquecido podría estar revirtiendo las alteraciones en la marca 5hmC y la expresión de 

genes asociados al desarrollo neurológico derivados de la malnutrición proteica perinatal, 

mecanismos que a su vez podrían estar influyendo en la reversión 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 expresión génica más 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 

malnutrición proteica como el de malnutrición más EE.  

Considerando nuestro modelo de malnutrición perinatal y ambiente enriquecido, es esperable que 

estos factores externos se traduzcan en cambios en la expresión génica a través de mecanismos 

epigenéticos, donde muchos de ellos ocurren específicamente en las neuronas. De hecho, Stroud y 

colaboradores demostraron que, en el cerebro del ratón durante la vida temprana, la Dnmt3a se 

une a ciertas regiones del ADN determinando un patrón de metilación en el cerebro adulto, que 

luego recluta a MECP2 y restringe la transcripción de genes de manera específica en el subtipo 

neuronal; proceso que además puede ser modificado por la experiencia de la vida temprana 

(Stroud et al. 2017). Además, el GSEA evidenció varios términos relacionados con el desarrollo 

neuronal, y el crecimiento de las espinas dendríticas, por lo que era de esperar que las mayores 

diferencias en la expresión se encontrasen en las neuronas.  

Sin embargo, también se demostró que una gran proporción de genes DE se encuentran en los 

astrocitos. Estos tipos celulares cumplen muchas funciones básicas para el funcionamiento del 

cerebro (p. ej., sinaptogénesis, reciclaje de glutamato). Además, son capaces de detectar e integrar 

una gran cantidad de señales tanto internas como externas (incluidos cambios hormonales, señales 

inmunes e información nutricional) y utilizar esta información para modular la función 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 separación 

materna da como resultado una disminución de la reactividad de GFAP (proteína que se 
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caracteriza por expresarse específicamente 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 

expresión de GFAP es medida días o semanas después del final del período de separación 

materna, se observa que ésta aumenta en el hipocampo (Réus et al. 2019). Esto es coincidente con 

lo observado en nuestro modelo de malnutrición, ya que el RNAseq reveló una mayor expresión 

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 expresión de GFAP no indica cambios en el número 

de astrocitos, sino más bien que estas células podrían estar alterando su perfil de expresión, 

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 número y en la expresión de 

genes que tienen lugar en este tipo celular, específicamente en el hipocampo (Williamson et al. 

2012; Singhal et al. 2020). Con estos antecedentes y resultados, sería interesante acotar el estudio 

de los efectos de la malnutrición a tipos celulares específicos 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 reversión 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 malnutrición proteica perinatal. Por tal motivo, estudiamos los genes que cambian 

su expresión debido a la dieta y que además revierten sus niveles gracias al EE. Encontramos un 

total de 19 genes que revierten su expresión, donde algunos de ellos podrían tener relevancia 

biológica en nuestro modelo y sobre los cuales resultaría interesante ampliar los estudios. 

Particularmente, observamos que la expresión del gen Trh se encuentra upregulada debido a la 

malnutrición y downregulada bajo el paradigma de EE. Gutierrez-Mariscal y colaboradores han 

evidenciado que variaciones en la expresión del gen Trh en la amígdala pueden modular el 

comportamiento de tipo ansioso en ratas. Además, demostraron que los cambios en la expresión 

de Trh varían según la cepa utilizada y la región 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), resultaría interesante validar el resultado obtenido en el RNAseq bajo nuestro modelo dado 

que Trh podría estar cumpliendo un rol en la respuesta de ansiedad observada en el grupo LP e 

incluso participar del mecanismo de reversión. 

Además, se encontraron varios genes que son importantes reguladores del desarrollo neuronal: el 

gen Neurod6, por ejemplo, pertenece a la familia de los factores de transcripción NeuroD, 

fundamentales para el desarrollo y función del SNC (Tutukova et al. 2021). Estos genes se 

expresan de manera abundante en la corteza y el hipocampo durante el desarrollo y su expresión 

se mantiene en el adulto (Schwab et al. 1998). En particular NeuroD6 cumple un rol en la 

diferenciación neuronal, la arborización dendrítica y la navegación axonal (Tutukova et al. 2021). 

Además se ha demostrado una baja expresión 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 observándose 

una mayor expresión en el grupo LP-EE. Una menor expresión de este gen debido a la 

malnutrición podría indicar una alteración en el desarrollo y plasticidad del cerebro capaz de ser 

revertido por un ambiente estimulante, aunque más estudios son necesarios para reafirmar esta 

idea. 

Otro gen que posee un rol en el desarrollo del sistema nervioso es el desestabilizador de 

microtúbulos dependiente de ATP, Kif2a. En las primeras etapas del desarrollo del sistema 

nervioso murino, KIF2A controla el alargamiento de neuritas regulando la dinámica de 

microtúbulos en los conos de crecimiento neuronal en respuesta a varios factores neurotróficos, 

entre ellos BDNF (Ogawa & Hirokawa 2015). Además juega un papel crucial en la migración 

neuronal, y en la elongación y poda axonal (Maor-Nof et al. 2013). Más aún, Homma et al. (2018) 

demostraron, en un modelo de ratón, que el knockout de kif2a da como resultado, en el 

hipocampo, espinas más inestables e inmaduras y conduce al crecimiento aberrante de múltiples 

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 malnutrición disminuye la expresión de Kif2a y 

contrariamente, el EE la aumenta. Con las evidencias mencionadas, sería interesante continuar con 

los estudios de expresión de este gen en particular con el fin de investigar si pudiera tener algún 
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rol en las deficiencias ocasionadas por la malnutrición y si además es afectado por el ambiente de 

crecimiento. 

De todas maneras, es importante recalcar que estos son solo algunos genes que podrían estar 

interviniendo en el mecanismo de reversión y en las alteraciones observadas en nuestro modelo, y 

donde no se descarta el hecho de que podría haber otros genes relevantes que no fueron estudiados 

en este trabajo. En efecto, dado que los factores dieta y ambiente son diferentes entre sí, podría 

haber genes afectados que sean distintos entre los modelos pero que aun así participen en las 

mismas vías (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 asociación significativa entre 5hmC y la expresión génica bajo 

el modelo de malnutrición y EE 

Luego de estudiar los DhMRs y los genes DE de forma independiente, analizamos el rol que 

5hmC podría tener sobre la transcripción estudiando si los genes que presentan DhMRs estan a su 

vez diferencialmente expresados.  Para la comparación LP-EN vs. NP-EN, observamos que solo 1 

gen cumple con ambas características: Oxr1. En nuestro modelo encontramos que hay menos 

marca de 5hmC en el gen Oxr1 en el grupo LP-EN, y además se encuentra downregulado. Este 

gen expresa la proteína homónima cuya función es la de proteger y controlar la sensibilidad de las 

células neuronales al estrés oxidativo. Se ha demostrado que los ratones que carecen de Oxr1 

presentan neurodegeneración en el cerebelo y cuando este gen se encuentra sobreexpresado, las 

neuronas son menos susceptibles al estrés exógeno (Oliver et al. 2011). Otro estudio reveló que en 

células knockdown de Oxr1 se ve alterada las expresión de los factores de transcripción 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 hidroximetilación en la secuencia de unión de 

este factor de transcripción, bajo el modelo de malnutrición. 

Si bien el número de genes encontrados para la comparación LP-EN vs. NP-EN  parece no ser 

relevante, el número de genes encontrados para LP-EE vs. LP-EN sí lo fue. Esto indicaría que 

5hmC podría estar cumpliendo un rol regulando la expresión génica en respuesta al ambiente 

enriquecido. Otro punto relevante a tener en cuenta es que la exposición a los ambientes finalizó 

en el momento en que las muestras fueron tomadas, mientras que la alimentación con la dieta 



114 
 

hipoproteica había concluido varias semanas antes. En consecuencia, esta diferencia temporal 

entre la exposición a la dieta y el ambiente podría influir tanto en el número de genes con DhMRs 

como los genes DE, observándose mayor número en el grupo expuesto al EE dado que fue el 

último tratamiento realizado antes de tomar las muestras. Respecto a la comparación LP-EN vs. 

NP-EN, tuvimos la posibilidad de evaluar la marca y expresión 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 razón por la cual no se evidencia mucha coincidencia entre las DhMRs y la expresión génica 

es que la 5hmC, en vez de encontrarse específicamente sobre el gen, podría estar regulando la 

expresión desde zonas reguladoras lejanas (p. Ej: enhancer). El estudio bioinformático reveló que 

solo un gen DE contiene DhMRs en el enhancer predictivo que lo regula y fue hallado en la 

comparación LP-EE vs. LP-EN. Este gen fue Hes5, un factor de transcripción que juega un papel 

importante en la regulación negativa de la neurogénesis y que se encuentra enriquecido en el giro 

dentado del hipocampo ventral (Zhang et al. 2018). Además, se ha demostrado que en ratones este 

gen puede ver afectada su expresión en respuesta al tipo de dieta perinatal, también en el 

hipocampo (Mendes-da-Silva et al. 2015). De todas maneras, habría que realizar un estudio de la 

arquitectura tridimensional del genoma (p. Ej: Hi-C) para conocer si la marca 5hmC podría estar 

regulando la expresión transcripcional desde zonas regulatorias lejanas al TSS. 

Finalmente, es relevante recalcar que, si bien hay estudios que señalan que 5hmC se encuentra 

asociada a una mayor expresión génica (Song et al. 2011; Szulwach et al. 2011), dado lo 

novedoso de esta marca aún no se ha determinado con exactitud su función en el genoma. Hay 

otros estudios que sugieren que podría 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 

distribución 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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En este trabajo de tesis demostramos que la malnutrición proteica durante la gestación y la 

lactancia tiene efectos sobre la expresión proteica de un gen relevante en el eje de respuesta al 

estrés en el hipocampo de las madres, lo que podría repercutir en las alteraciones 

comportamentales previamente observadas. Además, cuando la malnutrición ocurre durante el 

período perinatal, afecta la expresión 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 días. 

Además, expusimos a ratones hembra LP a un ambiente enriquecido con el fin de estudiar los 

mecanismos involucrados en la reversión del comportamiento de tipo ansioso demostrado con 

anterioridad. En ese trabajo, se evidenció que la malnutrición proteica modifica, particularmente 

en el hipocampo ventral, la distribución de la marca epigenética especifica de cerebro 5hmC, 

observándose una disminución de la marca en genes relacionados con funciones neuronales. 

Asimismo, el EE es capaz de revertir dicha distribución 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 expresión 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 expresión son opuestos entre el grupo LP-EN y 

el grupo LP- EE, pudiendo estar participando, junto con otros genes y mecanismos, de la 

reversión comportamental. 

Finalmente, estudiamos si la marca 5hmC podría estar asociada a las diferencias observadas en la 

expresión transcripcional. Si bien no se halló una superposición significativa bajo el modelo de 

malnutrición, se encontró que la marca podría estar regulando la expresión de genes en el modelo 

de malnutrición más el EE. De todas maneras, se necesitan más estudios para demostrar esta teoría 

dado que la marca epigenética 5hmC es aún muy novedosa y podría 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 

hipótesis propuestas basadas en la bibliografía expuesta en la discusión de este trabajo (Fig. 45).  
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En conclusión, demostramos que la malnutrición proteica afecta la expresión de determinados 

genes relacionados con el eje del estrés, la maquinaria transcripcional y la plasticidad neuronal, 

con un impacto menor si la malnutrición ocurre durante la adultez, pero con efectos más marcados 

si tiene lugar durante el período perinatal. Además, se demostró que la distribución de la marca 

epigenética 5hmC y la expresión 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 relación causa-efecto 

directa entre la marca epigenética, la expresión génica y el comportamiento alterado derivado de 

una malnutrición 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 sería interesante estudiar 

también cómo la malnutrición y el ambiente de crecimiento podrían estar afectando otras marcas 

epigenéticas tales como 5mC, metilación y acetilación de histonas, entre otras.  

Por último, nuestros resultados permiten avanzar en el conocimiento de un problema a nivel 

mundial, como lo es la malnutrición, que afecta tanto a las madres como a sus hijos e hijas, que en 

su mayoría se encuentran en estado de vulnerabilidad. En este sentido, proponemos contribuir al 

diseño de programas de intervención no invasivas como lo es el ambiente enriquecido, al estudiar 

los mecanismos y efectos de la modificación del entorno de crecimiento con el fin de evitar o 

revertir las potenciales consecuencias que trae aparejada la malnutrición durante la vida temprana. 

Con nuestros hallazgos, recalcamos la importancia de un entorno de crecimiento adecuado para 

los niños y niñas, donde tengan la posibilidad de interactuar con pares, jugar y adquirir 

gradualmente las experiencias y aprendizajes acorde a su edad. Más aún, quizá sería interesante 

que en un futuro sea considerado realizar cambios en el entorno de crecimiento (núcleo familiar y 

ámbito educativo) de los niños y niñas que hayan sufrido adversidades durante su desarrollo. En 

este sentido, pondrían adoptarse políticas que promuevan una mayor estimulación sensorial a 

través del juego y la interacción cuidada con otros infantes para lograr así una estimulación 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 malnutrición proteica en las madres, las crías 

machos y hembras a 21 días de edad, y las crías hembras expuestas a un ambiente normal o bien a un ambiente 

enriquecido. La mayor o menor expresión de genes o del tipo de comportamiento señalado se representa con flechas 

hacia arriba o hacia abajo (respectivamente). Todos los genes que aparecen en la figura revelaron diferencias 

significativas a excepción de TrkB que figura entre comillas dado que en este gen se observa una tendencia. La 

expresión de genes en las madres y las crías P21 fue evaluado en el hipocampo total, mientras que el análisis de 

DhMRs y expresión transcripcional en las hembras expuestas a los ambientes se evaluó en el hipocampo ventral. Las 

líneas punteadas indican hipótesis de los posibles genes que podrían estar involucrados en las alteraciones 

comportamentales, las cuales están basadas tanto en los resultados obtenidos como la bibliografía consultada. Volver 

altexto.
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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 preñez. Los animales fueron trasladados desde una 

sala de reproducción del Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales a una 

sala de experimentación, 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.  El uso de una colonia provee una mayor variabilidad genética lo 

que se asemeja más a la variabilidad encontrada en humanos, respecto al uso de una cepa de 

ratones. 

1.2. Ética 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) según la guía “Guide of the Care and Use of Laboratory 

Animals” (NIH publicación 80-23/96). Los protocolos experimentales fueron previamente 

aprobados por la Comisión Institucional para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio 

(CICUAL) de la FCEyN, UBA bajo la denominación 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 

dislocación cervical o anestesiados y luego perfundidos. 

1.3. Dietas y modelo de malnutrición perinatal 

Las dietas utilizadas en este trabajo de tesis fueron adquiridas en la empresa Research Diets Inc. 

de acuerdo al reporte realizado por la AIN-93 (Reeves et al. 1993). La dieta NP contiene el 

porcentaje estándar de caseína, fuente proteica del alimento (20%), mientras que la dieta LP 

contiene un 8% de proteínas. De todas formas, ambos alimentos contienen la misma cantidad de 

calorías, dado el mayor porcentaje de carbohidratos presentes en la dieta LP. La composición de 

las dietas se encuentra detallada en la Tabla 2.  
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 NP (D10012G) LP (D12063002) 

 g% kcal% g% kcal% 

Proteínas 20 20 8 8 

Carbohidratos 64 64 76 76 

Grasas 7 16 7 16 

Total  100  100 

kcal/g 4  4  

Ingredientes g Kcal g kcal 

Caseína 200 800 80 320 

L-Cistina 3 12 3 12 

     

Almidón de maíz 397,486 1.590 517,486 2.070 

Maltodextrina 10 132 528 132 528 

Sacarosa 100 400 100 400 

     

Celulosa BW200 50 0 50 0 

     

Aceite de soja 70 630 70 630 

t-butilhidroquinona 0,014 0 0,014 0 

     

Mezcla de minerales 

S10022G 
35 0 0 0 

Mezcla de minerales 

S10022C 
0 0 3,5 0 

     

Cloruro de sodio 0 0 2,59 0 

Carbonato de calcio 0 0 12,495 0 

Fosfato de potasio, 

1 H2O 
0 0 10,7 0 

     

Mezcla de vitaminas 

V10037 
10 40 10 40 

Bitartrato de colina 2,5 0 2,5 0 

     

FD&C Colorante 

amarillo #5 
0 0 0,05 0 

     

Total 1.000 4.000 994.335 4.000 

     

P(g) 3,04  3,03  

K(g) 3,60  3,80  

Tabla 2 | Formulaciones de dietas NP y LP con el detalle de sus componentes. La composición se 

encuentra expresado en porcentaje de gramos y el valor energético aportado por cada componente expresado 

en porcentaje de kilocalorías. Volver al texto. 
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Previo al apareo, los ratones parentales (Filial 0, F0) 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 días 

empleando la dieta control (NP). Pasados los siete días de habituación 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 ratón fue mantenida 

hasta el destete de las crías. Tres días previos al apareamiento, se colocó en las jaulas de las 

hembras viruta del macho asignado para ese par de hembras. Durante el apareo se colocó al macho 

(previamente asignado) con dos hembras nulíparas durante 5 días consecutivos. Luego, el macho 

fue removido y las hembras alojadas juntas durante 9 días más hasta ser separadas y alojadas 

individualmente con material (papel tisú) para el momento del nacimiento de las crías. Durante el 

período de gestación, el peso de las hembras fue controlado periódicamente hasta el parto. Al día 

posnatal 2, las camadas fueron balanceadas con el fin que todas ellas tuvieran un tamaño similar 

entre 8-10 crías. Las crías (Filial 1-, F1) fueron destetadas a P21, momento en que se realizó la 

eutanasia de las madres y también de un grupo de crías machos y hembras de ambos grupos (NP y 

LP) a fin de obtener las muestras necesarias para realizar los experimentos. Paralelamente, un 

grupo de crías hembras fueron separadas al momento del destete y expuestos al paradigma de 

ambiente enriquecido (las crías macho fueron empleadas en otra línea experimental) 

1.4. Paradigma de entorno de crecimiento 

Finalizado el período 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 período los animales recibieron una dieta estándar provista por el 

bioterio y pesados periódicamente. El ambiente normal (NE) corresponde a la jaula estándar para 

ratones otorgada por el bioterio (30x18,5x12cm) donde los individuos fueron alojados de a 3 o 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 tamaño (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 túneles 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 estimulación sensorial. Además, la ubicación de la comida fue parcialmente ocultada a 

la vista de modo de estimular su búsqueda. En este ambiente, los ratones fueron alojados de a 8 

animales por jaula de forma tal de incrementar la estimulación social y se realizó el cambio una 

vez por semana. 

 

 

Figura 46 | Representación de los ambientes utilizados en el modelo. Los ratones F1 fueron alojados en los 

ambientes durante 5 semanas una vez finalizado el período de lactancia. (A) Ambiente normal (NE) con 4 animales. 

(B) Ambiente enriquecido (EE) donde se puede apreciar un mayor número de animales y distintos accesorios que 

promueven la estimulación social y sensorial. Volver al texto. 

 

2. Evaluación de los pesos 

Con el fin de evaluar el desarrollo físico de los animales y validar el modelo de malnutrición, 

tanto las madres como las crías fueron pesadas periódicamente. El peso de las madres fue 

registrado cada 3 días durante la preñez y una vez por semana durante la lactancia. Respecto a las 

crías, se realizó el seguimiento de peso de 2 individuos seleccionados al azar por cada sexo y 

camada y su peso fue registrado cada dos días desde P2 hasta el destete. Por otro lado, se realizó 

el seguimiento periódico del peso de los ratones hembra durante la exposición a los ambientes, 

para lo cual cada individuo fue pesado cada 3-4 días desde el destete hasta que finalizó el período 

de exposición a los ambientes al día P56. 
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3. Análisis de la expresión génica (ARN) 

3.1. Extracción del hipocampo total  

Se realizo la dislocación cervical de las madres, las cuales fueron inmediatamente decapitadas, 

mientras que los ratones de 21 días 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 rápidamente congelada en nitrógeno líquido y conservada a -80ºC hasta su uso 

para la extracción de ARN. 

3.2. Análisis de ARNm por RT-PCR cuantitativa 

3.2.1. Extracción de ARNm 

Para las mediciones de la expresión génica, se realizó una extracción de ARN del hipocampo total 

utilizando el reactivo RNAzol RT (Molecular Research Center, Inc.). La muestra de tejido fue 

homogenizada con micropipeta agregándole 240 μl del reactivo RNAzol RT. Se centrifugó en una 

centrífuga HERMLE (Z233 MK-2) a 12000 g a 4 °C durante 15 min. Se transfirieron a un nuevo 

tubo 200 μl del sobrenadante, y se agregaron 96 μl de agua. Se agitaron vigorosamente los tubos 

durante 15 s y se los incubó durante 30 min a temperatura ambiente. Luego, se centrifugó 

nuevamente a 12000 g a 4 °C durante 15 min para separar las fases acuosa y fenólica. Se recuperó 

un volumen equivalente al recuperado luego de la primera centrifugación para evitar 

contaminación entre fases, y se transfirió a un nuevo tubo. Para la precipitación del ARN, se 

agregaron 80 μl de etanol 75% y se mezcló por inversión unas 10 veces. Se dejó precipitando el 

ARN a -20 °C durante toda la noche. Al día siguiente, se centrifugó a 12000 g a 4 °C durante 20 

min. Al pellet, se le realizaron dos lavados sucesivos con 400 μl de etanol 75%, y luego se lo dejó 

secar durante 30 min a temperatura ambiente. Por último, se resuspendió el ARNm (ARN 

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

3.2.2. Síntesis de ADNc 

Para la síntesis de ADNc (ácido desoxirribonucleico copia) se realizó la retrotranscripción (RT) de 

1 μg de ARNm. Para ello, el ARN previamente extraído fue descongelado, mezclado mediante 

vortex y calentado a 65 °C por 5 min con el fin de facilitar su solubilización. Para conocer el 
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volumen requerido para obtener 1 μg de ARNm se cuantificó la concentración y pureza de 1 μl de 

la suspensión de ARNm empleando un Nanodrop 2000 spectophotometer (Thermo Fisher 

Scientific), donde se midió la absorbancia a 280 nm y la relación de absorbancias a 280/260 nm y 

280/230 nm para conocer la calidad de la extracción. 

El volumen conteniendo 1 μg de ARNm fue completado con agua hasta llegar a 7 μl de mezcla. 

Luego, a cada tubo se agregaron 5 μl de una mezcla de: dNTPs 10 mM, oligo-dT (18 nt) 100μM, 

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 

μl de una mezcla de: enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega), buffer de reacción 5X 

(Promega), y agua, en proporciones 1:4:3. La reacción de RT se llevó a cabo durante 50 min a 37 

°C y fue finalizada calentando a 70 °C durante 15 min en el termociclador. Para cada serie de 

muestras retrotranscriptas, se agregó un tubo correspondiente a un blanco de RT constituido por 

los mismos componentes que el tubo con el RNA más concentrado, excepto por la enzima 

transcriptasa reversa, la cual fue reemplazada por agua. 

Para la medición 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 realizó un pre-

tratamiento de las muestras con la enzima DNAsa donde el volumen conteniendo 1 μg de ARNm 

fue completado con agua hasta llegar a 8 μl de solución final y luego a cada tubo se le agregaron 2 

μl de una mezcla de Buffer DNAsa 10X y de enzima DNAsa I en proporción 1:1. Las muestras 

fueron calentadas a 37 °C por 30 min en el termociclador y una vez finalizado este tiempo, se 

agregó 1 μl de Stop Buffer a cada tubo para luego calentar las muestras a 65 °C por 10 min y ser 

pasadas inmediatamente a hielo. 2 μl de una mezcla conteniendo dNTPs 10mM y oligo-dT (17 nt) 

100μM en proporción 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 μl de una mezcla de: 1 μl de 

enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega), 3,5 μl buffer de reacción 5X (Promega), y 2,5 μl 

agua a cada tubo para luego continuar con la reacción de RT durante 50 min a 37 °C y 70 °C 

durante 15 min tal como se indicó previamente. 
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3.2.3. PCR cuantitativa y análisis 

Las reacciones de qPCR se hicieron por separado para cada par de primers. En cada tubo de 

reacción se agregaron 2,5 μl de muestra de ADNc y una mezcla conteniendo los siguientes 

volúmenes de reactivos por tubo: 1,25 μl de buffer de reacción 10X (Inbio Highway), 0,25 μl de 

mezcla de dNTPs 10 mM cada uno, 2 μl de MgCl2 25 mM (Inbio Highway), 0,5 μl de mezcla de 

primers directo (Fw-forward)  y reverso (Rv-reverse) 5 μM cada uno, 0,1 μl de enzima Taq 

polimerasa (Inbio Highway), 0,0125 μl del fluoróforo SYBR Green y agua destilada hasta 

completar un volumen de 12,5 μl final. La reacción de PCR se llevó a cabo en el equipo Step One 

Plus (Applied Biosystems) y consistió de los siguientes pasos: desnaturalización inicial a 95 °C 

por 5 min, desnaturalización a 95 °C por 15 s, hibridización a X °C por 20 s, síntesis a 72 °C por 

25 s (estos últimos 3 pasos se repitieron por 40 ciclos), y curva de fusión (desde 60 °C se aumentó 

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

Las condiciones para cada par de primers fueron optimizadas modificando la concentración de 

muestra de ADNc inicial y la temperatura de hibridización. Cada muestra fue analizada por 

duplicado para cada gen. Se utilizó un pool de 2 genes de referencia expresados entre muestras y 

se calculó la media geométrica de su expresión como valor de normalización. Los genes de 

referencia utilizados fueron Hprt (hipoxantina guanina fosforibosil transferasa) y Pgk1 

(fosfoglicerato quinasa 1). Los niveles de expresión en todos los casos se calcularon mediante el 

programa LinReg PCR (Ruijter et al. 2009). Los primers utilizados para cada gen, la temperatura 

de hibridización y si requirieron pre-tratamiento con DNAsa se detalla en la tabla 3. 
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Gen Primer forward  Primer reverse 
Temperatura de 

Hibridización (°C) 

Pre-Tratamiento 

con DNAsa I 

Hprt CAGGCCAGACTTTGTTGGAT TTGCGCTCATCTTAGGCTTT 63 No 

Pgk1 TGGGCAAGGATGTTCTGTTC TGCAGTCCCAAAAGCATCAT 63 No 

Dnmt1 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 

Nr3c1 CAAGGGTCTGGAGAGGACAA CTGGACGGAGGAGAACTCAC 63 No 

Fkbp5 TGTGCCAGAGGAAGGCGAAG GCTTTGCTGGCTTCCTCCTTTG 63 No 

Bdnf exon I TGAGTCTCCAGGACAGCAAA GCCTTCATGCAACCGAAGTA 60 No 

Bdnf exon IV GCTGCCTTGATGTTTACTTTGAC GCCTTCATGCAACCGAAGTA 60 No 

Bdnf exon VI GACCAGAAGCGTGACAACAA GCCTTCATGCAACCGAAGTA 63 No 

TrkB CATGAAAGGCCCAGCTTCGGTCA GTCGGGACCGCCCTCCGAAG 57 No 

 

Tabla 3 | Secuencia de primers hacia adelante (forward) y reverso (reverse) utilizados para cada gen. Se 

muestran además las temperaturas de hibridización y el requerimiento (o no) de tratamiento con la enzima DNAsa I. 

Volver al texto. 

4. Análisis de proteínas por Western Blot 

4.1. Extracción de proteínas 

Para la extracción de proteínas totales cada muestra fue homogenizada con potter plástico en un 

Eppendorf de 1,5 ml con el agregado de 500 μl de una solución 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 separó el sobrenadante y se descartó el pellet. La concentración de proteínas 

se determinó en una alícuota utilizando el kit de ensayo de proteína de ácido bicinconínico 

(Sigma), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron resuspendidas en Buffer 

de siembra 5X (tris 0,125M, glicerol 22%, SDS 5%, β-mercaptoetanol 0,7 M y azul de 

bromofenol) en una relación 4:1. Previo a la realización 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 utilizó el sistema vertical Mini Format 1-D Electrophoresis Systems de Bio-

Rad. El gel separador (inferior) se preparó al 10% (2,85 ml de H2O destilada estéril, 2,55 ml de 
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solución de acrilamida/bisacrilamida al 30%, 1,95 ml de tris 1,5 M pH 8, 75 μl de SDS 10%, 30 μl 

de persulfato de amonio 25% y 3 μl de TEMED). En ambos casos el gel concentrador (superior) 

se preparó al 4% (3,25 ml de H2O destilada estéril, 0,6 ml de solución de acrilamida/ 

bisacrilamida al 30%, 0,56 ml de tris 1 M pH 6,8, 45 μl de SDS 10%, 18 μl de persulfato de 

amonio 25% y 4,5 μl de TEMED). Se sembraron 30 μg de proteína por muestra y en un pocillo 

adicional fue sembrado 1 μl del marcador de peso molecular (PageRuler® prestained protein 

ladder, Fermentas). Luego se realizó 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 alcanzó el 

extremo inferior del gel separador.  

4.3. Transferencia a membrana  

Una vez concluida la separación electroforética, las proteínas fueron transferidas a un soporte 

sólido, 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 μm GE Healthcare) del 

mismo tamaño 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 plástico. Toda la 

construcción fue sumergida en la cuba electroforética, con buffer de transferencia 1X y con la 

membrana de nitrocelulosa del lado anódico. La transferencia se llevó a cabo a 90mV, durante 90 

min.  

4.4. Detección de proteínas 

Luego de la transferencia, la membrana de nitrocelulosa fue lavada con PBS Tween al 0,1% 

(PBS-TW) y luego sumergida en una solución de bloqueo durante 1 hora en leche descremada al 

5% en PBS-TW con el fin de reducir los sitios potenciales de unión de proteínas irrelevantes. 

Luego del paso de bloqueo 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 solución de leche descremada al 5% 

en PBS-TW y los siguientes anticuerpos: anti-𝛽-actina de ratón (sc-47778, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, EE. UU., Dilución 1/1000) y anti-GR de ratón (sc-393232, Santa Cruz 

Biotecnología, dilución 1/250). Después del lavado, se incubó con el anticuerpo secundario anti-

ratón conjugado con la enzima peroxidasa de rabanito (HRP) (Sigma A4416) diluido en solución 
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de bloqueo durante 60 min a temperatura ambiente. La membrana se lavó 2 veces nuevamente con 

PBS-TW durante 10 min. Luego se incubó con el anticuerpo secundario correspondiente 

conjugado con la enzima peroxidasa de rabanito (HRP) diluido en solución de bloqueo (dil:1/500) 

durante 120 min a temperatura ambiente. La membrana se lavó 2 veces nuevamente con Tween 

20 0,05% en PBS 1X, durante 10 min. Para visualizar las proteínas de interés se utilizó el kit de 

detección ECL (Amersham Pharmacia Biotech), basado en la producción de quimioluminiscencia 

como consecuencia de la digestión de un sustrato de la enzima HRP. La señal fue detectada en un 

analizador de imágenes AmershamTM Imager 600. Como control de carga se utilizó el gen Actina 

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

5. Estudio morfológico de zonas del cerebro 

5.1. Perfusión y extracción del cerebro 

Los ratones fueron anestesiados con 2% tribromoetanol (avertina: 0,4 mg de avertina/g de peso) 

en agua destilada. Se los perfundió de forma intracardíaca primero con 12 ml de solución salina 

(NaCl 0,9%, heparina 2 unidades/ml) para remover parcialmente las células sanguineas y luego 

con paraformaldehído 4% (PFA) en buffer fosfato salino 0,1 mM (PBS) para realizar la fijación 

del tejido. Se utilizaron aproximadamente 2 ml de PFA 4% por gramo de peso del animal. 

Después de la perfusión, el cerebro fue extraído y posfijado en PFA 4% durante toda la noche a 4 

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

5.2. Obtención de los cortes 

Los cerebros fijados fueron cortados de forma coronal empleando un vibrátomo (Leica VT 1000 

5) y se obtuvieron secciones de 40 µm de espesor. Los cortes fueron ubicados en series con una 

separación de aproximadamente 320 µm (8 cortes) entre sí. Se los mantuvo en una solución 

criopreservadora (3 volúmenes de etilenglicol, 3 volúmenes de glicerol, 2 volúmenes de buffer 

fosfato 0,4 M y 2 volúmenes de H2O) a -20 °C hasta su utilización. Distintas series de estos cortes 

fueron utilizados para la tinción de Nissl y Klüver-Barrera que se detallan a continuación. 
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5.3. Tinciones para neurohistología 

5.3.1. Tinción de Nissl (Violeta de Cresilo) 

Se empleó la tinción de Nissl para observar dimensiones generales del tejido nervioso en cortes 

coronales de 40 m de espesor montados en portaobjetos con doble impregnación de gelatina. Los 

cortes fueron hidratados gradualmente pasándolos por etanol 100 %, 96 %, 70 % y agua en forma 

secuencial durante 2 minutos en cada uno. Luego fueron coloreados con una solución 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 

graduación creciente (etanol 70%, 96%, 100%). La coloración fue chequeada bajo microscopio 

con el fin de obtener el núcleo violeta y coloreados los grumos de Nissl. Finalmente, los tejidos 

fueron aclarados en xilol y montados con Bálsamo de Canadá sintético. Las secciones elegidas 

para realizar las mediciones fueron cuidadosamente seleccionadas de acuerdo al atlas de cerebro 

de ratón (Franklin & Paxinos 2007) con el objeto de disminuir la variabilidad debido a la 

ubicación del corte, por lo que las secciones correspondientes al hipocampo dorsal y la amígdala 

basolateral (esta estructura fue evaluada en cortes con doble coloración: Nissl y Klüver-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 Klüver-Barrera 

El método Klüver-Barrera se empleó con el objetivo de teñir la vaina de mielina y visualizar así la 

sustancia blanca. Se utilizaron cortes coronales de 40 m de espesor montados en portaobjetos 

con doble impregnación 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 solución Luxol fast 

Blue (0,1 g de solvente blue en 100 ml de etanol 96% y 0,5 ml de ácido acético al 10%) durante 

toda la noche a 60 °C. Al siguiente día, se dejó que los cortes lleguen a temperatura ambiente y 

luego fueron pasado a una solución de alcohol 96% y agua destilada. Los cortes fueron 

rápidamente sumergidos en una solución saturada de carbonato de litio sobresaturado (más de 1,3 
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g cada 100 ml de agua) para comenzar la diferenciación. Luego, los cortes fueron pasados por 

etanol 70% donde progresa la diferenciación, y se observaron bajo lupa para constatar la 

coloración azul de la sustancia blanca y la decoloración de la sustancia gris. Se finalizó la 

diferenciación en etanol 50% y luego 70%, en el cual se elimina la tinción inespecífica, 

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 ratón 

(Franklin & Paxinos 2007). Las secciones donde fueron cuantificados el cuerpo calloso y la 

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

5.4. Obtención de las imágenes y medición de las regiones 

Una vez que elegidos los cortes sobre los cuales se harían las cuantificaciones, se obtuvieron las 

imágenes tomando fotografías de los cortes o secciones de interés. Para obtener las fotografías de 

los cortes coronales enteros a la altura del hipocampo dorsal y ventral se utilizó una lupa Nikon 

SMZ800N con una cámara asociada. Para obtener las fotografías correspondientes a secciones 

específicas (hipocampo dorsal para la medición de CA1 y CA3, amígdala basolateral, cuerpo 

calloso y comisura anterior) se utilizó un microscopio óptico Nikon Eclipse E200 con una cámara 

518CU Micrometrics integrada (Objetivo utilizado: 4X). Todas las fotos de una misma región 

fueron tomadas en las mismas condiciones de luminosidad (intensidad de la lámpara y apertura 

del diafragma) para evitar variaciones en la cuantificación. Las mediciones de las áreas y 

longitudes de las zonas del cerebro fueron realizadas con el ImageJ. Las variables a medir fueron 

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

6. Análisis de la marca 5hmC y RNAseq 

6.1. Extracción del hipocampo ventral 

Se realizó la eutanasia de un total de 8 ratones hembra de 56 días de edad por dislocación cervical 

y que luego fueron decapitadas. Inmediatamente se les extrajo el cerebro el cual fue introducido 

en un molde tridimensional para cerebro de ratón (Gianatiempo et al., 2018) el cual permite una 

extracción de alta precisión de distintas regiones en este órgano. Se utilizó la sección del cerebro 

entre -2 a -3,5 mm del Bregma para extraer específica y exclusivamente el hipocampo ventral de 

las muestras. 
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6.2. Extracción 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 colaboración con el laboratorio del Dr. Reid Alisch 

(Department of Neulogical Surgery, School of Medicine and Public Health). Allí, el ADN y ARN 

fue extraído de las muestras utilizando un kit de purificación ADN/ARN (Qiagen AllPrep Mini 

Kit) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la homogenización del tejido, en un tubo 

Eppendorf de 1,5 ml fueron colocadas 10 beads de vidrio junto con 600 μl de una solución de 

homogenización (10 μl de β-mercaptoetanol por cada 1 ml de Buffer RLT Plus) y el tejido. Un 

potter plástico fue colocado en un rotor y el tejido fue disgregado en la solución junto con las 

beads durante 90 s. Luego fueron agregados 150 μl más de la solución de homogenización, 

vortexeado durante 20 s y centrifugado rápidamente. El 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 está el ARN.  

Para continuar con la extracción del ARN, fueron agregados al tubo colector 750 μl de Etanol 

70% y se mezcló con pipeta 10 veces. Luego el volumen fue agregado a otra columna y 

centrifugado a 14000 g por 15 s, el líquido presente en el tubo recolector fue descartado y se 

colocaron 700 μl de Buffer RW1 a la columna para ser nuevamente centrifugado a 14000 g por 15 

s. El líquido en el tubo colector fue descartado y 500 μl de Buffer RPE se agregaron a la columna 

para luego ser centrifugado a 14000 g por 15 s. El líquido contenido en el tubo se descartó y se 

agregaron otros 500 μl de Buffer RPE. Se realizó una centrifugación a 14000 g durante 2 min y 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 μl de 

agua destilada. Luego de incubar 1 min a temperatura ambiente se realizó una centrifugación 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 utilización. 

El ADN retenido en la columna fue extraído agregando 500 μl de Buffer AW1 y centrifugado a 

14000 durante 15 s. El líquido en el tubo colector fue descartado y 500 μl 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 μl de Buffer EB, luego de incubar 1 min a 

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

utilización. 

6.3. Obtención y secuenciación de fragmentos enriquecidos con la marca 5hmC y 

Análisis de DhMRs 

El ADN extraído fue cuantificado utilizando un medidor de fluoresencia QubitTM y un kit para 

cuantificar ADN doble cadena (TermoFisher). Se calculó 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 agregó cantidad suficiente de agua destilada hasta llegar a un volumen final de 850 

μl. 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. Concentración 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. El 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 μl de 

ADN concentrado se obtuvieron luego de este paso. 

6.3.2. Etiquetado químico 

Posteriormente, se llevó a cabo el etiquetado químico de la marca 5hmC tal como fue desarrollado 

por Song y colaboradores (2011) el cual se basa en el agregado de un azúcar modificado al grupo 

hidroxilo propio de esta marca epigenética. Para realizar esta reacción, se preparó la siguiente 

mezcla: 10 μg de ADN sonicado y concentrado, 1,5 μl del sustrato N3-uridine diphosphoglucose 

(N3-UDPG) 2 mM, 1,5 μl de la enzima β-glucosyltransferase (β-GT) y 3 μl de Buffer 10X β-GT. 

La mezcla fue incubada a 37 °C durante 1 hora para dar lugar a la reacción química cuyo producto 

será β-glucosyl-5-hydroxymethyl-cytosine (5-gmC). La purificación se realizó utilizando el 

Nucleotide Removal Kit (Qiagen) para lo cual se agregaron 200 μl de buffer PN1 a las muestras, 

se introdujo en las columnas y se centrifugo a 6000 rpm durante 1 min. El líquido en el tubo 

colector fue descartado, se agregaron 750 μl de Buffer PE a la columna y se centrifugó a 3800 g 
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durante 1 min. El sobrenadante fue nuevamente descartado y se centrifugó a 16000 g durante 1 

min para secar la columna. La misma fue colocada en un nuevo tubo y se agregaron 30 μl de agua 

destilada, se dejó reposar durante 2 min a temperatura ambiente y se realizó la elución 

centrifugando a 16000 g durante 1 min. Luego, fueron agregados 5 μl de S-S Biotina 1mM 

(PEG3-Click chemistry tools) a los 30 μl de elución y se incubó a 37 °C durante 2 horas, con el 

fin de que esta biotina modificada se una al grupo azida N3 de la 5-gmC obtenida en la reacción 

química anterior. Se continuó con la purificación utilizando nuevamente el Nucleotide Removal 

Kit (Qiagen) y se siguieron los mismos pasos mencionados anteriormente, luego del paso de 

secado (centrifugación a 16000 g durante 1 min) se realizaron tres eluciones: las primeras dos se 

llevaron a cabo agregando 30 μl de agua destilada y la última elución agregando 40 μl, obteniendo 

un volumen final de 100 μl de ADN. Entre cada elución se dejó reposar por 2 min luego del 

agregado del agua y se centrifugó 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 

partículas esféricas supermagnéticas con estreptavidina asociada, la cual reconoce y se une a la 

biotina. Se alicuotaron 50 μl de Dynabeads en un tubo de 0,2 las cuales fueron lavadas 4 veces 

con 100 μl de Binding Buffer 1X. Entre cada lavado, los tubos conteniendo las beads fueron 

colocados en una placa magnética para poder remover el buffer fácilmente. Luego, fueron 

agregados a las beads 100 μl de Binding Buffer 2X y los 100 μl de ADN obtenidos durante el 

paso del etiquetado químico. 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 μl de 

Buffer 1X y con placa magnética. 

6.3.4. Elución del ADN 

Con el objeto de separar el ADN de las Dynabeads, fueron agregados 75 μl de Ditiotreitol (DTT) 

100 mM a cada tubo y se mezcló por inmersión 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. El ADN presente en 
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este tubo fue purificado utilizando el MinElute PCR Purification Kit (Qiagen). Para ello, se 

agregaron 550 μl de Buffer PB a las muestras, todo el volumen fue agregado a la columna y se 

realizó una centrifugación a 16000 g durante 1 min. El sobrenadante fue descartado y se 

agregaron 750 μl de Buffer PE a la columna para luego centrifugar a 16000 por 1 min. 

Nuevamente el sobrenadante fue descartado y se realizó una centrifugación en seco a 16000 g 

durante 1 min. Por último, se realizaron tres eluciones: en la primera se agregaron 10 μl de agua 

destilada y en las siguientes fueron agregados 20 μl, obteniendo un volumen final de 50 μl de 

ADN enriquecido de la marca epigenética 5hmC. Entre cada elución se dejó reposar por 2 min 

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

6.3.5. Preparación de la librería genómica 

Para generar las bibliotecas enriquecidas con 5hmC necesarias para la posterior secuenciación, se 

utilizó el kit de preparación de bibliotecas de ADN NEBNext Ultra II de acuerdo con el protocolo 

del fabricante. Para ello, 50 μl de ADN enriquecido fueron agregado a un tubo conteniendo una 

mezcla de 3 μl de NEBNext Ultra II End Prep Enzyme Mix y 7 μl de NEBNext Ultra II End Prep 

Raction Buffer. La reacción se llevó 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 ligación de los adaptadores para lo cual, los 60 μl obtenidos de la 

reacción anterior fueron mezclados con: 30 μl NEBNext Ultra II Ligation Master Mix, 1 μl de 

NEBNext Ultra II Ligation Enhancer, y 2,5 μl NEBNext Ultra II Adaptor for Illumina. La mezcla 

fue llevada a la termocicladora donde estuvo 15 min a 20 °C (x1). Luego, se le agregaron al tubo 3 

μl de la enzima USER y nuevamente fue llevado a la termocicladora en un paso de 15 min a 37 

°C. Para continuar con la purificación del ADN ligado al adaptador, se agregaron 25 μl de 

NEBNext Sample Purification Beads, se incubó a temperatura ambiente durante 5 min y luego 5 

min en placa magnética. El sobrenadante fue cuidadosamente colocado en un tubo limpio y 10 μl 

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 μl de etanol 80% fue agregado a los 

tubos. Luego de una incubación de 30 s, el sobrenadante fue descartado, se agregaron 17 μl de 

Tris/HCl 10 mM y se dejó incubar 2 min a temperatura ambiente y 5 min en placa magnética. Para 

el enriquecimiento por PCR, se preparó una mezcla conteniendo 15 μl del ADN del paso anterior, 

25 μl de NEBNext Ultra II Q5 Master Mix y 10 μl de Primers con adaptadores con una secuencia 
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especifica que permitirá diferenciar las muestras luego de la secuenciación. Se realizó una 

amplificación por PCR bajo el siguiente programa: desnaturalización inicial a 98 °C por 30 s, 

desnaturalización a 98 °C por 10 s, hibridización y extensión a 65 °C por 75 s (estos últimos 2 

pasos se repitieron por 5 ciclos) y una extensión final a 65 °C por 5 min. Por último, se purificó el 

producto de los reactivos de la PCR para lo cual fueron agregados 45 μl 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 μl de etanol 80%, se 

incubó por 30 s, el sobrenadante fue nuevamente descartado, y se agregaron 33 μl de Tris/HCl 10 

mM. Se dejó incubar 2 min a temperatura ambiente, luego 5 min en placa magnética y 30 μl de la 

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

6.3.6. Estudio de calidad y secuenciación de las muestras  

La cuantificación y el estudio de calidad de la biblioteca amplificada se realizó utilizando un 

BioAnalyzer Agilent 2100, y fueron empleados 20 pM de bibliotecas diluidas para la 

secuenciación. Una reacción de secuenciación para ambos extremos, 3’ y 5’, de 50 ciclos fue 

realizada por el Centro de Biotecnología de la Universidad de Wisconsin (Madison - WI, Estados 

Unidos). El procesamiento de imágenes y la extracción de secuencias se realizaron utilizando el 

Illumina Pipeline estándar.  

6.3.7. Alineación de secuencia de datos de 5hmC, identificación de DhMRs y 

anotaciones genómicas 

Primero se inspeccionó 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 alineación de pares de 

los extremos con el genoma NCBI37v1 / mm9 se realizó utilizando el alineador de secuencias 

Bowtie v1.2.2 (Langmead et al. 2009). Durante la alineación, solo las lecturas de mapeo de forma 

única con la menor cantidad de discordancias (con un límite de no más de dos mismatches) a lo 

largo de toda la lectura y con una longitud máxima de inserción de 600 pb, fueron informadas y 
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utilizadas para el análisis posterior. Un promedio de 25,1 millones (~ 83%) de lecturas de 

extremos fueron alineadas con éxito con el genoma. 

El algoritmo de análisis basado en modelos de ChIP-Seq 2 (MACS2) v2.1.2 (Zhang et al. 2008) 

fue utilizado para estimar el tamaño de los fragmentos e identificar los picos de las lecturas de 

extremos alineados utilizando los siguientes parámetros: formato de extremo emparejado, tamaño 

de genoma efectivo de 1.87x109, ancho de banda de 300 pb, un límite de FDR de 0.05, proceso de 

modelo de autopares habilitado, sesgo local calculado en una ventana circundante de 1 kb y un 

máximo de cada fragmento por duplicado para evitar el sesgo de la PCR. La región superior de 

cada pico (cumbre) fue extraída para cada muestra y se ampliaron +/- 500 pb para el análisis 

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 análisis de hidroximetilación diferencial de la 

siguiente manera: los picos de cada muestra se agruparon, los picos superpuestos se fusionaron 

para formar una sola región, los picos se extrajeron para un análisis adicional si al menos dos 

muestras tenían tal superposición. La acumulación significativa de lecturas mapeadas únicas 

representa regiones hidroximetiladas en todo el genoma. Esto produjo 48.564 regiones candidatas 

para la comparación LP-EN vs NP-EN, 44.407 regiones candidatas para la comparación LP-EE vs 

LP-EN, 44.496 regiones candidatas para la comparación NP-EE vs NP-EN y 39.005 regiones 

candidatas para la comparación LP-EE vs NP-EE. Para formar regiones candidatas para el análisis 

de la región diferencialmente hidroximetilada (DhMR), los picos de todos los tratamientos se 

agruparon y fusionaron de manera similar. Los DhMR se identificaron utilizando el paquete R 

edgeR (Robinson et al. 2009). Las lecturas de cada muestra se ampliaron por el tamaño de 

fragmento estimado determinado por MACS2. Los factores de normalización, la dispersión 

común y la dispersión por etiquetas se calcularon para cada comparación, con el objetivo de 

mejorar las diferencias en el tamaño de la biblioteca entre las muestras. Las regiones consideradas 

DhMR fueron aquellas que cumplieran con las siguientes características: p-valor menor 0,05 y un 

log2 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 análisis 

produjo 835 DhMR para la comparación 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 comparación NP-EE vs NP-EN. Los DhMR 

fueron asignados al gen más 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 

utilizó una ventana de +/- 3000 pb rodeando el sitio de inicio de la transcripción (región 

promotora). Para el análisis de la distribución genómica de DhMR, se fragmentó el gen 

incluyendo: promotor distal (2-3 kb), promotor central (1-2 kb), promotor proximal (≤ 1kb), 5 

'UTR, primer exón, primer intrón, otros exones, otros intrones, 3 'UTR, downstream (≤ 3 kb) y 

regiones intergénicas distales (> 3 kb). Los DhMR fueron asignados a las estructuras genómicas 

más cercanas y se utilizó la prueba de permutación (valor de p <0,05) para determinar la 

representación insuficiente/excesiva de los DhMR en estas características genómicas. Los DhMR 

asignados a más de 3000 pb río arriba del inicio de la transcripción del gen más cercano o a más 

de 300 pb río abajo del gen más cercano fueron considerados "intergénicos distales" y no se 

asociaron con ningún gen. 

6.3.8. Análisis de Ontología 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 ontología génica empleando genes input que corresponden 

a la base de procesos biológicos y las vías KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

utilizando el software Cytoscape 3.7.2 (complemento ClueGO). Los términos GO se definieron 

como estadísticamente 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 

tamaño de la lista de genes input y se visualizaron utilizando el paquete pheatmap en R (Kolde 

2019).  

6.3.9. Superposición 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 utilizó una prueba de Chi-cuadrado. 

Los genes relacionados con ansiedad y desarrollo del sistema nervioso fueron extraídos de la base 

de datos de GeneCards. Para el concepto del desarrollo del SNC fueron utilizados los siguientes 

términos: plasticidad sináptica; formación de sinapsis; crecimiento de neuritas y arborización 
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dendrítica. 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. Análisis de secuencias consenso para factores de transcripción 

Para el análisis de las secuencias consenso, se utilizó el conjunto de herramientas de optimización 

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 tamaño dado de la región. Las secuencias consenso reconocidas por los factores de 

transcripción de vertebrados (N = 428) se determinaron utilizando pruebas binomiales y un límite 

de FDR de 0,05. 

6.4. Secuenciación y análisis del transcriptoma entero (RNAseq) 

Para realizar la secuenciación masiva del transcriptoma, el ARN extraído de las muestras fue 

cuantificado empleando el medidor de fluoresencia QubitTM 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 análisis de 5hmC. 

Un volumen de 15 μl de cada pool fue utilizado para constatar la calidad del ARN previo a al 

proceso de secuenciación, para lo cual fue empleado un BioAnalyzer Agilent 2100. Luego de que 

se corroborara que el ARN no estuviese degradado, se calcularon los volúmenes necesarios de las 

muestras para que cada miembro del par aporte 600 ng de ARN y obtener así un total de 1200 ng 

por pool en un volumen final de 20 μl llevado con agua destilada. Los 12 pooles de muestras 

fueron enviados a Novogene Corporation (Sacramento - CA, Estados Unidos) donde se realizó la 

preparación de la librería necesaria para luego llevar a cabo la secuenciación del transcriptoma. 

6.4.1. Análisis de la secuenciación de ARN y detección de genes diferencialmente 

expresados  

Para realizar la alineación y el cálculo de los niveles de expresión de la transcripción se utilizó el 

ensamblaje mm9 como genoma de referencia y el GENCODE M1 (NCBIM37) como la biblioteca 

de anotación de genes. Se empleo el paquete de software RSEM para calcular la expresión, donde 

RSEM automatiza la alineación de las lecturas con las transcripciones de referencia utilizando el 
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alineador Bowtie para asignar recuentos fraccionarios para lecturas de mapeo múltiple. Bowtie fue 

configurado para informar todos los aciertos válidos con hasta 2 desajustes permitidos y suprimir 

todas las alineaciones si una lectura tuviese más de 200 aciertos. Para la detección 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 más 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 

normalización 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. Análisis de enriquecimiento de conjunto de genes: GSEA 

El análisis 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 clasificación de términos 

biológicos y el análisis de enriquecimiento de grupos de genes, además ofrece diversos modos de 

visualización de los datos, gracias a lo cual fueron realizados los gráficos de dotblot. La ontología 

escogida para la realización del GSEA fue “procesos biológicos”, se empleó un punto de corte 

para la significancia del test de enriquecimiento de p.adjust< 0.05. La lista de genes background 

utilizada para ratón fue org.Mm.eg.db y el número de términos mostrados en los gráficos fue 

seteado en 20. 

6.4.3. Superposición 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 utilizó una 

prueba de Chi-cuadrado. Los genes relacionados con ansiedad y desarrollo del sistema nervioso 

fueron extraídos de la base de datos de Gene Cards. Para el concepto del desarrollo del SNC 

fueron utilizados los siguientes términos: plasticidad sináptica; formación de sinapsis; crecimiento 

de neuritas y arborización dendrítica. 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= 17011 y 

LP-EE vs LP-EN N= 17011).  
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6.4.4. Estudio de prevalencia de expresión y marca epigenética según los tipos 

celulares 

Se utilizó 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 días de edad) de la cepa C57Blk6/N. 

Las células provenientes de esta región fueron asignadas en el trabajo original a 11 clases 

celulares distintas: neuronas, astrocitos, microglía, 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 más finas. Por ejemplo, las 

neuronas contienen interneuronas, neuronas del giro dentado o neuronas de CA1. 

Finalmente, dentro de cada sub clase, definen poblaciones celulares que son transcripcionalmente 

distintas entre sí. Estas poblaciones que contienen células con perfiles transcripcionales similares 

son llamadas metacélulas. 

Para la asignación de genes a clases celulares se emplearon las funciones base de R v4.0.3. Se 

tomó la expresión de cada gen en cada metacélula y se la promedió agrupando a las metacélulas 

según la clase celular de pertenencia. Luego, se normalizó la expresión de cada gen y se realizó un 

clustering de tipo k-medias en 15 grupos. Se asignó manualmente cada uno de estos 15 grupos a 

las clases celulares en las cuales la expresión se encontró aumentada, quedando definida entonces 

una lista en la cual los genes fueron asignados a cada tipo celular según su nivel transcripcional 

(un mismo gen puede estar asignado a más de un tipo celular). Finalmente, utilizando la lista antes 

mencionada, se asignó 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 expresión. 

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 expresión 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 utilizó 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 utilizó la prueba de Chi-cuadrado. El universo de genes empleados 

para la prueba fueron aquellos genes que estuvieran en común 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 obtención 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 ratón fue fantom_mm9_interactions. Para la obtención de la lista de enhancers con 

DhMRs, las coordenadas DhMRs fueron comparadas con elementos enhancer del cerebro de 

ratón (Gao & Qian 2020). Se consideró que los DhMR se superponían con los enhancers si sus 

coordenadas se superponían parcial o totalmente a las asociadas con las regiones enhancers 

conocidas. 

7. Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos fueron realizados mediante el InfoStat versión 2020 y los gráficos se 

obtuvieron empleando el GraphPad Prism Versión 5.0 o el programa R Statistical Software 

versión 4.0.3. 

En el caso de comparaciones entre dos medias, como es el caso del estudio de la expresión de 

ARN y proteinas en las madres y las crías como así también el estudio de las dimensiones de las 

estructuras del cerebro evaluadas en los ratones a P21, se realizó un análisis 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 realizó el análisis no paramétrico de Wilcoxon. 

Para el análisis de las dimensiones de las estructuras del cerebro bajo el modelo de malnutrición y 

ambientes, se realizó 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 

http://acgt.cs.tau.ac.il/focs
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Levenne. En caso de no lograr el cumplimiento de los supuestos mencionados se utilizó la prueba 

no paramétrica de Kruskal-Wallis.  

Con el fin de analizar el peso de las madres F0 durante la gestación y lactancia, y de las crías F1 a 

lo largo de los días de lactancia, se realizó un diseño de ANOVA de un factor con medidas 

repetidas, con un test a posteriori de Tukey con el fin de comparar los tratamientos en cada día. 

Para llevar a cabo el análisis de los pesos de los animales bajo el modelo de malnutrición y 

ambientes durante la exposición al EN y EE, se realizó un diseño 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 análisis de pesos fue chequeado el supuesto de normalidad, y en 

caso de no cumplirse se observó que la distribución de los puntos en el gráfico QQ-plot siguiera 

una distribución normal para no dejar de realizar el diseño estadístico más adecuado para este tipo 

de mediciones. 
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