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1. RESUMEN

El estrés prenatal es un factor de riesgo en el desarrollo de condiciones
neuropsiquidtricas como la depresion y la esquizofrenia. Més atin, estos efectos pueden
perdurar hasta la adultez causando predisposicién a adquirir trastornos de tipo
emocional y cognitivo. La proteina extracelular reelina y componentes de su via de
seffalizacion como Cdk5 juegan un rol fundamental en la correcta laminacion y
maduracion sindptica, estos se expresan durante el desarrollo cortical, desregulaciones a
este nivel han sido asociadas con condiciones mal adaptativas. En este estudio
realizamos un protocolo de estrés prenatal (EP) en ratas prefiadas durante los vltimos 10
dias del embarazo. En un grupo, los fetos fueron sacrificados y analizados por
inmunohistoquimica i vivo y por Western blot in vivo e in vitro. Un segundo grupo de
animales fueron mantenidos hasta la aduitez (P60) momento en el cual se le realizaron
pruebas conductuales, las cuales incluyen actividad locomotora, el laberinto en cruz
elevado, el test de “Evitacion pasiva” y el test “Laberinto de Morris”. Las neuronas
positivas para Reelina en la capa cortical I conocidas como neuronas de Cajal-Retzius,
disminuyeron en las cortezas frontal, parietal y occipital de los individuos EP, el mismo
resultado fue apreciado mediante Western Blot in vivo e in vitro, por otro lado, se
apreci¢ una disminucién significativa en la actividad de Cdk5 mientras que la
citoarquitectura cortical de los individuos EP se mantuvo invariante. Los individuos EP
adultos expusieron un aumento excesivo en Ia actividad locomotora y conducta ansiosa,
y dificultades en la consolidacién de la memoria luego de una situacién aversiva. Estos
resultados manifiestan los efectos del EP en Ia poblacién de neuronas Cajal-Retzius, y
1a resistencia de estos efectos en el comportamiento adulto, promoviendo el EP como un

modelo prometedor en el estudio de las enfermedades neuropsiquidtricas.
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2. ABSTRACT

Prenatal stress is a risk factor to develop neuropsychiatric conditions like
depression, bipolar disorders and schizophrenia. Moreover, the effects of stress during
pregnancy can endure from postnatal life until adulthood, causing predisposition to
cognitive and emotional disturbances. The extracellular protein reelin and components
of its signaling pathway like Cdk5 play critical roles on cortical lamination and synaptic
maturation, it is expressed during cortical development and its dysregulation has been
associated fo maladaptive conditions. In the present study, we performed a protocol of
prenatal restraint stress (PNS) in pregnant rats during the last 10 days of pregnancy. In
one group, fetuses were sacrificed and analyzed by immunohistochemistry in vivo, and
Western Blot in vivo and in vitro. A second group of animals was maintained until
adulthood for behavioral testing at P60 including locomotor activity, rearing, elevated
plus maze, passive avoidance conditioning and Morris water maze. Immunoreactive
reelin positive neurons in cortical layer I, known as Cajal-Retzius neurons decrease in
frontal, parietal and occipital cortices in PNS E20 fetuses, we obtain the same result
analyzing by Western blot, in vivo and in vitro. We appreciate clear changes on Cdk3
activity. The same PNS adult rats displayed excessive spontaneous locomotor activity,
high anxiety levels measured with the elevated plus-maze test and difficulties in
memory consolidation after an aversive situation. No significant visuo-spatial memory
impairment was detected. These results highlight the effects of prenatal stress on Cajal-
Retzius population, and the endurance of behavioral consequences in the adult,

promoting PNS as a promising model for the study of neuropsychiatric diseases.




3. INTRODUCCION.

Las enfermedades mentales son aquellas que involucran alteraciones en los
procesos cognitivos y afectivos del individuo, y se originan principalmente por
desregulaciones en el funcionamiento normal del cerebro. Sin embargo, su etiologia
podria estar detenminada por factores de origen biolégico, genético, ambiental, familiar
0 psicosocial. Algunos de los trastornos mentales mas prevalentes en €l mundo actual
son la depresion y la esquizofrenia. Si bien existen numerosos estudios que intentan
entender dichas enfermedades en su totalidad, ain hay abundante informacién que se

mantiene incierta.

Hoy en dia la depresion es el desorden mental mds comin en adultos, afectando
a 121 millones de personas en el mundo. Se caracteriza por un estado de tristeza,
pérdida de interés del placer, sentimiento de culpa, baja autoestima, problemas de suefio
¥ apetito, disminucién de la energia y mala concentracion. Estos sintomas generalmente
conducen a la incapacidad del individuo de hacerse cargo de sus responsabilidades
diarias y, en estados cronicos, puede terminar en el suicidio. Por su parte, la
esquizofrenia es una enfermedad mental que afecta a 24 millones de personas en el
mundo, en su mayoria entre 15 y 35 afios. Entre sus caracteristicas se encuentran la
desorganizacién del pensamiento, lo que afecta el lenguaje y la percepcién de si mismo,
ademas puede incluir experiencias sicoticas que van desde la sensacién de escuchar
voces, hasta generar ilusiones, A pesar de que existen tratamientos para ambas
patologias, solo el 25% y menos del 50% de los afectados respectivamente, pueden
optar a uno (http://www.who.int/mental_heaith). Ademas, los medicamentos que se

utilizan con mayor frecuencia, como son la Fluoxetina para la depresion y la




Clorpromazina para esquizofrenia, si bien controlan la enfermedad, no la curan ni
previenen, de manera analoga, generan abundantes contraindicaciones: entre ellas
destacan las irregularidades en la masa corporal y el suefio, temblores espontaneos,

nerviosismo, y dependencia quimica (http://www nlm.nih.gov/medlineplus).

Por estas razones, existe un auge por entender la etiologia, manifestacion y
prevalencia de dichas enfermedades. Un factor que se ha propuesto como fundamental
en la generacion de las patologias mencionadas es el estrés (Calabrese et al., 2009;
Andrus et al., 2010; Dayan et al., 2010). Mas aiin, cuando el estrés es provocado durante
la gestacion, se ha demostrado que los factores moleculares producidos por la madre en
respuesta a estrés, pueden atravesar la placenta, llegando al feto, lo que altera
negativamente su desarrollo. De esta forma, el estrés prenatal es propuesto como un
factor que genera vulnerabilidad y predisposicion a la adquisicion de trastornos
asociados al cerebro (Suchecki and Palermo Neto, 1991: Baumann et al., 1993; Charil et

al., 2010).

3.1 Estrés y sus implicancias en el cerebro.

El estrés puede definirse como una respuesta o cambio de la funcion biologica
(fisiologica o psicologica) para adaptarse a un agente fisico, quimico o psicogeno. Este
estrés puede generar respuestas adaptativas, lo que se conoce como eustress, o bien, un
desacoplamiento con el entorno cuando el evento es lo suficientemente abrumador y
prolongado, lo que se denomina distress (Selye, 1976). Entre las respuestas adaptativas
del cuerpo encontramos: aceleracion del ritmo cardiaco y respiratorio,
redireccionamiento del flujo sanguineo hacia los musculos, corazén y cerebro, aumento

en la atencion, entre otras (Chrousos and Gold, 1992).
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Los modelos animales que se han utilizado para la generacion del estrés incluyen
inmovilizacién, cambios de temperatura y Iuz, sonido, dolor, nado forzado y
apifiamiento. Dependiendo de la intensidad y duracién del protocolo, éste se puede
clasificar como estrés cromico, agndo o por repeticién. Los protocolos mencionados
anteriormente intentan reproducir en el animal situaciones de estrés psicosocial o por
catistrofe (terremoto, avalancha, guerras mundiales), y tienen en comiin la activacion
del eje hipotalimico-hipofisiario-adrenal (HPA) (Charil et al., 2010). Este eje se activa
inicialmente en la region hipotalamica del cerebro luego de algiin evento estresante,
dando lugar a la secrecion de la hormona liberadora de corticotrofina (CRH). Esta
hormona puede viajar a Ia hipéfisis y favorece la liberacion de la hormona corticotrofina
(ACTH). ACTH por su parte, puede viajar a las glandulas adrenales, promoviendo la
liberacién de glucocorticoides (GC) (cortisol en humanos, corticosterona en murinos)
desde la corteza adrenal (Tsigos and Chrousos, 2002). Los GC son los principales
efectores del eje, los cuales regulan la homeostasis de todo el cuerpo y son los
mediadores de la respuesta frente al estrés. Ademas, estas hormonas, una vez que la
respuesta frente al estrés cesa, regulan negativamente la expresion de CRH y ACTH,
desde el hipotalamo y la hipofisis, respectivamente, apagando el HPA (Fig.1)(Canny et

al., 1989).
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Fig.1: Activacion del eje hipotalimico-hipofisiario-adrenal (HPA): Un evento estresante desencadena
la activacion del HPA, iniciado por el hipotalamo que secreta CRH y provoca la liberacion de ACTH por
parte de la hipéfisis. Finalmente la ACTH induce la liberacion de glucocorticoides por parte de las

glandulas adrenales.

Los efectos del estrés en condiciones no fisiologicas han sido estudiados
mediante los protocolos previamente mencionados o mediante la adicion directa de
glucocorticoides, CRH y agonistas a los receptores de corticoides. Las estructuras mas

afectadas incluyen el hipocampo, la corteza y regiones limbicas como la amigdala.

Se ha descrito que la administracion prolongada de GC provoca retraccion
dendritica apical y una disminucion del 20% en la arborizacion dendritica en las
neuronas piramidales de la zona CA3 (Watanabe et al., 1992). Cuando la exposicion a

los GC es mayor aiin, se observan dafios mas severos como la muerte celular y gliosis,




en estas mismas neuronas (Sapolsky et al., 1985). Sumado a esto, en el giro dentado se
aprecia supresion de la neurogénesis, lo que en conjunto con las aberraciones en las
neuronas de la zona CA3, provocan deficiencias en la memoria episodica, espacial y
contextual (McEwen, 1999). Por otro lado, se demostré que el estrés provoca un
aumento en la arborizacion dendritica en las neuronas del complejo basolateral de la
amigdala, sugiriendo un aumento en Ia plasticidad sindptica en esta regién (Vyas et al.,
2002). La corteza cerebral también se ve afectada por el estrés. Aqui, se aprecia una
disminucion en el largo dendritico apical de las neuronas de la corteza auditiva (Bose et
al., 2010) y alteraciones en la densidad y morfologia de espinas dendriticas (Michelsen
et al., 2007). Ademas, se demostrdé que la corteza prefrontal sufre una reorganizacion
sinaptica (Holmes and Wellman, 2009) y es un blanco fundamental de las fibras
nerviosas activadas por estrés provenientes de la amigdala (Arnsten, 2009). Dichos
efectos morfolégicos en todos los casos van acompaiiados de trastornos de ansiedad,

memoria y aprendizaje.

Molecularmente, el estrés provoca en el hipocampo una disminucién en los
niveles del mRNA del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y un aumento en
los niveles del mensajero de la neurotrofina-3 (NT-3) (Smith et al., 1995). El efecto
contrario se aprecia en la corteza frontal, donde el mensajero de BDNF aumenta en ratas
estresadas (Bland et al., 2005). Ademas, se aprecia que factores de transcripcién como
NF-KB y Pax-6 disminuyen (Auphan et al.,, 1995; Gesina et al., 2004), mientras que

otros como Egr-1 aumentan (Revest et al., 2005).

De este modo, se aprecia que el estrés, mediado por la activacion del HPA,

provoca cambios morfoldgicos que tienen que ver fundamentalmente con el desarrollo y




la conectividad dendritica, y altera la expresién de factores claves en el desarrollo
neuronal, como son las neurotrofinas y los factores de transcripcién. Dichos
antecedentes hacen pensar que los efectos producidos por el estrés en el cerebro adulto,
al recapitularse durante la gestacion podrian perfectamente afectar el desarrolio

cerebral.
3.2 Efectos del estrés en el desarrollo.

Cuando hablamos de estrés en el desarrollo, o estrés prenatal (EP), nos referimos
al estrés que puede traspasarle la madre a la cria cuando ésta se encuentra en su titero.
Como se menciond anteriormente, el estrés esta dado principalmente por una activacion
del HPA, que tiene como efector final los GC. Una rata prefiada posee niveles de
corticosterona basalmente altos; a estos niveles, la corticosterona puede atravesar la
placenta, favorecer el crecimiento del feto, e inducir la produccién de ciertas enzimas
como los surfactantes pulmonares. Si producto de un evento estresante, los niveles de
corticosterona aumentan aiin mas, pueden llegar al feto en concentraciones inadecuadas,
alterando su desarrollo y crecimiento. Cabe destacar que existe una CRH placentaria, la
cual a diferencia de la CRH hipotaldmica, es favorecida en presencia de cortisol. De esta
forma un aumento en el HPA de la madre promueve la produccion de CRH placentaria,
la cual llega al cerebro del feto en altas concentraciones alterando asi su desarrollo.
Sumado a esto, el cortisol materno inactiva a la enzima 113-HSD2, que es una barrera
natural placentaria contra los GC, aumentando mds ain la exposicion de éstos a la
placenta y el feto (Fig.2). Enire los dafios observados, destacan la disminucién del
volumen total y la arborizacién dendritica en el hipocampo y la disminucién de la

densidad de espinas dendriticas y arborizacion dendritica de las neuronas piramidales de




la corteza cerebral, sumado a esto, se han logrado apreciar dafios en la amigdala
hipotdlamo y cerebelo. Por su parte, la placenta es un drgano fundamental en el
mantenimiento de la homeostasis fetal, ya que cumple funciones entre las que destacan
el suministro de nutrientes y oxigeno. Producto del EP, estas funciones pueden verse
afectadas, dando lugar a dafio oxidativo y al aumento en la produccién de citoquinas
pro-inflamatorias. Estos dafios han sido fuertemente asociados con desdérdenes en el
desarrollo del sistema nervioso y por ende con la generacion de enfermedades mentales

como la esquizofrenia (Charil et al., 2010).
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Fig.2: Efectos del estrés prenatal en el feto: El estrés maternal provoca un aumento en los niveles de
CRH y una disminucién de 11B-HSD2 en la placenta, lo ¢cual genera un aumento del cortisol fetal y

alteraciones en el cerebro de éste.




Ha sido demostrado por miltiples abordajes que el EP afecta el correcto
desarrollo del feto. Por un lado, se ha descrito que el volumen hipocampal se reduce en
alrededor un 12% y que la neurogénesis postnatal en el giro dentado disminuye en un
32% en primates no humanos estresados prenatalmente (Coe et al., 2003). El mismo
resultado se observa en roedores estresados prenatalmente, en ellos la proliferacion
neuronal del hipocampo disminuye en un 60% a 10 dias postnatal (Kawamura et al.,
2006). Sumado a esto, se aprecia una disminucién del 73% de la arborizacion
dendritica con un 50% de pérdida de sinapsis en la zona CAl, en ratas EP de 90 dias
(Barros et al,, 2006). Cabe mencionar que estos ensayos fueron reproducidos in vitro,
donde Ia aplicacién de agonistas y antagonistas de los receptores de glucocorticoides
produjeron una disminucién en el largo y arborizacion dendritica para el caso de los
agonistas, y un aumento de estos pardmetros para los antagonistas, demostrando que los
efectos del estrés en la morfologia dendritica son mediados por glucocorticoides
(Fujioka et al., 2006). En la corteza, por su parte, se observa un 46% de reduccion en la
arborizacion dendritica acompafiado de un 52% de pérdida de sinapsis (Barros et al.,
2006), ademas se aprecia una reduccién de la densidad de espinas dendriticas de un
20% en la neuronas piramidales de la corteza orbito frontal y anterior cingulada
(Murmu et al., 2006; Michelsen et al., 2007). Finalmente, se aprecia una disminucién
del 20% en el volumen de los nficleos de la amigdala y una disminucién de un 25% del

nimero de neuronas de éstos (basolateral, central y lateral) (Kraszpulski et al., 2006).

En la edad adulta, el estrés prenatal puede producir comportamientos ansiosos
(Vallee et al, 1997; Green et al, 2011), disminucién de la plasticidad sinaptica
(Ulupinar et al., 2011), y deficiencias en el aprendizaje y la memoria (Vallee et al.,

1997; Lemaire et al., 2000; Wu et al,, 2007)
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Las evidencias mostradas anteriormente demuestran que el EP provoca
trastornos en el desarrollo de Ias estructuras cerebrales, lo cual podria mantenerse en el
tiempo afectando capacidades cognitivas superiores como son la memoria y el
aprendizaje. Complementando dichos estudios existen evidencias que pretenden

explicar estos fendmenos desde el punto de vista molecular.

Varios estudios demuestran que el EP puede aumentar la metilacion global del
ADN, mecanismo molecular que en la mayoria de los casos termina con el apagamiento
de genes, tanto en la corteza como en el hipocampo (Mychasiuk et al, 2011).
Corroborando lo anterior, otro grupo logré demostrar lo mismo, pero en una fraccién
neuronal especifica que tiene relacion con la enfermedad de esquizofrenia como lo son
las interneuronas GABAérgicas (Matrisciano et al., 2012). Ambas evidencias proponen
al EP como un inductor del silenciamiento génico, lo cual concuerda con el estudio
realizado en 2007 por el grupo de M Weinstock, que demuestra que en individuos
afectados por EP ocurre un apagamiento de genes involucrados en sinapsis, como
sinaptofisina y sinaptotagmina (Bogoch et al., 2007). De manera similar, mediante el
andlisis de genes involucrados en muerte celular, otro grupo demuestra que el EP
promueve la apoptosis intrinseca, ya que desfavorece la inhibicion de calpaina-2 y
caspasa-8 (Baquedano et al,, 2011). Ademas del apagamiento de genes, el EP puede
mediar la actividad de proteinas regulando sus fosforilaciones. Se demostrd que en
individuos que habian sido estresados prenatalmente, la fosforilacién en Ser9, una sefial
inhibitoria para Ia actividad de GSK3-P, estaba disminuida en la corteza frontal,
vinculando este cambio en la actividad de la quinasa con la depresion (Szymanska et al.,
2009). Por otro lado, se demostrd en un modelo de estrés en adulto un aumento en Ia

actividad de Ia quinasa Cdk5 en el hipocampo en los individuos estresados, medido a
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través de la localizacion de su activador p35, ubicado mayoritariamente en la membrana

celular (Zhu et al., 2012),

Modificaciones en la actividad de ambas quinasas han sido asociadas con
enfermedades neuropsiquiatricas, ademds, son parte de una ruta de sefializacion que
termina en la modulacion de la dinamica del citoesqueleto. Sin embargo, es necesario
entender ciales son las sefiales que regulan rio arriba la activacién de estas moléculas
para comprender mejor los mecanismos moleculares involucrados en enfermedades
neuropsiquidtricas. Una proteina que podria ser fundamental en el origen de las
disfunciones previamente descritas, que esta implicada en los procesos involucrados en
la dindmica del citoesqueleto y que es uno de los elementos iniciales de la ruta de
sefializacion que termina con la modulacién de las quinasas previamente mencionada

(GSK3-p y CdkS5), es la glicoproteina Reelina.
3.3  Aspectos generales de Reelina

Reelina es una glicoproteina de matriz extracelular de ~ 400kD, expresada en
mamiferos durante el neurodesarrollo principalmente por las neuronas de Cajal-Retzius
(CR), ubicadas en la zona marginal de la corteza e hipocampo (Alcantara et al., 1998), y
en las neuronas granulares del cerebelo (Tissir and Goffinet, 2003). En estadios adultos,
las neuronas de CR degeneran en el hipocampo y corteza (Ringstedt et al., 1998)
limitando la produccién y secrecion de Reelina a las interneuronas GABAérgicas
(Pesold et al., 1998). Entretanto, la expresion de Reelina en el cerebelo adulto continfia
stendo exclusiva de las neuronas granulares (Lacor et al., 2000). Ademas, durante el

desarrollo existe produccion de Reelina en estructuras como el hipotalamo, el bulbo
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olfatorio, en ganglios basales y en la amigdala, en este tiltimo, la expresién contintia en

la adultez pero a bajas concentraciones (Alcantara et al., 1998).

El gen codificante para Reelina se ubica en ¢l cromosoma 7q22 de humanos y en
el cromosoma 5 de ratones (DeSilva et al., 1997). El mensajero que se genera posee 65
exones correspondientes a 450 Kb del ADN genomico (Royaux et al., 1997). Se ha
descrito que la zona de inicio de la transcripcién es rica en nucledtidos CG, los cuales
en conjunto con el exén 1 forman una gran isla CpG (Chen et al., 2002). La presencia de
esta isla sugiere que la expresion de Reelina puede ser regulada por metilacién de su
promotor. Este punto fue demostrado en dos trabajos consecutivos, en los cuales a
través de la adicion de inhibidores de la enzima ADN metiltransferasa e histona
deacetilasa se produce una disminucién en la metilacion del promotor de Reelina,
provocando un aumento en la expresion de la proteina (Mitchell et al., 2005;
Kundakovic et al., 2007). Sumado a las regulaciones epigenéticas, el gen de Reelina
tiene multiples elementos cis los cuales incluyen zonas de reconocimiento para factores
de transcripcién involucrados en el neurodesarrollo como Spl, Tbr-1 y Pax6, y factores
de transcripcién involucrados en la transduccion de sefiales desde el citoplasma al

micleo como CREB y NF-xf} (Royaux et al., 1997; Grayson et al., 2006).

Reelina posee 3461 aminodcidos, en ella se reconoce un segmento inicial
constituido por un péptido sefial seguido por un motivo con similitud a F-spodina, luego
8 repetidos A-EGF-B, y finalmente la regién C-terminal rica en aminoécidos bésicos
(Tissir and Goffinet, 2003). Ademas, puede sufrir un clivaje proteolitico en el comienzo
del tercer o séptimo repetido (A-EGF-B), resultando en distintos subtipos de la proteina

(Fig.3) (Lambert de Rouvroit et al., 1999).
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Fig.3: Reelina y sus fragmentos proteoliticos: Reelina sufre una escision proteolitica dando origen a un

fragmento de 320 kD y a otro de 180 kD.

El rol de este clivaje proteolitico se mantiene incierto. Por un lado, se demostro
que la correcta funcion de Reelina es independiente al clivaje y, por otro, que el rol seria
mas bien facilitador, permitiendo la liberacion del fragmento central que se mantiene
unido a la matriz extracelular por medio de las regiones amino y carboxilo terminal,
ejerciendo de este modo su funcion en zonas aledafias a su secrecion (Lambert de

Rouvroit et al., 1999; Jossin et al., 2004; Jossin et al., 2007).

3.4 Reelina en el neurodesarroiio.

En el dia gestacional 11 (E11) de rata, neuronas post-mitdticas de la futura
corteza cerebral migran desde la zona ventricular hasta la superficie pial (P), dando
origen a las preplaca (PP). A partir del dia E13, otro grupo de neuronas migran hasta
alcanzar la preplaca, causando la division de ésta y dando origen a la zona marginal
(ZM) y a la subplaca (SP). Las neuronas que causan la ruptura de la preplaca dan origen
a la capa cortical (PC). Durante los dias E14-E18, cuatro grupos de neuronas
postmitdticas migran a través de la subplaca y de las capas corticales ya establecidas,
llegando a la zona marginal, donde producto de su encuentro con Reelina detienen su

migracion. Este proceso se define como migracion radial a través de un mecanismo de
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“adentro hacia afuera”, donde las neuronas que migran primero quedan ubicadas en las
capas més profundas de la corteza (Gupta et al., 2002). Ademas, I2 migracién puede ser
o no dependiente de la glia radial, adoptando el nombre de locomocion o translocacion

nuclear, respectivamente (ORourke et al., 1992).

El ratén Reeler (mutante espontdneo para la proteina Reelina) (D'Arcangelo et
al., 1996), posee una clara disrupcion de las capas corticales, dado que las neuronas que
migran fallan en su posicionamiento, ubicandose en las capas menos superficiales y
contrarrestando el modelo “adentro hacia afuera™ descrito previamente (Ogawa et al.,
1995). De esta manera, producto que las neuronas que migran posteriormente durante el
desarrollo quedan en las capas mas profundas, se observa una inversion de las capas
corticales. Sumado a dicha inversién, se aprecia que las neuronas que se han
posicionado no logran interconectarse de la manera correcta ni formar la arquitectura
cortical adecuada (Fig.4) (Frotscher, 1997; Curran and D'Arcangelo, 1998; Gupta et al.,

2002; Tissir et al., 2002),
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Fig.4: Laminacion cortical de un individuo silvestre y Reeler: Un individuo silvestre posee una
laminacion cortical que se forma en base a un mecanismo de “adentro hacia afuera”, el mutante Reeler
posee una inversion de las capas corticales, en donde las neuronas que migran con posterioridad quedan

posicionadas en las capas mas profundas.

Por otro lado, el Reeler muestra una organizacién aberrante de las células de
Purkinje, las cuales contintian dispuestas en capas subcorticales. Dicha desorganizacion
aumenta en la primera semana post-natal, causando una desaparicion de la capa de
células de Purkinje y una disminucion de la capa granular, ambos sucesos traen consigo
una disminucién en el tamafio cerebelar (Goffinet et al., 1984). Por su parte, el
hipocampo Reeler presenta un giro dentado no compactado y la capa de neuronas
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piramidales quebrantada y desorganizada (Stanfield and Cowan, 1979). Cabe destacar
que el heterocigoto Reeler, el cual posee 50% menos de Reelina, posee una fenotipo
diferente al Reeler, dado que no presenta inversion de las capas corticales ni
disminucion en el tamafio cerebral (Tueting et al., 1999; Badea et al., 2007). A pesar de
esto, el heterocigoto presenta menor cantidad de espinas dendriticas (Liu et al., 2001),
menor arborizacién y largo dendritico, (Niu et al., 2004) ademas de comportamiento
ansioso (Tueting et al., 1999). Dado que dichas caracteristicas son propias de trastornos
como la esquizofrenia, el raton heterocigoto Reeler se posiciona como modelo para esta

enfermedad (Costa et al., 2002).

Reelina realiza su acci6n a través de la unién al receptor VLDLR y ApoER2.
Ademas, posiblemente su union a los receptores CNR y a3p1 cumpla algin tipe de
funcién, sin embargo sélo el doble mutante VLDLR y ApoER?2 fenocopia al Reeler. La
unién de Reelina permite la agrupacién de los receptores y la fosforilacién de la
proteina adaptadora disabled 1 (mDabl), a través de Ias tirosinas quinasas de la familia
Src (SFKs), Src y Fyn. La fosforilacion de Dabl en sus 4 sitios, permite el
reclutamiento y activacion de otras quinasas, lo cual da lugar a una cascada de
sefializacién (Gupta et al., 2002; Knuesel, 2010). Esta cascada comienza con la
activacion de PI3K, y PI3K puede, por un lado, activar a AKT, Ia cual inhibe 2 GSK3-B,
favoreciendo la estabilizacion de microtdbulos (Onishi et al., 2007) y por otro lado
fosforilar 2 LIMK a través de cdc42, lo cual termina con inhibicién de cofilina,
implicada en la dinamica de actina {(Chai et al., 2009). Ademas, la fosforilacién de Dabl
favorece la activacién de Rapl (Ballif et al, 2004) y la fosforilacion de MAPIB
(Gonzalez-Billault et al., 2005), implicadas en la estabilidad de actina y microtiibulos,

respectivamente (Fig.5A).
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Otra quinasa que se sugiere estar modulada por Reelina es Cdk5. Se demostrd
que Reelina puede inducir la expresion de Egr-1 via Erk1/2 (Simo et al., 2007), siendo
Egr-1 el factor de transcripcion que regula la expresién de p35, el activador endogeno
de CdkS5. Por otro lado, datos no publicados de nuestro laboratorio, demostraron que la
adicion de Reelina ex6gena en cultivos corticales produce un aumento en la expresién

de p335, y por ende una sobreactividad de Cdk5.

3.5 Acerca de CdkS

Cdk5 es miembro de la familia de serina/treonina quinasas pequeiias
dependientes de ciclina (CDK), expresada mayoritariamente en el sistema nervioso
central. Para tener actividad enzimatica, Cdk5 requiere de la union a sus activadores,
p35 y p39. Se ha demostrado que ambos activadores estan enriquecidos en la membrana
plasmdtica, debido a una meristoilacion en sus amino-terminales, y co-localizan con
Cdk5 cuando ésta se sobre-expresa. Cabe destacar ademés que gran parte de los
sustratos de Cdk5 son transmembrana o asociados a proteinas de membrana (Dhavan
and Tsai, 2001). Por otro lado, se han identificado los factores de transcripcion que
regulan tanto la expresion de Cdk5 como de sus activadores, siendo estos SFQOSB (Chen
et al., 2000) y Egr-1(Simo et al,, 2007), respectivamente. CdkS5 realiza sus funciones a
través de la fosforilacion de multiples sustratos implicados en diferentes funciones.
Entre las funciones mas importantes destacamos: 1) Desarrollo del sistema nervioso, 2)

Sinapsis.

1) Desarrollo del sistema nervioso

Ratones deficientes en Cdk5 mueren antes o justo al nacer, debido a severas

disrupciones en las principales estructuras laminadas como la corteza, el cerebelo y el
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hipocampo (Ohshima et al., 1996). Por otro lado, CdkS en una manera dependiente de
Rac, induce una disminucién en la actividad de PAKI1 producto de su
hiperfosforilacién, induciendo una modulacién del citoesqueleto de actina .(Nikolic et
al,, 1998). Ademas, Cdk5 posee como sustrato proteinas como Tau (Paudel et al., 1993)
y MAP1B (Gonzalez-Billault et al., 2005), implicadas en la modulacién y estabilizacion

de microtiibulos.
Rol en sinapsis

Dado que Cdk5/p35 son altamente expresados en el cerebro adulto, su rol ha sido
vinculado a sinapsis. Componentes del compartimiento pre sindptico, como sinapsina y
MUNCI18 son sustratos de Cdk5; producto de la fosforilacién de éstos, la exocitosis y
neurosecrecion se ve altamente modulada (Matsubara et al., 1996; Fletcher et al., 1999).
Por otro lado, se ha visto que Cdk5 puede activar a ERBB y de este modo favorecer la
expresién dependiente de neuroregulina de los receptores de acetilcolina (Fu et al.,
2001). Finalmente cabe mencionar que Cdk5 puede fosforilar a DARPP-32, un
modulador especifico de la sefializacion dopaminérgica y se ha demostrado que una
inhibicién de Cdk5S provoca un aumento en la respuesta dopaminergica (Bibb et al.,

1999),

Tras revisar algunos aspectos de esta quinasa que podria estar modulada por la
via dependiente de Reelina, volveremos a Reelina para conocer las funciones que posee

en el cerebro adulto.
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3.6 Reelina en el cerebro adulto

A pesar que Reelina ha sido relacionada principalmente con procesos vinculados al
neurodesarrollo, en los filtimos afios han surgido numerosos estudios que le atribuyen
funciones en el cerebro adulto, entre las que destacan: el desarrollo de dendritas y
espinas dendriticas (Niu et al, 2008; Rogers et al, 2011), modulacién de ia
sinaptogénesis (Borrell et al., 1999), modulacion de la plasticidad sinaptica (Borrell et
al.,, 1999; Chen et al.,, 2005; Herz and Chen, 2006; Qiu et al., 2006; Ventruti et al.,

2011) y liberacion de neurotransmisores (Hellwig et al., 2011).

El mecanismo por el cual Reelina podria modular la sinapsis no esta del todo
descrito. La informacién que hay hasta la fecha propone que Reelina, a través de la
unidon con ambos receptores apoR2 y VLDLR, y en conjunto con el complejo activado
Dabl-sre/fyn, facilita la fosforilaciéon de las subunidades NR2A y NR2B del receptor
NMDA. Esto favorece ¢l influjo de caleio en la neurona postsinaptica y la insercion de
la subunidad Glurl de los receptores AMPA, asi como la fosforilacién y translocacion
nuclear de CREB, involucrado en la formacion de espinas dendriticas (Knuesel, 2010).
Asimismo, se reduce el nimero de sinapsis silentes, facilitando el intercambio de la
subunidad NR2B por la NR2A de los receptores NMDA (Qiu and Weeber, 2007). De
esta forma, Reelina modula la plasticidad sindptica involucrada en procesos de memoria

y aprendizaje en individuos adultos (Fig.5B).
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Fig.5: Funciones de Reelina en desarrollo y cerebro adulto: En el neurodesarrollo Reelina
desencadena una ruta de sefializacion que involucra proteinas adaptadores y quinasas y termina en la
modulacion del citoesqueleto. En el cerebro adulto, Reelina favorece el influjo de calcio a través de los
receptores NMDA moduiando asi 1a sinapsis y el desarroiio dendritico.

Ademas, estudios con mutantes Reeler demuestran que molecularmente tanto
marcadores presinapticos (SNARE, SNAP25) (Hellwig et al, 2011) como
postsinapticos (PSD-95, PTEN) disminuyen (Ventruti et al., 2011), provocando fallas
en la liberacion de neurotransmisores, de la captacion de éstos por la neurona

postsinaptica, y por ende de la funcion sindptica propiamente tal.
3.7 Reelina, CDKS y su relacién con enfermedades siquidtricas

Debido a la importancia que tiene Reelina en la correcta estructuracion y
laminacion del cerebro durante el desarrollo, y en la conectividad neuronal y
sinaptogénesis durante la adultez, su disfuncion ha sido directamente relacionada con la
generacion o predisposicion a adquirir una enfermedad neuropsiquiatrica como la
depresion y esquizofrenia, o una enfermedad neurodegenerativa como el Alzheimer

(Knuesel, 2010) (Boérquez, 2013).
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Las evidencias que corroboraron esta relacion de manera mas concreta, fueron
obtenidas a través de estudios con cerebros humanos provenientes de pacientes que

habijan fallecido de dichas enfermedades.

La corteza prefrontal e hipocampo de pacientes con esquizofrenia y desordenes
bipolares, que presentaban estados psicoticos, fue analizada luego que éstos fallecieran.
La investigacidon reveld niveles disminuidos de Reelina en los sujetos enfermos en
comparacion a los sanos (Fatemi et al,, 2000; Guidotti et al., 2000). Otro estudio
realizado en cerebros provenientes de esquizofrénicos proporciond ideas sobre el
mecanismo molecular por el cual Reelina disminuia, ya que reveld que el promotor de
Reelina se encontraba metilado, y que dicho suceso era responsable del silenciamiento
génico (Abdolmaleky et al., 2005). Por otro lado, una disminucién de Reelina en el
hipocampo de pacientes con Alzheimer ha sido correlacionada con el grado de

severidad de la enfermedad (Chin et al., 2007).

Por su parte Cdk5 también ha sido relacionado con enfermedades del sistema
nervioso, como el Alzheimer y la esclerosis lateral amiotréfica (ALS) (Dhavan and
Tsai, 2001). Una hiperactividad de Cdk5 ha sido asociada con neuronas que poseen
ovillos neurofibrilares, corroborando la hipotesis que CdkS podria contribuir a la
formaci6n de dichos ovillos a través de la hiperfosforilacion de Tau (Pei et al., 1998).
Por otro lado, hiperactividad de Cdk5 ha sido observada en ratones que expresan la
version mutada para Ia proteina superéxido dismutasa 1 (Sod®™), mutacién presente en

individuos con ALS familiar (Nguyen et al., 2001).

A lo largo de la introduccion hemos evidenciado, en primera instancia, los

efectos del estrés en el cerebro adulto y en desarrollo, haciendo énfasis en las
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alteraciones que provoca en la organizacién, estructuracién y fincionamiento de éste.
En segunda instancia, estudiamos la proteina Reelina, la cual es clave en los
mecanismos de regulacién del citoesqueleto y en el comrecto desarrollo del sistema
nervioso. Alteraciones en la proteina Reelina, lo cual incluye disfunciones en moléculas
rio abajo de ella como mDabl y Cdk5, provocan efectos que se correlacionan con los
apreciados bajo estrés prenatal. De este modo surgen las siguientes preguntas: jPuede el
estrés prenatal afectar la expresion de Reelina y en consecuencia su via de sefializacion?
De ser afirmativa la respuesta, ;jDicha disminucién puede generar efectos a largo plazo
tales que en la adultez se vean afectados parametros conductuales del individuo?. Para

responder estas preguntas se plantea la siguiente hipotesis.
4. HIPOTESIS

El estrés prenatal provoca una disminucién en la expresién de Reelina, afectando
componentes rio abajo de ella, como la actividad de Cdk5. Adicionalmente, dichos
efectos se mantienen a largo plazo alterando parimetros conductuales y cognitivos del

individuo en estadios adultos.
5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del estrés prenatal sobre la expresioén de Reelina y elementos rio abajo
de ella, mediante técnicas celulares, histologicas y bioquimicas, y evaluar si dichos
efectos se correlacionan con problemas motores, de aprendizaje y memoria en

individuos juveniles.
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7.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar el efecto del estrés prenatal sobre la expresion de la glicoproteina

Reelina en la corteza cerebral de ratas E20, mediante histologia y Western-Blot

. Estudiar el efecto del estrés prenatal sobre la actividad de Cdk5, a través del

analisis de fosforilacion de sus sustratos.

. Bvaluar si los efectos del estrés prenatal se mantienen luego que los cerebros de

dichos individuos permanecieran 5 DIV en cultivo celular.

. Evaluar consolidacién de la memoria y la conducta ansiosa de individuos

juveniles estresados prenatalmente.

METODOLOGIA

Animales y protocelo de estrés por inmovilizacién

Ratas Sprague-Dawley con 10 dias de prefiez (E10), (n=16) fueron situadas en

grupos de a 4, bajo un ciclo de 12 horas Iuz/oscuridad (inicio luz a las 7:00 A M) a

temperatura controlada y con acceso ad-libitum a agna y comida. Las ratas fueron

asignadas a dos grupos al azar; el grupo control (n=8), y el grupo estrés (n=8).

Adicionalmente, se utilizaron 3 ratas prefiadas E16, para el experimento de los efectos

de Reeclina ex6gena en la degradacion de Dabl

El estrés por inmovilizacién fue realizado entre los dias embrionarios 11 y 20

(E11-E20), tal como describe Vyas y cols.(Vyas et al., 2002). EI grupo estrés sufrié

inmovilizacién una vez al dia, por dos horas, desde las 10 AM, hasta las 12 PM. Las

cajas de inmovilizacién fueron realizadas por nosotros y poseen dimensiones de 18 cm
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de largo, y 6 de ancho y alto. Estas no permiten el movimiento del animal, sin embargo,
ellos pueden respirar sin problemas, y defecar y orinar sin estar en contacto con sus
desechos. Los animales control fueron manipulados, pero no inmovilizados. Se realiz6

un seguimiento de la ganancia de peso en las madres desde el dia E11 hasta el E20.

Todos los procedimientos relacionados con Ia mantencién y la experimentacion
de animales, fueron acorde a Ia pauta de la Comision Nacional de Investigacién
Cientifica y Tecnologica de Chile (CONICYT) y por el comité de cuidado animal de Ia

Pontificia Universidad Catélica de Chile
7.2 Procesamiento de los animales

Al dia E20, se seleccionaron al azar 6 ratas prefiadas de cada grupo, para realizar
analisis histolégicos, celulares y bioquimicos en su descendencia. De estas 6, 3 de cada
grupo fueron seleccionadas para histologia y otras 3 para cultivo celular y bioquimica.
Las otras dos ratas prefiadas de cada grupo, fueron mantenidas hasta dar a lnz y su
descendencia fue utilizada para estudios conductuales, Por su parte las crias de las 3

ratas E16 fueron extraidas y utilizadas para cultivo celular.
7.2.1 Perfusién y preparacion de las secciones para histologia

Las ratas elegidas fueron sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital, y
perfundidas trascardfacamente con 500 ml de suero salino 0,9%, seguido por 300 m! de
paraformaldehido frio 4% (PFA) en Buffer fosfato salino (PBS) pH 7,4. Al mismo
tiempo de la perfusién se colectaron las glandulas suprarrenales y las crias. Las
glindulas suprarrenales fueron masadas, y los cerebros embrionarios post-fijados

durante un dia en PFA 4% en PBS pH 7.4, luego del proceso de fijacién los cerebros
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embrionarios fueron cortados con un vibratomo (Leyca VT 1000S) en secciones
coronales de 70 pm. Las secciones fueron mantenidas a 4°C en PBS 1X, pH 7,4, hasta

realizar las tinciones.
7.2.2 Cultive celular

Ratas prefiadas (E20 y E16), fueron sacrificadas, y las crias fueron extraidas y
mantenidas en PBS 1X frio. Después de obtener los cerebros y diseccionar la corteza, el
tejido se fragmento e incubd con HBSS - EDTA Tripsina 1%(10:1) por 30 minutos a
37°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con HBBS y se disgregé suavemente con
una pipeta Pasteur, en medio de plaqueo (DMEM 10% HS). Finalmente se determiné el
nimero de neuronas por confaje en un hemocitometro y se sembraron placas P60
(experimento cultivo de neuronas provenientes de madres control v/s estrés) y P100
(experimento de los efectos de Reelina exdgena en la degradacion de mDabl); a una
densidad de cerca de 800 mil células y 4 millones de células en DMEM 10% HS,
respectivamente y se incubd durante 1 hora y media a 37°C. Luego de este intervalo de
tiempo, se cambid el medio de plaqueo por el medio neurobasal suplementado con B27,
glutamina 2mM, piruvato 1mM, 100 pg/ml de penicilina y 100 pg/mlL de
estreptomicina. Posteriormente las placas se mantuvieron en incubador humidificado a
37°C, 95% de humedad y 5% de CO2 durante 5 DIV (experimento cultivo de neuronas
provenientes de madres control v/s estrés) y 2 DIV (experimento de los efectos de

Reglina exdgena en la degradacién de mDab1).
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7.3  Histologia
7.3.1 Inmunohistoquimica

Para la inmunohistoquimica de reelina, se seleccionaron cortes cerebrales de la
zona frontal, parietal y occipital de cada individuo. Inicialmente se inactivé Ia
peroxidasa endégena, mediante dos lavados de 15 minutos a temperatura ambiente (TA)
con H202 6% en PBS. Luego de 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X pH 7.4, las
secciones fueron inmersas en solucién de bloqueo (THC Select Detection Systems,
Millipore) durante dos horas a TA e incubadas con el anticuerpo primario monoclonal
anti-Reelina (1:1000, Millipore) por una noche a 4 °C. Luego de 5 lavados con PBS, las
secciones fueron incubadas 1 hora a TA con el anticuerpo secundario anti-ratén
biotinitado (IHC Select Detection Systems, Millipore), después de los lavados
correspondientes los cortes se incubaron por una hora a TA con Estreptavidina-HRP
(IHC Select Detection Systems, Millipore). Finalmente, 1a reaccion fue revelada usando
diaminobenzidina (1:400, THC Select Detection Systems, Millipore), durante 10

minutos. Las secciones fueron lavadas en agua destilada y montadas.
7.3.2 Anilisis de inmunohistoquimica mediante el método del disector.

Las neuronas inmunoreactivas fueron cuantificadas en 9 zonas diferentes de cada grupo:
Dorso-Lateral (D-L), Dorso-Medial (D-M) y Dorsal (D), de Ia corteza frontal, parietal y
occipital (Fig. 6), usando el método del fraccionador 6ptico como describe (Cruz-Orive
and Weibel, 1990). El cuadro de conteo del disector éptico tiene dimensiones de 0.08

mm x 0.08 mm, y la altura considerada es de 0.01 mm. El conteo propiamente tal fue
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realizado en doble ciego de 5 campos al azar de los 10 campos posibles del disector
optico En todos los casos, solo se consideré la capa mas exterior del tejido,
correspondiente a las neuronas de Cajal Retzius. El niimero final de neuronas fue
determinado como el promedio de ambos conteos en ciego, y considerando un volumen

del disector de 6.4 x 10”° mm.

Fig.6: Mapa de las zonas corticales analizadas: Las zonas Dorsal (cuadrado azul), Dorso-medial
(cuadrado rojo) y Dorso-lateral (cuadrado verde), fueron analizadas en la corteza frontal (A), parietal (B)

y occipital (C).
7.3.3 Tincién de Nissl

Para la tincion de Nissl, se seleccionaron cortes cerebrales de la zona frontal,
parietal y occipital de cada individuo. Los tejidos fueron sumergidos 40 minutos en
cloroformo, posterior a eso fueron pasados por la bateria de tincién que consta de: 2
minutos en alcohol al 100%, 2 minutos en alcohol 95%, 3 minutos en alcohol 70%, 3
minutos en alcohol 50%, 3 minutos en agua destilada, 30 segundos a 1 minuto en
soluciéon Nissl, luego se deshidrataron los tejidos siguiendo el camino inverso a la

hidratacion, es decir, partir introduciendo el tejido 3 minutos en agua destilada, y
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terminar sumergiéndolos durante 2 minutos en alcohol al 100%, pasando por los pasos
intermedios antes mencionados. Finalmente, los tejidos fueron dejados durante una

noche en solucién de Xilol, lnego secados, montados y cubiertos.

7.4  Extraccion proteica, electroforesis y Western Blot desde tejido y cultivo

celular

Se prepard buffer de extraccion proteica RIPA (Ripa (2X), inhibidores de
proteasas Roche (7X), PMSF (100 mM), NaF (100 mM), caliculina A, orfovanadato de
sodio (100X), y H,0). Para la extraccién proteica desde tejido cerebral, se agregaron
150 pL, de buffer RIPA al hemisferio derecho de cada cerebro E20 y se disgregd con
con la pipeta P200, seguido por una jeringa de 1 mL. Una vez que el tejido fue
homogenizado, se dejo reposar durante 10 minutos en hielo y luego se centrifugd a 4°C
durante 20 minutos a 14000 rpm. Tras la centrifugacion se rescato el sobrenadante. Para
la extraccion proteica desde placa, ésta se lavé dos veces con PBS 1X, pH 7,4 para
eliminar todo el medio de mantencidén. Luego se agregaron 100 pul y 150 pL de Buffer
RIPA para las placas P60 y P100, respectivamente. Finalmente, las células y proteinas
fueron desprendidas de la placa mecanicamente raspando con el “Scraper” y
centrifugadas a 4°C durante 20 minutos a 14000 rpm. En ambos casos Ia concentracién

proteica se determiné a través del método de Bradford (Bradford, 1976).

Para ¢l Western Blot, se realizaron geles de poliacrilamida al 6%, 10% y al 12%
dependiendo de la proteina a analizar. 30 pg de proteinas fueron concentradas en el gel
concentrador durante 30 minutos a 80 V, y luego separadas en el gel separador a 120 V,
por distintos tiempos, dependiendo 1a proteina a observar. Tras la electroforesis, se

realiz6 la transferencia en himedo de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa por 1
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hora 30 minutos a 330 mA para proteinas grandes, y por 1 hora a 300 mA, para
proteinas pequeiias. Tras la transferencia, se bloqued con leche de vaca 5% TBS 1X,
TWEEN 0,05% y se incubo con el anticuerpo primario diluido en leche de vaca 1%
TBS 1X, TWEEN 0,05% durante una noche a 4°C (anti-Reelina 1:1000, Millipore; anti-
Dabl 1:1000, Santa cruz; anti-p35 1:1000, Santa cruz; anti-CDKS5, 1:1000, Santa craz;
anti-PHF-1. 1:3000, donado por Peter Davis, Albert Einstein College of Medicine, NY,
USA,; anti-Tubulina 1:10000, Sigma). Tras la incubacién con el anticuerpo primario se
realizaron 5 lavados de 6 minutos con TBS 1X, TWEEN 0,05% y se incubé con el
anticuerpo secundario durante 2 horas a TA (anti-RATON 1:5000 Jackson; anti-
CONEJO 1:5000 Jackson). Luego de la incubacién se realizaron 5 lavados de 6 minutos
con TBS 1X, TWEEN 0,05%. El revelado de la membrana se hizo usando el kit de ECL

(Pierce Thermo Scientific) y films radiograficos (Fujifilm).

7.5  Ensayo de actividad quinasa

200 pg de proteina previamente homogenizados en tampon T-per (Thermo
Scientific) e mhibidores de proteasas (Roche), fueron inmunoprecipitados con 12 pul de
anti-Cdk5(C-8) (Santa Cruz), durante 2 horas a 4°C, en agitacién. Luego se agregaron
35 pl de proteina G (Santa Cruz) y se incubaron durante toda la noche a 4 °C en
agitacién. Los inmunoprecipitados fueron lavados 3 veces con PBS 1X por medio de
centrifugaciones a 2500 rpm por 5 minutos. Tras los lavados se lavé por tiltima vez con
tampoén quinasa 1X (TQ) (20 mM Tris=HCI (pH 7.4), 10 mM MgClI2, 1 mM EDTA), y
se resuspendié en 10 pl del mismo. El ensayo quinasa se llevo a cabo afiadiendo 5 pCi
de [y-32P] ATP (0.5 mM) a una mezcla que incluye: 4 pl de mezcla de ensayo quinasa

(TQ5X mas DIT y ATP frio) mas 5 pl de histona Hl (1 mg/ml) y 11 pl de
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inmunoprecipitado, ¢ incubéndola durante 45 minutos a 30°C. Finalmente la reaccion se
detuvo agregando buffer de carga (5X) e hirviendo por 5 minutos a 100°C. 25ul del
producto de la reacci6n fueron separados por electroforesis en un gel de poliacrilamida
al 12%. Los resultados fireron revelados mediante la exposicidn de los geles por 2 o mas

horas en films,

7.6  Test conductuales

7.6.1 Actividad Motora

Las ratas de cada grupo fueron colocadas individualmente en una caja plexiglas
(30 «30 = 30 c¢m), luego la actividad motora total y la locomocién fueron momnitoreadas
durante un periodo de 30 minutos y evaluadas. El piso de la caja es una plataforma de
actividad (Lafayette Instrument Co., Lafayette, IN, USA) conectada a un contador
electromecanico. Con el objetivo de evitar la influencia de sonidos molestos, la
plataforma fue colocada al interior de una camara insonorizada. Cada animal fue
observado continnamente a través de una cidmara de video Sony conectada a un
grabador de video (Sony Corporation, México DF, México). Los resultados fueron

expresados como un puntaje tras 30 minutos de observacién (Fig.7A).

7.6.2 Laberinto en cruz elevada.

Seguido de los analisis de actividad motora espontanea, se midieron los niveles
de ansiedad utilizando el test Laberinto en cruz elevado. Cada rata fue situada
independientemente en el laberinto en cruz elevado, el cual consta de dos brazos
abiertos (50 x 10 ¢cm cada uno), dos brazos cerrados (50 x 10 x 20 cm cada uno), y una

plataforma central (10 x 10 ¢m), todo esto elevado 100 cm del suelo. La orientacion de
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los brazos es tal que los brazos similares quedan enfrentados uno con el otro (Fig. 7B).
Al comienzo de cada ensayo, los animales fueron situados en la plataforma central
mirando hacia un brazo cerrado. Durante un periodo de 5 minutos se registro: (1) el
numero de entradas al brazo abierto; (ii) el namero de entradas al brazo cerrado; (iii) el
tiempo total en el brazo abierto; (iv) el tiempo total en el brazo cerrado. La entrada a un
brazo se considerd exclusivamente si el animal se encontraba con sus cuatro patas al

interior de él. Todas los ensayos fueron realizados entre las 10.00 y 14.00 horas.

Fig.7: Imidgenes representativas de: (A) Caja utilizada para medir la actividad motora total y

locomocién. (B) Laberinto de cruz elevado.

7.6.3 Test de Evitacién pasiva

El ensayo fue llevado a cabo al interior de una caja de dos camaras (Lafayette
Instrument Co, IN, USA) compuesta por dos unidades de medicion de acero
inoxidable separadas por una puerta manual de tipo guillotina. Cada cdmara esta
equipada con una rejilla de choque eléctrico de 18 barras, conectada a una fuente de
poder que genera pulsos eléctricos (Master Shock Supply, Lafayette Instrument). Una

de las camaras se mantuvo iluminada mientras que la otra estaba oscura (Fig.8). En cada

32




ensayo la rata fue colocada en la camara iluminada a espaldas de la puerta, y se midi6 el
tiempo que demoraba en ingresar a la camara oscura. El dia 1, la rata fue colocada en la
camara libremente, para que se habituara, una vez que entraba a la camara oscura, se
esperd 30 segundos y se removid. En el dia 2 comenzo el entrenamiento de evitacion
pasiva, en donde el animal era situado en la cdmara iluminada, una vez que éste
ingresaba a la cdmara oscura, la puerta se cerraba y se aplicaba un pulso eléctrico de
0.35mA en las patas del animal durante 2 segundos a través de la grilla del suelo.
Inmediatamente después del pulse eléctrico la rata era removida de la cdmara. El dia 3,
4 y 5 se procedié con la prueba de retencién, la cual consistia en una prueba sin
descarga eléctrica, en donde se media el tiempo que demoraba la rata en ingresar a la
camara oscura, con un maximo de 300 segundos. Este test esti basado en el conflicto
entre la evitacién incondicionada de una camara iluminada y la evitacion condicionada
de una descarga eléctrica. Los resultados fueron presentados como medias de latencia,

las cuales sirven como un indicador de la retencion de cada grupo por dia.
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Fig.8: Esquema del test de evitacién pasiva. El dia 1 la rata puede explorar libremente ambas cAmaras,
el dia 2 se somete a un shock eléctrico de pie al ingresar a la camara oscura. Los consecutivos dias 3, 4y
5 (post shock), la rata se somete a una contradiccion que contrapone su condicién innata a la exploracion

v/s el aprendizaje adquirido por la experiencia aversiva generada por el shock eléctrico.

7.6.4 Test de Morris

El test de Morris es un método utilizado para evaluar memoria y aprendizaje
espacial en roedores, descrito por Morris en el 1984 (Morris, 1984). El aparato consiste
en una piscina circular negra llena de agua hasta 20 cm bajo el borde (150 cm diametro,
50 ¢cm de profundidad, 22° C de temperatura). La piscina esta dividida en 4 cuadrantes
de igual area. Ademas, se coloca una plataforma circular de plexiglas (10 cm de
diametro), en el centro del cuadrante norte (la orientacion fue asignada arbitrariamente),
dicha plataforma sobresale por 2 cm la superficie del agua y tiene el mismo color de la

piscina, con el objetivo de dificultar que fuera visualizada por el individuo (Fig.9). El
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test completo tuvo una duracion de 5 dias, con 5 entrenamientos por dia separados de 20
minutos de descanso. En cada ensayo, la rata fue colocada en el agua, mirando uno de
los puntos cardinales (norte, sur, este, oeste), y tuvo la posibilidad de encontrar la
plataforma en un maximo de 120 segundos. El tiempo que la rata tard6 en encontrar la
plataforma fue registrado y asignado como latencia. Después de estar 20 segundos en la
plataforma, la rata fue tomada cuidadosamente, y retornada a su caja, en la cual pudo
secarse y calentarse mediante una lampara de calor. Los resultados fueron expresados

como tiempo de latencia en el desempefio de nado por dia para cada grupo

Plataforma
escondida

Durante el Luego del
entrenamiento entrenamiento

Fig.9: Esquema simplificado de la actuacion esperada tras el entrenamiento en el laberinto de
Morris. Los primeros dias de entrenamiento se espera que la rata demore varios minutos en encontrar la
plataforma escondida, sin embargo avanzado el entrenamiento la rata deberia encontrar la plataforma sin

nadar en vano.

7.7  Recuperacion de Reelina exdgena a partir de células HEK y tratamiento en

cultivo celular.

Se utilizo la linea celular HEK-293T (proveniente de rifion humano
embrionario), la cual fue previamente transfectada establemente con un plasmido que
contiene un gen que codifica para el cADN de la glicoproteina de matriz extracelular

Reelina (HEK-293T Reelina), inducible por privacion de suero. Como control se
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utilizaron células HEK-293T transfectadas con el mismo plasmidio pero sin el gen de
Reelina. Ambas lineas celulares (HEK-293T, Reelina, HEK-293T, Control) fueron
crecidas en medio DMEM suplementado con 5 6 10% FBS, 100 pg/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina, geneticina (G418) 250 pL/ml. (como medio de seleccion
solo para las células transfectadas) en placas de cultivo de 100 mm a 37°C, hasta
alcanzar una densidad de 80 a 90%. Una vez alcanzada dicha densidad, el medio
suplementado fue removido y se agrego DMEM 0% suero. Al final de los signientes 3
dias el medio fue colectado y renovado por uno nuevo. Tras el tercer dia de recoleccion
las células fueron descartadas. El medio “Reelina” y “Control”, fue concentrade 10

veces mediante centrifugaciones a 3000 G con filtros Amicon de 100kD.

Los medios Reelina y Control se aplicaron independientemente por 1 y 6 horas
en cultivo de neuronas corticales de 2DIV provenientes de embriones de 16 dias de
gestacion (Experimento de los efectos de Reelina exdgena en la degradacion de Dabl).

Tras el tratamiento, las proteinas totales fueron extraidas como se describe en 6.4

7.8  Fosforilacion de Tau en condiciones de sobreactividad e inhibicién de Cdk5.

Neuroblastomas de ratas (N2A), fueron crecidos en medic DMEM
suplementado con 5 % FBS, 100 pg/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, en
placas de cultivo de 60 mm a 37°C, hasta alcanzar una densidad de 80 a 90%.
Alcanzada la densidad, se co-transfectd con polilisina (2:1, polilisina: ADN) 4 pg de
ADN con los vectores pBI-p35/EGFP y tTA en una relacién de 3:1, en la placa “Cdk5
ON”, y se incubd en medio de transfeccion (DMEM (%) por 5 horas a 37°C. Al cumplir
el tiempo, se cambié el medio por DMEM 5% FBS 100 pg/mL de penicilina, 100

ng/mlL de estreptomicina y se agregd 4pl de Roscovitina 20pM a la placa “Cdk5 off”,
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Iuego de 24 horas se realizaron extractos proteicos como se detalla en 6.4, Las muestras
se analizaron cargando 40 pg de proteinas en geles de poliacrilamida, los cuales fueron

revelados para: p35 y PHF-1.
7.9  Analisis de datos

Para todos los tratamientos medimos la respuesta del EPN, comparando los
animales estrés versus los control. Los valores fueron expresados como el promedio +
error medio. Para el analisis de inmunohistoquimica, se utilizd el test no paramétrico
Mann-Whitney, que funciona con datos que no poseen distribucién normal, Los ensayos
conductuales fueron analizados a través del test de ANOVA. Finalmente los Western
Blot fueron cuantificados con el procesador de imagenes de libre uso Tmage J, y la
estadistica fue realizada mediante el test de Student. El valor p <0,05 fue considerado
como significativo. Tanto la estadistica como los graficos fueron realizados con

GraphPad Prism 5

8. RESULTADOS

8.1 Confirmacién del estrés en la madre luego del tratamiento de

immovilizacién.

Las ratas prefiadas fueron inmovilizadas durante los dias E11 hasta el dia E20,
por dos horas diarias. La generacion de estrés en las madres fue confirmada mediante 1a
medicion del peso de las glindulas suprarrenales y la ganancia de peso corporal durante
los dias que se efectia el protocolo. Se observé que el peso de las glandulas
suprarrenales fue un 25% mayor en las madres estresadas en relacion a las madres

Control (Fig. 10A, Control: 0.0596 = 0.003 (gr) , Estrés: 0.07958 + 0.003 (gr), N=5,
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p<0,01). La ganancia de peso total fue determinada como la diferencia de peso entre los
dias E20-E10, y se pudo apreciar que las ratas estresadas aumentaron un 30% menos de
peso que las ratas Controles (Fig. 10B, Control: 89.29 + 4.42 (gr), N=7, Estrés: 68.75 +

3.50 (gr), N=8, p<0,01). Ambos resultados confirman la presencia del estrés en la

madre.
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Fig.10: Generacién de estrés en la madre: Se utiliza el peso de las glandulas suprarrenales y la
ganancia de peso corporal en las madres para demostrar la adquisicion del estrés. Las glandulas
suprarrenales fueron mas pesadas en los individuos estresados (A), de manera analoga, estas madres

tuvieron una menor ganancia de peso corporal entre los dias E10-E20 (B).

8.2 Efectos del estrés prenatal en la morfologia de la corteza

Una vez confirmada la adquisicion de estrés por parte de la madre, los cerebros
embrionarios se procesaron y se analizé la morfologia de las capas corticales mediante
la tincién de Nissl. La tincion de Nissl evidencié una organizacién y arquitectura
normal de la corteza en ambos grupos, se lograron diferenciar todas las capas corticales

dispuestas de forma paralela, entre las zonas pial y ventricular (Fig.11A, 11B). Este
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resultado se puede apreciar en la corteza frontal, parietal y occipital (sélo se muestra

corteza frontal).

Fig.11: Aniilisis histologico de la morfologia cortical: Se realizé la tincién de Nissl para analizar las
distintas capas corticales. No se aprecian diferencias en la laminacién cortical de los individuos EP B)en

relacion a los Controles(A). Se logran distinguir Ias capas corticales desde la I a la VI,

8.3 Inmunoreactividad de Reelina en la capa I de la corteza en individuos

estresados prenatalmente.

Tras corroborar que no existian diferencias en la morfologia cortical, se procedio
a analizar si el estrés prenatal generaba algiin efecto en Ia produccién de Reelina en la

zona marginal. Se aprecié que los cerebros provenientes de embriones estresados
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prenatalmente presentan menos células positivas para reelina, en todas las zonas
cuantificadas (Fig.13). Estas incluyen: la zona dorsal, dorso-medial y dorso-lateral, de la
corteza frontal, parietal y occipital (ver Fig.6). En los tejidos del grupo Control, se
aprecian grupos de neuronas ubicadas paralelas a la zona pial, a diferencia de los tejidos
del grupo EP, en donde se aprecian s6lo neuronas aisladas (Fig. 12A-D). El criterio para

considerar una marca positiva se baso en intensidad y morfologia de la marca (Fig.13E-

F).

Fig 12: Microfotografia de un tejido Control y EP tras inmunohistoquimica contra Reelina: Se
muestran cortes histologicos de la corteza occipital a 10X y 40X de un individuo Control (A-B) y uno EP
(C-D), adicionalmente se aprecia una neurona positiva para Reelina a 100X de un invididuo Control yEP
(E-F). En el grupo Control se aprecian grupos neuronales ubicados paralelamente a la superficie pial,

meintras que en grupo EP se aprecian neuronas aisladas. Barra: 50um en AB,CD,25umenEyF.
El conteo neuronal propiamente tal revelé que la zona mas afectada fue la
corteza frontal dorso-medial con una disminucién del 79% (Fig.13A, N: Control=8

cortes, Estrés=6 cortes, p<0.01). Analogamente, la corteza dorso-lateral parietal fue la
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menos afectada con un porcentaje de disminucion del 58% (Fig.13B, N: Control=8
cortes, Estrés=7 cortes, p<0.01). Aparte de las diferencias apreciadas entre los grupos,
se logro ver que al interior de la corteza occipital del grupo Control, la zona dorso-

lateral posee un 28% mas sefial que la zona dorso-medial (Fig.13C, N: dorso-lateral=6,

o g

dorso-medial=6,

p<0.05).
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Fig.13: Cuantificacion de las células reactivas a reelina en la capa 1 de individuos Control y EP. Se

apreci6 una disminucién en las neuronas positivas para Reelina de los individuos EP en todas las zonas

Medial Dorsal

Lateral

cuantificadas, incluyendo las zonas medial, dorsal y lateral de la corteza frontal, parietal y occipital.

8.4  Niveles de Reelina y mDab1 en extractos corticales de individuos estresados

prenatalmente.
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Una vez demostrado por histologia que la expresion de Reelina disminuye en la
zona marginal, se corroboro dicho resultado mediante el ensayo bioquimico “Western
blot”. Ademas, se analizo la expresion de la proteina adaptadora mDabl, implicada en
la ruta de sefalizacion de Reelina; de este modo se verifico si los efectos provocados
por el estrés prenatal sobre Reelina podrian desencadenar efectos rio abajo de ella. Los
resultados muestran que los individuos estresados prenatalmente poseen un 33% menos
de la version completa de Reelina (400kD) en comparacion a los individuos Control
(Fig.14B, Control: 1.719 + 0.17, EP: 1.292 + 0.12, N=12, p<0,05). Por otro lado, se
aprecio que los niveles de mDabl fueron un 27% mas altos en los individuos del grupo
EP, en comparacion con los Controles (Fig.14C, Control: 1.434 + 0.12, N=12, EP:
1.815 £0.13 N=15, p<0.,05). Tras las observaciones anteriores, se concluye que el estrés
prenatal provoca una disminucién de la cantidad total de Reelina en la corteza cerebral.
Dicha disminucion va acompaifiada con un aumento en los niveles totales de mDabl, de
este modo, no solo se esta viendo afectada la proteina Reelina, sino componentes de su

ruta de sefializacion.

A
Reelina 400 kD
a-tubulina 50 kD ¢
mbDabl 80 kD P<0.05
a-tubulina 50 kD
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Fig.14: Efectos del EP en la expresion de Reelina y mDabl en extractos de corteza: Se realizaron
western blot contra Reelina y mDabl. En A se musstra un resuliado representativo para un par de
muestras, en B y C se muestra los resultados tras la cuantificacion de los niveles de Reelina y mDabl,

respectivamente, Se aprecia vna disminucion en los niveles de Reelina y un aumento en los de mDabl.

8.5 Tratamiento de cultivo neuronal con Reelina purificada durante 1 y 6

horas.

Luego de apreciar que el estrés prenatal genera una disminucion en la cantidad
de Reelina, y que esa disminucién se acompafia de un aumento de los niveles de
mDab], se procedid a investigar si la disminucién de Reelina era responsable de dicho
aumento. Para estudiar esto, se trataron neuronas cultivadas durante 2 dias in vitro con

Reelina purificada, durante 1 y 6 horas.

Los resultados indican que al tratar con Reelina durante una hora, los niveles de
mDabl muestran una tendencia a disminuir, sin embargo esa variacién no es
significativa (Fig.15, Control: 0.4372 + 0.05, N=3, Reelina 1h: 0.3018 + 0.11 N=3,
p=0,29). La disminuciéon de mDabl se hace estadisticamente significativa cuando se
realiza el tratamiento con Reelina durante 6 horas (Fig.15, Control: 0.4372 + 0.05, N=3,
Reelina 6h: 0.07490 + 0.05 N=3, p<0,01). De esta observaciéon se concliye que la
cantidad de Reelina es inversamente proporcional a la cantidad de mDabi, lo cual es
congruente con lo observado anteriormente, en donde producto del estrés prenatal, se
observa una disminucion de Reelina, y que esa disminucién provoca que los niveles de

mDab]l se mantengan elevados.
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Fig.15: Efectos del tratamiento con Reelina en la expresion de mDab1: Luego de tratar con Reelina
exogena cultivos corticales durante 1 y 6 horas, se cuantificaron los niveles totales de mDabl. Se aprecia

que en la medida que aumenta el tiempo con Reelina, la expresion de mDabl disminuye.
8.6  Efectos del estrés prenatal sobre la actividad de CdkS5.

Una vez demostrado que el EP provoca una disminucion en la cantidad de
Reelina, y que dicho suceso se acompaiia con un aumento en los niveles de mDabl, fue
de interés estudiar si la quinasa CdkS5, la cual ha sido relacionada con proteinas como
Reelina y mDabl, sufre algin cambio en su actividad. Para ello, en primer lugar, se
estudiaron los niveles corticales tanto de la quinasa como de su activador principal p35.
Se logro apreciar que los niveles totales de Cdk5 no se ven afectados si comparamos los
individuos Control con los EP (Fig.16B, Control: 1.294 + 0.13, EP: 1.269 + 0.23, N=8,
p=0,9274). Por otro lado, se pudieron apreciar diferencias en los niveles corticales de
p35, siendo un 33% menor en los individuos EP con respecto a los Controles (Fig.16C,

Control: 1.484 +0.13, EP: 1.114 £ 0.09, N=8, P<0,05).
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Fig.16: Efectos del EP en la expresion de CdkS y p35 en extractos de corteza: Se realizaron western
blot contra CdkS y p35. En A se muestra el resultado representativo para un par de muestras, en By C se
muestran los resultados tras la cuantificacion de los niveles de CdkS y p35. No se observan cambios en

los niveles de CdkS, pero si una disminucion en los niveles de p35 en los individuos EP.

Continuando con el analisis de la actividad de Cdk$, se procedio a estudiar la
fosforilacion de Tau. Antes de analizar qué sucedia en las condiciones Control y EP, se
realizo un ensayo molecular transfectando neuroblastomas de rata (N2A) con el
activador p35, lo que produce una sobreactividad de Cdks3, o agregando Roscovitina, un
inhibidor farmacologico de la actividad de la quinasa. En dichas condiciones, se analizo
la fosforilacion de Tau en el epitope PHF-1, correspondiente a la version fosforilada de
la Ser-396. En primer lugar, se aprecid que la transfeccion con los vectores pBI-
p35/EGFP y tTA, efectivamente causd la sobreexpresion de p35 (Fig.17A). En

condiciones de sobreactividad de Cdk5, el epitope PHF-1 se vio aumentado en un 51%
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(B, Control: 1.670 + 0.16, Cdk5 (+): 2.524 £ 0.23, N=3), mientras que en la condicion
de CdkS5 apagado, se aprecio una disminucion del 42% (B, Control: 1.670 + 0.17, Cdk5

(-): 0.9831 £ 0.01, N=3), ambos casos en comparacion al Control.
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Fig.17: Fosforilacion de Tau dependiente de CdkS5: Se analizo la fosforilacion de Tau en su epitope
PHF-1, en condiciones Control, Cdk5 (+) y Cdk5 (-). La condiciones Cdk5 (+) se obtuvo
sobreexpresando p35 con los vectores pBI-p3S/EGFP y tTA, mientras que la condicion Cdk5 (-) se
obtuvo inhibiendo la quinasa con Roscovitina. Se aprecié que PHF-1 aumenta significativamente en la
condicion CdkS5 (+) y disminuye en la condicion CdkS5 (-).

Tras estudiar los efectos de la actividad de Cdk5 en la fosforilacién de Tau en su
epitope PHF-1, analizamos si dicha fosforilacion se vio afectada en los cerebros EP. No
se apreciaron diferencias significativas en PHF-1 en los cerebros EP en relacion a los

Controles (Fig.18B, Control: 1.137 + 0.05, EP: 1.074 + 0.05, N=7).
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Fig.18: Efectos del EP en la fosforilacion de Tau: Se realizaron western blot contra PHF-1. En A se
muestra el resultado representativo para un par de muestras, en B se muestran los resultados tras la

cuantificacion de los niveles de PHF-1. No se aprecian diferencias significativas.

Para concluir con el analisis de la actividad de CdkS5, se realizo un ensayo de
actividad quinasa. Para esto se inmunoprecipitdé Cdk5 y se le agregd su sustrato
Histona-H1 en presencia de ATP radioactivo, marcado con P**. Tras el experimento se
observo que en los individuos estresados prenatalmente la actividad quinasa de CdkS5 es
un 42% menor que en los controles (Control: 99.60 + 5.53 N=5, EP=57.25 + 10.8 N=4,

p<0,01)(Fig.19).
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Fig.19: Ensayo de actividad quinasa: Se realizo un ensayo de actividad quinasa para analizar la
actividad de Cdk5 a través de la fosforilacion de histona H1, los individuos EP poseen menor actividad

quinasa de CdkS5 que los controles.
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Tras el set de experimentos se logré concluir que la actividad de Cdk5
disminuye producto del EP. Dado que tanto p35 como la actividad quinasa disminuye

significativamente,

8.7 Prevalencia de los efectos del EP tras 5 dias in vifro.

De los resultados anteriores se pudo concluir que el estrés prenatal causaba
efectos en la expresion y actividad de ciertas proteinas, lo cual se analizd mediante
ensayos de inmunohistoquimica y analizando extractos proteicos. Mediante cultivo
celular de neuronas EP, se analiz6 si dichos efectos prevalecian en la placa de cultivo.
Tras mantener neuronas EP durante 5 dias in vitro, se realizaron extractos. Se observo
que los efectos en la expresién de Reelina y mDabl fueron similares a los reportados
anteriormente para extractos totales derivados de cerebro. Reelina disminuy6 un 65%
(Fig.20B, Control: 1.484 + 0.1036, EP: 0.8940 + 0.03922, N=2) y mDabl aument6 un
34% (Fi1g.20C, Control: 1.119 +0.09797, EP: 1.499 + 0.08474, N=3, P<0,05) en cultivo

de individuos EP respecto a cultivos de individuos Control.
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Fig.20: Prevalencia de los efectos producidos por el EP en Reelina y mDab1 luego de 5 DIV: Se
analiz si los efectos del EP se mantenian luego de realizar un cultivo cortical con dichos cerebros, en A
se muestra el resultado representativo para un par de muestras. Los efectos se mantuvieron tanto en la

expresion de Reelina (B), como en la de mDabl (C)

Con respecto a la actividad de CdkS, se logro observar, al igual que en los
extractos derivados de cerebro, que los niveles de CdkS no variaron (Fig.21B, Control:
0.9197 + 0.04, EP: 0.9951 + 0.21, N=3), mientras que los de p35 disminuyeron en un
68% (Fig.21C, Control: 1.577 + 0.22, EP: 09370 + 0.04, N=3, p<0,05) en los EP
respecto a los Control. Analizando la fosforilacion Tau en Ser-396, notamos resultados
algo diferentes a lo observado en los extractos derivados de cerebro, y similares a lo
apreciado en el ensayo con las células N2A, ya que, a pesar de que las diferencias no
fueron significativas, se apreciaron tendencias mas marcadas, las cuales se reflejan en
una disminuciéon del 29% en la marca contra el epitope PHF-1, en los individuos EP
respecto a los Control (Fig.21D, Control: 1.165 + 0.16, EP: 0.9058 + 0.05, N=3,

p=0,18).
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Fig.21: Prevalencia de los efectos producidos por el EP en la actividad de Cdk5 luego de 5 DIV: Se
analizo si los efectos del EP se mantenian luego de realizar un cultivo cortical con dichos cerebros, en A
se muestra el resultado representativo para un par de muestras. En B, C y D, se muestra la cuantificacién
de los resultados de CdkS, p35 y PHF-1 Se aprecia que los resultados se mantuvieron luego de realizar el

cultivo, sin embargo las diferencias fueron mas marcadas.

Tras el analisis de las muestras Control y EP cultivadas durante 5 DIV, se logré
concluir que los resultados observados mediante el andlisis de los extractos de tejido se
pudieron reproducir en esta condicion. M4s aiin, en la mayoria de los casos los efectos

observados se vieron exacerbados en la placa de cultivo.
8.8  Actividad motora y comportamiento ansioso en individuos EP.

Los resultados expuestos previamente demuestran, por medio de analisis

histologicos, celulares y bioquimicos, que el estrés prenatal afecta la expresion de
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Reelina en la corteza cerebral, observandose una disminucién de ésta. Relacionado con
esta disminucion, observamos por un lado una acumulacién mDabl ¥, por otro lado,
una disminucién en los niveles de p35, acompafiado con variaciones en la fosforilacion

de sustratos de Cdk3, lo que sugiere una disminucién en Ia actividad de ésta,

Considerando que tanto Reelina como Cdk5 han sido involucrados en procesos
cognitivos superiores y que su disfuncion estd relacionada con enfermedades
neuropsiquiatricas, fue de interés evaluar si sumado a lo observado en el plano celular-
molecular, el estrés prenatal causaba alguna alteracién en el comportamiento de
individuos juveniles. Se estudi6 la ansiedad a través del seguimiento de la actividad
motora en una caja de registro y del test de Laberinto en cruz elevado. Tras el
segnimiento en la caja de registro, se observd que las ratas EP poseen 63% mas de
locomocién total (Fig.22A, Control; 988.5 + 99.95 cuentas, EP: 1616 + 169.1 cuentas,
N=11, p<0,01) y un 45% mas de levantadas en dos patas (Fig.22B, Control: 48.18 +2
N=11, 70.55 + 4 N=11, p<0,001). Con respecto al test de laberinto en cruz elevada, se
observé que las ratas EP estuvieron un 50% menos tiempo en el brazo abierto en
relacién a las ratas Control (Fig. 22C, Control: 19.95 + 1.5 (seg), EP: 13.22 2.3 (seg),

N=11, P<0,05).

Los resultados obtenidos tras las 3 mediciones, indican que los individuos que

sufrieron estrés prenatal poseen conductas ansiosas.
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Fig.22: Respuesta motora y comportamientos ansiosos en los individuos EP: Individuos adultos EP
fueron sometidos a un analisis de la actividad motora y del comportamiento ansioso. Se aprecia que los
individuos EP poseen una mayor locomocién total (A), mayor cantidad de levantadas en 2 patas (B) y

menor tiempo en el brazo abierto del laberinto en cruz elevado (C)

8.9  Respuesta de los individuos EP frente a pruebas de memoria y aprendizaje

asociado a eventos de condicionamiento adverso.

Finalmente, se estudi¢ las consecuencias sobre el aprendizaje y la memoria de
sufrir estrés gestacional. Para esto se realizaron los test de “Evitacion Pasiva” y el
“Laberinto de Morris™. En el test “Evitacion pasiva”, se observo que previo al pulso
eléctrico, las ratas de ambos grupos ingresaban libremente a la camara oscura, y el
tiempo que demoraban en ingresar no sobrepasaba los 10 segundos. El dia posterior al
pulso eléctrico, las ratas demoraron sustancialmente mas tiempo en ingresar a la camara
oscura, sin diferencias significativas entre grupos. Hay casos en donde las ratas ni
siquiera entraron en los primeros 5 minutos, tiempo necesario para dar por finalizado el
experimento. El dia 4 (post-pulso), las ratas Controles continuaron demorando la misma
cantidad de tiempo en ingresar a la camara oscura, sin embargo las ratas del grupo EP
comenzaron a ingresar un 96% mas rapido, conducta atribuida a la no consolidacién de
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la memoria (Fig.23A, Control: 202.8 + 26.9 (seg), EP: 103.4 + 17.6 (seg), N=9,
P<0,01). Al cabo de 3 dias luego del pulso eléctrico, las diferencias entre grupos se
volvieron mas significativas ain, en donde las ratas EP ingresaron un 152% mis rapido
que las ratas Controles. Cabe destacar que las ratas Controles continnaron demorandose
la misma cantidad de tiempo, y que esta variacién se debié exclusivamente a las ratas

EP (Fig.23A, Control: 197.7 + 27.5 (seg), EP: 78.22 + 15.2 (seg), N=9, P<0,01).

Con respecto al laberinto de Morris, se aprecio que a medida que pasaron los
dias de entrenamiento, ambos grupos demoraron menos tiempo en encontrar la balsa.
Esta disminuci6n no es diferencial entre grupos, va que el dia 1 los individuos de ambos
grupos demoraron alrededor de 80 segundos en encontrar la balsa y, tras 5 dias de
entrenamiento, tanto el grupo Control como el grupo EP lograron encontrar la

plataforma en un tiempo promedio de 20 segundos (Fig.23B).

Finalmente, se logré concluir que los individuos estresados prenatalmente tienen
deficiencias la consolidacién de la memoria en situaciones de condicionamiento

aversivo, pero no se apreciaron falencias en la memoria espacial.
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Fig.23: Consolidacién de Ia memoria y memoria visuo-espacial de individuos adultos EP. Se realizd
el test de evitacion pasiva y laberinto de Morris. Se aprecié una falla en Ia consolidacion del aprendizaje y
memoria en los individuos EP, luego de recibir un pulso eléctrico (A), de manera anloga no se

apreciaron diferencias significativas en la memoria visuo-espacial, dado por la biisqueda de la balsa en el

laberinto de Morris (B).

9, DISCUSION

Reelina es producida principalmente en la corteza cerebral, el hipocampo y el
cerebelo (Curran and D'Arcangelo, 1998), v se ha descrito que disfunciones de esta
proteina en la corteza estin involucradas en enfermedades como la depresion,
desordenes bipolares y esquizofrenia (Guidotti et al., 2000). Esta regién regula y

modula la mayoria de las funciones cognitivas superiores, las cuales estan generalmente
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afectadas en las enfermedades neuropsiquiatricas (Miller and Cohen, 2001). Ademas,
muchos estudios evidencian la conexion entre la amigdala, que es el principal sensor de
las experiencias estresantes (Gray and Bingaman, 1996) y la corteza cerebral, de este
modo, informacién proveniente de la amigdala puede afectar la estructura y funcion
cortical (Arnsten, 2009). El mecanismo molecular subyacente a dichos desordenes atin
se mantiene incierto, sin embargo se demostrd que ratas estresadas prenatalmente
presentan una disminucion en la version inactiva de Gsk3-p en la corteza frontal, pero
no en el hipocampo, sugiriendo que solo la corteza esta siendo afectada por los efectos

patogénicos de esta proteina (Szymanska et al., 2009).

Debido a estas evidencias, el presente estudio estuvo centrado principalmente en
la corteza cerebral. El objetivo principal fue evaluar los efectos del EP en la expresion
de Reelina y actividad de Cdk5 de ratas E20 y en un modelo in vitro, por un lado. Por
otro lado, se realizaron prinebas motoras, de memoria y aprendizaje con el fin de

identificar los efectos a largo plazo del EP.

Los resultados indican que el EP provoca los siguientes efectos en la corteza de
ratas E20: 1) Disminucién en los niveles de Reelina; 2) Aumento en Ios niveles de
mDabl; 3) Disminucion en la actividad de CdkS, y los siguientes efectos en ratas
adultas: 4) Alteraciones en la respuesta motora y aumento en las conductas ansiosas; 5)
Deficiencias en consolidacion de la memoria asociado a sitnaciones adversas. Ademas,
los puntos 1,2 y 3, fueron reproducidos ir vitro, modelo en el cual las diferencias se

vieron mas exacerbadas.

55




9.1 Efectos del estrés prenatal en la expresion de Reelina, mDabl y en la actividad

de CdkS in vivo.

El analisis de la inmunohistoquimica reveld una clara disminucién de Reelina en
la capa I de la corteza de ratas E20, la disminucion fluctué entre los 50-80%,
dependiendo de la zona analizada (Fig.13). Este resultado fue corroborado mediante
Western blot, sin embargo Ia diferencia fue muchos menos marcada (Fig.14B). Esto
podra deberse a diferencias en la sensibilidad de la técnica o porque en los
experimentos de inmunochistoquimica sélo se analizd la capa 1, a diferencia de los
Western blot en donde se utilizd la corteza completa. Teniendo en cuenta que en el
estadio E20 Ia produccion de Reelina se limita en gran parte a la capa I (Alcantara et al.,
1998), el haber considerado toda la corteza puede haber atenuado las diferencias.
Ademads, en el andlisis de la inmunohistoquimica sélo se consideraron positivas, las
células que tuvieran una marca clara e intensa (Fig.12E-F), de este modo, muchas
células que posefan marca tenue fueron descartadas para disminuir la posibilidad de
falsos positivos. Tras este resultado, se podria predecir la ocurrencia de dos cosas. 1) La
disminncion sitio especifica de Reelina podria provocar una clara inversién de las capas
corticales. 2) Las capas corticales se mantienen bien organizadas, sin embargo ocurriria

fallas en la consolidacion de las conexiones sinapticas.

Analizando la anatomia de los tejidos, se observa que a pesar que los animales
EP poseen una disminucién de Reelina en las neuronas de CR, la laminacién cortical
aparece normal en ellos (Fig.12). Esto se contrapone a lo observado en el animal Reeler,
el cual presenta una clara desorganizacién de las capas corticales (Fig.4) (Gupta et al.,

2002). Nuestro modelo estd mas cerca de imitar al heterocigoto Reeler, que presenta
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50% menos de Reelina y un fenotipo neuroanatémico intermedio en relacion al
homocigoto Reeler, sin presentar una disrupeion en la laminacion cortical. (Pappas et al.,
2001; Badea et al., 2007). De este modo, aunque no existan fallas en la laminacion
cortical, es posible que las conexiones sinapticas estén alteradas, lo cual se podria ver
evidenciado en experimentos de microscopia electronica (no realizado en este trabajo) o
en experimentos conductuales que impliquen consolidacién de memoria y aprendizaje

(a discutirse mas adelante).

La disminucion de Reelina producto del estrés se explicaria por un mecanismo
epigenético, dado principalmente por un aumento en la metilacién global del ADN
(Tsankova et al., 2007) y en particular de su promotor (Qin et al., 2011), acompaiiado
por la disminucion de factores de transcripcién implicados en su sintesis como Nf-kp y
Pax-6 (Auphan et al., 1995; Gesina et al., 2004). Si bien estas evidencias apoyan nuestra
hipétesis y resultados, éstos se contraponen con lo demostrado por (Lussier et al., 2009),
trabajo en el cual concluyen que ¢l estrés por inmovilizacién no produce uma
disminuci6n en las células positivas para Reelina en el hipocampo de ratas adultas. La
explicacién a estos resultados contrapuestos podria darse a través de evidencias que
demuestran que los efectos de los glucocorticoides y el estrés no son homogéneos en
todo el cerebro, siendo éstos en muchos casos opuestos entre la corteza y el hipocampo.
Un gjemplo de esto es la respuesta del BDNF frente a agentes estresantes que provocan
la hiberacién de GC, el cual disminuye en el hipocampo (Smith et al., 1995; Jacobsen
and Mork, 2006), aumenta en la glandula pineal (Dagnino-Subiabre et al., 2006) y en Ia
corteza aumenta segiin algunos autores (Bland et al., 2005) y disminuye segin otros
(Issa et al., 2010). Tomando el altimo dato sobre el BDNF en la corteza, cabe

mencionar que s¢ demostré que un aumento progresivo de BDNF en los primeros dias
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post-natales, va acompafiado con la desaparicion de las células positivas para Reelina
(Ringstedt et al., 1998), de este modo, un aumento indiscriminado de este factor de
crecimiento durante el desarrollo, provocado por experiencias estresantes (Bland et al.,
2005), podria favorecer la disminucion de la glicoproteina. Sin embargo, estos datos atin
no pueden consolidarse como una explicacion a los eventos observados debido a la falta

de consenso respecto a los efectos de los GC sobre la expresién de BDNF en la corteza.

Siguiendo la ruta de sefializacién de Reelina v con el fin de corroborar los
efectos del EP, se analizé la expresién de mDabl, proteina que sufre miltiples
fosforilaciones en tirosina dependientes de Reelina (Gonzalez-Billault et al., 2005) y
media una serie de funciones como se aprecia en la figura 5A. Nuestros resultados
muestran un aumento de mDabl en los individuos EP (Fig.14C). En el 2004 (Bock et
al., 2004) demostré que mDabl sufre degradacion mediada por proteosoma luego de ser
activada por Reelina, como mecanismo de apagamiento de la sefial. Ademds, al agregar
Reelina por 6 horas a neuronas en cultivo, se logré apreciar la desaparicion casi por
completo de mDabl1 (Fig.15). Esta informacion es congruente con los datos obtenidos,
pues los individuos EP que poseen menos Reelina mantendrian niveles de mDabl
menos fosforilados y por ende ésta no iria a degradacion y se acumularia, que es
precisamente lo que apreciamos. El aumento en los niveles de mDabl en conjunto con
la disminucién de Reelina, indican y reafirman que la ruta mediada por Reelina
efectivamente se esta viendo afectada, y de manera negativa. Esto favorece la hipétesis
sobre la falla en la conectividad sindptica provocada por el EP y la baja de Reelina,
dado que mDab] contribuye y est4 directamente implicado en procesos de conectividad
y plasticidad sinaptica (ver Figura 5). Para hacer mas consistente los efectos del EP

sobre la ruta guiada por Reelina, se analizé Ia proteina quinasa CdkS, la cual también
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estd directamente relacionada con la funcion sindptica y la modulacion del
citoesqueleto. En primera instancia se apreci6 una disminucién en los niveles de p35 en
los individuos EP (Fig.16C), lo cual es congruente con datos no publicados-de nuestro
laboratorio en donde se aprecia que adicidn de Reelina en neuronas en cultivo induce el
aumento de los niveles de p35. Adicionalmente, ha sido previamente demostrado que
tanto los factores de tramscripcion EGR-1 como CREB aummentan cuando la via de
Reelina est4 activa, y de este modo favorecen la produccion de p35 (Simo et al., 2007;
Diaz-Ruiz et al., 2008). De manera aniloga, se demostrd que la adicién de GC genera
un aumento en la expresion de EGR-1 en el hipocampo (Revest et al., 2005), lo cual
estaria indicando que el estrés favorece la activacion de Cdk5, contrarrestando nuestros
resultados. Al igual que en el caso anterior, esta contraposicion puede estar justificada
por el efecto diferencial region especifica de los GC, es decir, que lo que se observa en

el hipocampo puede ser opuesto a lo que sucede en la corteza.

Dado que la cantidad de p35 estd directamente ligada con la actividad de Cdk5
(Contreras-Vallgjos et al., 2012; Utreras et al,, 2012), la disminucion de este factor nos
sugiere fuertemente que Jla actividad de la quinasa podria estar afectada.
Adicionalmente, se evaluaron los niveles de fosforilacion de Tau, especificamente en su
epitope PHF-1, ya que se ha propuesto que este epitope es dependiente de Cdk5
(Baumann et al,, 1993). Sin embargo, los datos son variables, ya que algunos autores
concluyen que la actividad de Cdk5 favorece la fosforilacién de PHF-1(Patrick et al,,
1999), mientras que ofros concluyen lo contrario (Hallows et al, 2003). Para poder
saber ctial era la correlacion entre CdkS y PHF-1 de manera més certera, se realizo un
ensayo sobreactivando e inhibiendo la actividad de CdkS en células N2A, y se

observaron los niveles de PHF-1. Apreciamos que a mayor actividad de Cdks, se
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observa una mayor cantidad de PHF-1, de manera analoga, inhibiendo la quinasa los
niveles de PHF-1 disminuyen (Fig.17). Esto nos indica que efectivamente la
fosforilacion de Tau en PHF-1 es directamente proporcional a la actividad de Cdk5.
Cuando analizamos los extractos corticales, no notamos diferencias significativas en la
fosforilacion de Tau comparando individuos EP con Control (Fig.18). Este resultado se
puede discutir desde distintas perspectivas, en primer lugar, puede que el EP no afecte
homogéneamente a cada una de las crias, por lo tanto, producto de la dispersion de
datos es necesario un nimero mucho mayor de muestras para lograr ver un efecto mas
claro. En segunda instancia, la informacion existente indica que, si bien el epitope PHF-
1 es dependiente de Cdk5, no es exclusivo para esta quinasa. De esta forma, aunque la
actividad de Cdk5 esté afectada, los resultados podrian estar enmascarados por la accion
de ofra quinasa, como por ejemplo Gsk3-p (Liu et al., 2006). En conclusién, podemos
decir que a pesar que las evidencias sugerian vartaciones en la fosforilacion de Tau, Ia

cual demostro ser dependiente de Cdk5 (Fig.17), estas variaciones no se apreciaron.

Dado que los experimentos anteriores no lograron responder nuestra pregunta de
manera consistente, se realizé un ensayo de actividad quinasa, en el cual se estudi6 Ia
incorporacién de fésforo 32 en Histona H1, mediado por Cdk5 que habia sido
previamente inmunoprecipitada. Los resultados mostraron una disminucién de la
actividad en los individuos EP, en comparacion a los controles (Fig.19). Lo cual indica
que la disminucién de Reelina podria estar afectando componentes rio abajo, como lo
son quinasas como Cdk5, dado que estas quinasas son proteinas efectoras de los
procesos que hemos venido mencionando como la moduiacion del citoesqueleto y
sinapsis, podemos generar un vinculo directo entre un suceso como el estrés prenatal, su

consecuencia mas directa que en este caso seria la disminucion de Reelina, y los efectos
60




en una proteina efectora como lo es Cdk5. Tras estas evidencias, pensar que los
individuos EP podrian tener fallas en procesos que implican conectividad sinaptica

como memoria y aprendizaje, se hace mas posible.

9.2 Efectos del estrés prenatal en Ia expresién de Reelina, mDab1 y en Ia actividad

de CdKkS in vitro.

A pesar que se demostrd que el EP afecta la ruta guiada por Reelina, existen
muchas moléculas efectoras que podrian ser importantes en dicho proceso. Con el fin de
indagar con mayor detalle en el proceso propiamente tal, se elabord un modelo in vitro,
el cual es sumamente 1itil e innovador en el tema, favoreciendo un entendimiento mas

completo y detallado del EP sobre la ruta de sefializacién de Reelina.

Como se ha mencionado a lo largo del trabajo, existen evidencias que sefialan que
Reelina se regula por metilacién de su promotor. Se ha demostrado ademds que esta
regulacién también se da en neuronas corticales en cultivo celular, mediado
especificamente por la enzima DNA metiltransferasa (Noh et al., 2005). Teniendo en
cuenta esta evidencia y sabiendo que las metilaciones pueden ser modificaciones
permanentes en el tiempo, incluso de una generacion a otra, fue de interés realizar
cultivos corticales con cerebros provenientes de animales EP, y analizar si los efectos se
mantenian luego de 5 DIV. En todos los casos el efecto fue mds marcado que lo
apreciado in vivo, ya que incluso se lograron apreciar diferencias en la fosforilacion de
Tau. Esta exacerbacion de los resultados puede deberse a que al momento de realizar el
cultivo se utilizd toda la camada, lo cual incluye alrededor de 10 embriones,
Considerando 3 camadas por condicién alcanzamos un fotal de 30 embriones Controles

y 30 EP, namero bastante mayor que lo utilizado para los analisis de los extractos, que
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eran alrededor de 10 por condicion. El analizar toda la camada elimina el efecto “azar”
de justo escoger una cria que no fue tan afectada por el EP, de esta forma, el efecto
global del tratamiento se logra apreciar mucho mas marcado. Esta aproximacion nos da
pie para pensar que los efectos que se producen en relacion al estrés y la expresion de
Reelina pueden mantenerse en el tiempo y afectar parametros del individuo en distintos
momentos de su desarrollo. Ademas, cabe destacar que es primera vez que se demuestra
que ¢l efecto del EP se mantiene en la placa de cultivo neuronal de corteza. Este
experimento es fundamental en los estudios sobre estrés, ya que revela la permanencia
del efecto luego del cultivo. A futuro se pueden realizar experimentos con uso de
antagonistas de los receptores de Reelina y con Reelina exdgena, ademss de posibilitar
la observacidn de la morfologia de dendritas, axones y conexiones sindpticas de
individuos bajo el protocolo utilizado. Ademas, da pie a pensar que los efectos en el
animal pueden ser mantenidos en el tiempo, razén por la cual la hipdtesis propuesta
sobre el EP y las falencias en la conectividad y plasticidad sindptica, podrian ser

apreciadas en el individuo adulto estresado prenatalmente.
8.3 Impacto del EP en Ia actividad motora, memeoria y aprendizaje

Los efectos del EP en el cerebro en desarrollo, que posiblemente se mantienen
en ¢l tiempo de vida del individuo, se pueden ver explicitados en estudios conductuales.
Dado que no se apreciaron falencias en la laminacion cortical, los efectos diferenciales
observados en individuos EP en relacion a los Control, podrian deberse a falencias en
las primeras conexiones sinépticas durante el desarrollo y a lo largo de la adquisicién de

experiencias durante la vida juvenil-aduita.
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En concordancia con reportes previos, encontramos que las ratas EP muestran
mayor actividad motora en comparacién a los individuos Control, lo que incluye la
exploracion total de la zona y las levantadas en dos patas (Deminiere et al, 1992;
Poltyrev et al.,, 1996; Lehmann et al., 2000; Ordyan and Pivina, 2003; Estanislau and
Morato, 2006). Esto indica que el tiempo utilizado en el protocolo fue suficiente para
producir cambios persistentes, que se manifiestan en el comportamiento de las ratas
(Peters, 1986; Emack et al., 2008; Martinez-Tellez et al., 2009), En el laberinto en cruz
elevado, los animales EP mostraron un comportamiento ansioso, pasando menos tiempo
en el brazo abierto. Esto es consistente con estudios anteriores que indican que el EP es
un generador de comportamientos ansiosos cuando las ratas son expuestas a lugares
nuevos (Poltyrev et al., 1996, Vallee et al., 1997; Richardson et al., 2006; Baker et al.,
2009). En este caso los circuitos involucrados en la motivacion, miedo y ansiedad se

encuentran afectados (Circuitos Corteza-Amigdala), razén por la cual el individuo

presenta las conductas previamente descritas.

La evaluacién de la memoria y aprendizaje mostré que ambos grupos lograron
condicionarse en el test de evitacién pasiva. Sin embargo, contrario al grupo Control,
los individuos EP fueron incapaces de retener el condicionamiento luego de 4 a 5 dias
post-pulso eléctrico, indicando deficiencias en la consolidacién de la memoria. Si bien
los individuos lograron adquirir el conocimiento de la experiencia dolorosa luego de
recibir un pulso eléctrico de pie, al pasar los dias, olvidaron que el hecho de entrar a la
camara oscura podria producirles una sensacién adversa, razon por la cual comenzaron
a ingresar casi normalmente (Fig.23A). Cuando comparamos la memoria visuo-espacial
a fravés del laberinto de Morris, apreciamos que no se observaron diferencias enfre los

grupos, los individuos de ambos grupos lograron encontrar la balsa en menor tiempo a
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medida que aumentaban los entrenamientos. Existe informacién dispareja con respecto
a este punto, ya que mientras algunos autores no observan diferencias significativas en
la memoria y aprendizaje espacial (Vallee et al., 1997; Aleksandrov et al., 2001; Uygur
and Arslan, 2010), otros autores indican que si existe una incapacidad en la adquisicién
de este parametro (Meek et al., 2000; Yang et al., 2006; Hosseini-Sharifabad and
Hadinedoushan, 2007; Wu et al., 2007; Lui et al., 2011). Estas diferencias se pueden
explican principalmente por diferencias metodolégicas que incluyen tiempos v tipos de
estrés y periodos gestacionales en los cuales se aplican. A pesar que solo se aprecian
efectos en el test de “Bvitacion pasiva”, las falencias en la consolidacién del aprendizaje
hacia una memoria establecida, sugieren que circuitos de la corteza-hipocampo pueden
estar afectados o no comectando de manera correcta. Este resultado se puede
correlacionar directamente con la falencia en la ruta guiada por Reelina, falencias que
incluyen una menor activacién de mDabl y una disminucion de la actividad de Cdks,

ambas dos implicadas en procesos de sinapsis.

Existen resultados difusos respecto a los efectos conductuales que causa la falta
de Reelina, algunos autores proponen al ratén heterocigoto de Reelina como modelo de
estudio para enfermedades neuropsiquidtricas, ya que posee caracteristicas y
comportamiento acorde a los observado para dichas patologias, sin embargo, otros
autores no aprecian diferencias a lo que respecta las conductas ansiosas, problemas en la
actividad motora y el aprendizaje (Salinger et al., 2003; Teixeira et al., 2011). Por otro
lado, en muchos estudios correlacionan la falta de Reelina con la predisposicion a
adquirir una enfermedad, es decir, aparentemente la exclusiva falta de Reelina no
provocaria efectos evidentes, sin embargo luego de sufrir algtin evento estresante a lo

largo de la vida, se produciria un desequilibrio que desemboca en un fenotipo de tipo
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patologico (Laviola et al., 2009; Lussier et al., 2011). Un modelo que explica esta
propuesta, es el modelo de “Dos eventos” (Two hits), este modelo propone que factores
genéticos o ambientales podrian afectar el sistema nervioso central durante su
desarrollo, actuando como un “primer evento”, Dichos desérdenes tempranos podrian
mantenerse a largo plazo hasta que un “segundo evento” desencadene los sintomas de
una enfermedad (Maynard et al., 2001; Girirajan et al., 2010). Para enfermedades como
la depresién, autismo y esquizofrenia, el raton heterocigoto Reeler ha sido utilizado
como ¢! “primer evento™, mientras que situaciones estresantes luego del nacimiento o en
la adultez son propuestas como el “segundo evento”. Los resultados indican que el raton
heterocigoto Reeler con deprivacién materna o inyecciones de corticosterona, muestra
un aumento en comportamientos de tipo depresivo o esquizofrénico (Laviola et al.,
2009; Lussier et al.,, 2011). Por su parte el heterocigoto Reeler en ausencia del evento
estresante posee un fenotipo indistinguible de los animales Control (Teixeira et al,
2011). En nuestro modelo, el EP y sus efectos sobre proteinas del citoesqueleto, estarian
actuando como el “primer evento” mientras que algin suceso estresante en la adultez
podria actuar como “segundo evento”. Mediante esta observacion podemos sustentar
nuestros resultados en el test de evitacién pasiva, en donde los ratones EP luego de
sufrir un pulso eléctrico, situacién que le causa dolor y miedo, manifiestan deficiencias
en la consolidacién de la memoria. Parte de la hipétesis de este trabajo era que la
disminucion de Reelina se acompafiaba en una disminucion en Ia actividad de Cdks, de
este modo se planteaba que los problemas de ansiedad, memoria y aprendizaje eran
provocados por una disminucién de Reelina, proceso que se conectaba a través de una
disfuncién en la actividad de CdkS. Ademds, existe la posibilidad que los sucesos

observados estén mediados por otras quinasas como GSK3-B, cuya actividad esta
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exacerbada en un contexto con alta cantidad de Reelina (Gonzalez-Billault et al., 2005),
ademas de estar involucrada en procesos de amsiedad, memoria y enfermedades

siquidtricas (Polter et al., 2010).

De esta forma, proponemos que el EP, a través de la disminucién de Reelina,
podria estar causando problemas sobre: 1) La dindmica del citoesqueleto, provocando
asi “errores” en la conectividad neuronal desde las primeras etapas del desarrollo. Estas
anomalias podrian en primer lugar, mantenerse en el tiempo, provocando
comportamientos del tipo ansioso y depresogénico y, en segundo lugar, favorecer que
producto de otro evento estresante se gemere algin desorden mayor como el
desencadenamiento de una enfermedad neuropsiquidtrica. 2) La sinapsis, dado que
mDab] esta menos activo y se disminuye el trafico de receptores NMDA y AMPA ala
membrana post-sindptica y la translocacién nuclear de CREB, desfavoreciendo asi la

plasticidad sinaptica.
10  CONCLUSION, MODELO PROPUESTO Y PROYECCIONES

En el presente trabajo se evalué el efecto del EP en la expresién de Reelina,
mDabl y en la actividad de CdkS5; se estudio si dichos efectos eran mantenidos en un
modelo 1 vitro y finalmente, se analizo si el EP causaba efectos a largo plazo, alterando
asi parametros motores, de memoria y aprendizaje. Los resultados revelaron una
disminucion de Reelina en la capa I de la corteza, acompaitado de un aumento en los
niveles de mDabl y una disminucién en la actividad de Cdks. Ademids, todos estos
efectos lograron ser reproducidos en un modelo in vitro. Por {iltimo, se demostrd que

individuos EP posefan conductas de tipo ansiosas y fallaban en la consolidacién de la
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memoria y aprendizaje asociada a un condicionamiento por pulso eléctrico, no se

apreciaron diferencias en la memoria visuo-espacial.

Utilizando nuestros resultados en conjunto a la literatura, se propone el siguiente
modelo: El EP genera un aumento en los niveles de CRH y corticosterona en el embrion
(Charil et al., 2010), provocando una disminucién de Reelina en la capa 1 de la corteza
a través de un mecanismo epigenético que incluye metilacién del promotor (Noh et al.,
2005; Kundakovic et al., 2007), acetilacién de histonas (Mitchell et al., 2005) y
disminucion en la expresién de factores de transcripcion (Auphan et al., 1995; Gesina et
al., 2004; Noh et al., 2005). Producto de la disminucion en los niveles de Reelina, la
proteina mDabl se activa menos, razén por la cual no se va a degradacion y se acumula.
Estos dos sucesos desencadenan la inhibicion de una ruta de sefializacion que termina
con problemas en la dindmica del citoesqueleto de actina y microtabulos (Gupta et al.,
2002). Uno de los elementos que se ve afectado en esta ruta de sefializacion es la
quinasa CdkS5, ya que producto de la disminucién de Reelina, su activador endégeno
p35 disminuye, alterando asi su actividad. Todos estos efectos en comjunto
desencadenan una desorganizacién y mala conectividad dendritica en las primeras
etapas del desarrollo, lo cual se mantiene hasta estadios adultos causando

comportamientos ansiosos y deficiencias en la consolidacion de la memoria (Fig.24).

Las proyecciones de este trabajo son poder relacionar més directamente la
disminuciéon de Reelina provocada por el EP, con las deficiencias de memoria y
aprendizaje observadas en los individuos adultos. Para esto es necesario entrar en los
mecanismos mds especificos que podrian estar mediando dichos procesos. Entre las

cosas que se pueden realizar encontramos los analisis de la morfologia de las neuronas
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EP, ensayos de recuperacién de fenotipo y andlisis de otras proteinas involucradas en la
ruta de Reelina y que cumplen funciones en el desarrollo dendritico y axonal,

experimentos facilmente desarrollables con la metodologia in vitro que se desarrolld.

Para finalizar me gustaria mencionar, que a mi parecer este modelo es ficilmente
extrapolable a un modelo humano, ya que el estrés por inmovilizacién replica dos
aspectos muy evidentes de la vida cotidiana humana. 1) El hecho de sentirse sin
escapatoria, en la cual los problemas son mayores que las soluciones y a pesar de buscar
alternativas uno se encuentra sin salida, y atrapado por una rutina. Situaciones de este
tipo son sin duda de las razones de estrés mayoritarias del ser humano hoy en dia, a
grandes rasgos el ratén inmovilizado tiene la misma esperanza de salir de su jaula que la
persona de su realidad. 2) Diariamente gran parte de los trabajadores viaja al menos 45
minutos en la mafiana y en la tarde en el Metro de Santiago, el cual generalmente te
limita a un metro cuadrado o menos para poder moverte, este suceso es practicamente lo
mismo que la rata enjaulada, y mds ain genera un efecto mayor ya que el ser humano es
mds consciente que la rata de su situacion, por lo cual sus niveles de esirés pueden

aumentar significativamente.

Si a esto le sumamos que el permiso prenatal de Chile es de alrededor de 45 dias,
¥ que hasta ese momento gran parte del cerebro del bebe ya se ha formado, la madre
embarazada y el embrién convivirdn durante todo el embarazo y desarrollo del cerebro
con los 2 puntos previamente mencionados, y de esta forma algunas de los resultados
vistos en este seminario podrian darse en un humano bajo estas condiciones. Es asi
como aparentemente muchos jovenes nacen sanos, sin embargo a mediados de su

juventud o luego de algin evento estresante (Modelo de “Dos eventos”), se le
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desencadena una esquizofienia, trastorno nervioso, depresion, etc. Los resultados de
este seminario de titulo, aportan evidencias cientificas y extrapolables de los graves
efectos del EP sobre el desarrollo cerebral del individuo en gestacién, y las
consecuencias en la juventud que estos efectos traen consigo. Sumado a éstas, existen
bastantes evidencias que aportan informacion similar, y en conjunto con las evidencias
futuras, mi intencién es modificar los sistemas de legislacion con el fin de evitar que
nifios que al parecer son sanos, posean altas posibilidades de falencias siquiatricas y
cognitivas. Cuidar la gestacién es clave para que todos los seres que nacen tengan la
misma posibilidad de enfrentarse al mundo, y sean igualmente competentes que sus

pares.
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