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“Nosotros somos culpables de muchos errores y
muchas faltas, pero nuestro peor crimen es el
abandono de los nifios negandoles la fuente de la
vida. Muchas de las cosas que nosotros necesitamos
pueden esperar, los nifios no pueden, ahora es el
momento, sus huesos estan en formacion, su sangre
también lo estd y sus sentidos se estan
desarrollando, a él nosotros no podemos

contestarle maniana, su nombre es hoy”

Gabriela Mistral
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Resumen

La desnutricion infantil y los desérdenes psiquiatricos de naturaleza depresiva
representan importantes problemas con alto impacto socioeconédmico y sanitario a nivel
mundial, dado los millones de nifnos que sufren algin grado de desnutricién y el
incremento expansivo de individuos que padecen depresion.

Diversas evidencias experimentales han demostrado que una dieta inadecuada durante
la ontogénesis del SNC, puede causar alteraciones anatdémicas, neurofisioldgicas,
neuroquimicas y conductuales irreversibles, aun luego de largos periodos de
recuperacién nutricional. Estudios clinicos indican que individuos afectados por
malnutricidén durante la nifiez presentan manifestaciones de patologias psiquiatricas en
un porcentaje mayor al resto de la poblacién. A fin de investigar si la hiponutricién
proteica perinatal facilita la aparicion de conductas tipo depresivas inducidas por un
estimulo estresante temprano, ratas adultas controles (C) e hiponutridas (H) sujetas a
separacion materna, fueron sometidas a diferentes paradigmas conductuales a fin de
evaluar anhedonia, alteraciones cognitivas, desesperanza y ansiedad. Los resultados
obtenidos demostraron que la injuria nutricional per se facilita el desarrollo de las
conductas tipo depresivas evaluadas, sin producir cambios durante la evaluacién de
ansiedad.

La anhedonia es considerada un sintoma particularmente relevante de la depresién. Se
define como la incapacidad para experimentar placer y experimentalmente se pone de
manifiesto como una menor preferencia a sacarosa en relacion al consumo de agua. Con
el objetivo de dilucidar posibles mecanismos neurobioldgicos que subyacen a la
conducta anheddnica, se evaluaron los niveles de BDNF, de su receptor de alta afinidad
(TrkB) y su forma fosforilada (p-TrkB) en nucleo accumbens (NAc) e hipocampo de
animales Cy H una vez finalizada la prueba de preferencia a sacarosa. Considerando que
BDNF tiene un rol importante en la neuroplasticidad, estudiamos el impacto del insulto
nutricional temprano en la densidad de espinas dendriticas en neuronas de NAc (core y
shell) y de hipocampo (area CA1). Los hallazgos moleculares y morfolégicos mostraron
un patrén de alteracién area cerebral dependiente. Mientras en NAc de animales H se
observé un incremento en los niveles de BDNF y de la relacion p-TrkB/TrkB, acompafiado
de un aumento en la densidad de espinas dendriticas de su poblaciéon neuronal, los

mencionados pardmetros se encontraron disminuidos en hipocampo.



Resumen

Finalmente, la infusion bilateral del antagonista selectivo del receptor TrkB (ANA-12),
produjo efectos diferenciales dependiendo la estructura blanco y la condicién
nutricional. Asi, se observd una reversion del déficit heddnico tras su administracion en
NAc shell de ratas H, ausencia de este efecto antidepresivo cuando se inyecté en NAc
core e induccion de la conducta anheddnica en animales C luego de su infusidon en CA1.
En conjunto, los hallazgos obtenidos demuestran que la malnutricion proteica temprana
facilita la aparicion de conductas depresivas en la edad adulta e incrementa el riesgo de
anhedonia, sugiriendo un rol clave de la via de sefializacion BDNF-TrkB en NAc e
hipocampo en el mecanismo neurobiolégico que subyace a dicho sintoma. Las
modificaciones en la via BDNF-TrkB serian responsables de disturbios morfoldgicos que
podrian afectar la capacidad adaptativa del cerebro e incrementar el riesgo de aparicién
de conductas depresivas.

Extrapolados al género humano, nuestros resultados sugieren que individuos con
antecedentes de episodios de desnutricidn infantil son mas vulnerables al desarrollo de

anhedonia y trastornos depresivos durante la edad adulta.



Abstract

Abstract

Childhood undernutrition and depressive-like disorders are major worldwide problems
with a high socioeconomic and health impact, given the millions of children suffering
from some degree of malnutrition and the expansive increase of individuals affected by
depression.

Several experimental evidence have shown that an inadequate dietary intake, coinciding
with the CNS ontogenesis process, has the potential to cause irreversible anatomical,
neurophysiological, neurochemical and behavioral alterations, even after a long
nutritional recovery period. Clinical studies indicate that individuals who experienced
early malnutrition present manifestations of psychiatric disorders in a higher percentage
than the rest of the population. To evaluate whether perinatal protein undernutrition
facilitates the onset of early stress-induced depressive-like behaviors, well-nourished (C)
and protein undernourished (H) adult rats submitted to maternal separation, were
subjected to different behavioral tests to evaluate anhedonia, cognitive alterations,
behavioral despair and anxiety. The results obtained demonstrated that nutritional
injury per se facilitates the depressive-like behaviors evaluated, without affecting
behavioral parameters related to anxiety.

Anhedonia, a relevant symptom of depression, is defined as the inability to experience
pleasure. Experimentally, it is evidenced as a lower preference for sucrose in relation to
water consumption. In order to elucidate possible neurobiological mechanisms
underlying the anhedonic-like behavior observed in H-rats, we evaluated BDFN protein,
the high affinity receptor of BDNF (TrkB) and its phosphorylated form (p-TrkB) levels in
the nucleus accumbens (NAc) and the hippocampus of C- and H-animals immediately
after the sucrose preference test. Bearing in mind that BDNF plays a key role in the
neural plasticity, we studied the impact of early nutritional insult on the dendritic spine
density at NAc (core and shell) and hippocampal CA1l neurons. Molecular and
morphological findings showed a pattern of brain area-dependent alteration. Whereas
in the NAc of H-animals we observed an increase in the levels of BDNF and the p-
TrkB/TrkB ratio, together with an increase in the density of dendritic spines at its

neuronal population, these parameters were decreased in the hippocampus.



Abstract

Finally, bilateral infusion of the selective antagonist of TrkB receptor ANA-12, produced
different effects depending on the target structure and nutritional condition. Briefly, we
observed: a) a reversal of the hedonic deficit after administration into the NAc shell of
H-rats, b) an absence of the antidepressant effect into the NAc core and c) an induction
of anhedonic-like behavior in C-animals after infusion intra-CA1.

Altogether, these findings demonstrate that early protein malnutrition facilitates the
onset of depressive-like behaviors and anhedonia in adulthood, suggesting a key role of
the NAc and hippocampus BDNF-TrkB pathway in the neurobiological mechanism
underlying this symptom. Moreover, alterations in the BDNF-TrkB pathway might induce
morphological changes responsible for a lower coping ability of H-animals’ brain and a
higher risk of developing depressive-like behaviors.

Our results suggest that individuals subjected to malnutrition episodes during childhood

are more vulnerable to develop anhedonia and depressive disorders during adulthood.






Introduccion

Malnutricién y depresion: definiciones y prevalencia

» Malnutricion
De acuerdo a las normas internacionales de derechos humanos, todo individuo tiene
derecho a una alimentacién adecuada Y. Realizando un énfasis especial en la infancia,
establecen que todos y cada uno de los nifios deben tener garantizado el acceso a
alimentos de calidad, enriquecidos en nutrientes y en cantidad suficiente. Esto es
fundamental, ya que una apropiada nutricion es esencial para el desarrollo fisico,
mental, emocional y social (?). La Convencién sobre los Derechos del Nifio establece que
los Estados Parte garantizardan en la maxima medida posible la supervivencia y el
desarrollo del nifio .. No obstante, la malnutricién sigue siendo una de las principales
amenazas para la salud, el crecimiento y el desarrollo de las capacidades de millones de
infantes, asi como también, para su supervivencia (2.
Una nutricidon adecuada implica un equilibrio entre el suministro y los requerimientos
del organismo de nutrientes-energia, necesario para garantizar su crecimiento,
desarrollo, mantenimiento, y funcionalidad “ 5. La malnutricién es entonces,
consecuencia de un consumo deficiente, desequilibrado o excesivo de nutrientes y
calorias o bien puede ser resultado de una mala asimilacién de los alimentos, a causa de
enfermedades subyacentes que impiden que el individuo utilice plenamente los
alimentos que ingiere (8,
La malnutricién abarca tres grandes grupos de afecciones: deficiencia de
micronutrientes, sobrepeso y desnutricidn. La coexistencia de estas multiples formas en
las que se manifiesta la malnutricion, es lo que se conoce como triple carga de la
malnutricién ©.
Una vertiente de la malnutricidn es la deficiencia de micronutrientes, la cual aparece
cuando el organismo no recibe cantidad suficiente de vitaminas y minerales esenciales.
La carencia de los micronutrientes tiene consecuencias sobre la supervivencia,
crecimiento, inmunidad y desarrollo cerebral del nifio. Dado que este tipo de carencia
es identificada generalmente cuando la deficiencia estd muy avanzada y es mas

complicado revertir sus consecuencias, es que se la conoce como el hambre oculta 7%

10).
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El sobrepeso y la obesidad, ocurren cuando las calorias obtenidas de la ingesta de
alimentos y bebidas exceden los requerimientos energéticos del nifio. Se ponen de
manifiesto, como resultado no sélo de una ingesta excesiva de alimentos con alto
contenido en grasas y azucares sino también debido a un estilo de vida sedentario. El
sobrepeso y la obesidad en la infancia incrementan el riesgo de aparicidon temprana de
enfermedades no transmisibles como la diabetes tipo I, enfermedades coronarias y
depresion. Si bien este tipo de malnutricion era prevalente en paises desarrollados, se
ha observado un inquietante aumento de su incidencia en paises de bajos y medianos
ingresos. Esto evidencia la mayor disponibilidad en diferentes paises de alimentos ultra
procesados, ricos en calorias, pero pobres en nutrientes, a un costo mas accesible (7 %
10)-
Existe una paradoja a nivel mundial: mientras la prevalencia del sobrepeso-obesidad se
incrementa de manera alarmante y hay comida suficiente para que toda la poblacién
pueda alimentarse apropiadamente, decenas de millones de nifios contintan teniendo
un escaso acceso a los alimentos, viéndose afectados por la tercer vertiente de la
malnutricidn, la desnutricién (%11,
La desnutricién es el resultado de una alimentacién inadecuada, donde la ingesta o
absorcién insuficiente de nutrimentos no permite satisfacer las necesidades del
organismo % &7)_Sj bien la desnutricidn afecta a todos los grupos etarios, los nifios son
particularmente vulnerables a sus consecuencias a corto y largo plazo. Una alimentacion
inapropiada en cantidad y calidad durante los primeros 1000 dias (desde la gestacion
hasta los dos afios de vida) produce dafios irreversibles sobre el desarrollo fisico y
cognitivo, afectando al nifio por el resto de su vida (37:12), Razdn por la que, este periodo
es critico para la implementacién de intervenciones que permitan prevenir y reducir las
consecuencias de una alimentacién insuficiente. La desnutricidon infantil puede
manifestarse de distintas formas:

La desnutricién aguda se presenta con emaciacion, lo cual refiere a un peso

corporal que se encuentra por debajo del valor estandar de referencia para

la estatura que posee el nifio. Estd asociada a una insuficiencia grave de
nutrientes debido a un periodo reciente de ingesta inadecuada de alimentos y/o al
padecimiento de enfermedades. Esto produce pérdida de tejido graso y muscular

llevando a una rédpida pérdida de peso en un breve periodo de tiempo o a la

8
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imposibilidad de aumentar de peso. Estos nifios son mas susceptibles a retrasos en su
crecimiento y desarrollo, tienen un sistema inmunolégico mas débil con mayor
probabilidad de contraer enfermedades y un riesgo de muerte incrementado.

La desnutricion crénica involucra una nutricion inapropiada durante largos

periodos de tiempo. Puede ser resultado de una nutricion materna

inadecuada, una ingesta deficiente de nutrientes en la primera infancia y/o
infecciones y enfermedades recurrentes. En consecuencia, se produce un retraso del
crecimiento y del desarrollo fisico y cognitivo, efectos que pueden ser permanentes. Los
nifos con retraso en el crecimiento presentan una talla que es inferior al valor
recomendado para su edad. Mujeres que sufrieron desnutricién crénica durante su
infancia tienen una mayor probabilidad de dar a luz niflos prematuros o con bajo peso
al nacer, los cuales, a su vez, tendran un riesgo aumentado de sufrir retraso en el
crecimiento (267910, 13),
Un tipo de desnutricién importante a definir debido a su alta prevalencia en paises en
vias de desarrollo, a sus alarmantes consecuencias a largo plazo y a las altas tasas de
mortalidad infantil que tiene asociada, es la malnutricién proteico-energética (MPE). La
MPE aparece cuando la dieta no proporciona la cantidad suficiente de proteinas, energia
(calorias) o ambas, para satisfacer las necesidades nutricionales del organismo. En
algunos casos, esta carencia proteico-caldrica se acompaiia también de una deficiencia
de vitaminas y minerales esenciales. Sus condiciones clinicas mas severas incluyen al
kwashiorkor, marasmo y a estados intermedios, el kwashiorkor marasmico (7; 14 15),
Kwashiorkor es una palabra ghanesa que significa “enfermedad del nifio desplazado”.
Recibié esta denominacion debido a que es comun que aparezca en nifios pequefios que
son privados de la lactancia materna debido al nacimiento de un nuevo hermano,
conduciendo a un destete temprano. Frecuentemente, estos nifios suelen recibir dietas
ricas en carbohidratos y bajas en proteinas. Si bien puede aparecer a cualquier edad, se
observa mas comunmente en infantes de uno a tres afios. La caracteristica distintiva de
los nifios con kwashiorkor es la presencia de un abdomen protuberante y de edema
generalizado que suele iniciar en los pies y piernas, pudiendo extenderse a las manos y
cara con el avance de la patologia (Figura 1 A). Presentan falta de crecimiento y el peso

puede ser relativamente normal para la edad, aunque muchas veces el edema dificulta
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detectar la presencia de emaciacion. En estos ninos, aparecen con frecuencia
complicaciones como anemia, diarrea e infecciones respiratorias y cutaneas 4 7 14-16),

El marasmo ocurre con mayor frecuencia en nifios menores de 5 afos, principalmente
durante el primer afio de vida. Es el resultado de una privacion severa de calorias y
nutrientes en general, debido a que el niflo no recibe cantidad suficiente de leche
materna o de alimentos. Los nifios con marasmo poseen un peso muy por debajo de los
estdndares normales para su edad, pudiendo ser hasta un 60% menos de lo esperado.
El aporte energético no puede compensar las necesidades del organismo, de manera
que la grasa corporal y las proteinas musculares se utilizan como sustrato de energia.
Como consecuencia, los nifios presentan una importante pérdida muscular y de grasa
subcutanea. Los menores con marasmo se describen con una apariencia de “piel y
huesos”, en donde se observa que las costillas sobresalen, las extremidades inferiores
son muy delgadas y la cara tiene una caracteristica simiesca (Figura 1 B). En contraste
con el kwashiorkor, no hay presencia de edema. A menudo muestran complicaciones
como gastroenteritis aguda, deshidratacién, anemias e infecciones. Por otra parte, hay
nifios que presentan un cuadro mixto que combina caracteristicas clinicas del marasmo
y kwashiorkor (kwashiorkor mardsmico), cuyas principales manifestaciones son la
presencia de edema acompafiado de emaciacidon y pérdida muscular y de grasa

subcutdnea 4 7:14-16)

Figura 1. Imagen de un nifio con kwashiorkor (A) y marasmo (B). Reproducido de: Grover y Ee (1), C) Nifios
con desnutricién en el norte argentino.
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Si bien las causas inmediatas de cualquier tipo de desnutricién son la falta de una
alimentacion adecuada y/o la presencia de enfermedades e infecciones que causan
pérdida anormal de nutrientes afectando su absorcién y aprovechamiento, existen
multiples factores bioldgicos, socioecondmicos, ambientales y politicos que provocan
qgue la desnutricién siga siendo un problema relevante a nivel mundial con mayor
prevalencia en paises de bajos y medianos ingresos (7; 1),

Un buen estado nutricional durante el embarazo es fundamental, ya que ello determina
el peso al nacer, la salud, el estado nutricional y el prondstico de vida del recién nacido.
La desnutricién materna puede resultar en una nutricion intrauterina inapropiada y en
el nacimiento de bebés con un peso inferior al adecuado, aumentando la posibilidad de
desnutricién en las generaciones siguientes, provocando un circulo vicioso 7 7). La
desnutricidn infantil también se asocia a una lactancia materna inapropiada. La leche de
la madre contiene todos los nutrientes y factores inmunolégicos que los bebés necesitan
para mantener una salud y un crecimiento éptimo (18). Contrario a las recomendaciones,
se estima que sélo 2 de cada 5 lactantes menores de seis meses son alimentados
exclusivamente con leche materna. Preocupa el bajo porcentaje de lactancia materna
durante este periodo, la reduccién en la duraciéon de la lactancia natural como asi
también la rapida introduccidn del uso de sustitutos de la leche de la madre que no
proporcionan los mismos beneficios * 1), Los recursos de la familia es otro factor
importante que influye en el desarrollo del nifo, ya que determinan las posibilidades de
tener acceso a los alimentos, a sistemas de agua y saneamiento salubres y a atencién
sanitaria. El costo es un obstaculo que impide a muchas familias consumir una alta
variedad de alimentos ricos en nutrientes. En este sentido, la situacidon de pobreza se
considera una de las causas principales de la desnutricién. En familias pobres, sus bajos
ingresos conducen a elegir alimentos de baja calidad y de menor costo 9. Estos nifios
no sélo tienen mayor posibilidad de estar mal alimentados, sino también, de enfermar,
de no terminar la escuela, de vivir en condiciones de hacinamiento sin saneamiento
adecuado, de no tener acceso a agua apta para el consumo y de no obtener servicios
sanitarios preventivos y atencién médica cuando estan enfermos (79, Por otra parte, la
desnutricién puede aparecer en grandes grupos de poblacién ya sea debido a desastres
naturales relacionados con el clima, como sequias e inundaciones, o bien debido a

desastres inducidos por el hombre, como guerras y migraciones forzadas. Estas afectan
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la calidad, el precio, el acceso y la disponibilidad de los alimentos, produciendo
generalmente escasez de los mismos 7 9),

Las consecuencias de una mala nutricidn pueden ser severas y duraderas, tanto para los
nifios que la padecen como para las comunidades de las que forman parte. La
desnutricion durante la primera infancia es un obstaculo para el crecimiento y desarrollo
de las capacidades del nifio, lo cual impacta a nivel de la salud, la educacién y la
productividad, con importantes consecuencias econdmicas. Existe una estrecha relacién
entre la desnutricién y el desarrollo intelectual, una nutricién deficiente durante los
primeros 1000 dias se asocia a un desarrollo cognitivo limitado que afecta el
rendimiento escolar 21, Estudios realizados en diversos paises indican que los nifios
malnutridos empiezan la escuela mas tarde de lo normal, presentan mayor probabilidad
de repetir cursos y de abandonar los estudios, limitando de esta manera sus
posibilidades a futuro ). Otro impacto social de la desnutricién son los efectos que
genera sobre la salud. La malnutriciéon no sélo puede causar enfermedades crénicas,
cardiovasculares o metabdlicas, sino que ademas genera una alteracion en la funcién
del sistema inmune, aumentando la predisposicion a infecciones y contribuyendo
sustancialmente a la morbilidad y mortalidad infantil % %), Las consecuencias de una
nutricion inapropiada impactan también a nivel de la economia, ya que se generan
mayores costos para el sistema de salud y educacién como para las familias. La
desnutricién limita las capacidades de los nifios para prosperar en la sociedad y
contribuir al progreso de su comunidad y de su pais. El menor nivel educativo, el estado
fisico deficiente, las enfermedades relacionadas a la desnutricién y la mortalidad
prematura generan una pérdida de la capacidad productiva, afectando las posibilidades
de desarrollo econémico de los paises (7,

Las ultimas estimaciones de desnutricién infantil realizadas en conjunto por el Fondo de
las Naciones Unidas para la Infancia (Unicef), la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
y el Grupo Banco Mundial (World Bank Group) fueron publicadas en el afio 2021. El
informe comunica la prevalencia a nivel mundial de la desnutricidén crénica y aguda en
ninos menores de 5 afios de edad y las estimaciones se basan, casi en su totalidad, en
datos recopilados antes del 2020 debido a las politicas de distanciamiento fisico, de
manera que no consideran el impacto de la pandemia de COVID-19 (coronavirus

disease). El retraso en el crecimiento afectd a 149.2 millones de nifos, lo que representa
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un 22% de la poblacién de este rango etario, mientras que la emaciacién siguid
amenazando la vida de aproximadamente 45.4 millones de nifios, equivalente a un 6.7%

(22) (Figura 2).
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Figura 2. (A) Porcentaje y (B) nimero de nifios menores de 5 afos afectados por las distintas variantes de
la malnutricion entre el periodo 2000-2020, a nivel mundial. Nétese la mayor prevalencia de nifios con
desnutricion, a pesar de una disminucidn en sus valores a lo largo de los afios. Adaptado de: UNICEF,
WHO, World Bank Group Joint Malnutrition Estimates, 2021 edition 2,

En Argentina, el 1,6% (59,9 mil) y el 7,9% (291,5 mil) de los nifios menores de 5 afios se
ven afectados por la desnutricion aguda y crénica respectivamente (22 23),

Debido a las consecuencias econémicas y sociales de la pandemia de COVID-19, se
espera que la crisis sanitaria exacerbe todas las formas de malnutricién % 1224, siendo
una de las condiciones mas afectadas la desnutricién aguda ?%. Considerando que los
niveles de pobreza e indigencia en Argentina se vieron afectados de manera regresiva
por la emergencia sanitaria ), podria esperarse una mayor prevalencia de la
desnutricion infantil respecto a la estimada en el 2019, con las devastadoras
consecuencias a largo plazo.

Respecto a la incidencia de la MPE, el Instituto de Sanimetria y Evaluacién Sanitaria

(IHME por sus siglas del inglés Institute for Health Metrics and Evaluations) informd en
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el afio 2019, una prevalencia del 10.46 % (59.8 millones) y del 2.82% (76 mil) en nifios
menores de 5 afios en todo el mundo y en Argentina respectivamente (26),

El Instituto de Investigacion Social Econédmica y politica Ciudadana (ISEPCI) realizé un
relevamiento en comedores y merenderos comunitarios de Argentina entre diciembre
del 2020 y febrero del 2021, informando que en Cérdoba un 3.5% de los nifios vy
adolescentes menores de 18 afios se ven afectados por un bajo peso y un 8.5% por una

talla baja @7,

» Trastorno depresivo mayor

Ademas de la desnutricién infantil, otra preocupacién a nivel mundial son los problemas
de salud mental. La salud mental hace referencia a un estado de bienestar emocional,
psiquico y social que le permite al individuo hacer frente a los desafios de la vida, utilizar
sus habilidades, trabajar productivamente y contribuir al desarrollo de la comunidad de
la que forma parte (28 29), Sj bien existe una alta diversidad de trastornos mentales, en
términos generales se caracterizan por pensamientos, emociones, comportamientos y
relaciones sociales anormales 28, Aquellos en los que la alteracion del humor es una de
las caracteristicas principales, se los conoce como trastornos del estado de dnimo (30,
Estos incluyen distintas categorias de trastornos o desdrdenes depresivos que se
distinguen en base a la gravedad, cronicidad y persistencia: trastorno depresivo mayor,
trastorno depresivo persistente (distimia) y trastorno no especificado V. El trastorno
depresivo mayor, comunmente denominado depresion, es uno de los mas estudiados
debido a su elevada prevalencia. El Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos
Mentales (DSM-5) V) define a este desorden como una enfermedad crénica que afecta
negativamente los sentimientos, pensamientos y la forma de actuar de una persona,
causando sentimientos persistentes de tristeza y pérdida de interés por actividades que
previamente resultaban placenteras.

El curso clinico del trastorno depresivo mayor se caracteriza por uno o mas episodios
depresivos separados, que se pueden distinguir de la actividad normal de la persona 39,
Estos episodios depresivos mayores consisten en la presencia durante la mayor parte
del dia, casi todos los dias, por un periodo minimo de 2 semanas consecutivas (la

mayoria se extiende incluso durante meses), de al menos 5 de los sintomas que se
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presentan en la Tabla 1 ©Y. Es importante destacar que para un diagndstico de
depresion, uno de los sintomas que debe estar presente es: estado de animo deprimido
y/o anhedonia, definida como una disminucion importante del interés o pérdida de la
capacidad para experimentar placer, por todas o casi todas las actividades de las que
previamente se disfrutaba G,

Si bien los desérdenes depresivos afectan a personas de cualquier edad y condicién
social, hay individuos que presentan mayor riesgo de sufrir problemas de salud mental
al estar expuestos a determinadas condiciones o situaciones adversas. Se incrementa el
riesgo, entre otros, a causa de: pobreza y marginacién, padecimiento de patologias
cronicas, exposicion a maltrato, abandono, discriminaciones y violaciones, problemas
debidos al consumo de alcohol o de sustancias, edad avanzada o exposicién a desastres
naturales, conflictos, emergencias, exceso de trabajo u estrés psicosocial (desempleo,
pérdida de un ser querido, divorcio, etc.) (28 2932),

La depresién es una condicién discapacitante. Conduce a problemas emocionales y
fisicos, incrementa el riesgo de padecer otras enfermedades, afecta el desempefio de la
persona en su trabajo, escolaridad y vida cotidiana, alterando las relaciones sociales,
matrimoniales, familiares, laborales y en cualquier otro ambito en los que se maneje el
individuo y usualmente requiere tratamiento a largo plazo. Es muy frecuente la
comorbilidad con sintomas de ansiedad, y suele ademas asociarse con consumo
excesivo de alcohol y otras drogas (2% 30 32) |3 OMS define a la depresién como el
principal factor que contribuye a la discapacidad mundial (término que abarca pérdida
de la salud, limitaciones en las actividades, deficiencias en el rendimiento y restricciones
en la participacidn en cualquier &mbito), y a las muertes por suicidio (2832, Las personas
depresivas tienen mayor probabilidad de muerte prematura, no sélo debido al suicidio

sino también a problemas de salud que en muchos casos no se atienden (28,
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Tabla 1. Criterios diagnésticos de episodio depresivo mayor. Segtn el DSM-5 @3,

A. Presencia de cinco (0 mas) de los siguientes sintomas durante un periodo de 2
semanas, que representan un cambio del funcionamiento previo; al menos uno de
los sintomas debe ser (1) estado de dnimo depresivo o (2) pérdida de interés o de
la capacidad para el placer.

(1) Estado de animo deprimido la mayor parte del dia, casi todos los dias, segun se
desprende de la informacidn subjetiva (ej. se siente triste, vacio, sin esperanza) o de
la observacion por parte de otras personas (ej. se le ve lloroso). (Nota: En nifios y
adolescentes, el estado de animo puede ser irritable).

(2) Disminucion importante del interés o el placer por todas o casi todas las
actividades la mayor parte del dia, casi todos los dias (como se desprende de la
informacién subjetiva o de la observacion).

(3) Pérdida importante de peso sin hacer dieta 0 aumento de peso (ej. modificacion
de mas de un 5% del peso corporal en un mes) o disminuciéon o aumento del
apetito casi todos los dias. (Nota: En los nifios, considerar el fracaso para el
aumento de peso esperado.)

(4) Insomnio o hipersomnia casi todos los dias.

(5) Agitacidn o retraso psicomotor casi todos los dias (observable por parte de otros,
no simplemente la sensacidn subjetiva de inquietud o de enlentecimiento).

(6) Fatiga o pérdida de energia casi todos los dias.

(7) Sentimiento de inutilidad o culpabilidad excesiva o inapropiada (que puede ser
delirante) casi todos los dias (no simplemente el autorreproche o culpa por estar
enfermo).

(8) Disminucion de la capacidad para pensar o concentrarse, o para tomar decisiones,
casi todos los dias (a partir de la informacidn subjetiva o de la observacién por
parte de otras personas).

(9) Pensamientos de muerte recurrentes (no sélo miedo a morir), ideas suicidas
recurrentes sin un plan determinado, intento de suicidio o un plan especifico para
llevarlo a cabo.

B. Los sintomas causan malestar clinicamente significativo o deterioro en lo social,
laboral u otras areas importantes del funcionamiento.

C. Elepisodio no se puede atribuir a los efectos fisiologicos de una sustancia o de otra
afeccion médica.
Nota: Los Criterios A-C constituyen un episodio de depresién mayor.

D. Elepisodio de depresién mayor no se explica mejor por un trastorno
esquizoafectivo, esquizofrenia, un trastorno esquizofreniforme, un trastorno
delirante, u otro trastorno especificado o no especificado del espectro de la
esquizofrenia y otros trastornos psicdticos.

E. Nunca ha habido un episodio maniaco o hipomaniaco.

Las tendencias mundiales reflejan un inquietante aumento en la prevalencia de
desdrdenes psiquiatricos a lo largo de los anos (Figura 3), lo cual trae aparejado no sélo
consecuencias para el individuo que lo padece sino para el sistema sanitario, para la

sociedad de la que forma parte y para la economia. Las consecuencias econémicas de
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los trastornos mentales son enormes, conllevan una variedad de costos indirectos
asociados a la pérdida de productividad y mayores tasas de desempleo, sumado a los
costos directos del tratamiento y de la atencidn sanitaria ). De acuerdo a las ultimas
estimaciones de la OMSYy a los datos publicados por el IHME, los desérdenes depresivos
afectan aun 3,8% de la poblacién mundial, aproximadamente 280 millones de personas,
con una mayor prevalencia en mujeres (4.5 %) que en hombres (2.9%). En particular, un
2.5% de la poblacién mundial padece de trastorno depresivo mayor (185 millones). En
Argentina el 2.7% de la poblacidn, equivalente a mas de 1 millén de personas, se ve
afectada por algun tipo de desorden depresivo, de los cuales 863 mil (2.04%) cursa con
trastorno depresivo mayor. Diferenciando por sexo, se observa una prevalencia del 2.5%
en mujeres respecto a un 1.5% en hombres (26:33),

Una revisién sistematica publicada en el 2021 (Global Burden of Disease Study) estimé
que la pandemia de COVID-19 produjo, a nivel mundial, un incremento del 27.6% en los
casos de trastorno depresivo mayor, afectando principalmente a las mujeres, los

jovenes de entre 20 y 24 afios de edad y los paises de bajos y medianos ingresos (4,
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Figura 3. Incremento de la prevalencia mundial de los desérdenes depresivos con el paso de los afios.
Obtenido de: Instituto de Sanimetria y Evaluacién Sanitaria 9
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> Relacién desnutricién-depresion

La desnutricion infantil y la depresidon son dos problemas relevantes y con gran
trascendencia a nivel mundial, ya que no sdélo constituyen un obstaculo para el
desarrollo personal, sino que impactan a nivel social, econdmico y sanitario.

Diferentes grupos de investigacion, analizaron las consecuencias de la hambruna
padecida en China (La Gran Hambruna China, 1959-1961 (35 36)) y Holanda (The Dutch
Hunger Winter, octubre 1944-mayo 1945 (37 33)) sobre el desarrollo de trastornos
psiquiatricos. Los resultados demostraron que la exposicién prenatal a una alimentacién
limitada e inapropiada se asocid a una baja calidad de salud mental, indicando un riesgo
incrementado de padecer trastornos depresivos, esquizofrenia y desérdenes de
personalidad antisocial en la edad adulta 3%3%43), Por otra parte, se describié una mayor
prevalencia de sintomas depresivos durante la adolescencia y adultez en sujetos
expuestos a MPE moderada o severa durante el primer afio de vida y recuperados
nutricionalmente, asegurando un buen estado de salud y nutricién a los 12 afios (44-46),
Evaluar el impacto de la desnutricidn infantil en si misma resulta complicado debido al
inseparable contexto socioecondmico, sanitario, ambiental y educacional que introduce
numerosas variables que pueden influir en el desarrollo cerebral, fisico y del
comportamiento. El empleo de modelos experimentales en animales, permite eliminar
o controlar diferentes factores extra nutricionales asociados con la poblacién humana,
ademadas de permitir un control preciso de la composicién de la dieta facilitando el
estudio de un tipo especifico de malnutricién. El uso de animales constituye una
herramienta adicional para conocer y comprender cémo la malnutricion afecta el
desarrollo del cerebro. Esto destaca la relevancia del estudio a nivel experimental, de la
posible relacién entre la malnutricién perinatal y la vulnerabilidad a desérdenes
depresivos en la edad adulta, permitiendo separar los efectos deletéreos de la

desnutricidon del posible impacto de otras adversidades tempranas.

Malnutricién y desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC)
La nutricidn tiene un rol esencial en la maduracidn, organizacion y funcionalidad del SNC,
lo que conlleva a que este sistema sea vulnerable a las deficiencias nutricionales que
ocurran durante su desarrollo. Este periodo involucra una secuencia regulada de

eventos, entre los que se pueden mencionar procesos de proliferacidon, migracion y
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diferenciacién celular mediante los cuales se desarrollan las células individuales
(neuronas y células gliales), procesos de mielinizacion, formacion de sinapsis, sintesis y
liberacion de neurotransmisores y muerte celular programada 4’). Diversos factores
pueden influir en los efectos de una nutricién inapropiada sobre el cerebro 48, entre

ellos podemos destacar:

Tipo de malnutricién: puede deberse a insuficiencia de proteinas, calorias, vitaminas
u otros micronutrientes, o bien a una combinacidn de ellos. ComUnmente se emplea
el término hiponutricion para referirse a la condicién en la cual los nutrientes
requeridos estan presentes en la dieta en cantidades insuficientes (49,
- Momento del insulto nutricional: refiere a la etapa del desarrollo cerebral en el que
ocurre la deficiencia, pudiendo abarcar el periodo gestacional, postnatal o a ambos.
- Duracién del periodo de hiponutricién
- Severidad de la injuria nutricional
Centrandose en el momento en que ocurre la injuria nutricional, Dobbing % planted la
hipdtesis de periodo critico basandose en hallazgos que muestran que los procesos de
desarrollo y organizacién son mas faciles de alterar en el momento en que estan
sucediendo a mayor velocidad. Definiéd entonces el crecimiento cerebral explosivo,
como el periodo critico en la ontogénesis del SNC en el cual el cerebro crece a la maxima
velocidad posible, gana peso mas rdpido, y seria mas vulnerable a las carencias
nutricionales. En el ser humano esta etapa comienza a partir del segundo trimestre de
gestacién y se extiende hasta los 2 afios de edad (periodo que incluye los primeros 1000
dias), alcanzando al afio de vida el 80% del peso del cerebro adulto #7:4%51), En la rata
es un evento principalmente postnatal y se extiende durante las 3 primeras semanas
luego del nacimiento 749, Diversas evidencias experimentales han demostrado que
una dieta inadecuada durante el crecimiento cerebral explosivo, produce alteraciones
morfoldgicas, fisioldgicas y neuroquimicas, severas y permanentes. Es decir, aunque
luego del déficit nutricional, se realicen largos periodos de recuperacion nutricional, ésta
no puede revertir los dafios producidos por la injuria temprana, lo que puede inducir
déficits conductuales y cognitivos que persisten incluso en la edad adulta (& 49),
Estudios clinicos, han mostrado que nifios con antecedentes de malnutricion temprana,
presentan déficits en el desarrollo cognitivo mostrando menores niveles de coeficiente

intelectual, problemas de aprendizaje, desérdenes de atencion, mayor facilidad de

19



Introduccion

distraccion y un menor rendimiento escolar %34, También se describieron
consecuencias a nivel conductual. Generalmente se presentan mds apaticos, menos
activos y con menor control emocional. Estas caracteristicas sumadas a habilidades
expresivas y orales disminuidas contribuyen a una menor integracién social (>4,
Ademas, se describieron modificaciones anatdémicas que indican un crecimiento
cerebral perturbado en nifios malnutridos durante la infancia, incluyendo circunferencia
craneana y peso cerebral reducidos % %), La ingesta inadecuada de nutrientes durante
la primera infancia puede inducir alteraciones en el desarrollo neuronal como se observa
en la Figura 4. En la misma se puede apreciar la marcada reduccidn en la arborizacién
dendritica de neuronas pertenecientes a un lactante desnutrido en comparacién con un
lactante bien alimentado ©°®). Un estudio longitudinal llevado a cabo por Galler y col. (The
Barbados study), describe los efectos a largo plazo de la MPE. En el mismo, siguieron
durante mads de 30 afios a nifios recuperados nutricionalmente, que durante su primer
afio de vida padecieron kwashiorkor o marasmo moderado o severo %), Durante su
nifiez, exhibieron problemas de atencién, coeficiente intelectual y rendimiento
académico significativamente menor junto con déficits conductuales y sociales (5759,
Muchas de las alteraciones cognitivas y conductuales mencionadas persistieron durante
la adolescencia, incluyendo déficits del coeficiente intelectual, de atencidn y problemas
del habla, sumado a un aumento de la conducta agresiva (¢%-62), E| deterioro intelectual
y el desorden de atencidon derivados de la hiponutricion temprana se siguieron

observando incluso en la edad adulta (6364,

Figura 4. Preparacion histoldgica de neuronas de un lactante bien nutrido (derecha) y de uno desnutrido
(izquierda). Extraido de: Ortiz-Andrellucchi y col. 9.
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Durante el periodo critico de desarrollo del SNC se producen principalmente procesos
de neurogénesis de microneuronas y gliogénesis de oligodendrocitos seguido de
migracion y diferenciacion, ademas de formacién de mielina y de conexiones celulares
(48) (Figura 5). Estudios realizados en ratas indican que la malnutricién durante esta etapa
disminuye la mielinizacidn, la proliferacion dendritica, la sinaptogénesis, interfiere con
la sintesis de proteinas y con la incorporacién de lipidos en varias estructuras del cerebro
e incluso disminuye el tamafio y nimero de células cerebrales, cambios asociados a su
vez con alteraciones conductuales (15:47:4%51;65) - Dyrante los procesos de proliferacién,
migracion y diferenciacién, las células adquieren su fenotipo neuronal o glial vy
desarrollan relaciones interneuronales y neuronales-gliales. Se ha observado que la
hiponutricion altera las tasas de proliferacién de células madres neuronales y gliales,
afectando posteriores procesos del desarrollo “8). Las neuronas migran, siguiendo un
cronograma temporal rigido, a lo largo de vias especificas para llegar a su ubicacidn final
en una determinada area del cerebro junto con sus aferencias sindpticas . Si la
proliferacién o migracion celular se retrasan a causa de alguna injuria, las neuronas no
llegan a tiempo para reconocer y recibir las aferencias apropiadas, pudiendo resultar en
una organizacion funcional alterada del drea involucrada %49, La diferenciacién celular
incluye los procesos de arborizacion dendritica, extensiones axonales, la formacion de
circuitos y el desarrollo de la funcién de los neurotransmisores a través de la generacién
de enzimas que participan en la sintesis, mecanismos de liberacién, sistemas de
transporte y receptores especificos 47 49, La malnutricidn pre y postnatal puede
producir alteraciones funcionales de larga duracion en distintos sistemas de
neurotransmisores, incluyendo el GABAérgico, serotoninérgico, colinérgico, opioide y
catecolaminérgico 7 ) En relacidon a este ultimo, estudios previos de nuestro
laboratorio demostraron alteraciones neuroquimicas y moleculares a nivel de la via
dopaminérgica mesolimbica como consecuencia de una hiponutricién proteica perinatal
(69-72) Estas alteraciones podrian afectar los sistemas neuronales responsables de
generar cambios neuroadaptativos en respuestas a diferentes estimulos como el estrés,
como asi también pueden conducir a una respuesta alterada a diferentes tratamientos
farmacoldgicos y drogas cuyos mecanismos de accién involucren a alguno de los

sistemas de neurotransmisores mencionados (67; 68),
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Figura 5. Principales eventos pre y postnatales que ocurren durante la ontogénesis del SNC en la rata y el
humano. Las flechas de las curvas de mielinizacidn, gliogénesis tardia y microneurogénesis indican que los
procesos contindan mas alla del periodo postnatal representado. Adaptado de: Morgane y col. 4.

Si bien el periodo de crecimiento cerebral explosivo es critico en cuanto a que la
vulnerabilidad del cerebro a una injuria es maxima, no deben obviarse eventos cruciales
para el desarrollo cerebral que ocurren previo a este periodo y que también son
altamente sensibles al insulto nutricional, tales como los procesos de gliogénesis de la
glia radial (astrogliogénesis), neurogénesis de macroneuronas, migracion vy
diferenciacién neuronal y glial temprana ),

Diversos factores estan relacionados con la etiologia de la malnutricién intrauterina, a
modo de ejemplo se pueden mencionar alteraciones genéticas, consumo de drogas y
alcohol téxicos para el feto, pobre diferenciacidon de la placenta, alteraciones en el
pasaje de nutrientes y oxigeno al feto debido a un tamano o vascularizacién reducidos
de la placenta, hiponutricidn materna previa o durante el embarazo y enfermedades e
infecciones maternas. Dichos factores pueden provocar alteraciones en los principales
eventos de la maduracién cerebral gestacional “® (Figura 5).

La malnutricién durante la gestacidon y la lactancia se considera como el principal factor
no genético que puede alterar el normal desarrollo y funcionalidad del cerebro en

crecimiento, pudiendo inducir cambios permanentes 47; 48), Los nutrientes necesarios
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para el feto provienen de los alimentos ingeridos por la madre, los cuales a través del
torrente sanguineo y la placenta alcanzan la sangre del feto. La deficiencia nutricional
de la madre se asocia a un subdesarrollo de la placenta, generando una incapacidad para
nutrir adecuadamente al feto y como consecuencia final, la hiponutriciéon del feto y
retraso del crecimiento intrauterino 47:48), Se ha observado que la malnutricién durante
el embarazo puede afectar el nimero de células formadas al reducir la tasa de division
celular en todos los drganos fetales incluido el cerebro, perturbar y desincronizar la
migracion celular, retrasar o bloquear la diferenciacién celular e incrementar la muerte
celular 7). Estudios clinicos y en animales indican que el impacto de la hiponutricién es
mas severo cuando afecta el periodo perinatal, que cuando ocurre sélo en uno de los
dos periodos, ya sea pre o postnatal (73),

Como se menciond previamente las consecuencias de la hiponutricién sobre el
desarrollo del cerebro estd condicionada por el tipo de carencia nutricional. Si bien todos
los nutrientes influyen en la maduracion del SNC, las proteinas constituyen uno de los
componentes mas relevantes para un normal desarrollo estructural y funcional. Esto se
debe a que las proteinas estan constituidas por aminodcidos, los cuales son precursores
de enzimas, hormonas y neurotransmisores, e incluso algunos aminoacidos son
neurotransmisores per se. Ademas, los aminodcidos son necesarios para la sintesis de
proteinas estructurales, esenciales para el crecimiento de tejidos corporales y del
cerebro (87374 De manera que, la deficiencia proteica podria afectar la biosintesis de
las sustancias mencionadas, y en consecuencia favorecer la aparicién de alteraciones
funcionales que pueden conducir a trastornos conductuales. Dentro del grupo de los
aminodacidos, se encuentran los aminodcidos esenciales, los cuales no pueden ser
sintetizados por el organismo y deben obtenerse a partir de la dieta. Se ha observado
gue, si se omite un aminodcido esencial de la dieta materna, las consecuencias adversas

sobre el desarrollo cerebral fetal son similares a las que produce la omisién de proteinas

(49; 73).

Etiologia de la depresion
La depresién es considerada un trastorno complejo y multifactorial, cuyas causas y
mecanismos involucrados no han sido aun dilucidados completamente. Este desorden

seria resultado de la interaccidn entre factores genéticos predisponentes y diversos
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factores ambientales como estrés, trauma emocional, e incluso se ha propuesto que
diferentes injurias durante el desarrollo del cerebro tales como infecciones virales,
nutricion materna inapropiada y episodios de estrés, estarian implicadas en su etiologia
(75—77).

La depresion es frecuentemente descripta como un trastorno relacionado al estrés. La
participacion del estrés en el desarrollo de los desdérdenes depresivos ha sido
ampliamente estudiada. Se ha demostrado, que diferentes eventos estresantes tienen
la capacidad de precipitar episodios depresivos, no obstante, no todos los individuos
expuestos a niveles equivalentes de estrés desarrollan la patologia, sugiriendo que la
vulnerabilidad a sufrir desérdenes psiquiatricos varia en gran medida entre los sujetos
(78, 79) Es decir, el estrés per se no seria suficiente para causar depresion y diversos
factores influirian en la susceptibilidad de los sujetos a los efectos depresdgenos de la
adversidad > 76), Sj bien se ha estudiado la participacién de diferentes genes en la
vulnerabilidad a la depresidn, quizds debido a la gran complejidad bioldgica de esta
enfermedad, alin permanece sin estar del todo dilucidado qué genes, regiones de ADN
nuclear o mitocondrial o qué tipo de mutaciones y polimorfismos genéticos pueden
promover o desencadenar la aparicion de depresion al afectar la respuesta del cerebro
a factores estresantes (8% 81),

A nivel clinico, se ha reportado mayor prevalencia del desorden depresivo mayor y otros
trastornos psiquiatricos en individuos que sufrieron algun tipo de experiencia adversa
durante la nifiez, pudiendo mencionar entre otros, abuso fisico, psicolégico o sexual,
violencia familiar, ausencia de padres y falta de calidez; en comparacién con quienes no
sufrieron estas experiencias 2%, Poniendo en evidencia, que antecedentes de
experiencias adversas durante la infancia pueden predisponer al desarrollo de
desdrdenes depresivos en la edad adulta (83 84),

Concluyendo, la combinacién de la exposicion a factores o eventos estresantes,
traumaticos, junto con una predisposicion preexistente ya sea genética o relacionada al
ambiente temprano, serian responsables del desarrollo de depresion (7% 87), Al respecto,
es importante sefialar que una nutricién inapropiada en etapas tempranas del desarrollo
esta asociada a una sensibilidad aumentada a situaciones estresantes o aversivas (88 8),
Se ha observado mediante estudios clinicos y en animales, que la hiponutricién perinatal

disminuye la capacidad de responder apropiadamente ante la exposicion a estimulos
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estresantes, lo cual podria contribuir o ser responsable del desarrollo de anormalidades
conductuales (9% 1),

Con el objetivo de estudiar los mecanismos neuronales que subyacen a la depresidn, se
han desarrollado diversos modelos animales, sin embargo, modelar completamente la
depresidn resulta complicado dada la heterogeneidad de esta patologia. Considerando
que la exposicién al estrés incrementa el riesgo de padecer desérdenes depresivos, la
gran mayoria de los modelos de depresidn en roedores emplean distintos tipos de
estresores, tales como estrés crénico leve e impredecible (CUMS o CMS-chronic
unpredictable mild stress), derrota social (CSDS-chronic social defeat stress), inmovilidad
(CRS-chronic restraint stress) e indefension aprendida (LH-learned helplessness). Estos
modelos mostraron en animales conductas tipo depresivas, cambios en la regulacion de
sistemas enddcrinos, cambios histologicos y alteraciones neuroquimicas analogas a las
descriptas en pacientes depresivos 2%, Un modelo experimental ampliamente
utilizado para estudiar los efectos de experiencias adversas tempranas sobre la
conducta y la neurobiologia en la edad adulta, es la separacién materna, la cual ha sido
propuesta como un modelo animal de depresién % %7). Se ha demostrado que el estrés
prenatal y/o la separacién materna temprana incrementan el riesgo de desarrollar
conductas depresivas en el animal adolescente y adulto, ademas de asociarse con
alteraciones enddcrinas, moleculares y neuroquimicas 7190, Algunos trabajos emplean
la privacion materna como experiencia adversa, la cual supone un efecto estresor mayor
ya que, a diferencia de la separacién materna, implica la manipulacion de las crias

aislandolas no sélo de su madre sino también de su ambiente familiar (97; 102 103)

Circuito neuronal de la depresion
En la actualidad, el circuito neuronal que subyace a la depresidon no esta completamente
dilucidado. En base a la funcidon conocida de diversas areas cerebrales en condiciones
normales, se han sugerido los sintomas y aspectos de la depresién a los cuales podrian
contribuir (76:104),
Gran parte de la investigacion en este campo se ha centrado en el hipocampo y corteza
prefrontal (CPF). El hipocampo forma parte del sistema limbico y es altamente

vulnerable a factores ambientales, destacando al estrés como uno de los principales (103,
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Tiene un rol fundamental en el aprendizaje y en la formacién y consolidacion de la
memoria. Mds alla de estas funciones cognitivas, se encuentra criticamente involucrado
en el procesamiento de informacidon emocional y en la regulacién del miedo y ansiedad
(106;107) Se ha postulado que el hipocampo ventral estd vinculado a la emocién y afecto,
participa en la regulacién de la respuesta al estrés y su disfuncién podria conducir a
desérdenes depresivos; mientras que el hipocampo dorsal es el principal encargado de
las funciones cognitivas (106 108),

La CPF es anatdmica y funcionalmente compleja, consiste en varias subregiones que
envian y reciben proyecciones de otras areas tanto corticales como subcorticales. La
variedad de regiones con las que se comunica ha permitido que se le atribuyan una gran
diversidad de funciones: participacidon en la memoria del trabajo, atencion sensorial,
cambio de tareas, toma de decisiones, planificacidn, resolucidon de problemas, control
motor, autoconocimiento, expresion de la personalidad, regulacién emocional vy
procesamiento cognitivo de estimulos emocionales originados en el sistema limbico (10%
110).

Se ha propuesto entonces, que hipocampo y CPF al regular funciones de aprendizaje,
memoria, atencién y control del impulso, serian responsables de mediar aspectos
cognitivos de la depresion tales como deterioro de la memoria y sentimientos de
desesperacion, inutilidad, culpa y tendencias suicidas. Mientras que, ndcleo accumbens
(NAc) y amigdala, areas que tienen una participacion relevante en la memoria
emocional, mediarian la anhedonia, la ansiedad y la falta de motivacién observadas en
individuos depresivos (76 104; 111),

La amigdala, estructura del sistema limbico, participa en el procesamiento cognitivo y
emocional, particularmente el relacionado con el miedo y la ansiedad (19), Interviene en
el aprendizaje asociado a estimulos emocionales 112, Se ha observado que pacientes
depresivos muestran una mayor activacion de la amigdala luego de un estimulo negativo
o aversivo en relacion a sujetos sanos, lo cual podria explicar la mayor capacidad de
codificar y recordar informacion negativa respecto a la positiva en la depresign (113 114),
Otra estructura relevante en la depresion es NAc, parte del estriado ventral, que junto
con sus aferencias dopaminérgicas provenientes del area tegmental ventral (ATV)
conforman el sistema dopaminérgico mesolimbico. Esta via dopaminérgica, forma parte

del circuito de recompensa y es el principal sustrato anatémico que media los efectos
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reforzantes de la comida, sexo, interacciones sociales y las sustancias de abuso. De esta
manera, se ha propuesto un rol fundamental de NAc y ATV en los déficits heddnicos
observados en pacientes depresivos (9% 105 112),

En relacién a la participacién de hipotdlamo en la sintomatologia de la depresidn, los
estudios se han enfocado en el eje hipotdlamo-pituitario-adrenal (HPA) (76,
Investigaciones recientes centraron su estudio en el rol de los nucleos hipotaldmicos y
sus péptidos transmisores, dado que podrian mediar signos neurovegetativos cruciales
para el apetito, suefio y ritmos circadianos que se ven alterados en pacientes depresivos
(76; 104; 111)_

Las regiones cerebrales mencionadas forman parte de circuitos interconectados y que
comienzan a reformular un circuito neuronal involucrado en la depresién (7% 104) Entre
las conexiones descriptas, resulta importante destacar que tanto ATV como NAc reciben
aferencias glutamatérgicas provenientes de CPF, amigdala e hipocampo; ATV envia
proyecciones dopaminérgicas no sélo a NAc sino también a CPF, amigdala central y
basolateral e hipocampo, entre otras estructuras. ATV, a su vez, recibe proyecciones
GABAérgicas provenientes de NAc y los nucleos hipotaldmicos envian eferencias a ATV
y NAc. Ademds, se ha determinado que neuronas noradrenérgicas provenientes de locus
coeruleus y neuronas serotoninérgicas del nucleo de rafe inervan las estructuras antes

mencionadas (Figura 6) (9% 112 115),

® GABAérgica

® Glutamatérgica

@® Dopaminérgica

@ Peptidérgica
Noradrenérgica/serotoninérgica

Figura 6. Representacion simplificada de los principales circuitos neuronales que contribuyen al desarrollo
de los desordenes depresivos. Se muestran las areas participantes junto con algunas de las
interconexiones entre ellas. PFC: Corteza prefrontal, HP: Hipocampo, NAc: Nucleo accumbens, Amy:
Amigdala, Hypo: Hipotalamo, VTA: Area tegmental ventral, DR: rafe dorsal, LC: locus coeruleus. Adaptado
de: Nestler y Carlezon (112,
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A los fines del presente trabajo de tesis resulta importante destacar que en NAc se
distinguen dos subregiones que pueden diferenciarse en base a sus caracteristicas
histoquimicas y patrones de conexidn: la central denominada core rodea la comisura
anterior, y la periférica shell se extiende medial, ventral y lateralmente alrededor de core
(116; 117) | 3 regién del core establece conexiones principalmente con los circuitos de
control motor de los ganglios basales, incluyendo pélido ventral, nicleo subtalamico y
sustancia negra, mientras que el shell proyecta preferentemente a las regiones limbicas
subcorticales tales como hipotalamo lateral, amigdala centromedial y ATV entre otros.
NAc shell se considera una zona de transicién entre el estriado y la amigdala extendida
(116; 118; 119)  En base a las diferencias en la conectividad, se ha propuesto una
especializacién funcional para cada darea. Mientras core estd relacionado con la
estimulacion-coordinacion motora y conducta dirigida a un objetivo, shell estd
fuertemente asociado a funciones emocionales y motivacionales (116 119-121) " A npjye|
celular, tanto en core como en shell, la poblacidon neuronal principal la constituyen las
neuronas GABAérgicas conocidas como medium spiny neurons (MSN), a las que se le
suman pequefias poblaciones de interneuronas colinérgicas y GABAérgicas (122 123) | as
MSN se distinguen en dos poblaciones neuronales en base a sus perfiles de expresion
de receptores dopaminérgicos. De esta manera, se categorizan en MSN que expresan
predominantemente el receptor de dopamina (DA) D1 (D1-MSN) o el receptor D2 (D2-
MSN). En relacién a su conectividad con ATV, si bien ambos subtipos conectan
indirectamente con esta estructura por medio del palido ventral, las D1-MSN envian
principalmente proyecciones directas a ATV (93:124:125) M3s alld de la conectividad con
otras estructuras, interacciones shell-core tendrian una importancia funcional. Se han
propuesto vias indirectas entre estas areas a través de proyecciones corticoestriatales y
dopaminérgicas como también vias directas reciprocas que son, principalmente,
GABAérgicas 117),

Por su parte, anatémicamente, el hipocampo estd organizado en el cuerno de Amon
(CA), dividido en CA1, CA2 y CA3, el giro dentado (GD) y el complejo subicular 126, La
poblacién neuronal principal en estas regiones esta constituida por neuronas
glutamatérgicas, conformadas por los tipos granular y piramidal en GD y CA1-CA3
respectivamente; ademds de contar con una vasta red de interneuronas (197 127), |3

evidencia experimental indica la presencia de una via excitatoria hipocampal hacia NAc
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(128) Estudios de rastreo de la conectividad de NAc en diferentes especies han mostrado
conexiones aferentes desde subiculo y desde una zona de CA1 adyacente al subiculo
ventral (129-132) Resulta interesante destacar que se ha observado reacciones diferentes
a influencias externas entre CA1 y GD, siendo CA1 notablemente mads vulnerable a los

efectos nocivos del estrés, entre otras condiciones (106 127),

Hipdtesis sobre el desarrollo del trastorno depresivo mayor
A lo largo del tiempo, la investigacion de la fisiopatologia de la depresion ha dado origen
a la formulacion de multiples teorias que intentan describir los mecanismos
involucrados en su desarrollo. Si bien ninguna de las hipdtesis ha logrado explicar de
forma completa todos los procesos y sintomas de la depresidn, se ha observado que las
mismas se solapan y complementan intentando buscar una explicacién mds integradora
(133) ' A continuacion, se describen las caracteristicas principales de las hipdtesis mas
estudiadas, lo cual no descarta que se hayan especificado otros mecanismos

fisiopatoldgicos adicionales a los aqui mencionados.

> Hipotesis de deficiencia de neurotransmisores-Teoria monoaminérgica
Gran parte de la investigacion sobre |a fisiopatologia de la depresidn durante la segunda
mitad del siglo XX se vio influenciada por el surgimiento de drogas que al aumentar la
transmisién de monoaminas lograban aliviar sintomas depresivos 134 135) Entre ellas,
surgieron los antidepresivos triciclicos que bloquean la recaptacion presinaptica de
serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) y noradrenalina (NA), y los inhibidores de la
monoaminooxidasa que actuan inhibiendo la degradacién a nivel neuronal de las
monoaminas. Ambos mecanismos conducen a un aumento de los niveles disponibles de
estos neurotransmisores en la sinapsis 3¢, En contraposicidn, se observé que la
reserpina, un farmaco que actua agotando las reservas de catecolaminas, era capaz de
inducir sintomas similares a los observados en casos de depresiéon (137), Estos
descubrimientos dieron origen a la hipétesis monoaminérgica de la depresion. La misma
postula que los sintomas que experimentan los pacientes depresivos serian
consecuencia de una deficiencia de la neurotransmisién cerebral de 5-HT y de las

catecolaminas, NA y DA 3%, Sin embargo, si bien los antidepresivos actuan
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inmediatamente normalizando los niveles de las monoaminas, el efecto terapéutico se
observa luego de varias semanas de tratamiento diario (> 104 13%) |3 hipétesis de la
deficiencia monoaminérgica no puede explicar todos los sintomas de la depresion, como
asi tampoco el retraso en el inicio de los efectos terapéuticos, el por qué los
antidepresivos suelen producir una remision de los sintomas, pero no la recuperacion
completa y la razén por la que no todos los individuos responden a los tratamientos
antidepresivos disponibles 8% 135 En conclusién, si bien hay descriptas numerosas
alteraciones que afectan la transmision monoaminérgica tanto en pacientes depresivos
como en modelos animales, involucrando a enzimas que participan en la sintesis,
transportadores, receptores y sistemas de segundos mensajeros (134-136); 5_.HT, NA y DA
no serian las Unicas sustancias bioldgicas involucradas en la etiopatogénesis de la

depresion.

> Disfuncion del eje HPA

Una respuesta fisioldgica al estrés es la activacion de sistemas neuroendocrinos,
particularmente del eje HPA (7% 79), | a depresién se ha asociado con una incapacidad de
generar una adecuada respuesta adaptativa al estrés, debido a una disfuncién del eje
HPA junto con un déficit en los mecanismos que lo regulan (138 139),

El nucleo paraventricular del hipotdlamo secreta la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), la cual estimula la hipdfisis anterior e induce la sintesis y liberacion
de la adrenocorticotropina (ACTH). Esta hormona finalmente estimula a la corteza
adrenal promoviendo la sintesis de glucocorticoides (cortisol) y su liberacidon hacia la
circulacidon sanguinea. La actividad del eje HPA es controlada por diversas vias: los
glucocorticoides liberados producen una respuesta de retroalimentacién negativa
inhibiendo al hipotdlamo y a la glandula pituitaria y por ende a su propia sintesis. Por
otra parte, el cortisol puede estimular tanto a la amigdala que ejerce un control
excitatorio y al hipocampo que posee una influencia inhibitoria sobre las neuronas
hipotaldmicas (7% 79),

Bajo condiciones de estrés cronico, se observa liberacion aumentada de
glucocorticoides. La exposicidon prolongada a glucocorticoides resulta en una
disminucion de la expresidon o de la funcionalidad del receptor de glucocorticoide,

conduciendo a una retroalimentacidon negativa ineficaz por parte del cortisol y a una
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desinhibicion del eje HPA a nivel de hipocampo, con el consecuente incremento
adicional de cortisol (7% 81, Los niveles elevados de cortisol circulantes promueven la
liberacion de citoquinas proinflamatorias y una disminucién de los niveles cerebrales de
5-HT, NA y del factor neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF por sus siglas en inglés
Brain Derived Neurotrophic Factor) 79). La exposicion crénica a glucocorticoides es tdxica
para las células gliales y neuronales, esto ultimo junto con las alteraciones de los niveles
de BDNF y de las citoquinas, puede suprimir la neurogénesis en hipocampo y afectar la
neuroplasticidad en dicha estructura y en CPF (7%:81:138) | s cambios observados en estas
estructuras podrian contribuir a la aparicién de algunos de los sintomas observados en
pacientes depresivos (7679 81),

Se ha descripto en sujetos diagnosticados con trastorno depresivo mayor una
hipersecrecion de cortisol acompafiado de niveles aumentados de CRH en liquido
cefalorraquideo y agrandamiento de las glandulas pituitaria y adrenal &% 136) Sjn
embargo, no todos los pacientes con depresién muestran un aumento de la actividad
del eje HPA o una alteracidon de los mecanismos de retroalimentacion negativa, de
hecho, algunos estudios sugieren que la hipercortisolemia seria caracteristica de
pacientes con episodios depresivos mds severos 8111 De manera que, no se puede
precisar si la alteracién del eje HPA es la causa principal de la depresién o bien seria

consecuencia de otra causa inicial (7).

> Hipdtesis neuroinflamatoria
Diversas evidencias experimentales sugieren un rol importante del sistema inmune en
la fisiopatologia de la depresion. Tanto estimulos ambientales como el estrés y estimulos
inflamatorios internos como una infeccidn, trauma o condiciones inflamatorias
organicas son capaces de activar mediadores proinflamatorios tanto a nivel periférico
como central (140-142) | 35 observaciones mas consistentes que permiten establecer una
conexién entre el sistema inmune y la depresién incluyen: a) en pacientes depresivos se
detectaron mayores niveles de marcadores proinflamatorios en plasma y fluido
cerebroespinal, tales como proteina C reactiva, prostaglandinas y citoquinas
proinflamatorias incluyendo al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleuquina
(IL)-1, IL-6 y sus correspondientes receptores (81140 143) b) |os desdrdenes depresivos

tienen alta comorbilidad con patologias asociadas con procesos inflamatorios (81;140:142),
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c) se han observado sintomas depresivos tras la administracion de citoquinas
proinflamatorias en animales de laboratorio %, d) algunos antidepresivos tienen
propiedades antiinflamatorias, a través de la inhibicién de la liberacién de citoquinas
proinflamatorias y estimulacidn de la sintesis de citoquinas antiinflamatorias % 149 y e)
el bloqueo de las citoquinas o de sus vias de sefalizacidon reduce la aparicién de sintomas
depresivos (143),

Las citoquinas centrales pueden provenir de la sintesis a nivel cerebral, principalmente
por parte de la microglia, pero también de astrocitos, neuronas y oligodendrocitos o
bien pueden corresponder a citoquinas producidas en la periferia pero que, por diversas
vias, acceden al SNC y activan sistemas inmunes locales (81 144),

Se han descripto una gran variedad de acciones de las citoquinas proinflamatorias. Por
un lado, se ha demostrado su participacion en la modulacién de la actividad del eje HPA,
contribuyendo a la hiperactividad del mismo. Hay evidencia que muestra que estos
mediadores pueden inducir, por diversos mecanismos moleculares, resistencia de los
receptores de glucocorticoides resultando en la pérdida de la retroalimentacién
negativa de cortisol sobre la liberaciéon de CRH y ACTH, con el consecuente aumento de
los niveles sistémicos del glucocorticoide (14%14%), Ademas, se han asociado las citoquinas
con efectos sobre los sistemas de neurotransmisores, pudiendo alterar finalmente a los
neurocircuitos que controlan la conducta 3. Pueden activar las vias de la proteina
guinasa activada por mitégeno (MAPK) y de la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO)
reduciendo la disponibilidad de 5-HT, al aumentar su recaptacidn y reducir su sintesis
respectivamente (140 143;146) | 3 gctivacidon de la MAPK afecta también la recaptacién de
las catecolaminas (NA y DA). La tetrahidrobiopterina, cofactor enzimatico de la sintesis
de monoaminas, puede ver afectada su disponibilidad por los mediadores
proinflamatorios, reduciendo asi la sintesis de monoaminas *3), Sumado a estos
efectos, las citoquinas pueden aumentar, por diversos mecanismos, la activacion de los
circuitos glutamatérgicos contribuyendo a la neurotoxicidad inducida por este
neurotransmisor (143 144),

Por ultimo, se ha descripto el impacto negativo de la desregulacién de los niveles de
citoquinas proinflamatorias sobre la neuroplasticidad, particularmente sobre Ia
neurogénesis (141, Considerando que el BDNF tiene un rol importante como mediador

de la plasticidad neuronal, se ha propuesto que un mecanismo que subyace al efecto

32



Introduccion

perjudicial de las citoquinas es la alteracion de la expresion y funcién de este factor
neurotréfico (141, En relacidn a lo antes mencionado, se ha observado una reduccién en
la expresién de BDNF en hipocampo y regiones corticales luego de la administracion de
citoquinas proinflamatorias o de lipopolisacarido (LPS-endotoxina bacteriana) (141 146),
Sin embargo, no se ha establecido claramente el mecanismo por el cual las citoquinas
afectan a los factores neurotréficos, pudiendo no haber una relacidn directa entre ellos,
sino que multiples mecanismos que involucren a sistemas de neurotransmisores o al eje
HPA podrian estar implicados (141,

Resumiendo, las citoquinas proinflamatorias ademas de participar en la respuesta
inmune e inflamacidn, tienen importantes efectos sobre la funcién enddcrina, sistemas
de neurotransmisores y sobre la plasticidad neuronal 3%, De manera que, su
sobreproduccién puede alterar diversos circuitos y procesos neuronales involucrados en
el desarrollo de sintomas depresivos. Sin embargo, la inflamacidn no es suficiente para

causar depresion ni tampoco es necesaria para que el trastorno ocurra (140 144),

> Hipotesis neurotrofica

Neurotrofinas y sus receptores

Las neurotrofinas, también llamadas factores neurotroficos, constituyen una familia
de proteinas que se expresan desde etapas tempranas de la embriogénesis hasta la
edad adulta inclusive, y se encargan de regular una amplia variedad de procesos
cruciales en el desarrollo y mantenimiento del SNC. Tienen un rol fundamental en el
control de la neurogénesis, sinaptogénesis, migracion, diferenciacién, supervivencia
y muerte celular, ademas de ser potentes reguladores de la plasticidad neuronal (134
147;148) |3 familia de las neurotrofinas estd constituida por el factor de crecimiento
neuronal (NGF, del inglés Nerve Growth Factor), el BDNF, la neurotrofina-3 (NT-3) y
la neurotrofina-4 (NT-4, también conocida como NT-4/5 (149)). Para mediar sus
funciones biolégicas, dichos factores interaccionan con dos categorias de receptores
de membrana expresados en las células blanco: la familia de receptores tirosina
quinasa (Trk) y el receptor de neurotrofina p75N™® (p75 neurotrophin receptor),
miembro de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (139 147;148),

Las neurotrofinas, se unen con alta afinidad y especificidad a determinados miembros

de la familia de receptores Trk: NGF reconoce especificamente al receptor TrkA, BDNF
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y NT-4 son ligandos del receptor TrkB, y si bien las principales funciones bioldgicas de
NT-3 son mediadas por TrkC, esta neurotrofina puede unirse también a los receptores
anteriormente mencionados (13% 147:150) En relacidn a la estructura de los receptores
Trk, la misma consiste desde la regién N-terminal a la C-terminal, en una regién
extracelular, un Unico segmento transmembrana y una regién intracelular con un
dominio tirosina quinasa. La actividad tirosina quinasa es esencial para la gran
mayoria de las respuestas a neurotrofinas mediadas por receptores Trk. El dominio
tirosina quinasa se encuentra rodeado por residuos tirosina que actuan como sitios
de anclajes, dependientes de la fosforilacion, para diversas moléculas de
sefializacion. La zona extracelular consta de tres regiones ricas en leucina, flanqueada
por dos regiones ricas en cisteina y seguida de dos dominios tipo inmunoglobulina
(149; 151, 152) (Figyra 7). Las neurotrofinas interaccionan con su receptor a través del
dominio tipo inmunoglobulina mds préximo a la membrana plasmatica (°% 153), |a
union del factor neurotrdéfico al receptor induce la dimerizacidon del mismo, seguido
de la fosforilacién de residuos tirosina ubicados en el dominio intracelular y la
consecuente activacién de diferentes cascadas de sefializacion (147150 A su vez, todas
las neurotrofinas pueden unirse con baja afinidad al receptor p75N™R, Este receptor
tiene dos funciones fisiolégicas principales, por un lado, activa cascadas que regulan
la apoptosis o supervivencia celular y también puede interaccionar con los receptores
Trk, modulando la afinidad por sus ligandos y aumentando o suprimiendo su
sefalizacion (133 154),

Las neurotrofinas son sintetizadas como proteinas precursoras (proneurotrofinas)
gue se clivan proteoliticamente para dar origen a las formas maduras. La
proneurotrofinas son moléculas biolégicamente activas que se unen con alta afinidad
a p75NR activando su via de sefializacion, pero no son ligandos de los receptores Trk.

Estos son activados especificamente por las formas maduras (14% 155 156) (Figura 7).
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Figura 7. Estructura de los receptores de neurotrofinas y sus ligandos. Las lineas de punto representan
las uniones de baja afinidad. Cada receptor Trk consta de un dominio tirosina quinasa intracelular, un
paso transmembrana y una region extracelular. C1, C2, CR1-4: dominios ricos en cisteina, LRR1-3:
regiones ricas en leucina, Ig1-2: dominios tipo inmunoglobulina. Adaptado de: Reichardt (*59),

Rol de las neurotrofinas en la plasticidad neuronal

La plasticidad neuronal refiere a la capacidad del sistema nervioso de responder y
adaptarse ante estimulos extrinsecos o intrinsecos, reorganizando su estructura,
funcién y conexiones (11:157) |nvolucra diversos mecanismos que pueden conducir al
remodelado neuronal (incluyendo arborizaciéon y poda de dendritas y axones, y
cambios en la densidad espinal), sinaptogénesis y neurogénesis (105 141) |3
potenciacion a largo plazo (LTP) es el principal mecanismo que media la plasticidad a
nivel funcional (19,

Distintos estudios realizados tanto en sujetos depresivos como en modelos animales
de depresidén, demostraron una diversidad de alteraciones cerebrales, a saber:
reduccion en el nidmero y densidad de células neuronales y gliales en regiones
corticales 18 reduccidn de la arborizacion dendritica y pérdida de espinas en
neuronas hipocampales y de CPF, mayor densidad espinal en neuronas de amigdala
basolateral y NAc (1°%161) cambios en la morfologia de espinas dendriticas en
hipocampo (1°9) disminucién en la longitud y ndmero de dendritas apicales en

hipocampo y CPF (162163) reduccién de la neurogénesis en GD de hipocampo (76 162)
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y alteraciones en el tamano de diferentes regiones cerebrales. Se observd un
aumento en el volumen de la amigdala (164 165 y una reduccién del volumen de
hipocampo y CPF con una conectividad neuronal disminuida en estas dos estructuras
(166-168)  En NAc las observaciones son controversiales, reportando tanto un
incremento como una reduccidon en su volumen (169171 También se describieron,
leves incrementos en la tasa de apoptosis en hipocampo (194, inhibicién de LTP y
estimulacion de LTD (depresioén a largo plazo) en células piramidales prefrontales e
hipocampales (19), cambios en los circuitos sindpticos, alteracién en la conexidn
sindptica entre el l6bulo frontal y otras regiones cerebrales (1*% y cambios en la
conectividad y actividad cortico-limbica (172173), En modelos experimentales de estrés
cronico, muchas de estas alteraciones son acompafiadas de conductas tipo
depresivas (174 175),

Considerado los efectos perjudiciales sobre la plasticidad a nivel estructural y
funcional, observados en diversas estructuras, y el conocido rol de las neurotrofinas
en su regulacidn, la hipotesis neurotréfica postuld que la depresiéon podria ser
consecuencia de un funcionamiento inapropiado de los factores neurotroéficos.
Perturbaciones en el sistema de factores neurotréficos podria resultar en una
plasticidad neuronal alterada y, por lo tanto, ser responsable de una capacidad
disminuida del cerebro para realizar respuestas adaptativas adecuadas ante
estimulos externos, como el estrés (139150 De esta forma, alteraciones en la sintesis
y/o liberacién de factores neurotréficos durante periodos criticos de la ontogénesis
del SNC podria traducirse en una desorganizacion estructural en donde las
conexiones neuronales se establecen de manera inapropiada. En el individuo adulto,
este soporte neurotroéfico inadecuado podria incrementar la vulnerabilidad al estrés
y por ende al desarrollo de desérdenes depresivos (176),

La hipdtesis neurotrofica se ha enfocado en el BDNF ya que constituye la neurotrofina
mas abundante en el SNC y se ha postulado que su funcionamiento inadecuado

podria contribuir al desarrollo de trastornos psiquiatricos!176 177),
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BDNF, sefializacién y su alteracion en la depresion

» Estructura, vias de sefializacion y funciones del receptor TrkB
Como se mencionara anteriormente, BDNF influye en diversos procesos de desarrollo y
mantenimiento del SNC mediante la activacion de su receptor de alta afinidad, TrkB.
Existen distintas isoformas de este receptor, la isoforma TrkB full-lenght (TrkB-FL) cuya
estructura se describié anteriormente, en el apartado “Neurotrofinas y sus receptores”,
y dos isoformas truncadas. En humanos, estas isoformas se denominan TrkB-T1 y TrkB-
Shc, y en roedores se las conoce como TrkB-T1 y TrkB-T2 (156:178)_E| receptor TrkB-T2, se
ha detectado sélo en ratas y en forma minoritaria (147 179), Las isoformas truncadas
contienen el mismo dominio extracelular, regidon transmembrana y secuencia inicial de
12 aminoacidos intracelulares que TrkB-FL, pero carecen del dominio tirosina quinasa.
Tienen una secuencia C-terminal que es especifica para cada isoforma, con 11 y 9

aminodcidos adicionales para T1y T2 respectivamente (147:152:156; 179) (Figyrg 8).

A) Isoformas de TrkB: TrkB-FL TrkB-T1 TrkB-T2

3
'

e g
[
[
0
[
[
'
[
[
"
i
[
[
i
i
[
]

................

Dominio tirosina

quinasa
B .
) Dominio L
transmembrana Dominio intracelular
TrkB-FL | -MLLLUKLARHSKFGMKGPASVISNDDDSAS P

TrkB-T1 | -—MLLLLUKLARHSKFGMKGEVLFHKIPLDG

TrkB-T2 |-MLLLLUKLARHSKFGMKGKQKCAYFAS

Figura 8. A) Estructura de las isoformas de TrkB. Comparten dominio extracelular (2 regiones ricas en
cisteina, 3 en leucina y 2 dominios tipo inmunoglobulina), region transmembrana y 12 aminoacidos
intracelulares. B) Secuencia de aminodcidos transmembrana e intracelular de cada una de las isoformas.
Adaptado de: Ohira y Hayashi 7). FL: full-lenght, T: truncado.
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El receptor de BDNF se encuentra ampliamente distribuido en el SNC, siendo las formas
predominantes TrkB-FL y TrkB-T1. Si bien, estas dos isoformas se expresan en neuronas,
TrkB-T1 puede encontrarse también en células gliales como astrocitos, oligodendrocitos
y células de Schwann (147:180; 181),

La unién de BDNF a la superficie extracelular del receptor TrkB-FL induce su
dimerizacidon, aumento de la actividad catalitica del dominio intracelular, fosforilacion
de residuos tirosina que se encuentran dentro del loop de activacion y fosforilacién de
tirosinas situadas fuera del dominio catalitico. Cuando se fosforilan estos residuos
forman los sitios de uniéon de moléculas dianas que propagan las sefiales intracelulares
(149; 151; 182)  Se han descripto tres vias de sefializacion principales: 1) activacién de
fosfolipasa Cy (PLC) que resulta en la formacién de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG) con el consecuente aumento de Ca?* citoplasmatico y la activacion de la via de la
proteina quinasa C (PKC) respectivamente, lo cual promueve la plasticidad sinaptica; 2)
la activacion de la proteina Shc induce la activacion de la via fosfatidilinositol-3-quinasa
(P13K)-Akt que regula supervivencia celular al controlar la actividad de varias proteinas
esenciales para ello, tales como BAD (Bcl-2 antagonist of cell death) y GSK-3B (glycogen
synthase kinase 3B) y 3) la proteina Shc puede activar también la via Ras-MAPK-ERK
(extracellular signal regulated kinase) que promueve el crecimiento y la diferenciacién
neuronal (147 155 181;183) (Figyra 9). A su vez, cada una de estas vias de sefializacidn
regulan la transcripcién de genes al afectar la activacion de factores de transcripcién,
tales como NF-kB (nuclear factor kappa B) y CREB (cAMP response element-binding
protein) (*51:181) (Figura 9).

Las funciones del receptor TrkB-T1 en el SNC no estan completamente esclarecidas. Se
ha demostrado que en células neuronales actia como dominante negativo de la
isoforma FL al generarse heterodimeros inactivos que previenen la sefializacién de BDNF
(181;184;185) por otra parte, TrkB-T1 presente en las células gliales actua secuestrando la
neurotrofina del espacio extracelular (8% (Figura 9). Considerando que BDNF no seria
degradado en las células gliales, se ha postulado que éstas podrian actuar como un
reservorio que regula la concentracidon de BDNF en el medio extracelular (181 18) Una
liberacion lenta al espacio extracelular desde las células no neuronales, restringe la
difusidon de la neurotrofina y mantiene niveles locales mds altos de BDNF cuando se

necesiten por ejemplo para el crecimiento y supervivencia neuronal (188). Por ultimo,
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TrkB-T1 posee vias de sefializacion propias (1*7). Esta involucrado en la regulacidn de la
morfologia celular en neuronas y glia *81), La unién de BDNF al receptor truncado en
astrocitos, induce la formacidon del homodimero de TrkB-T1 que interactua con
RhoGDI1, lo cual disminuye la actividad de moléculas de sefializaciéon al inhibir
RhoGTPasas, alterando finalmente la morfologia de los astrocitos (147 151 (Figura 9). Por
otra parte, en astrocitos y células neuronales, la estimulacion de TrkB-T1 induce
liberacion de Ca?* de los depdsitos intracelulares via PLC-IP3 (147:151) Considerando que
la via de la PLC participa en la plasticidad neuronal, se ha sugerido que TrkB-T1 podria

estar implicado en este proceso (147),
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Figura 9. Funciones de la via de sefializacion BDNF-TrkB en el SNC. La unién de BDNF a TrkB-FL en neuronas
(panel izquierdo) induce la dimerizacién y activacion del receptor, desencadenando tres rutas principales
de sefializacion: MAPK/ERK (celeste), PI3K (rosa) y PLCY (naranja). TrkB-T1 puede formar heterodimeros
con TrkB-FL y bloquear sus cascadas de sefializaciéon. TrkB-T1 regula la concentracién local de BDNF (panel
superior) y la morfologia celular en neuronas y astrocitos (panel izquierdo y derecho respectivamente).
P: sitios de fosforilacién. Adaptado de: Tejeda y Diaz-Guerra (8%,
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> Alteraciones de BDNF en el circuito neuronal de la depresion

BDNF y su receptor se expresan en las diferentes estructuras cerebrales que
conforman el circuito neuronal de la depresidn. Se ha propuesto un rol diferencial de
BNDF de acuerdo a su localizacién en el mencionado circuito (104,

Se ha demostrado que diversas formas de estrés, como separacién materna, CUMSy
CSDS, entre otros, disminuyen la expresion de BDNF en hipocampo y CPF, lo cual se
asocié con el desarrollo de conductas tipo depresivas (104 187-189) por sy parte, el
tratamiento crénico con diferentes antidepresivos incrementa significativamente la
expresion de la neurotrofina en estas areas cerebrales y revierte las alteraciones
conductuales (104 187 190; 191) - Ademds, se describieron efectos antidepresivos en
diversas pruebas conductuales tras la infusion de BDNF en mesencéfalo e hipocampo
(192; 193)  En cuanto a observaciones realizadas en pacientes depresivos, se han
descripto menores niveles séricos de BDNF respecto a sujetos controles y a aquellos
que empleaban antidepresivos (1%41%) Estudios post mortem, mostraron mayores
niveles de BDNF en hipocampo de sujetos tratados con antidepresivos en relacion a
individuos no medicados (1*7), Se ha sugerido que el aumento en la expresién de BDNF
resultado de la administracidn crénica de antidepresivos podria revertir o prevenir el
daino neuronal que se produce como consecuencia de la exposicion a estimulos
aversivos (7% 1%) De esta manera, el tiempo requerido para el inicio de los efectos
terapéuticos de los antidepresivos podria deberse al tiempo necesario para que los
niveles de BDNF aumenten y ejerza sus efectos neurotréficos 9. Adicionalmente,
estudios post mortem en victimas de suicidio, previamente diagnosticadas con
depresion, desorden bipolar, ansiedad y/o trastorno esquizoafectivo, mostraron
niveles disminuidos de BDNF y de TrkB-FL en hipocampo y CPF (199-201),

Por su parte, la amigdala ha sido estudiada ampliamente en desdrdenes de ansiedad,
estrés postraumatico y en la adiccidn a sustancias, mientras que en el campo de Ia
depresiéon ha recibido menor atencidn. No obstante, estudios preclinicos han
observado un incremento de BDNF en esta estructura en respuesta al estrés y se ha
asociado con cambios estructurales como incremento en la densidad espinal y con
conductas principalmente del tipo ansiosas, muchas veces presentes en individuos

depresivos (104 177;202),
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Por otra parte, se ha descripto un rol prodepresivo de la via de sefializacion BDNF-
TrkB a nivel de la via ATV-NAc. Se observaron mayores niveles de BDNF, en muestras
post mortem de NAc de pacientes depresivos como asi también en NAc de animales
expuestos a estrés cronico (293-29) En este sentido, la terapia electroconvulsiva, uno
de los tratamientos mas efectivos de la depresién, induce una reducciéon de la
expresién de BDNF en ATV promoviendo su efecto antidepresivo (20, En animales, la
infusion local de BDNF en ATV o NAc induce conductas tipo depresivas (204207 y, por
el contrario, la inhibicion de la sefializacion de BDNF en estas estructuras ejerce un
efecto antidepresivo (293-206) sygiriendo que BDNF en la via ATV-NAc contribuye al

desarrollo de al menos algunos sintomas depresivos (203; 205, 207),

Anhedonia

La anhedonia es considerada un sintoma relevante de diferentes desdrdenes
psiquiatricos. El hecho que el DSM-5 31 determine a la anhedonia como un sintoma
central de la depresidn y establezca que un estado de dnimo deprimido y/o anhedonia
debe estar presente en el paciente para ser diagnosticado con depresién, destaca la
importancia de dicho sintoma. Incluso, se ha demostrado que la presencia de anhedonia
es un factor de prondstico negativo, tanto en adolescentes (2°¢) como en adultos (29%210),
La anhedonia se define como la pérdida de la capacidad para experimentar placer en
repuesta a estimulos gratificantes tales como la comida, el sexo y las interacciones
sociales, los cuales eran percibidos como recompensantes previo al inicio de la
enfermedad %211,

Ha sido propuesto que el desarrollo del déficit heddnico estaria relacionado con una
disfuncidn a nivel de NAc, estructura clave dentro del circuito neuronal de recompensa
(121;211; 212) Debido que la sensacion de placer estd mediada por la activacién de la via
ATV-NAg, se ha sugerido un rol crucial de la misma en la patogénesis de la depresion %
105;112) En este sentido, se ha postulado que alteraciones a nivel de BDNF en la via
dopaminérgica mesolimbica representaria un posible mecanismo neurobioldgico que
subyace a la anhedonia (87 176 207),

BDNF regula el funcionalismo de NAc mediante la activacion de receptores TrkB en
neuronas GABAérgicas en dicha estructura %3, De acuerdo con la literatura, ATV seria

la principal fuente de BDNF en NAc. Esta afirmacion esta respaldada por el hecho que se
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han descripto altos niveles de expresion del ARNm de BDNF en neuronas
dopaminérgicas de ATV, los cuales son apenas detectables en NAc (203 207;213; 214) QOtra
fuente de BDNF en NAc, adicional a ATV, la constituyen aferencias glutamatérgicas
provenientes de corteza frontal, amigdala e hipocampo (Figura 10) (12, Se ha
demostrado que la anhedonia inducida por estrés esta asociada con alteraciones en la

fuerza de las sinapsis excitatorias de hipocampo a NAc (173; 215-217),

Nucleo
Accumbens

Interneurona
3 g/ =F

/\ ' Interneurona
—C

De Hipocampo N ms - Glutamatérgica-BDNF
t Dopaminérgica-BDNF
s GABAérgica
Colinérgica

7

- T
De ABL h Interneurona

S DeATY

Figura 10. Representacion esquematica de las aferencias que llegan a neuronas GABAérgicas de NAc. Las
neuronas dopaminérgicas de ATV expresan BDNF y constituyen una importante fuente de la neurotrofina
a NAc, mientras que las MSN expresan bajos niveles de BDNF, sin definirse su relevancia fisiolégica. Una
fuente adicional de BDNF son las neuronas glutamatérgicas de Hipocampo, ABL y CPFm. Se muestra,
ademds, la presencia de interneuronas GABAérgicas y colinérgicas que forman parte de esta estructura.
MSN: medium spiny neurons, ABL: amigdala basolateral, CPFm: corteza prefrontal medial. Adaptado de:

Russo y Nestler ©2),
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Hipotesis

Planteados los dos grandes problemas, desnutricién infantil y depresion; y considerando
los antecedentes mencionados, la hipdtesis central de nuestra linea de investigacién
sostiene que la injuria nutricional, en coincidencia con la ontogénesis del SNC, induce
alteraciones irreversibles que modificarian la neuroplasticidad en areas cerebrales del
circuito neuronal de depresidn, lo cual incrementaria la vulnerabilidad del sujeto adulto
al desarrollo de desérdenes psiquidtricos.

Dentro de esta linea de investigacién, nos propusimos estudiar si la hiponutricién
proteica perinatal facilita la aparicion de conductas depresivas, y profundizar la
busqueda de mecanismos neurobioldgicos que subyacen a la anhedonia, un sintoma

cardinal de depresion.

Objetivo general
El objetivo general del presente trabajo estd dirigido a abordar a nivel experimental el
impacto de la hiponutricién proteica perinatal sobre el desarrollo de conductas
intimamente relacionadas a la depresion.
A fin de dilucidar los mecanismos neurobiolégicos que subyacen a la anhedonia,
establecer correlatos con alteraciones moleculares y morfolégicas a nivel de estructuras
cerebrales criticas que podrian alterar la comunicaciéon y plasticidad de las vias

neuronales involucradas en la generacién de sintomas depresivos.

Objetivos especificos

A partir del objetivo general se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1€’ objetivo: Evaluar el impacto de la hiponutricion perinatal sobre la generacion de
alteraciones comportamentales que mimetizan sintomas depresivos en animales
adultos.

Proponemos a la injuria nutricional perinatal como un factor de riesgo, que promueve
cambios neuroadaptativos a nivel del circuito neuronal de depresién, los cuales
facilitarian la generacién de conductas tipo depresivas en animales adultos. A fin de
investigar si la hiponutricidon per se promueve dichas alteraciones o facilita los efectos

de un evento estresante temprano evaluaremos cambios conductuales en animales
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sometidos a separacion materna. Dado que la depresidon no puede ser caracterizada por
la aparicién de un Unico sintoma se utilizaron una serie de paradigmas conductuales que

permiten evaluar alteraciones relacionadas con sintomas depresivos y ansiedad.

292 objetivo: Evaluar modificaciones en la via de sefializacion BDNF-TrkB en NAc e
hipocampo como posible sustrato neurobioldgico de la anhedonia en animales adultos.
En base a los antecedentes, y la relevancia de NAc e hipocampo en la etiologia de Ia
depresion, hipotetizamos que el déficit nutricional temprano alteraria la sintesis y/o
liberacion de factores neurotroficos a este nivel durante periodos criticos de la
ontogénesis del SNC, lo que podria traducirse en una desorganizacién estructural en la
cual las conexiones neuronales se establecen de manera inapropiada. En el individuo
adulto, un soporte neurotréfico inadecuado podria ser responsable de una capacidad

disminuida del cerebro para responder adecuadamente ante estimulos apetitivos.

3¢ objetivo: Investigar posibles alteraciones morfoldgicas en NAc e hipocampo de
animales adultos.

Disturbios a nivel de la neuroplasticidad podrian afectar la capacidad adaptativa del
cerebro adulto e incrementar el riesgo de aparicion de desdrdenes depresivos. En la
patogénesis de la depresién han sido descriptas alteraciones en la densidad y morfologia
de espinas dendriticas en diferentes estructuras del circuito de depresion (160 174),
Teniendo presente la importancia de la regulacién de las espinas dendriticas en la
comunicacién neuronal y plasticidad sindptica consideramos relevante investigar si la
malnutricién temprana induce cambios a nivel de la densidad espinal en la poblacién

neuronal presente en NAc e hipocampo.

4% objetivo: Estudiar la reversion de los posibles cambios conductuales facilitados por la
hiponutricion proteica perinatal.

Ha sido demostrado que BDNF tiene una participacion clave en la fisiopatologia de la
depresién, sugiriéndose un rol diferencial de acuerdo a las modificaciones en su
expresidon en el circuito neuronal de la depresién (1%, A fin de indagar si la via de
sefializacion BDNF-TrkB en NAc e hipocampo es relevante para la induccién de la

anhedonia, nos propusimos evaluar la reversién de los cambios conductuales
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observados mediante la administracion directa del blogueante selectivo del receptor

TrkB ANA-12 en ambas estructuras.

Para alcanzar los objetivos planteados, se abordaron estrategias comportamentales,
moleculares, morfoldgicas y farmacolégicas en el modelo animal de hiponutricién

proteica perinatal ampliamente utilizado en nuestro laboratorio.
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Animales

Se emplearon ratas adultas macho de la cepa Wistar criadas y mantenidas en el bioterio
del Anexo del Departamento de Farmacologia Otto Orsingher de la Facultad de Ciencias
Quimicas (FCQ) de la Universidad Nacional de Cdordoba (UNC). Los animales fueron
alojados en grupos de 8 ratas por caja (38 x 58 x 20 cm), con agua y comida disponible
ad libitum. El bioterio se mantuvo bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (iniciando el
ciclo de luz a las 7 a.m.) y a temperatura controlada (22 + 2°C). Los animales fueron
habituados al contacto con el experimentador, mediante sesiones de manipulacién de
no mas de 2 min por rata, por al menos 5 dias previos al inicio de los experimentos.
Todos los grupos experimentales estuvieron conformados por animales provenientes de
distintas camadas, a fin de evitar que estuviesen constituidos preponderantemente por
sujetos consanguineos.

Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de Cuidado y Uso
de Animales de la FCQ, UNC bajo Resolucion N° 1646/17; y se realizaron conforme a las
normas establecidas por la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH-National Institute of Health). Es
importante destacar, que se realizaron los esfuerzos necesarios para minimizar el
numero y el sufrimiento de los animales empleados.

Nuestro disefio experimental se realizé en ratas macho, y probablemente este aspecto
pueda representar una debilidad o limitacién en el mismo. No obstante, la malnutricién
proteica perinatal constituye un evento trascendental que produce importantes
cambios a nivel del SNC. Teniendo en cuenta que el modelo animal de hiponutricién
empleado genera una amplia variabilidad en diversas pruebas conductuales, introducir
una nueva variable como el sexo en el disefio representaria un gran incremento del
numero de animales que se deberian utilizar. Lo cual es contrario a lo aconsejado por
los comités de ética sobre el manejo y utilizacion de animales en investigacién preclinica.
Por lo tanto, reconocemos que la inclusion de hembras podria mejorar y ampliar
considerablemente los alcances del estudio, pero asumimos que esto excede los

objetivos del presente trabajo de tesis.
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Esquema de hiponutricion proteica perinatal

A los 14 dias de gestacidon, considerando dia 1 aquel en que las hembras presentan
espermatozoides en sus extendidos vaginales, las ratas prefiadas son colocadas en cajas
individuales y divididas en dos grupos: control (C) e hiponutrido (H). Dichos grupos,
comienzan a ser alimentados con dietas isocaldricas que contienen caseina como Unica
fuente de proteinas, en un 24% y 8% para el grupo Cy H respectivamente. Ambas dietas
son suplementadas con 4 g/kg de DL-metionina dado que la caseina es pobre en este
aminodcido. El déficit caldrico que genera la disminucién de proteinas en el grupo H, es
compensado por un incremento en los hidratos de carbono. La composicion de las dietas
correspondientes a cada grupo se muestra de manera detallada en la Tabla 2.

Producido el parto, las camadas se ajustan a 8 crias por madre. Los animales contindan
con la dieta respectiva hasta el dia postnatal 30 (DPN 30), momento en el cual se realiza
el destete en coincidencia con la finalizacion del periodo de hiponutricidn proteica. A
partir de entonces, comienza el periodo de recuperacién nutricional, en donde las crias
de ambos grupos son mantenidas con dieta balanceada comercial (Gepsa Feeds, Grupo
Pilar, Cérdoba) por al menos 40 dias antes de la realizacidon de los experimentos. De este
modo, la injuria nutricional afecta el crecimiento cerebral explosivo, que en la rata es
fundamentalmente postnatal, como asi también eventos prenatales que de ser
alterados son igualmente importantes tanto a nivel funcional como en sus secuelas a

largo plazo (Figura 11 Ay B).

Protocolo de separacion materna

A fin de evaluar si la hiponutricién perinatal facilita la ocurrencia de conductas
depresivas inducidas por un evento estresante temprano, en este trabajo empleamos
un esquema en el cual se somete a las crias a menos dias y/u horas de separacion
materna que los empleados usualmente (100 218; 219),

El dia del nacimiento se designé como dia postnatal cero (DPN 0). De esta forma, crias
de los grupos C y H fueron separadas diariamente de sus madres (SM) por 3 h a partir
del DPN 1 y hasta el DPN 10. A tal fin, las madres fueron removidas de su caja de
residencia y llevadas a una habitacién contigua en cajas individuales. Mientras que, las
crias se mantuvieron en sus respectivas cajas, agrupadas en nido y en presencia del olor

materno. Finalizada cada sesidn de separacidn diaria, las madres retornaron a sus cajas
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de residencia con sus crias. Este procedimiento se llevd a cabo durante la mafiana (entre
las 9:00 a.m. y 12:00 p.m.). Otro grupo de animales C y H no fueron sometidos al
presente esquema de separacion materna (NSM), de manera que las crias

permanecieron constantemente en su caja de residencia con su madre (Figura 11 A).

Grupos experimentales

Tras la aplicacion del esquema de hiponutricién proteica perinatal y del protocolo de
separacidn materna, quedaron conformados los siguientes grupos experimentales:
control (24%) no expuesto a separacién materna (C-NSM); control sometido a
separacion materna (C-SM), hiponutrido (8%) no expuesto a separacién materna (H-
NSM) e hiponutrido sometido a separacién materna (H-SM).

Se registré el peso corporal y cerebral de animales correspondientes a cada uno de los
grupos experimentales, una vez que alcanzaron los 70 dias de edad.

Considerando los resultados que se obtuvieron al realizar los experimentos
correspondientes al 1¢ objetivo, y a fin de reducir el nimero de animales a utilizar, en
los objetivos subsiguientes no se emplearon animales sometidos al protocolo de
separacidon materna. De manera que, a partir del 292 objetivo, los grupos experimentales

guedaron conformados por animales controles (grupo C) e hiponutridos (grupo H).
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Tabla 2. Composicidn de las dietas (g%) administradas a ratas controles e hiponutridas.

Composicion de la dieta

Control (g%)  Hipoproteica (g%)

Caseina

Azlcar

Almiddn de maiz

Aceite vegetal hidrogenado
Aceite de maiz
Mezcla de vitaminas !
Mezcla de minerales 2

DL-metionina

24.00 8.00
44.45 56.95
9.90 13.40
15.00 15.00
1.00 1.00
1.25 1.25
4.00 4.00
0.40 0.40

1 Mezcla de vitaminas

2 Mezcla de sales

Composicién mg/kg dieta Composicion g/kg dieta
Acido p-aminobenzoico 110,00 CaCOs 21,720
Acido ascérbico 1018,00 MgCOs3 1,000
Biotina 0,44 MgSO4 0,640
Vitamina B12 30,00 NaCl 2,760
Pantotenato 66,00 KCl 4,480
Cloruro de colina 1756,70 K2HPOa4 8,480
Acido félico 2,00 FeCl3.6H20 0,933
Inositol 2,00 Kl 0,003
Menadiona 50,00 MnCl 0,012
Acido nicotinico 99,00 NaF 0,004
Hidrocloruro de piridoxina 22,00 KAI(SOa4)2 0,047
Riboflavina 22,00 CuS04.5H,0 0,036
Hidrocloruro de tiamina 22,00 ZnS0O4 1,040
Acetato de vitamina A 50000 Ul De acuerdo a Bernhart y Tomarelli (220
Vitamina D 1000 Ul

Acetato de vitamina E 200 Ul
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Figura 11. A) Esquema de hiponutricidn proteica perinatal y separacién materna. El déficit nutricional
ocurre entre el DG 14 y el DPN 30. Luego del nacimiento y a partir del DPN 1, las crias del grupo Cy del
grupo H fueron sometidas a 10 dias de separacion materna. DG: dia gestacional, DPN: dia postnatal,
C: control, H: hiponutrido, NSM: no separado de la madre, SM: separado de la madre. B) Eventos pre y
postnatales fundamentales durante el desarrollo del SNC. La curva representa la velocidad de crecimiento
del cerebro a lo largo del tiempo en funcidn del peso. Notar que el déficit proteico abarca el periodo de
crecimiento cerebral explosivo y procesos prenatales igualmente importantes para el normal desarrollo y
funcionalidad del SNC. Adaptado de: Morgane y col. “®
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Evaluaciones conductuales
Se emplearon los siguientes paradigmas experimentales: prueba de preferencia a
sacarosa, prueba de reconocimiento de objetos, prueba de natacién forzada y laberinto
en cruz elevado. Las evaluaciones del comportamiento iniciaron cuando los animales de
los distintos grupos experimentales alcanzaron los 70 dias de edad (Figura 12). Todas las
pruebas se realizaron en una habitacion en silencio e iluminada con luz tenue y se
llevaron a cabo durante el periodo de luz (en el rango horario comprendido entre las 9

y 13 h).

DPN 70
| |
;i @
[E‘\ |
S
— i \
& = ~
y b “’i]
o N Prueba de preferencia a sacarosa
C-NSM
y ) ey e
& S ¥
C-SM L J
Prueba de natacion forzada
—
~ Habituacién _En(renamien!o Discriminacion
{ ‘)
5. 24h 1h
B
H-NSM
L
T
Dia 1-3 Dia 4
5 Prueba de reconocimiento de objetos
{‘\ — - ¥
H-SM
"

Laberinto en cruz elevado

Figura 12. Representacién esquematica de las pruebas conductuales a la que fueron expuestos los
diferentes grupos de animales a partir del DPN 70. DPN: dia postnatal, C: control, H: hiponutrido, NMS:
no separado de la madre, SM: separado de la madre.
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» Prueba de preferencia a sacarosa

La prueba de preferencia a sacarosa es un paradigma ampliamente empleado a nivel
experimental para evaluar anhedonia. En condiciones normales, las ratas exhiben una
preferencia por el consumo de sustancias palatables como la sacarosa en relacion a la
ingesta de agua. La disminucién de la preferencia a sacarosa es considerada un indice
de anhedonia en modelos animales (221,

Previo al inicio de la prueba, los animales fueron privados de agua por 24 h. Los dias
siguientes sélo tuvieron acceso a liquidos durante las 3 h de registro. De esta forma,
durante 5 dias de entrenamiento y 5 dias adicionales de evaluacién, animales de los
diferentes grupos experimentales fueron colocados en cajas individuales durante 3 h
con libre acceso a dos probetas de 50 ml ubicadas una al lado de la otra, una de ellas
conteniendo aguay la otra solucién de sacarosa al 1% o 5% (Zurita y col. %22, con algunas
modificaciones) (Figura 13). La posicidn de las probetas se alterné diariamente a fin de
prevenir un habito posicional. Se registré el consumo de agua y sacarosa pesando las
probetas al inicio y final de la evaluaciéon diaria. Con los datos obtenidos se determiné

un indice de preferencia a sacarosa de la siguiente manera:

) consumo de sacarosa
% Preferencia a sacarosa = — x 100
consumo total de liquidos

La preferencia a sacarosa de cada rata se calculé como la ingesta promedio de todos los

dias de evaluados.

Agua

"’E Sacarosa

N

|
&)

Figura 13. Representacién esquematica de la prueba de preferencia a sacarosa. El animal tiene la libertad
de elegir entre el consumo de agua y sacarosa durante 10 dias consecutivos.
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» Prueba de natacién forzada
En esta prueba se somete a los animales a una situacién aversiva inescapable. Se empleé
el método descripto por Porsolt y col. ?%3), El procedimiento consiste en dos sesiones en
las que los animales son forzados a nadar en un cilindro de acrilico transparente (altura:
40 cm, didmetro: 18 cm) que contiene agua a 24 = 1 °C con una profundidad de 21 cm.
Bajo estas condiciones, el animal no puede salir ni tocar el fondo (Figura 14). Durante la
primera sesion, las ratas se colocaron individualmente en el cilindro con agua durante
15 min (pre test). Cuando un animal es introducido por primera vez en el tanque con
agua, nada vigorosamente durante un tiempo, para luego adoptar una postura
caracteristica de inmovilidad con movimientos suaves de sus patas delanteras para
mantener la cabeza o al menos el hocico fuera del agua. Veinticuatro horas mas tarde,
fueron introducidos nuevamente en el tanque por 5 min (test). Finalizada cada sesién
de nado, los animales fueron secados, utilizando toallas y un flujo de aire caliente, y
retornados a su caja de residencia. Durante el test, se registré el tiempo de inmovilidad,
es decir, el tiempo que el animal permanece flotando pasivamente. La inmovilidad es

considerada un indice de desesperanza y depresién del humor (223,

Figura 14. Representacion grafica de la prueba de natacién forzada. Se evalta el tiempo en el que el animal
permanece inmovil, al introducirlo en un cilindro que contiene agua, como indice de desesperanza.

> Prueba de reconocimiento de objetos
Este paradigma conductual, empleado cominmente para evaluar posibles alteraciones
cognitivas, fue originalmente descripto por Ennaceur y Delacour ??%, Se basa en la
tendencia natural de la rata a explorar mas activamente un objeto desconocido que uno
familiar 224, La prueba fue realizada empleando una caja de campo abierto de madera

(60 x 60 x 60 cm), cuyo piso se encuentra dividido por lineas negras en 16 cuadrados,
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ubicada en una habitacién homogéneamente iluminada. El procedimiento consiste en
tres etapas: habituacién, entrenamiento y discriminacion. Durante la fase de
habituacion (dias 1 al 3), cada animal se colocé en el centro del campo abierto y se le
permitid explorar libremente el lugar por 10 min el primer dia y por 5 min el resto de los
dias. Se evalué la locomocidn durante los primeros 3 min de cada sesion, registrando el
numero de cuadrados que el animal cruzé con sus cuatro patas. El cuarto dia, las ratas
se colocaron individualmente en una esquina del campo abierto y se les permitid
explorar libremente 2 objetos idénticos (cilindros de vidrio de 15 x 6 cm) durante 5 min
(fase de entrenamiento). Una hora después, uno de los objetos familiares fue
reemplazado por otro diferente (cono de plastico negro de 11 x 9 x 5 cm) y nuevamente,
durante 5 min, se les permitié explorar los objetos (fase de discriminacion) (Figura 15).
A fin de evitar que la exploracidn esté condicionada por la posicién de los objetos, la
ubicacién de los mismos se alterné aleatoriamente. El campo abierto y los objetos se
limpiaron con etanol al 70% antes del comienzo de cada una de las diferentes etapas.
Tanto durante la fase de entrenamiento como durante la fase de discriminacion, se
registrd el tiempo que la rata permanecié explorando cada uno de los objetos. Se
considera como exploracién el acercamiento del animal hacia el objeto con el hocico a
no mas de 2 cm de distancia del mismo. Los tiempos de exploracién registrados se
utilizaron para calcular el indice de exploracién y el indice de discriminacion empleando
las siguientes ecuaciones:
t de exploracion del objeto

% Expl ‘6m del obieto = %X 100
o hXploracion et objeto =2 exploracién de ambos objetos

t exploracion del objeto nuevo - t exploracion del objeto familiar

Indice de discriminacion = — - y: - —
t exploraciéon del objeto nuevo + t exploracion del objeto familiar

El indice de discriminacién adquiere valores entre 1y -1. Un valor positivo indica mayor
tiempo dedicado a explorar el objeto nuevo que el familiar, mientras que uno negativo
indica lo opuesto. La ausencia de preferencia por alguno de los objetos se manifiesta

con indices de discriminacidn iguales a cero (225 226),
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Habituacién Entrenamiento Discriminacion
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.
-

¥ W e

Y
Dia 1-3 Dia 4

Figura 15. Esquema donde se encuentran representadas las tres fases y los intervalos entre fases de la
prueba de reconocimiento de objetos.

» Laberinto en cruz elevado
La ansiedad se evalué empleando el laberinto en cruz elevado. Dicho laberinto, consiste
en un aparato de acrilico negro en forma de cruz que consta de dos brazos opuestos
abiertos (50 x 10 cm) y dos brazos opuestos cerrados por paredes laterales (50 x 10 x 40
cm). Los brazos estdn comunicados por una plataforma central (10 cm?) y elevados 50
cm del suelo (Figura 16). Las ratas se colocaron individualmente en el centro del
laberinto y se les permitié explorar libremente el aparato durante 5 min. Se registré el
tiempo de permanencia del animal en cada uno de los brazos, y a partir de los datos

obtenidos se calculd el indice de ansiedad.

t en los brazos abiertos

Indice de ansiedad (%) = x 100
(%) t en los brazos abiertos + tiempo en los brazos cerrados

Niveles altos de ansiedad se relacionan con un mayor tiempo de permanencia en los brazos

cerrados, y en consecuencia un menor indice de ansiedad.

Figura 16. llustracién del laberinto en cruz elevado, empleado para evaluar ansiedad en los distintos
grupos experimentales.
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Estudios moleculares
Las determinaciones moleculares se realizaron una vez finalizada la prueba de
preferencia a sacarosa (DPN 80). Asi, diferentes grupos de animales Cy H de 70 dias de
edad fueron sometidos a la prueba de preferencia a sacarosa al 1%. El Ultimo dia de
evaluacidén conductual, inmediatamente finalizada la prueba de preferencia, los
animales fueron sacrificados por decapitaciéon. Las estructuras a analizar, NAc e
hipocampo, fueron rapidamente disecadas sobre hielo a partir de cortes coronales del
cerebro. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta la realizacién de la técnica de ELISA
o Western Blot para determinacién de los niveles proteicos de BDNF y del receptor TrkB

(TrkB-FL, TrkB-T y p-TrkB (forma fosforilada del receptor)) respectivamente (Figura 17).

DPN 70-80
' |
li% ELISA —><|i[ﬁ\|l|:>
% _ -
-Sacrificio Western Blot _"(’TrkB\\
GruposCyH -Diseccién: —

NAc-Hipocampo

Figura 17. Diagrama esquematico que representa el procedimiento experimental empleado para realizar
las determinaciones a nivel molecular. DPN: dia postnatal, C: control, H: hiponutrido, NAc: nucleo

accumbens.

» Técnica de ELISA
La determinacién de los niveles proteicos de BDNF se realizé empleando el kit BDNF
Emax Immuno Assay System (Promega, EEUU) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Para iniciar el andlisis, los tejidos extraidos luego de la diseccidon de NAc e
hipocampo se homogeneizaron en buffer de lisis (137 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH
8.0), 1% NP40, 10% glicerol) conteniendo inhibidores de enzimas proteasas y fosfatasas
(1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 10 pg/ml aprotinina, 1 ug/ml leupeptina, 0,5 mM
ortovanadato de sodio). Las muestras obtenidas a partir de NAc se centrifugaron a
12000 g durante 10 min a 4 °C, mientras que los homogenatos de hipocampo se
centrifugaron a 14000 rpm por 30 min a 4 °C. Una alicuota del sobrenadante obtenido
se diluyé 1:3 en buffer Block & Sample 1X. Para las determinaciones se emplearon

microplacas de 96 pocillos, las mismas fueron recubiertas con un anticuerpo monoclonal
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anti-BDNF e incubadas durante toda la noche a 4 °C. Luego del bloqueo de los sitios
inespecificos con Block & Sample 1X durante 1 h, las placas se incubaron a temperatura
ambiente con las muestras diluidas durante 2 h. Paso seguido, las placas se incubaron a
temperatura ambiente con un anticuerpo policlonal anti-BDNF durante 2 h vy
posteriormente con un anticuerpo anti-lgY conjugado con peroxidasa durante 1 h.
Finalizada cada una de las incubaciones realizadas, se efectuaron lavados de los excesos
con buffer TBST (150 mM NacCl, 20 mM Tris-base (pH 7.6), 0,05% Tween 20). Finalmente,
luego del agregado del sustrato cromogénico (3,3,5,5-tetrametilbenzidina), se cuantificé
la reaccién de color a 450 nm empleando un lector de placas de ELISA (Figura 18). La
concentracion de BDNF se determind a partir de una curva estandar en un rango de
concentracién comprendido entre 0 a 500 pg/ml.

Por otra parte, se cuantificé la concentracion total de proteinas mediante el método de
Bradford (?27) a partir de una alicuota del sobrenadante obtenido luego de la
homogenizacion. La concentraciéon de BDNF en cada estructura se expreso en funcién
de los mg de proteinas del tejido (pg BDNF/mg de proteinas) y como porcentaje del

grupo C.

Qﬁ? Anticuerpos

() BDNF
. Sustrato
cromogénico
Incubacion con  Bloqueo de sitios  Incubacion con Incubacion con Incubacion con  Adicion del sustrato
anti-BDFN de unidén no las muestras anti-BDNF anti-IgY conjugado  y deteccion del
monoclonal especificos policlonal con peroxidasa color.

Figura 18. Esquema del protocolo de ELISA empleado para evaluar los niveles de BDNF en NAc e
hipocampo. Se representa un pocillo de una microplaca en los pasos sucesivos del andlisis.

> Western Blot
Los tejidos extraidos tras la diseccion, se homogeneizaron en buffer RIPA (150 mM NacCl,
0,1% triton X-100, 0,5% desoxicolato de sodio, 0,1% dodecil sulfato de sodio (SDS), 50
mM Tris (pH 7.4)) con inhibidores de proteasas (10 pg/ml aprotinina, 1 pg/ml leupeptina,
1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo) y fosfatasa (0,5 mM de ortovanadato de sodio).

Los homogenatos de NAc e hipocampo fueron centrifugados a 42C y 14000 rpm durante
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15 o 30 minutos respectivamente. Finalizada la centrifugacién se procedid a tomar
alicuotas de los sobrenadantes, las cuales constituyeron el extracto proteico. La
concentracién de proteinas en los mismos se determiné por el método de Bradford (227),
Alicuotas adicionales de los sobrenadantes se combinaron con igual volumen de buffer
Laemmli 2X (4% SDS, 20% glicerol, 0,01% azul de bromofenol, 125 mM Tris (pH 6.8)) y
se hirvieron durante 5 min. Posteriormente, cantidades iguales de las muestras
resultantes (30 ug de proteina por carril) fueron separadas electroforéticamente en
geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE 8%) en paralelo con un marcador de peso
molecular (Bio-Rad), durante aproximadamente 1,5 h a 110 mV en buffer de corrida (192
mM glicina, 25 mM Tris (pH 8.3), 0.1% SDS). Las proteinas resueltas en el gel fueron
luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa o PVDF (del inglés polyvinylidene
difluoride) durante 1 h a 350 mA en buffer de transferencia (para membranas de
nitrocelulosa: 192 mM glicina, 25 mM Tris (pH 8.3); para membranas de PVDF: 192 mM
glicina, 25 mM Tris (pH 8.3), 20% metanol). Finalizada la transferencia, las membranas
fueron bloqueadas con albumina sérica bovina al 5% en buffer TBST (150 mM NacCl, 10
mM Tris (pH 7.5), 0,1% Tween 20) durante 1 h a temperatura ambiente. A fin de revelar
las bandas especificas, diferentes membranas de nitrocelulosa (empleadas para el
analisis en NAc) fueron incubadas durante la noche a 4°C con los anticuerpos
policlonales especificos contra p-TrkB (1:1500; phospho S479, catalogo #ab228507,
Abcam) o TrkB (1:1000; catalogo #07-225, EMD Millipore Corporation). Las membranas
de PVDF (utilizadas para la evaluacién en hipocampo) se incubaron con el anticuerpo
contra p-TrkB durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, luego de su deteccidn, este
anticuerpo primario se eliminé de las membranas con NaOH 1 M por 2 min. Se
blogquearon nuevamente las membranas y se reprobaron con anticuerpo contra TrkB.
Independientemente de la membrana empleada, luego de cada incubacién con el
anticuerpo primario, se realizaron 3 lavados de 10 min con TBST y se incubd con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (1:3000; catalogo #7074, Cell
Signaling) durante 1,5 h a temperatura ambiente. Seguidamente se realizaron 3 lavados
de 10 min cada uno con TBST y se procedié a la deteccion de las bandas de proteinas
por quimioluminiscencia (ECL, por las siglas en inglés de enhanced chemiluminescense)

sobre una placa radiografica (Figura 19).
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Por otra parte, se realizé la cuantificacién de actina a fin de realizar un control de carga
de las muestras. Asi, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal
especifico contra actina (1:1000; catalogo #A3853, Sigma) seguido de la incubacion con
un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (1:2500; catalogo #7076, Cell
Signaling). Las placas fotograficas resultantes de cada ensayo de ECL realizado, se
digitalizaron a través de un escdner y se analizaron utilizando un programa de andlisis
de imagenes (Scion Image Software, version 4.0.2). Se determinaron los niveles del
receptor de BDNF (fosforilado y no fosforilado), se normalizaron con los niveles

proteicos de actina y se expresaron como porcentaje del grupo C.

? Esponja
Papel de filtro
® Gel -
290 Membrana
i |
1. Siembra de muestras y electroforesis 2. Transferencia
. 6. Adicion del sustrato y deteccion de la sefial ———

5. Incubacidn con anticuerpo secundario conjugado

41[(\ 4. Incubacidn con anticuerpo primario
IF@NTY 3. Bloqueo

Figura 19. Pasos principales de la prueba de Western Blot llevada a cabo para evaluar los niveles del
receptor TrkB (TrkB-FL, TrkB-T y p-TrkB) en NAc e hipocampo.
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Analisis de la plasticidad estructural
El analisis de la densidad espinal en la poblacién neuronal presente en NAc shell, NAc
core y area CA1 de hipocampo, se realizé de acuerdo al protocolo descripto por Tyler y
Pozzo-Miller 228, Calfa y col. ??°) y Giachero y col. 239, Una vez finalizada la prueba de
preferencia a sacarosa al 1%, animales adultos C y H fueron anestesiados i.p. con una
combinacion de ketamina (55 mg/kg) - xilacina (11 mg/kg) y preparados para perfusion
intracardiaca. Inicialmente se perfundié con buffer fosfato (0,1 M, pH 7.4), seguido por
una solucién fijadora de paraformaldehido (PFA) al 4% en buffer fosfato. Una vez
extraidos los cerebros, se conservaron en PFA 4% durante 24 h a 4°C. Luego, empleando
un vibratomo, se obtuvieron rebanadas cerebrales de 150 um de espesor conteniendo
el area en estudio, las cuales se conservaron en buffer fosfato salina 0,1%.
Posteriormente, fueron inyectadas con pequefias gotas (<10 pm) de una solucién
saturada del tinte lipofilico 1,1'-dioctadecil-3,3,3",3 -tetrametil indocarbocianina
perclorato (Dil, InVitrogen; Carlsbad, CA) en aceite de pescado en NAc shell, NAc core y
estrato radiado de CAl1 de hipocampo dorsal, segliin correspondiese (231, De esta
manera, el colorante es captado por segmentos dendriticos pertenecientes a distintas
neuronas. Utilizando un microscopio confocal de barrido laser FluoView FV-1000
(microscopio invertido Olympus IX81) con objetivo de inmersion en aceite (PlanApo, AN
1.42) del Centro de Microscopia Optica y Confocal de Avanzada (Cérdoba, Argentina),
se recolectaron imagenes en el plano z de segmentos dendriticos marcados. Las
imagenes obtenidas fueron deconvolucionadas utilizando el programa Huygens
compute engine (version 4.3.1p2) y el analisis de espinas dendriticas se realizd

manualmente empleando el programa Fiji ImageJ (version 1.53q) (Figura 20).

DPN 70-80

f=] sacarosa
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Grupos Cy H -Perfusion con PFA Determinacion de
-Tincién con Dil: la densidad espinal

NAc shell, NAc core y CA1

Figura 20. Procedimiento experimental empleado en el andlisis de la densidad de espinas dendriticas en
ambas subestructuras de NAc y en el area CA1l de hipocampo. DPN: dia postnatal, C: control, H:
hiponutrido, PFA: paraformaldehido, NAc: nucleo accumbens.
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> Analisis de espinas dendriticas

Las espinas dendriticas se clasifican segin su morfologia en tres categorias: stubby (Tipo
), las cuales carecen en cierta medida de cuello; mushroom (Tipo Il), las cuales presentan
una cabeza amplia con un cuello corto y angosto; y thin (Tipo Ill) que son espinas finas,
largas y de cabeza pequefia (32, Los pardmetros que se determinaron fueron, la
densidad total de espinas dendriticas y la densidad de cada tipo de espina dendritica
segln su morfologia. A tal fin, las espinas se identificaron como protuberancias
dendriticas de no mas de 3 um de longitud que estuviesen en contacto con la dendrita
pariente (22%233;234) | 35 espinas se contaron individualmente y se incluyeron de acuerdo
a su morfologia en las categorias stubby, mushroom o thin. La clasificacion se realizo
basandose en las relaciones L/dcu y dca/dcu; en donde L es la longitud de la espina
desde su base en la dendrita hasta la punta de su cabeza, dcu es el didmetro maximo del
cuello, y dca es el didmetro maximo de la cabeza (Figura 21 A). Luego, se midié el largo
de la dendrita. El nUmero total de espinas y el numero de cada tipo de espinas se
normalizé a 10 um de longitud del segmento dendritico (densidad espinal).

En términos generales, tanto las espinas stubby como las mushroom presentan una L
tipicamente inferior a 1 um, se diferencian en que las stubby presentan un dcu y dca
similares a la L, mientras que las mushroom poseen un dca mucho mayor que el dcu. En
cuanto a las espinas thin, tienen una L superior a 1 um, lo cual es mucho mayor al dcu,
y el dca no excede demasiado al dcu (223 23%), Las espinas stubby y mushroom han sido
incluidas dentro de la categoria de espinas maduras (22% 23% 234) (Figura 21 B). Esta
clasificacion se debe a que presentan extensos transientes de Ca?* hacia la dendrita
pariente y espinas adyacentes, y debido a la mayor fuerza de las sinapsis excitatorias

formadas en estas espinas (236-240),

A) B)
Espina d
‘ Stubby Mushroom Thin
Dendrita Tipo | Tipo Il Tipo Il

L= dcu =~ dca dea » deu  L> (dcu = dca)

Maduras Inmaduras

Figura 21. A) Representacion de una espina y de los parametros utilizados para clasificarlas seglin su
morfologia. B) Morfologia de los diferentes tipos de espinas dendriticas. L: longitud, dcu: didametro del
cuello, dca: didametro de la cabeza.
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Estudio de la reversion conductual
Una estrategia farmacoldgica util para investigar el rol de la sefializacion BDNF-TrkB es
el empleo del antagonista del receptor TrkB, ANA-12. Dicho compuesto es un ligando
selectivo de TrkB que previene la activacién del receptor mediada por BDNF, evitando
los efectos bioldgicos de la neurotrofina en las células que expresan el receptor. ANA-
12 es capaz de inhibir los procesos intracelulares de TrkB, sin afectar las funciones del

resto de los receptores tirosina quinasa (TrkA y TrkC) (241,

» Cirugia estereotéxica
Animales de distintos grupos C y H fueron anestesiados i.p. con una combinacién de
ketamina (55 mg/kg) - xilacina (11 mg/kg) y posteriormente colocados en un aparato
estereotdxico para ratas (Stoelting, EEUU), con la barra dental de los incisivos ubicada a
-3,3 mm para lograr la posicién horizontal de la cabeza del animal. Luego de realizar una
incision en el cuero cabelludo, de exponer y limpiar el crdneo, se tomaron las
coordenadas de Bregma. Utilizando el atlas de Paxinos y Watson (242) se determinaron
las coordenadas de ubicacion de NAc shell (AP: +2,1 mm; L: £0,8 mm; DV:-7,2 mm), NAc
core (AP: +2,1 mm; L: 1,5 mm; DV: -6,8 mm) y CA1 (AP: -3,2 mm; L: £2,2 mm; DV: -2,4
mm), respecto Bregma y desde el craneo. Se realizaron perforaciones al craneo y se
implantaron bilateralmente cdnulas (con una longitud de: 14 mm para NAcy 9,7 mm
para CA1l, calibre 22 G) a 1,5 y 0,8 mm por encima del sitio final de infusién para
evaluaciones en NAc e hipocampo respectivamente. Las cdnulas se aseguraron al craneo
con cemento acrilico dental (Polimero Subiton, Laboratorios SLS.A., Bs.As., Argentina) y
un tornillo de acero inoxidable. Se utilizaron tapa canulas (calibre 30 G) fijadas al
cemento a fin de evitar el ingreso de contaminantes y la oclusién de las canulas.
Inmediatamente terminada la cirugia, a fin de prevenir infecciones, se aplicd antibidtico
tépico en la cabeza de los animales, ademas de administrarles una dosis subcutanea del
antibidtico Norcilina 5000000 U.I (Penicilina-Estreptomicina; Laboratorios Nort, Bs.As.,
Argentina). Tras 5 dias de recuperacién sin perturbaciones, se inicié con la prueba de

preferencia a sacarosa al 1% (Figura 21).
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> Infusion intracerebral
Luego de la fase de entrenamiento de la prueba conductual, los animales fueron
infundidos localmente con el antagonista selectivo del receptor TrkB N2-(2-{[(2-
oxoazepan-3-il) amino] carbonil} fenil) benzo [b] tiofeno-2-carboxamida (ANA-12,
SML0209, Sigma-Aldrich) en la estructura correspondiente. A tal fin, se retiraron las
tapas de las canulas y se introdujeron inyectores (con una longitud de: 15,5 mm para
NAcy 10,5 mm para CA1, calibre 30 G) que se extendian por debajo del extremo de la
canula permitiendo alcanzar el sitio de infusién deseado. Los inyectores se conectaron
mediante tubos de polietileno (P10) a microjeringas de 10 ul (Hamilton) colocadas en
una bomba de infusién (Carnegie Medicine, CMA/100). Se realizd la infusion de ANA-12
disuelto en dimetil sulféxido (DMSO) al 1% en salina fisioldgica siguiendo distintos
parametros dependiendo de la estructura a inyectar:
- NAcshelly core: se infundieron 0,025 ug de ANA-12 por lado, con un flujo de infusidon
de 0,5 ul por 1 min.
- Hipocampo: 0,03 ug de ANA-12 por lado, administrando un volumen de 0,6 ul en un
periodo de 1 min.
En cada caso se administré a los respectivos grupos vehiculo, en el mismo periodo de
tiempo, un volumen equivalente de DMSO al 1% en salina fisioldgica. Finalizada la
infusion de ANA-12 o de vehiculo, los inyectores se mantuvieron en su lugar durante
1 min adicional para la difusién de la droga al tejido y prevencidn del reflujo de la misma.
Una hora después de la infusién y por 4 dias consecutivos se continud con la evaluacién

de la preferencia a sacarosa (Figura 22).

» Control histoldgico
Finalizada la prueba de preferencia a sacarosa, los animales fueron sacrificados por
decapitacion, los cerebros extraidos y conservados en PFA 4% durante al menos 72 h
para la fijacion del tejido. Posteriormente, se obtuvieron secciones coronales de 60 pm
utilizando un cridstato y se observaron bajo lupa para la determinacién del sitio de
infusion (Figura 23). Los animales cuyo sitio de inyeccion estuviese fuera del area de

interés, o con dafio mecdanico excesivo, fueron excluidos del analisis posterior de datos.
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Figura 22. Linea de tiempo experimental empleada para evaluar el efecto de ANA-12, infundido en
distintas estructuras, en la prueba de preferencia a sacarosa. NAc: nucleo accumbens.
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Figura 23. Imagen representativa de algunos de los sitios de infusién en animales sometidos a cirugia

estereotaxica.
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Anélisis estadistico
El analisis estadistico se llevd a cabo empleando el programa InfoStat (version 2020). En
todos los casos, la distribucién normal de las variables se evalué mediante la prueba de
Shapiro-Wilks, mientras que la homogeneidad de varianzas se analizé por la prueba de
Levene o la prueba F para igualdad de varianzas dependiendo de la cantidad de grupos
a comparar (4 o 2 respectivamente).
Los datos resultantes de la evaluacién conductual y los pesos fueron analizados
empleando un andlisis de la varianza (ANOVA) de dos vias, con dieta y separaciéon
materna como variables independientes. Para analizar los valores obtenidos en la
prueba de reconocimiento de objetos se realizd, adicionalmente, una prueba T para
muestras apareadas a fin de determinar diferencias intragrupo en la exploracién de cada
objeto. La actividad locomotora evaluada en la primera fase de esta prueba conductual
fue analizada empleando un ANOVA de dos vias (dieta x separacién materna) para
medidas repetidas. En todos los casos, posterior al ANOVA, se realizaron comparaciones
post-hoc usando los test de Tukey o LSD-Fisher para determinar las diferencias
significativas.
Los resultados obtenidos a partir de las cuantificaciones de los niveles proteicos de
BDNF, TrkB y de la determinacién de la densidad de espinas dendriticas, se analizaron
mediante una prueba T para muestras independientes.
Finalmente, se empleé un ANOVA de dos vias, con dieta y tratamiento como variables
independientes, para el analisis de los datos recopilados durante la evaluacién de la
reversidon conductual. Las interacciones significativas se analizaron mediante el test de
comparacion post-hoc Tukey. Adicionalmente, se realizé un ANOVA de dos vias (dieta x
tratamiento) para medidas repetidas, a fin de evaluar los datos experimentales
obtenidos del consumo diario de sacarosa.
En todos los analisis realizados, valores de p <0,05 fueron considerados como
estadisticamente significativos. Los resultados fueron expresados como la media + EEM

(error estandar de la media) de los valores obtenidos.
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Resultados-Pesos

Impacto de la hiponutricion proteica perinatal en el peso corporal y

cerebral de animales de 70 dias de edad
El andlisis estadistico de los datos registrados reveld un efecto de la dieta en el peso
corporal (Fis6= 76,10; p <0,001) y cerebral (F1,31= 23,43; p <0,001). La posterior
comparacion post-hoc de Tukey mostré disminucidon significativa tanto en el peso
corporal (p <0,01) como en el peso del cerebro (p <0,05) de animales H en comparacion
con ratas C. No se detectaron diferencias significativas entre los grupos NSM y SM

(p > 0,05) (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de la hiponutricion perinatal sobre el peso corporal (A) y cerebral (B) de ratas adultas.
Los resultados se expresan como la media * EEM. A) *p <0,01 (n= 15 animales por grupo). B) *p <0,05
(n=8-9 animales por grupo). C-NSM: control no expuesto a separacion materna, C-SM: control sometido
a separacién materna, H-NSM: hiponutrido no expuesto a separacion materna, H-SM: hiponutrido
sometido a separaciéon materna.

70



Resultados-Objetivo 1

Consecuencias conductuales de la hiponutricion proteica perinatal
» Prueba de preferencia a sacarosa

En la Figura 25 se encuentra representado el porcentaje de preferencia a sacarosa de
los distintos grupos experimentales evaluados. Como se observa en la Figura 25 A, tras
darle la opcién a los animales de elegir entre agua y solucion de sacarosa al 1%, sélo las
ratas C (-NSM, -SM) mostraron preferencia por la sustancia palatable, alcanzando
valores de aproximadamente un 78%. En contraste, los porcentajes de preferencia a
sacarosa de los grupos H (-NSM, -SM) fueron cercanos a un 48%, indicando ausencia de
preferencia por dicha solucién. EIl ANOVA de estos datos revelé un efecto significativo
de la dieta (F1,6s= 60,34; p <0,001). El andlisis post-hoc de Tukey indicé que tanto los
animales hiponutridos sometidos a separacién materna (H-SM) como los que no fueron
separados de la madre (H-NSM), presentaron una preferencia a sacarosa
significativamente menor en relacion a los animales controles (-NSM, -SM) (p <0,01).

Cuando los animales fueron expuestos a la solucion de sacarosa de mayor concentracién
(5%), los cuatro grupos experimentales exhibieron un incremento en su indice de
preferencia. En este punto resulta importante destacar el aumento del consumo de
sacarosa de los grupos H (-NSM, -SM), con valores proximos a un 84% de preferencia.
Sin embargo, el ANOVA realizado indicé un efecto significativo de la dieta (F1,35= 13,65;
p <0,001) y el test post-hoc confirmé un porcentaje de preferencia a sacarosa
significativamente menor en animales H (-NSM, -SM) respecto a los C (-NSM, -SM)

(p <0,05) (Figura 25 B).

> Prueba de natacion forzada
El andlisis ANOVA de los datos de inmovilidad, obtenidos durante el test en la prueba de
natacién forzada, revelé un efecto significativo de la dieta (F1,50= 21,69; p <0,001). El test
de comparacion de Fisher mostré un incremento significativo en el tiempo de
inmovilidad de los grupos H (-NSM, -SM) en relacién a los C (-NSM, -SM) (p <0,05)
(Figura 26).
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Figura 25. Evaluacion de la preferencia a sacarosa como indice de anhedonia. Los animales fueron
desafiados a elegir entre agua y una solucidn de sacarosa al 1% (A) o 5% (B). Las barras representan la
media + EEM del porcentaje del consumo de sacarosa respecto al consumo total de liquidos. A) *p <0,01
(n= 18 ratas por grupo). B) *p <0,05 (n= 8-11 ratas por grupo). C-NSM: control no expuesto a separacion
materna, C-SM: control sometido a separacién materna, H-NSM: hiponutrido no expuesto a separacién
materna, H-SM: hiponutrido sometido a separacion materna.
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Figura 26. Tiempo de inmovilidad de ratas C (-NSM, -SM) y H (-NSM, -SM) evaluado durante la segunda
sesidon en la prueba de natacién forzada. Los resultados se expresan como la media + EEM. *p <0,05
(n=9-15 animales por grupo). C-NSM: control no expuesto a separacién materna, C-SM: control sometido
a separacién materna, H-NSM: hiponutrido no expuesto a separacion materna, H-SM: hiponutrido
sometido a separaciéon materna.

> Prueba de reconocimiento de objetos
A fin de evaluar si la hiponutricidn induce alteraciones a nivel cognitivo, animales de los
diferentes grupos Cy H fueron sometidos a la prueba de reconocimiento de objetos. En

la Figura 27 se encuentran representados los valores de actividad locomotora
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registrados durante la fase de habituacion. Como puede observarse, todos los grupos
desarrollaron el clasico fenédmeno de habituacién, evidenciado por una disminucion en
la conducta que se puso de manifiesto a partir del dia 2 (F2,76= 69,75; p <0,001). No se
observaron diferencias significativas en la locomocién entre los grupos analizados
(F1,38= 0,03; p >0,05).

Durante la fase de entrenamiento, el porcentaje del tiempo de exploracion de ambos
objetos idénticos, denominados A y A’, fue similar tanto en los grupos C (-NSM, -SM)
como H (-NSM, -SM), con valores cercanos al 50% (F1,3s= 0,10; p >0,05) (Figura 28 A).
Durante la fase de discriminacién los cuatro grupos experimentales mostraron un
incremento significativo en el tiempo de exploraciéon del objeto nuevo (objeto B)
respecto al familiar (objeto A) (C-NSM: T=9,79; p <0,001, C-SM: T= 6,17; p <0,001, H-
NSM: T= 3,23; p <0,01, H-SM: T= 3,58; p <0,01). No obstante, los animales H (-NSM,
-SM) pasaron significativamente menos tiempo explorando el objeto nuevo en relacién
a los grupos C (-NMS, -SM) (F1,38= 19,06; p <0,001), lo que condujo a un indice de
discriminacion significativamente menor que el de los animales controles (F1,3s= 19,01;
p <0,001), como se muestra en las Figuras 28 A y B, respectivamente. En este ultimo
analisis, los valores positivos indican que los cuatro grupos experimentales fueron
capaces de discriminar el objeto nuevo del familiar. No se observaron diferencias

significativas entre los grupos NSM y SM.
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Figura 27. Actividad locomotora evaluada durante la fase de habituacion de la prueba de reconocimiento
de objetos. Las barras representan la media del numero de cuadrados cruzados en el campo abierto
+ EEM. *p <0,05 respecto al dia 1 (n=9-12 animales por grupo). C-NSM: control no expuesto a separacion
materna, C-SM: control sometido a separacién materna, H-NSM: hiponutrido no expuesto a separacion
materna, H-SM: hiponutrido sometido a separacion materna.
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Figura 28. Efecto de la injuria nutricional sobre la memoria de reconocimiento de objetos. A) Porcentaje
del tiempo de exploracidén de cada objeto durante la fase de entrenamiento (panel de la izquierda) y la
fase de discriminacién (panel de la derecha). A-A’ representan los objetos idénticos y B el objeto nuevo,
empleados durante la prueba. Los datos se expresan como la media £ EEM. * Indica diferencia significativa
en el tiempo de exploracion entre el objeto A y B. **p <0,05 vs. su respectivo grupo C (-NSM, -SM).
B) indice de discriminacién obtenido durante la tercera fase de la prueba de reconocimiento de objetos.
Las barras representan la media + EEM. *p <0,05 (n= 9-12 animales por grupo). C-NSM: control no
expuesto a separaciéon materna, C-SM: control sometido a separacion materna, H-NSM: hiponutrido no
expuesto a separacion materna, H-SM: hiponutrido sometido a separacién materna.

» Laberinto en cruz elevado
En la Figura 29, se muestran los resultados obtenidos luego de la evaluacién de la
conducta de ansiedad en el l[aberinto en cruz elevado. El andlisis estadistico de los datos
indicd que no existe diferencia significativa entre los grupos C (-NSM, -SM) y H (-NSM,
-SM) en el porcentaje de tiempo de permanencia en los brazos abiertos (F1,52= 1,50;

p >0,05).
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Figura 29. Evaluacion de la ansiedad en animales C (-NSM, -SM) y H (-NSM, -SM). Los datos se expresan
como la media = EEM de los porcentajes del tiempo de permanencia en los brazos abiertos respecto al
tiempo de permanencia en brazos abiertos y cerrados (n= 12-15 animales por grupo). C-NSM: control no
expuesto a separacion materna, C-SM: control sometido a separacion materna, H-NSM: hiponutrido no
expuesto a separaciéon materna, H-SM: hiponutrido sometido a separacion materna.

Restumen de los resultados del objetivo 1:

Los resultados conductuales mostraron que los animales H, independientemente de la
separacidon materna, presentaron una menor preferencia a sacarosa, tanto al 1% como
al 5%, menor indice de discriminacion en la prueba de reconocimiento de objetos y
mayor tiempo de inmovilidad en la prueba de natacién forzada. Es decir, la injuria
nutricional temprana per se es capaz de facilitar conductas tipo depresivas en la edad
adulta, incluyendo anhedonia, déficit cognitivo y conducta de desesperanza. No se

observd efecto de la malnutricidon en el indice de ansiedad ni en la locomocién entre los

grupos C (-NSM, -SM) y H (-NSM, -SM).

Las evaluaciones en las secciones siguientes estan dirigidas a investigar los posibles
mecanismos neurobiolégicos que subyacen a la anhedonia.

Considerando que no se observaron diferencias a nivel conductual entre animales H-
NSM y H-SM, y entre animales C-NSM y C-SM, que la hiponutricién proteica perinatal
per se incrementa el riesgo de desarrollar conducta anhedodnica, y a fin de reducir el
numero de animales utilizados, en los experimentos proximos se emplearon sélo
animales C-NSM y H-NSM (C y H respectivamente). Tal como se menciond previamente

en el apartado “Materiales y métodos”.
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Participacion de la via de sefializacion BDNF-TrkB en la facilitacion de

la anhedonia inducida por el déficit nutricional temprano
> Determinaciones en NAc

En la Figura 30 se muestra el efecto de la hiponutricidon proteica perinatal sobre los
niveles de BDNF en NAc, pudiendo observarse un incremento de aproximadamente un
90% en animales H respecto a los C. El analisis estadistico confirmd niveles
significativamente mayores del factor neurotréfico en NAc de animales malnutridos en
relacién a los animales control (T=-8,43; p <0,001).

En la Figura 31, se encuentran representados los niveles de las diferentes isoformas de
TrkB en NAc de ambos grupos experimentales. Los hallazgos moleculares indicaron un
incremento significativo en los niveles de p-TrkB en animales H en relacién al grupo C
(T=-4,13; p <0,01), sin diferencias significativas entre los diferentes grupos en los niveles
de TrkB-FL (T=-0,05; p >0,05) y TrkB-T (T=-0,09; p >0,05), tal como puede observarse en
las Figuras 31 Ay B. Del andlisis de los resultados se desprende que la injuria nutricional
temprana indujo un incremento significativo en la relacion p-TrkB/TrkB-FL en NAc
(T=-4,03; p <0,01) (Figura 31 C). El incremento encontrado en los niveles de p-TrkB y de
la relacion p-TrkB/TrkB-FL en NAc de ratas H fue de alrededor de un 79% y 83%,

respectivamente.
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Figura 30. La hiponutricion proteica perinatal incrementa los niveles proteicos de BDNF en NAc. Los datos
se expresan como porcentaje del grupo control. Las barras representan la media + EEM. *p <0,001 vs.
grupo C (n=10).
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Figura 31. Determinacion de los niveles de TrkB-FL, TrkB-T (A) y p-TrkB (B) en NAc de animales Cy H. En
cada panel se muestran bandas representativas de los analisis de western blot realizados. C) Niveles
proteicos de p-TrkB relativo a los niveles de TrkB-FL. Los resultados se expresan como porcentaje del
grupo control. Las barras representan la media + EEM. *p <0,01 vs. grupo C (n=6).
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» Determinaciones en hipocampo

En las Figuras 32 y 33 se hallan representados los niveles de BDNF y de su receptor
especifico en hipocampo de animales Cy H. La prueba T reveld que los niveles de BDNF
en hipocampo de animales H fueron significativamente menores a los detectados en
ratas C, pudiendo observarse una reduccién cercana al 26% (T= 3,40; p <0,01)
(Figura 32).

Como muestra la Figura 33 A, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos Cy H ni en los niveles hipocampales de TrkB-FL (T= 0,06; p >0,05), ni en los niveles
de TrkB-T (T= 1,02; p >0,05). Por otra parte, se observd que la injuria nutricional
temprana disminuyd significativamente los niveles proteicos de p-TrkB (T=2,33; p <0,05)
y de la relacion p-TrkB/TrkB-FL (T= 3,58; p <0,01), observandose una disminucién de
aproximadamente un 38% en hipocampo de animales H respecto a los C (Figura 33 By

C).
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Figura 32. El déficit nutricional temprano disminuye los niveles proteicos de BDNF en hipocampo. Los

valores se expresan como porcentaje del grupo control. Las barras representan la media + EEM. *p <0,01
en relacién al grupo C (n= 10).
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Figura 33. Determinacion de los niveles de TrkB-FL, TrkB-T (A) y p-TrkB (B) en hipocampo de animales Cy
H. En cada panel se muestran bandas representativas de los analisis de western blot realizados. C) Niveles
proteicos de p-TrkB relativo a los niveles de TrkB-FL. Los resultados se expresan como porcentaje del

grupo control. Las barras representan la media = EEM. *Indica diferencia significativa respecto al grupo C
(n=5-7).
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Restimen de los resultados del objetivo 2:

El estudio de la via de sefializacion BDNF-TrkB, mostro en NAc de animales H un marcado
incremento en los niveles de BDNF que cursan temporalmente con un aumento
significativo de la forma activa de su receptor especifico (p-TrkB). En contraste, estos
animales presentaron niveles reducidos del factor neurotréfico y de p-TrkB en
hipocampo. En conjunto, estos resultados indican que el déficit nutricional temprano
induce alteraciones en la sefializacién BDNF-TrkB, cuyos efectos varian de acuerdo a la

estructura analizada.
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Efecto de la injuria nutricional perinatal en la plasticidad estructural

en NAc e hipocampo
> Evaluacion de la densidad espinal en NAc shell

Como puede observarse en la Figura 34 A, el déficit nutricional temprano aumenta
significativamente el numero total de espinas dendriticas en NAc shell de animales H
respecto al grupo C (T=-18,94; p <0,001).

El posterior andlisis del efecto de la malnutricidn en la densidad de espinas dendriticas
maduras e inmaduras indicd una densidad significativamente mayor de espinas
dendriticas stubby y mushroom en animales H comparada con la densidad observada en
ratas C (stubby: T=-3,31; p <0,01, mushroom: T=-6,65; p <0,001). Respecto a las espinas
thin, no se observé diferencia estadistica en su densidad entre los grupos

experimentales (T=-1,11; p >0,05) (Figura 34 B).
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Figura 34. El déficit nutricional altera la densidad espinal en NAc shell. A) Densidad total de espinas
dendriticas. B) Densidad de espinas maduras (stubby y mushroom) e inmaduras (thin). Los resultados se
expresan como la media + EEM del nimero de espinas/10 um de segmento dendritico. *Indica diferencia
significativa respecto a los animales control (Grupo C: 14 segmentos dendriticos/ 404,11 um de longitud
dendritica total analizada/ 3 ratas; Grupo H: 14 segmentos/ 402,92 um/ 3 ratas). C) Imagenes
representativas de segmentos dendriticos empleados en el andlisis cuantitativo de espinas dendriticas en
neuronas de NAc shell de animales Cy H.
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> Evaluacion de la densidad espinal en NAc core
De manera similar a lo observado en NAc shell, el analisis estadistico revelé un
incremento significativo en la densidad total de espinas dendriticas, especificamente en
la densidad de espinas maduras en NAc core de animales H en comparaciéon a los C
(totales: T=-12,78; p <0,001, stubby; T= -4,02; p <0,001, mushroom: T=-2,82; p <0,01)
(Figura 35 Ay B). No se detectd efecto de la hiponutricidn proteica en la densidad de

espinas dendriticas inmaduras (T=-1,40; p >0,05) (Figura 35 B).
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Figura 35. Efecto de la hiponutricidn proteica perinatal en la densidad espinal en NAc core. A) Densidad
total de espinas dendriticas. B) Densidad de espinas stubby, mushroom (maduras) y thin (inmaduras). Los
resultados se expresan como la media + EEM del nimero de espinas/10 um de segmento dendritico.
*Indica diferencia significativa respecto a los animales C (Grupo C: 13 segmentos dendriticos/ 428,40 um
de longitud dendritica total analizada/ 3 ratas; Grupo H: 14 segmentos/ 432,34 um/ 3 ratas). C) Ejemplos
representativos de segmentos dendriticos empleados en el analisis cuantitativo de espinas dendriticas en
neuronas de NAc core de animales Cy H.
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> Evaluacion de la densidad espinal en la region CAL de hipocampo

El analisis estadistico de la densidad total de espinas dendriticas en neuronas
piramidales de CA1, reveld que los animales H presentan menor nimero de espinas
dendriticas en comparacion al grupo C (T=10,52; p <0,001) (Figura 36 A).

La diferencia observada en la densidad total se evidencid particularmente en las espinas
dendriticas maduras, en donde la prueba T establecié densidades significativamente
menores de espinas stubby y mushroom en el grupo H respecto al C (stubby: T= 4,13;
p <0,001, mushroom: T= 2,72 p <0,01). No se observo diferencia estadistica entre ratas

Cy H en la densidad de espinas dendriticas thin (T= 0,75; p >0,05) (Figura 36 B).
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Figura 36. La injuria nutricional temprana altera la densidad espinal en neuronas hipocampales de CAl.
A) Densidad total de espinas dendriticas. B) Densidad de espinas stubby, mushroom (maduras) y thin
(inmaduras). Los resultados se expresan como la media = EEM del nimero de espinas/10 pm de segmento
dendritico. *Indica diferencia significativa respecto a los animales control (Grupo C: 25 segmentos
dendriticos/ 605,16 um de longitud dendritica total analizada/ 3 ratas; Grupo H: 24 segmentos/
697,72 um/ 3 ratas). C) Ejemplos representativos de segmentos dendriticos de neuronas piramidales de
CA1 empleados para el analisis cuantitativo de espinas dendriticas de cada grupo experimental.
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Restimen de los resultados del objetivo 3:

La evaluacion de la densidad de espinas dendriticas en neuronas piramidales del area
CA1 de hipocampo y en MSN de NAc de animales C y H puso en evidencia alteraciones
en la densidad de espinas dendriticas, particularmente de espinas maduras,
consecuencia de la malnutricidn. Mientras que, en NAc (shell y core) de animales
anheddnicos se observé una mayor densidad espinal, en CA1 de hipocampo se encontré
un menor nimero de espinas dendriticas. No se detectaron diferencias en el nimero de

espinas inmaduras entre los grupos en ninguna de las dreas analizadas.
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Estudio de la reversion de la anhedonia facilitada por la hiponutricion
proteica perinatal
> Efecto de la infusion de ANA-12 en NAc shell sobre la anhedonia inducida
por el déficit nutricional temprano

En la Figura 37 A se encuentra representada la preferencia a sacarosa observada en
animales Cy H luego de la infusidn bilateral de ANA-12 o vehiculo en NAc shell. Se puede
observar que la preferencia a sacarosa alcanzé valores de aproximadamente un 82% y
85% para el grupo C-vehiculo y C-ANA-12 respectivamente. Mientras que, los animales
H-vehiculo no mostraron preferencia por la sustancia palatable. La infusién bilateral de
ANA-12 revirtié la conducta tipo depresiva en el grupo H. Estos animales mostraron un
claro incremento en el consumo de la solucion de sacarosa tras la administracion intra-
NAc shell del blogueante selectivo de TrkB, observandose un indice de preferencia
cercano a un 90%. El analisis estadistico reveld una interaccion dieta x tratamiento
significativa (F1,20= 10,91; p <0,01). La posterior comparacién post-hoc de Tukey indico
que los animales H-vehiculo presentaron una preferencia a sacarosa significativamente
menor comparada con el resto de los grupos (p <0,01), confirmando un efecto
antidepresivo de ANA-12 en NAc shell de ratas H. No se observaron diferencias
significativas entre el grupo H-ANA-12 y los grupos C-vehiculo y C-ANA-12. En la Figura
37 B se representa el porcentaje de preferencia a sacarosa medido diariamente. Los
animales H-ANA-12 presentaron un incremento significativo de su indice de preferencia
a partir del dia 6 hasta el dia 9 de evaluacién, respecto a sus valores de consumo de los

dias 1 al 5 (Fo,261= 6,16; p <0,01).

» Efecto de la inyeccion local de ANA-12 en NAc core sobre la conducta
anhedodnica inducida por la injuria nutricional

Luego de la infusion de vehiculo o ANA-12 en NAc core, el patrén de consumo fue similar

al informado previamente, en el cual los animales C muestran preferencia por el

consumo de sacarosa y los animales H signos de anhedonia. El ANOVA de dos vias indico

un efecto significativo de la dieta (F1,31=42,93; p <0,001), y el analisis de comparaciones

Tukey mostré que los grupos H administrados intra-NAc core con ANA-12 o vehiculo

mostraron una preferencia a sacarosa significativamente menor a la observada en los
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grupos C-vehiculo y C-ANA-12 (p <0,01) (Figura 38 A). No se observaron cambios
significativos en el consumo diario luego de la administracién de ANA-12 en ninguno de

los grupos evaluados (Figura 38 B).
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Figura 37. La infusidn bilateral de ANA-12 en NAc shell revierte la conducta anheddnica, promoviendo un
efecto antidepresivo. Las barras y los simbolos representan la media del porcentaje del consumo de
sacarosa respecto al consumo total de liquidos + EEM. A) Porcentaje de preferencia a sacarosa luego de
la infusion de ANA-12 o vehiculo. *p <0,01 respecto al resto de los grupos. B) Evaluacién diaria de la
preferencia a sacarosa pre y post infusiéon de ANA-12. *p <0,01 grupo H-ANA-12 vs. sus respectivos valores
de los dias 1 al 5 (n= 8-9 animales por grupo).
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Figura 38. Preferencia a sacarosa evaluada luego de la infusién bilateral de ANA-12 o vehiculo en NAc
core. Los datos se expresan como la media + EEM del porcentaje de preferencia a sacarosa. A) Porcentaje
de preferencia a sacarosa luego de la infusién de ANA-12 o vehiculo. *p <0,01. B) Evaluacidn diaria de la
preferencia a sacarosa pre y post infusion de ANA-12 (n= 8-9 animales por grupo).

> Efecto de la administracion de ANA-12 intra-CA1 de hipocampo en la
prueba de preferencia a sacarosa

En la Figura 39 A se representa el porcentaje de preferencia a sacarosa tras la infusién
de ANA-12 o vehiculo en drea CAl de animales C y H. Como puede observarse,
independientemente del tratamiento administrado, las ratas H no mostraron
preferencia por la solucién de sacarosa. Respecto a los grupos C, mientras que los
animales infundidos con vehiculo presentaron aproximadamente un 83% de preferencia
a sacarosa, la administracion bilateral de ANA-12 indujo un efecto prodepresivo,
disminuyendo significativamente el consumo de esta solucion. Este ultimo grupo

alcanzo valores de preferencia por la solucidn palatable similares a los observados en
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animales H. El analisis estadistico indicd una interaccion dieta x tratamiento significativa
(F1,30= 7,47; p <0,05) y el test post-hoc confirmdé una diferencia significativa en la
preferencia a sacarosa entre el grupo C-vehiculo y el resto de los grupos (p <0,05). En la
Figura 39 B se representa el porcentaje de preferencia a sacarosa medido diariamente.
Los animales C-ANA-12 presentaron una disminucion significativa de su indice de
preferencia a partir del dia 6 hasta el dia 9 de evaluacion, respecto a sus valores de

consumo de los dias 1 al 5 (Fg,135= 5,18; p <0,01).
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Figura 39. La infusion bilateral de ANA-12 en CAl disminuye el consumo de sacarosa en animales
controles. Los resultados se expresan como la media + EEM del porcentaje del consumo de sacarosa
respecto al consumo total de liquidos. A) Porcentaje de preferencia a sacarosa luego de la infusion de
ANA-12 o vehiculo. *p <0,05. B) Evaluacién diaria de la preferencia a sacarosa pre y post infusion de ANA-
12. *p <0,01 grupo C-ANA-12 vs. sus respectivos valores de los dias 1 al 5 (n= 8-9 ratas por grupo).
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Restumen de los resultados del objetivo 4:

La infusidn bilateral de ANA-12 produjo efectos diferenciales en la prueba de preferencia
a sacarosa dependiendo la estructura blanco. Los resultados demostraron que la
administracion de ANA-12 en NAc shell revierte la anhedonia inducida por el déficit
nutricional, al producir un incremento en el indice de preferencia por la solucién de
sacarosa al 1%. Este efecto antidepresivo, no se observé tras el bloqueo selectivo del
receptor TrkB en NAc core. Finalmente, la inyeccién local de ANA-12 en CA1 fue capaz

de inducir la conducta anheddnica en animales controles.

89



Chisewsion




Discusion

La desnutriciéon es un flagelo que afecta a millones de nifios en las etapas mas
vulnerables del SNC, provocando consecuencias irreversibles que persisten en el
individuo adulto. La malnutricion pre y/o postnatal afecta el desarrollo del cerebro y es
considerada un factor importante en la patogenia de los trastornos psiquiatricos En el
presente estudio nos propusimos evaluar la posible relacién entre la hiponutricién
proteica perinatal y la vulnerabilidad a desérdenes depresivos en la edad adulta. A tal
fin, estudiamos el impacto de la injuria nutricional temprana sobre pardmetros
conductuales asociados a sintomas depresivos, profundizando la busqueda de los

mecanismos neurobiolégicos que subyacen a la anhedonia.
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Discusion-Pesos

Impacto de la malnutricion proteica perinatal en el peso corporal y

cerebral de animales adultos

De acuerdo con los resultados obtenidos, la disminucidn en el peso corporal y cerebral
observada en animales adultos (70 dias de edad) es una consecuencia directa de la
deficiencia perinatal de proteinas. En este sentido, diversas evidencias experimentales
indicaron una reducciéon significativa en el peso corporal y cerebral en roedores
expuestos a hiponutricion proteica temprana (243247), Sumado a estos estudios, nuestro
laboratorio reporté oportunamente que la injuria nutricional provoca una reduccién
significativa en el peso corporal y cerebral de animales evaluados al finalizar tanto el
periodo de hiponutricién proteica como el periodo de recuperacién nutricional. Resulta
relevante destacar que la diferencia en el peso corporal y cerebral entre los animales
controles e hiponutridos, disminuye luego de la recuperacién nutricional respecto a la
diferencia observada al finalizar el periodo de hiponutricién (248),

En el presente trabajo observamos que los animales malnutridos fueron
aproximadamente un 12% mas livianos que los que recibieron una apropiada nutricién,
indicando que la recuperacidon nutricional realizada no es suficiente para que los
animales H alcancen los pesos controles. La disminucién del peso corporal respalda la
hipétesis planteada por Passos y col. 29 que sugiere que la regulacién del peso corporal
se determina durante las primeras etapas de la vida, especificamente durante la
gestacion y lactancia. De manera que el peso corporal en animales adultos dependeria
de las condiciones nutricionales impuestas en estos periodos. Se ha sugerido que la
nutricion materna puede influir en el peso de las crias por medio de una impronta
metabdlica (4% 250) En particular, las dietas bajas en proteinas han sido implicadas como
importantes reguladoras de la programacion, la cual genera adaptaciones metabdlicas
gue conducen a cambios permanentes, inicialmente con el fin de garantizar la
supervivencia (251253,

Adicionalmente, detectamos una reduccidon de aproximadamente un 7% en el peso
cerebral de los animales malnutridos respecto al de las ratas control. Las evidencias en
animales concuerdan con las observaciones realizadas en humanos, las cuales

reportaron un peso cerebral reducido en nifios malnutridos % 5% 254),
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La disminucion del peso del cerebro reportada en ratas como secuela de la malnutricién
temprana se ha asociado con un déficit significativo en el nimero de células cerebrales,
probablemente al afectar principalmente el nimero de neuronas (2°%). La cantidad de
neuronas puede modificarse por alteraciones en el grado de proliferacion y/o muerte
celular ¥®. La malnutricién puede causar una reduccién del nimero total de células al
interferir con la tasa de division celular 47). A su vez, si bien durante el desarrollo del SNC
ocurre el proceso fundamental y programado de muerte celular, la pérdida de células
como resultado de una carencia nutricional representa un proceso patoldgico. La
disminucion celular puede conducir a proporciones alteradas de los distintos tipos de
neuronas y de las relaciones neuronas/células gliales, lo cual puede finalmente conducir
a alteraciones de las funciones cerebrales 8. Este efecto deletéreo del insulto
nutricional temprano sobre el nimero de células del cerebro y otros érganos es
permanente, no pudiendo reestablecerse ain luego de una nutricién adecuada (7).

Por otra parte, observamos que la separacion materna no influyd en los pesos

corporales ni cerebrales en los diferentes grupos analizados.
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Discusion-Objetivo 1

Influencia de la hiponutricion proteica perinatal sobre el desarrollo de

conductas tipo depresivas

Los resultados obtenidos demostraron que la injuria nutricional perinatal facilita la
aparicién de conductas tipo depresivas en ratas adultas. Particularmente, observamos
que el déficit proteico disminuye la preferencia a sacarosa, aumenta el tiempo de
inmovilidad en la prueba de natacién forzada y altera el rendimiento en la prueba de
reconocimiento de objetos, sin inducir modificaciones en el tiempo de permanencia en
los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado. En ninguno de los paradigmas
conductuales utilizados encontramos diferencias entre los animales H-NSM y H-SM,
indicando que el insulto nutricional temprano podria provocar modificaciones
neuronales suficientes para promover las alteraciones conductuales observadas. La
separacion materna tampoco indujo cambios en los animales C. Si bien numerosos
estudios indican que la separacidon repetida de las crias de su madre conduce a
alteraciones conductuales tanto a corto como a largo plazo (256 257) en el presente
trabajo y a fin de evaluar si el déficit nutricional incrementa la vulnerabilidad al
desarrollo de depresién, empleamos un protocolo de separacién materna que incluye
menos dias y/u horas que los usados frecuentemente para estudiar las consecuencias a
largo plazo de eventos adversos tempranos (190 218;219) 'nor |o que resulta esperable la
falta de diferencias entre animales C-NSM y C-SM.

Respecto a la evaluacidon de la ansiedad en animales hiponutridos, la literatura es
controversial. Mientras diferentes autores reportaron una respuesta de tipo ansiosa en
roedores expuestos a hiponutricién proteica perinatal (2°%-2%1) otros investigadores
informaron efecto ansiolitico como consecuencia de la malnutriciéon proteica prenatal
y/o postnatal en animales adultos evaluados en el laberinto en cruz elevado (247; 262-265)
y en el laberinto en T elevado (2%6-268) E| efecto ansiolitico, evidenciado por un mayor
numero de entradas y tiempo de permanencia en los brazos abiertos, se asocié con una
valoracién de riesgo alterada consecuencia de alteraciones en hipocampo, las cuales
podrian afectar la modulacién de la inhibicién del comportamiento (6% 264, pPor otra
parte, Ferroni y col. (2% reportaron que ratones adultos expuestos a una dieta baja en
proteinas en el periodo perinatal no mostraron diferencia en el tiempo de permanencia

en los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado respecto al grupo control. En el
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mismo sentido, nuestros resultados no mostraron diferencias significativas entre los
grupos Cy Hen el indice de ansiedad, sugiriendo que la hiponutricidn perinatal, al menos
bajo las condiciones experimentales empleadas en nuestro laboratorio no afecta la
ansiedad. Las discrepancias en los resultados descriptos por los distintos autores
podrian deberse a diferencias en los protocolos de hiponutricion proteica empleados, a
la especie animal utilizada y podrian adicionalmente responder a caracteristicas
especificas del género. Resulta relevante mencionar que, si bien hay un alto indice de
comorbilidad entre desdrdenes de ansiedad y depresidn, ansiedad no define depresion
y estos desérdenes no siempre ocurren de manera simultanea 279, Incluso, aunque
comparten ciertas estructuras cerebrales, los sustratos neurobioldgicos que subyacen
dichos desordenes no son los mismos (274,

Considerando que existe una alta prevalencia de sintomas cognitivos en pacientes
depresivos, analizamos si el déficit proteico temprano es capaz de facilitar la aparicion
de alteraciones cognitivas en la edad adulta. Especificamente, evaluamos la memoria a
corto plazo mediante la prueba de reconocimiento de objetos. Utilizando este
paradigma, observamos que tanto los animales C como los H tienen la capacidad de
reconocer, durante la fase de discriminacion, un objeto desconocido en presencia de
uno familiar. Sin embargo, la hiponutricién proteica indujo una menor exploracién del
objeto nuevo en comparacién con el grupo C. Estos resultados coinciden con los
reportados en la literatura, los cuales demuestran que el déficit nutricional durante la
gestacién y la lactancia induce alteraciones cognitivas a largo plazo (24%250;272:274) | 3 baja
preferencia por el objeto nuevo se considera como un indicativo de memoria de
reconocimiento de objetos alterada (27%). Por otra parte, Perez-Garcia y col. ?7® indicaron
gue animales malnutridos en etapa perinatal no son capaces de discriminar el objeto
nuevo. Es importante mencionar que en este estudio se emplea un paradigma mas
complejo, ya que no sélo introduce un elemento desconocido sino que cambia la
localizacion de los objetos respecto a las ubicaciones empleadas en la fase de
entrenamiento. Adicionalmente, se ha demostrado deterioro en la atencidn,
aprendizaje y memoria como consecuencia de la nutricidon inadecuada en la prueba de
cambio de set atencional, laberinto acudtico de Morris, laberinto de Barnes y

condicionamiento operante (244 246; 247; 258, 277),
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Al evaluar el desempefio de los animales en la prueba de natacién forzada, encontramos
que la hiponutriciéon proteica induce un incremento en el tiempo de inmovilidad.
Resultados similares fueron descriptos por otros investigadores, tanto en hembras como
en machos (269 272:278) Eg decir, los animales con restriccidn proteica responden de una
manera mas pasiva al ser expuestos a un estrés agudo y de corta duracién. Sin embargo,
Belluscio y col. > y Molina y col. ?7° no encontraron diferencia en el tiempo de
inmovilidad de animales machos malnutridos respecto al grupo control. Tal diferencia
respecto a nuestro hallazgo podria explicarse por la especie animal empleada, la edad
de los animales o bien por variaciones de los protocolos de hiponutricidn utlizados.

Porsolt y col. 8% 281) propusieron que la inmovilidad en la prueba de natacién forzada,
modelo ampliamente utilizado en la actualidad para evaluar conducta depresiva, indica
gue los animales aprenden que es imposible escapar de la situacidn estresante a la que
son sometidos por lo que reducen su esfuerzo para intentarlo. De esta forma, interpreta
a la inmovilidad como una expresién conductual de desesperanza. Alternativamente,
surgieron otras hipétesis que plantean a la inmovilidad como una estrategia conductual
pasiva positiva. Consideran el menor esfuerzo del animal como una estrategia de
conservaciéon de energia en un intento por prolongar la supervivencia. De manera que
han sugerido que la inmovilidad es un comportamiento aprendido adaptativo que no
representaria un estado de desesperanza (282284 Teniendo en cuenta que la
malnutricion altera la capacidad de afrontar situaciones estresantes %, resulta menos
probable un efecto protectivo, evidenciado por una mejor perfomance de los animales
H en la prueba de natacidon forzada, segln indicaria la hipdtesis planteada por Molendijk
y de Kloet 284, Sin embargo, no hay consenso en la literatura respecto al significado de
la inmovilidad y sigue siendo utilizada extensivamente para evaluar conducta depresiva.
Teniendo presente que no se observaron diferencias en la actividad motora entre
animales Cy H, evaluada durante la fase de habituacién en la prueba de reconocimiento
de objetos, asumimos que el incremento del tiempo de inmovilidad en el grupo H refleja
conducta depresiva, y que la misma no esta asociada a capacidades motoras alteradas.
Los resultados encontrados a nivel de locomocién coinciden con los obtenidos
previamente en nuestro laboratorio (% 72) y por otros investigadores (250 259; 260; 265; 276),
quienes no registraron efecto de la hiponutricién proteica perinatal sobre la actividad

motora.
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Un hallazgo conductual particularmente importante fue el encontrado durante la
evaluacién de la anhedonia. Durante la prueba de preferencia a sacarosa al 1% los
animales hiponutridos no mostraron preferencia por la solucién palatable, registrando
un consumo similar de agua y sacarosa. En contraste, los animales control presentaron
una marcada preferencia por la ingesta de sacarosa sobre la de agua. En nuestro
conocimiento, sélo hay un estudio adicional reciente que demuestra que el déficit
proteico temprano incrementa el riesgo de anhedonia en la edad adulta. Los autores
reportaron disminucion de interés hacia el consumo de sacarosa de ratas hiponutridas
al ser comparados con el grupo control, no obstante, ambos grupos mostraron valores
de preferencia mayores al 50% (?*7). Probablemente, la diferencia respecto a nuestros
resultados podria deberse al hecho que emplean una solucidon de sacarosa a una
concentracion superior; 2% respecto al 1% empleado en el presente trabajo.

A fin de descartar que la disminucion en la preferencia a sacarosa en animales H sea
debida a alteraciones en la capacidad del animal de distinguir el estimulo apetitivo,
repetimos la prueba conductual empleando una concentracién mayor de sacarosa (5%).
En esta ocasién, independientemente del grupo analizado, todas las ratas exhibieron
una elevada preferencia por la solucién de sacarosa. Este resultado permite desestimar
alteraciones en la palatabilidad inducidas por la hiponutricién perinatal, permitiendo
asumir que la falta de preferencia a sacarosa observada con sacarosa 1% no es
consecuencia de un déficit sensorial. Resulta interesante destacar que, aunque el indice
de preferencia por la sacarosa aumenté con la solucion al 5%, permanecid
significativamente mas bajo en los animales H respecto a los C. La literatura sugiere que
las concentraciones 6ptimas de sacarosa para determinar presencia de anhedonia
oscilan entre el 1% y el 2% (285, Sin embargo, en el presente trabajo aun utilizando una
concentracion superior a la empleada normalmente, seguimos observando la conducta
anheddnica facilitada por la malnutricidén proteica.

La evidencia obtenida demuestra los efectos negativos y duraderos de la hiponutricion
proteica, cuando ocurre entre la segunda semana de gestacidn y el dia postnatal 30,

sobre la conducta de ratas adultas.
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Discusion-Objetivo 2y 4

Participacion de la via de sefializacion BDNF-TrkB en la anhedonia

facilitada por el déficit proteico perinatal
Teniendo presente la participacién relevante de BDNF en la depresidn, nos propusimos
evaluar si la via de sefializacion BDNF-TrkB en NAc e hipocampo, esta involucrada en el
desarrollo de la anhedonia facilitada por la injuria nutricional temprana. Las
evaluaciones moleculares revelaron alteraciones inducidas por el déficit nutricional
perinatal, donde animales hiponutridos que manifestaron signos de anhedonia
presentaron un incremento en los niveles de BDNF y de la forma activa de su receptor
especifico (p-TrkB) en NAc, y una reducciéon de los mencionados pardmetros en

hipocampo.

> Rol de la sefializacion BDNF-TrkB en NAc
A nivel experimental se ha demostrado que dependiendo del tipo, intensidad y duracidn
del estresor empleado, la actividad de las neuronas dopaminérgicas de ATV puede verse
alterada diferencialmente (°3 286 287) Asi, mientras la aplicacion de un estrés fuerte o
severo como el que produce la exposicién a derrota social (CSDS) aumenta la tasa de
disparo de neuronas dopaminérgicas ATV-NAc promoviendo la liberacién de DA en NAc
(204;287-289) |3 exposicidn crénica a un estresor mas débil (CMS), disminuye el disparo de
dichas neuronas (285290 Discrepancias similares se han reportado al evaluar los niveles
de BDNF en NAc tras la aplicacion de estos estresores, demostrando que mientras el
CMS no modifica los niveles de la neurotrofina (2°1:292) e| CSDS (188; 203;204;293-295) 3] jgyal
que la administracion de LPS (® y |a exposicién a LH (163 2%) induce un aumento
significativo. Nuestros resultados van en concordancia con estas observaciones, ya que
detectamos que la hiponutricion temprana es capaz de inducir un aumento en los
niveles de BDNF en NAc inmediatamente finalizada la prueba de preferencia a sacarosa.
El incremento de los niveles de BDNF estuvo asociado a una mayor activacion de su
receptor especifico, ya que detectamos niveles superiores de TrkB fosforilado (p-TrkB)
en animales H en relacién al grupo C, con niveles comparables del receptor total (TrkB-
FL y TrkB-T). La mayor activacién del receptor podria conducir a un incremento de la
actividad de moléculas de sefalizacidn intracelulares de TrkB en neuronas GABAérgicas

MSN responsables de cambios neuroplasticos que precipiten la anhedonia en animales
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H. En este sentido, ratones susceptibles al CSDS manifestaron niveles incrementados de
Akt, GSK-3B y ERK1/2 fosforilados (294295 Un blanco de la via MAPK/ERK es el factor de
transcripcion CREB (2°7) regulador de la expresion de proteinas involucradas en la
plasticidad neuronal (%% 299, cuya fosforilacién y actividad se encuentra incrementada
tras la exposicion a estrés repetido 2. Se ha reportado que la mayor actividad de CREB
en NAc conduce a conductas tipo depresivas incluyendo desesperanza y anhedonia (%%
300) contrario al efecto antidepresivo observado tras su silenciamiento viral.

Por otra parte, demostramos que la administracion bilateral del bloqueante selectivo de
TrkB en NAc shell, produce un marcado incremento en el indice de preferencia a
sacarosa en animales H, revirtiendo la conducta depresiva inducida por la hiponutricién
proteica perinatal. Este efecto antidepresivo no se observd luego de la infusién local de
ANA-12 en NAc core, donde la administracién del antagonista no indujo reversion de la
conducta y en consecuencia los animales H mostraron una preferencia a sacarosa
significativamente menor a la observada en los grupos C (-vehiculo, -ANA-12). Estos
resultados ponen en evidencia la participacién de la via de sefializacion BDNF-TrkB en
NAc shell en la expresion de la anhedonia inducida por el déficit nutricional temprano y
estan de acuerdo con los antecedentes que adjudican a NAc shell en el procesamiento
del valor heddnico y motivacional y a NAc core en la modulacion de la actividad motora
y en la conducta dirigida a un objetivo (116 120; 121)  Resyltados similares fueron
reportados por Ren y col. 31, quienes observaron que durante la abstinencia a drogas
de abuso la infusion de ANA-12 en shell reestablece el consumo de sacarosa, mientras
gue la administracion en core no tiene efecto sobre la conducta.

En modelos animales de depresidn, se ha observado que la administracién repetida (i.p.)
(159; 188; 301; 302) y |3 infusion bilateral de ANA-12 en NAc shell promueve efectos
antidepresivos en las pruebas de natacién forzada, escape condicionado, interaccién
social y preferencia a sacarosa (15% 296 302;303) y aten(a el incremento de la fosforilacion
de TrkB sin afectar los niveles de BDNF (159 296 301; 302) En contraposicidn, la
administracion de ANA-12 en NAc core no indujo cambios en el tiempo de inmovilidad
evaluado en la prueba de natacion forzada 301,

Es importante mencionar que la estimulacidn de la via ATV-NAc facilita la liberacién no
sélo de DA sino también de BDNF (112 205) Krishnan y col. 2% demostraron que el

aumento en los niveles de BDNF y de la sefializacién intracelular en NAc, observados
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luego del CSDS, serian consecuencia del incremento de la actividad de las neuronas
dopaminérgicas proveniente de ATV, ya que la eliminacion del gen BDNF en esta area
bloquea el incremento de la neurotrofina en NAc. Lo interesante es que el antagonismo
de los receptores de DA en NAc no previno las conductas anheddnicas inducidas por el
CSDS, lo cual si fue posible luego del bloqueo del receptor TrkB en animales sometidos
al estrés crénico (2%%), Se ha postulado que DA no estaria relacionada con la percepcién
del placer o el impacto heddnico de un estimulo, sino mas bien tendria un rol importante
como codificador de los aspectos motivacionales involucrados en el procesamiento de
recompensas (304305) Numerosos estudios mostraron que la disfuncién de este
neurotransmisor no es necesaria ni suficiente para el desarrollo de un déficit heddnico
(304, 305; 307; 308)_

Teniendo presente trabajos previos de nuestro laboratorio que demostraron que la
hiponutricidn proteica perinatal induce alteraciones en la via ATV-NAc (6972 309 310) ¢e
podria inferir que la injuria nutricional temprana podria modificar la actividad normal de
las neuronas dopaminérgicas en ATV promoviendo el incremento de BDNF en NAc
precipitando la aparicion de anhedonia en animales H. No obstante, experimentos
adicionales deben realizarse para demostrar que la hiperactividad de las neuronas

dopaminérgicas es responsable del incremento de BDNF en NAc.

> Rol de la sefializacion BDNF-TrkB en hipocampo
Es ampliamente conocido que la exposicidn a diferentes tipos de estrés crdénico tales
como CSDS, CMS, inmovilizacién, aislamiento social, separacién materna entre otros,
disminuye la expresién de BDNF (104 311-313) ' |3 fosforilacidn de TrkB (294 296 314) y |q
activacion de moléculas de sefializacion intracelular de TrkB: Akt, mTORC1 (mammalian
target of rapamycin complex), ERK1/2 y CREB en hipocampo ©315317) En el mismo
sentido, en el presente trabajo de tesis observamos una disminucién en los niveles de
BDNF hipocampal acompafiada de una reduccion en la activacidn de su receptor y en la
relacion p-TrkB/TrkB-FL como consecuencia de la injuria nutricional, inmediatamente
después de finalizada la prueba de preferencia a sacarosa. Nuestros resultados estan de
acuerdo con los reportes que indican que el estado nutricional puede afectar Ila
concentracién de BDNF (244:318-320) y con trabajos que indicaron menores niveles de BDNF

y p-TrkB en GD y CA3 de hipocampo en distintos modelos de depresién (159 161;293-296;314)
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Por otra parte, se ha observado incremento en la expresion de BDNF en las distintas
areas de hipocampo, incluyendo GD, CA3 y CA1 luego de la administracion crénica de
diferentes tipos de antidepresivos (104 312 313; 321) ' consistente con el curso temporal
requerido para su accién terapéutica 313 322, Ademads, se ha descripto que la ablacién
de TrkB o la sobreexpresion de TrkB-T1 (el cual funciona como un antagonista de BDNF)
en hipocampo bloquea la eficacia de los agentes antidepresivos 323 324), | 3 fosforilacidn
de TrkB como consecuencia de estos tratamientos activa cascadas de sefializacidn
intracelulares que conducen a la fosforilacién de CREB (104 312:322) gapoyando la teoria de
que la sefializacion BDNF-TrkB-CREB en hipocampo forma parte de los mecanismos
terapéuticos de los antidepresivos.

En la misma linea, el aumento de la sefializacion de BDNF en hipocampo estd asociado
con conductas tipo antidepresivas en modelos animales de depresién, evidenciado
como una reduccién en el tiempo de inmovilidad en la prueba de natacién forzada y en
el nimero de fallas y latencia al escape en la prueba de escape condicionado del
paradigma de LH, tras la infusidn intracerebroventricular o en mesencéfalo de BDNF (19
325) y luego de la inyeccién local en CA1, CA3 y GD (193 299, 326;327) Shjrgyama y col. (193)
reportaron que la inyeccion de BDNF en GD aumenta los niveles de p-ERK no sélo en
esta area, sino que sus efectos se extendieron a CA3 y CA1l. Por su parte, la
administracién del agonista selectivo del receptor TrkB, 7,8-dihidroxiflavona (7,8-DHF)
(328) 'v{a intraperitoneal o mediante infusion en GD y CA3, indujo efectos antidepresivos
y fue capaz de normalizar la disminucién de la fosforilacién de TrkB inducida por LH o
LPS, sin afectar los niveles de BDNF (159 296)

Si bien el hipocampo ha sido ampliamente estudiado en la patogénesis de la depresion,
su participacion en la expresiéon de la anhedonia ha sido menos explorada. Se ha
reportado que mientras la reduccidn en la expresion de BDNF en GD induce conductas
depresivas, entre ellas, anhedonia, la sobreexpresion o la inyeccidn local de BDNF en GD
reestablece el consumo de sacarosa de animales estresados, promoviendo un efecto
antidepresivo #2°-331) En el presente trabajo, demostramos que la anhedonia inducida
por la injuria nutricional temprana se asocio con niveles disminuidos de BDNF y p-TrkB
en hipocampo comparados con animales C, los que mostraron una marcada preferencia
por sacarosa. Luego de la administracién de ANA-12 en CA1l, el indice de preferencia

disminuyd significativamente alcanzando valores similares a los observados en animales
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H, poniendo en evidencia un efecto prodepresivo luego del bloqueo de receptores TrkB
en animales C. La induccidon del déficit heddnico tras el bloqueo de TrkB apoya la teoria
de que la disminucidn de la sefializacién BDNF-TrkB esta involucrada en el desarrollo de
conductas tipo depresivas. No obstante, son necesarios experimentos adicionales
empleando la infusidn local de BDNF en hipocampo para confirmar su participacién en

el desarrollo de la anhedonia facilitada por la hiponutricién perinatal.
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Impacto de la hiponutricion proteica perinatal en la densidad espinal

de neuronas de NAc e hipocampales

Los analisis morfolégicos revelaron un incremento significativo en la densidad de
espinas dendriticas totales en ambas subestructuras de NAc (shell y core) y una menor
densidad en CA1 en animales hiponutridos que presentaron signos de anhedonia. Las
modificaciones en la plasticidad estructural se pusieron de manifiesto mediante
alteraciones en la densidad de espinas dendriticas maduras (stubby y mushroom).
Nuestros resultados coinciden con la literatura que indica un incremento en la densidad
total de espinas dendriticas en NAc, tanto en shell como en core, y una reduccion de
este parametro en hipocampo, especificamente en CA3 y GD, tras la exposicién a LPS
(159; 314; 332) " derrota social (2°% 295 333) | estrés leve e impredecible (334 335 y shocks
eléctricos en las patas (161, Respecto a CA1 los hallazgos son mas controversiales, si bien
los estudios recién mencionados informan ausencia de modificaciones en la densidad
espinal de las neuronas piramidales de esta area, otros investigadores reportan una
disminucion en la cantidad de espinas totales como consecuencia del estrés repetido
(327;336-340) Djyersas razones pueden justificar estas diferencias, incluyendo el tipo y edad
del animal empleado, el tipo y duracidn del estrés aplicado, la seleccidén de la regiéon
analizada (dorsal o ventral), la posicién a lo largo de la dendrita y la metodologia
empleada para la cuantificacién de las espinas dendriticas 3%, En NAc, se ha propuesto
gue los cambios estructurales podrian ser especificos del subtipo celular, habiéndose
reportado ausencia de modificaciones en la densidad total de espinas dendriticas en D1-
MSN y un incremento en las D2-MSN luego del estrés de derrota social (34%343),

La morfologia de las espinas es un determinante importante de la fuerza de la
transmisidn sindptica, por lo que es relevante, ademas de la densidad espinal, considerar
este parametro (342344 E| tamafio de la cabeza de las espinas dendriticas es proporcional
al tamafio de su densidad postsindptica, nUmero de receptores de glutamato y fuerza
sinaptica 34% 3% En funcidn de estas caracteristicas, las espinas maduras son mas
estables y forman sinapsis mas fuertes que las espinas inmaduras (160; 344; 346 347) e hg
propuesto que alteraciones en la proporcidn relativa de las mismas pueden afectar la
excitabilidad, funcidon sinaptica, plasticidad y las conexiones de los circuitos neuronales

(174; 340) ' Al provocar una disminucién en la densidad de espinas maduras en CA1, la
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hiponutricion disminuye la capacidad de la neurona de formar conexiones fuertes y
estables. De esta manera, las neuronas afectadas pasarian a ser menos efectivas en los
circuitos de los que forman parte. Por otro lado, la alteracidn en la cantidad de espinas
maduras tanto en hipocampo como en NAc, podrian afectar procesos de plasticidad
funcional y contribuir a la alteracion del comportamiento heddnico. Estudios adicionales
son necesarios para entender las implicancias funcionales de los cambios espinales
observados. No obstante, podemos hipotetizar que la pérdida y el incremento de las
espinas dendriticas maduras en hipocampo y NAc, respectivamente, impactarian en la
actividad de las neuronas piramidales de CA1l y de las MSN. Esto podria afectar la
comunicacion con otras estructuras y el funcionalismo del circuito neuronal de la
depresién, promoviendo el desarrollo de conductas tipo depresivas.

En nuestro conocimiento, los hallazgos encontrados en el presente trabajo de tesis a
nivel de NAc son las primeras evidencias del impacto de la hiponutricidn proteica sobre
la densidad y morfologia espinal. En relacidn a hipocampo, nuestros resultados son
consistentes con lo reportado por otros investigadores que muestran que el déficit
nutricional durante etapas tempranas induce alteraciones estructurales persistentes,
incluyendo una disminucion en el nimero de espinas, neuronas, sinapsis y arborizacién
dendrl'tica (49; 278; 348; 349).

Es importante considerar que cambios en la plasticidad neuronal, tanto a nivel funcional
como morfoldgico pueden verse influidos por modificaciones en la expresion de factores
tréficos 3°0). Como se mencionara anteriormente, BDNF ha sido implicado en numerosos
procesos de plasticidad neuronal estructural y funcional #°Y y se ha propuesto un rol
clave de la sefializacién BDNF-TrkB en la modulacién de los cambios dendriticos (16% 174
333) Asi, estudios in vitro (228 351:354) @ jn yjyo (159 301; 327; 355-357) han reportado que,
mientras BDNF induce un incremento en la densidad de espinas dendriticas en neuronas
hipocampales de CA1, el bloqueo de su sefalizacion mediada por TrkB la reduce. Se ha
demostrado que el incremento en la densidad espinal inducida por BDNF requiere la
activacion de la cascada de sefializacion MAPK/ERK y de la cascada PLCy que activa los
canales TRPC3 (transient receptor potential canonical) 338359, Algunos autores también
han asociado a CREB con la pérdida o incremento de espinas dendriticas inducida por el
estrés cronico (174 3%0) ya que se ha observado que su activacion puede conducir a la

sintesis de enzimas y proteinas involucradas en la plasticidad estructural )
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La infancia es un periodo de refinamiento estructural masivo a nivel de la arborizaciény
espinas dendriticas, de enorme importancia para lograr circuitos sinapticos adaptables
y de funcionamiento apropiado %1, Un soporte neurotréfico inadecuado durante el
desarrollo podria conducir a una desorganizacidn estructural en el cerebro y a una
capacidad adaptativa del mismo reducida para responder adecuadamente ante
estimulos apetitivos (17%), Por lo tanto, resulta l6gico que la injuria proteica perinatal al
alterar los niveles de BDNF y su receptor fosforilado en NAc e hipocampo, afecte blancos
de senalizacién intracelulares que finalmente conduzcan a modificaciones en la
plasticidad estructural, especificamente en la densidad de espinas dendriticas. No
obstante, se deben desarrollar futuras evaluaciones para identificar los mecanismos
moleculares especificos que subyacen a las alteraciones en la densidad espinal

observadas en animales H anhedodnicos.
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Considerando que existen interacciones reciprocas entre hipocampo, NAc y ATV 362 |os
cambios inducidos por la hiponutricién a nivel de las distintas estructuras podrian alterar
el funcionamiento del area afectada y de aquellas con las que establece conexién. Varios
autores han descripto una transmisién sindptica excitatoria alterada de hipocampo a
NAc de animales anhedénicos, con discrepancias en los resultados obtenidos,
probablemente a causa del estrés empleado ?'>217), Mientras Pignatelli y col. (217)
reportaron una mayor fuerza de las sinapsis excitatorias de hipocampo ventral a las D1-
MSN luego de repetidos shocks eléctricos en las patas, LeGates y col. ?*> informaron
qgue el CMS reduce dicha fuerza desde hipocampo dorsal. Otros estudios describieron
que el input sindptico excitatorio se incrementa sélo en D2-MSN y se debilita en D1-MSN
tras el CSDS y CRS, sin determinar el origen de la aferencia glutamatérgica (363 364 |3
mayor activacion de las D2-MSN podria inhibir la actividad de las neuronas en palido
ventral, resultando en la desinhibicién de las neuronas dopaminérgicas en ATV (365)
contribuyendo asi posiblemente a la mayor liberacién de BDNF en NAc. A este efecto
podria contribuir a su vez la menor actividad de las D1-MSN que proyecten directamente
a neuronas dopaminérgicas de ATV.

Caracterizar la relacién funcional entre hipocampo, NAc y ATV proporcionaria una linea
base para comenzar a comprender cdmo estas redes se ven afectadas a causa de la
injuria nutricional y de qué forma contribuyen a la facilitacién de la aparicion de
conductas tipo depresivas. La normalizacién de la actividad de BDNF podria conducir a
una apropiada regulacién de la plasticidad neuronal, reestableciéndose la actividad
neuronal y reorganizandose los contactos sindpticos. La conectividad adecuada entre las
distintas estructuras normalizaria el funcionamiento de las areas afectadas conduciendo
a un efecto antidepresivo.

La depresion es un trastorno complejo en el que se ven afectadas distintas estructuras
cerebrales, seguramente otras areas contribuyen al desarrollo de la anhedonia al
interaccionar con hipocampo y/o NAc. A partir de los resultados obtenidos, podemos
afirmar que el insulto nutricional altera la sefalizacion BDNF-TrkB con efectos opuestos
en NAc e hipocampo, y que dichas modificaciones contribuyen al desarrollo del déficit

heddnico observado.
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Conclusién

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis contribuyen al conocimiento de
las bases neurobioldgicas implicadas en la facilitaciéon del desarrollo de desdrdenes
psiquidtricos en edad adulta, particularmente en la vulnerabilidad a la depresion y
aporta evidencia adicional a estudios previos de nuestro laboratorio que demostraron
que el déficit nutricional durante etapas tempranas de la vida induce una desregulacién
a nivel de la via ATV-NAc responsable de modificaciones en la conducta relacionadas con
el placer y la recompensa. En particular, demostramos la participacién de la via de
sefializacion BDNF-TrkB en la facilitacién de anhedonia inducida por el por el déficit
nutricional temprano.

Considerando que la presencia de anhedonia ha sido propuesta como un predictor de
respuesta deficiente al tratamiento farmacoldgico de la depresién, una mayor
comprensién de los mecanismos neuronales involucrados en los procesos que producen
alteraciones conductuales, podria contribuir a la elucidacién de pautas
farmacoterapéuticas adecuadas para el tratamiento de la depresion en individuos
adultos con antecedentes de desnutricidn infantil.

Nuestros hallazgos enfatizan la vulnerabilidad del SNC al déficit de proteinas durante la
gestacion y la lactancia sugiriendo que individuos que padecieron malnutricién
temprana tendrian un riesgo incrementado al desarrollo de anhedonia y depresion en
la edad adulta.

El conocimiento y difusién de las consecuencias devastadoras de la desnutricidn infantil,
a nivel individual y social, podria ayudar a la visibilizacién de la problematica y al

desarrollo de estrategias publicas de prevencién e intervencién.

"Tenemos que terminar con la eterna guerra del
hombre contra el hombre, e iniciar todos juntos la
Unica guerra que vale la pena, la Unica en la que
todos ganamos: la guerra del HOMBRE contra el
HAMBRE"

Dr. Abel Albino
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