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Resumen

En el topillo de la pradera (especie socialmente mondgama), la estimulacion socio-
sexual genera un vinculo de pareja que perdura por todo el ciclo de vida del animal.
Nuestro grupo y otros laboratorios han demostrado que la estimulacion socio-sexual
modula la neurogénesis adulta. De esta forma, se ha propuesto que las células
nuevas que se originan en la zona subventricular (ZSV) y la zona subgranular (ZSG)
del giro dentado pueden cambiar su potencial de proliferacién y diferenciacion a través
de modificaciones epigenéticas. Dentro de estas, la tri-metilacion de la lisina 4 de la
histona 3 (H3K4me3) y la tri-metilacidon de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27me3)
tienen un papel fundamental en la regulacién génica. Asimismo, se ha demostrado
que la administracion de inhibidores de las desacetilasas de histonas, facilitan la
formacion de este lazo socio-sexual al incrementar la acetilacion de la histona H3 en
el promotor a oxitocina y a vasopresina en el nucleo accumbens. De igual manera, el
incremento en dopamina en esta region neuronal es fundamental en esta conducta
socio-sexual. Motivo por el cual, en este trabajo, determinamos si la formacién de
vinculos de pareja en el topillo hembra induce cambios en los precursores neuronales
de la ZSV y la ZSG en las marcas de H3K4m3 y H3K27m3. También determinamos
si la formacién de vinculos de pareja conlleva cambios en las aferencias
catecolaminérgicas (células positivas a tirosina hidroxilasa, enzima limitante en la
sintesis de catecolaminas) y en las marcas epigenéticas en el nucleo accumbens del
topillo hembra. Nuestros datos sugieren que de manera global no hay cambios en los
patrones de metilacion de H3K4 y H3K27 asociados a la formacion del vinculo de
pareja. No obstante, el incremento de H3K27me3 en la ZSV abre la posibilidad de que
la metilacion este involucrada en la proliferacion o diferenciacion de los precursores

neuronales. Para corroborarlo es necesario la integracion de estrategias



metodoldgicas que permitan evaluar la deposicion de las marcas sobre genes

involucrados en cambios celulares asociados al vinculo de pareja.

Abstract

In the prairie vole (monogamous specie), the socio-sexual stimulation generates a pair
bond that lasts for the animal's life cycle. Our research group and others have
demonstrated that socio-sexual stimulation modulates adult neurogenesis. Thus, it
has been proposed that epigenetic modifications might change the proliferative and
differentiative potential of the newly generated cells in the subventricular zone and
subgranular zone of the dentate gyrus. Within these modifications, the trimethylation
of the lysine 4 in the histone 3 (H3K4me3) and the trimethylation of the lysine 27 in
histone 3 (H3K27me3) have a fundamental role in genetic regulation. In addition, the
administration of deacetylase inhibitors has been proved to facilitate pair bond
formation, increasing the acetylation in the H3 in the oxytocin promotor and
vasopressin promotor in the nucleus accumbens.

Similarly, a dopamine surge in this region is fundamental to this behaviour. Given all
of the above, in this work, we determined if the pair bond formation in the female prairie
vole induces changes in the neural precursors in the H4K4me3 and H3K27me3 marks.
Additionally, we evaluated if the pair bond formation changes the catecholaminergic
afferences and the epigenetic marks in the female prairie vole nucleus accumbens.
Our data suggest there aren't global changes in the methylation patterns of H3K4 and
H3K27 associated with the pair bond. Nevertheless, the surge in the subventricular
zone of H3K27me3 opens the possibility that the methylation might be involved in the
proliferation and differentiation of neural precursors. The application of different
methodological strategies is required to evaluate the deposition of the mark on specific

genes related to the pair bond formation.
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INTRODUCCION

Toda especie que vive en sociedad requiere la formacion de relaciones cooperativas.
En el caso de los humanos, los beneficios de las relaciones sociales van desde el
funcionamiento adecuado de la comunidad hasta aquellos de indole personal como

una buena salud fisica y mental (House et al., 1988; Kiecolt-Glaser & Newton, 2001;

Kosten et al., 1987). Una de las relaciones mas importantes en especies socialmente

monogamas son los vinculos de pareja, sin embargo, poco se conoce aun acerca del
circuito cerebral y de los mecanismos de plasticidad neuronal involucrados en la
formacion y mantenimiento de estos vinculos. El estudio de este proceso de
adaptacién compleja, precisa el entendimiento de numerosas funciones cognitivas,
como el procesamiento sensorial, el aprendizaje y la memoria, asi como las
respuestas motoras. Dada la complejidad de estas conductas en nuestra especie, asi
como las limitaciones éticas para estudiar sus bases neuronales, se recurre al uso de

modelos animales.

Dentro de los modelos animales propuestos para estudios de tipo conductual, el topillo
de la pradera (Microtus ochrogaster) ha tomado relevancia para abordar el
entendimiento de conductas sociales complejas. El topillo de la pradera tiene una
estrategia reproductiva socialmente mondégama, la cohabitacion con un topillo del
sexo opuesto con o sin apareamiento deriva en el desarrollo del vinculo de pareja
caracterizado por la preferencia de pareja, la agresion selectiva hacia otros
congéneres y la presencia de cuidados biparentales para con su descendencia

(Gobrogge, 2014; Walum & Young, 2018).



https://paperpile.com/c/6mZKG1/YFZP+5ZXk+JHQq
https://paperpile.com/c/6mZKG1/YFZP+5ZXk+JHQq
https://paperpile.com/c/6mZKG1/5Nnh+mX9j

Microtus ochrogaster

A pesar de pertenecer a una misma familia, existen diferencias en las estrategias de
vida de las diferentes especies de topillos. Por ejemplo, Microtus pennsylvanicus y
Microtus montanus son especies asociales promiscuas; mientras que el topillo de la
pradera (Microtus ochrogaster), Microtus mandarinus, y Microtus pinectorum son

especies mondgamas sociales (Gobrogge, 2014; Hammock & Young, 2007; McGuire

& Novak, 1984).

Formacion del vinculo de pareja en el topillo de la pradera

El vinculo de pareja es el resultado de la plasticidad neuronal que vincula un conjunto
de claves sociosensoriales como son las sefales olfativas recibidas con el sistema de
recompensa, de esta manera el comportamiento afiliativo se activa y los

reforzamientos positivos facilitan la formacion del vinculo de pareja (Walum & Young,

2018; Young & Wang, 2004). Este vinculo se establece cuando el macho y la hembra

cohabitan con libertad de copula por 6 horas o cohabitan sin copula por 24 horas y se
caracteriza por el cuidado de la pareja sexual, cohabitacién en el nido, compartir o

defender el territorio y un cuidado biparental de las crias (Gobrogge, 2014; Williams,

Carter, et al., 1992; Williams, Catania, et al., 1992). Una vez formado el vinculo de

pareja, este suele mantenerse por largo tiempo y a la muerte de uno de los topillos el

otro generalmente no vuelve a formar un nuevo vinculo (Young, 2003). Las pruebas

de preferencia de pareja y agresion selectiva son los indicadores mas utilizados en
condiciones de laboratorio para determinar la formaciéon de un vinculo de pareja. En
la exploracién de campo, se ha demostrado que la pareja se encuentra junta a lo largo

de su vida, incluso después de sucesivas migraciones (Getz et al., 1993; Gobrogge,

2014).
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https://paperpile.com/c/6mZKG1/urye+mX9j+2Hc0
https://paperpile.com/c/6mZKG1/urye+mX9j+2Hc0
https://paperpile.com/c/6mZKG1/4jRw+5Nnh
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https://paperpile.com/c/6mZKG1/XAF5+pAyd+mX9j
https://paperpile.com/c/6mZKG1/xgHD
https://paperpile.com/c/6mZKG1/ZVFv+mX9j
https://paperpile.com/c/6mZKG1/ZVFv+mX9j

La complejidad de los circuitos neuronales y la participacion de varias rutas
simultaneas para diferentes procesos complica la tarea de aislar los circuitos
involucrados en el vinculo de pareja. Se han realizado estudios utilizando marcadores
de activacién neuronal, como el gen temprano c-fos, conectividad funcional,
electrofisiologia, optogenética, administracion de farmacos y lesiones de regiones
neuronales especificas entre otras técnicas para elucidar las regiones y redes
neuronales asociadas con los vinculos de pareja, las cuales seran descritos a

continuacion (Gobrogge, 2014 Lopez-Gutiérrez et al., 2022).

Circuito Neuronal

El comportamiento afiliativo en el topillo de la pradera es regulado por mecanismos
neurales que involucran diferentes regiones del cerebro. Es el resultado de la
plasticidad cerebral que une la informacion socio sensorial de la pareja con la

recompensa (Walum & Young, 2018). La interaccidn social estimula la producciéon de

dopamina (DA) en el area ventral tegmental (AVT) que es liberada en el Nucleo
Accumbens (NAcc), también se libera oxitocina (OT) del nacleo paraventricular (NPV)
a los sistemas de interaccion social. Dentro del sistema de interaccion se encuentra
el nucleo anterior olfatorio, la amigdala, el hipocampo, la corteza media prefrontal y el

NAcc (Lopez-Gutierrez et al., 2022, Potretzke & Ryabinin, 2019; Walum & Youngq,

2018).

La sefalizacion por DA parece estar implicada en la formacién, expresion y
mantenimiento del vinculo de pareja. Los topillos de la pradera muestran mayor
densidad en receptores D2 (D2R) y menor expresiéon de receptores D1 (D1R) en la
corteza prefrontal media (CPm), asi como menor densidad de D1R en el NAcc

comparado con los topillos del prado (especie promiscua) (Gobrogge, 2014;
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https://paperpile.com/c/6mZKG1/mX9j
https://paperpile.com/c/6mZKG1/5Nnh
https://paperpile.com/c/6mZKG1/5Nnh+hu5R
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Resendez et al., 2016). La copula incrementa la actividad de la DA, induciendo el

aumento en la densidad de los D2R en el NAcc tanto en hembras como en machos,
facilitando asi la preferencia de pareja. La DA en el NAcc facilita que exista una
asociacién del estimulo con su recompensa. Por ejemplo, durante el sexo se motiva

el comportamiento por medio del reforzamiento (\Walum & Young, 2018).

Una vez formado el vinculo de pareja se ha propuesto que el mantenimiento de este
depende del incremento en la expresion de D1R en el NAcc. Por otro lado, se ha
determinado la participacién de células dopaminérgicas en el lecho del nucleo de la

estria terminallis (NCST) y en la amigdala media del cerebro del topillo de la pradera,

pero no en el promiscuo Microtus pennsylvanicus (Potretzke & Ryabinin, 2019). La
DA mesolimbica interactua con los sistemas de OT y la arginina vasopresina (AVP,

neuropéptido similar a la OT) para facilitar el establecimiento de la preferencia de

pareja (Walum & Young 2018).

Una conducta que caracteriza el vinculo de pareja es la agresion selectiva hacia

hembras o machos no conocidos para el individuo (Walum & Young, 2018). Este

cambio en el comportamiento es regulado por modificaciones en la densidad de los
receptores de DA en el estriado. En machos, después de cohabitacion por dos
semanas se observa un incremento del 60% en la expresion de los D1R en el NAcc
mientras los D2R no presentan cambios. El incremento en la agresion selectiva, tanto
en machos como en hembras, también es regulado por los receptores k-opioides en

el NAcc (Gobrogge & Wang, 2015; Numan & Young, 2016; Walum & Young, 2018).

En humanos, estudios realizados por imagenologia apuntan a una diferencia en la
expresion de los receptores D2/3 en el estriado ventral en apegos emocionales, asi

como incremento en la actividad de DA en la amigdala medial en la formacion de
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vinculos de pareja mondégamos (Potretzke & Ryabinin, 2019), lo que nos indica

mecanismos comunes entre las especies.

La OT es un nonapéptido conservado que media comportamientos maternos y

sociales (Walum & Young, 2018) y la distribucion de sus receptores (OXTR) en el

topillo de la pradera muestra mayor densidad en el NCST, CPm y NAcc, pero niveles
menores en la region ventral del hipotalamo, septum lateral y en la region cortical

anterior de la amigdala (Gobrogge, 2014; Resendez et al., 2016). La expresion de los

receptores en el area mesolimbica es importante para la formacion de vinculos de
pareja. En el topillo hembra, la administracién de un antagonista de OXTR en el NAcc
bloquea la preferencia de pareja inducida por la activacion del D2R, mientras que el
bloqueo de los D2R en esta region neuronal impide la formacion de preferencia de
pareja inducida por la OT sugiriendo que el sistema DA y OT interactuan en dicha

region para formar este vinculo socio-sexual (Wang et al., 1999; Gingrich et al., 2000;

Young and Wang 2004; Aragona et al., 2003). Por su parte, en machos, la activacion

del D2R facilita la formacion del vinculo de pareja viéndose reflejado por la preferencia
hacia su pareja en vez de preferir una hembra novedosa, incrementando el tiempo de
contacto lado a lado (huddling) con la hembra en cohabitacion. Por el contrario, al
activarse el D1R se bloquea la preferencia de pareja inducida por el apareamiento

(Aragona et al., 2006; Aragona et al., 2003; Gingrich et al., 2000). Se propone que los

sistemas de DA y AVP interactuan en el circuito NAcc-palido ventral (PV) para
participar en la formacion de vinculos de pareja en machos, lo que sugiere que estas
regiones se encuentran interconectadas y que estos neuropéptidos modulan el papel

de la DA en el circuito de recompensa (Gobrogge & Wang, 2015; Walum & Young,

2018: Young, 2003; Young & Wanq, 2004).
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Por su parte, la AVP participa en la regulacion de los vinculos sociales, sus receptores
(AVPR1a) tienen una mayor expresion en el PV y en el septum lateral en aquellas

especies mondgamas en comparacion con especies promiscuas (Liu et al., 2001). En

el topillo de la pradera, la conducta de proteccién de la pareja que consiste en
desplegar comportamientos agresivos (ataques) hacia otros congéneres distintos a
su pareja, depende de la senalizacion por los receptores de AVP localizados en la

region anterior del hipotalamo (Curtis et al., 2001; Liu et al., 2001). Los topillos de la

pradera en su habitat natural presentan altas densidades de AVPR1a en la corteza
retro espinal, relaciéon que se considera importante para el mantenimiento de la vida
social mondégama. De esta forma en el topillo macho, la administracion intraventricular
de un antagonista de los AVPR1a bloquea la formacién del vinculo de pareja, aunque
los animales copulen. Mientras que la administracion de AVP induce los
comportamientos de agresion selectiva en ausencia de cépula. También, la AVP en
el septum lateral esta involucrada en el aprendizaje y la memoria y reconocimiento
social, de forma que el incremento en la liberacién de AVP septal es importante para

la formacion del vinculo de pareja (Liu et al., 2001).

En el establecimiento del vinculo de pareja, primeramente, el cerebro del individuo
debe percibir a la pareja como un individuo unico y del sexo opuesto. Por ello, el
sistema olfatorio cobra relevancia al incrementar su actividad durante el contacto

social (Walum & Young, 2018). Asi, las sefiales olfativas son procesadas por el bulbo

olfatorio principal (BOP) por medio de neuronas de proyeccion, las cuales reciben
estimulos glutamatérgicos provenientes del nucleo anterior olfatorio, en esta area hay
una gran cantidad de OXTR que recibe las proyecciones de OT del nucleo

paraventricular (Walum & Young, 2018). De manera que la OT desempefia un papel

importante en las primeras etapas de refinamiento olfativo.
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En las hembras, el incremento de los OXTR es modulado por estradiol, en el topillo
de la pradera hembras sin experiencia sexual, la exposicion al macho aumenta el
estradiol y OXTR en el nucleo anterior olfatorio para facilitar el reclutamiento de

interneuronas en el BOP (Bonfanti et al., 1997;: Walum & Young, 2018). En esta

estructura la OT actua refinando la fidelidad de las sefales olfatorias al disminuir la
sefal base en las células mitrales y empenachadas e incrementar el pico de la
respuesta olfatoria. La amigdala medial recibe informacion del sistema vomeronasal
y del BOP, asi como OT del nucleo para ventricular, la cual es una region rica en
OXTR. En la amigdala medial se integran la informacién sensorial de la pareja y la
relevancia emocional. El reconocimiento a largo plazo es mediado por la plasticidad
sinaptica que depende de OT en la amigdala medial, la activacion de sus receptores
facilita la formacion de una memoria especifica de la pareja y fortalece las sinapsis en
la amigdala que permitirdn que la informacién relevante sea transmitida con mayor

fuerza al NAcc, PV e hipocampo (Walum & Young, 2018).

Al hipocampo llega la informacién sensorial recolectada por el sistema olfatorio a
través de la amigdala medial, la amigdala basolateral y el septum lateral, el cual
participa en la modulacién de comportamientos afiliativos reproductivos y no
reproductivos, el estado emocional contexto especifico, asi como parte de la

integracion del circuito de recompensa (Kelly et al., 2020). El hipocampo a su vez

conecta bidireccionalmente con la corteza prefrontal medial. La plasticidad
hipocampal estd, una vez mas, regulada por la activacién de OXTR, al aumentar los
niveles de OT incrementa rapidamente la respuesta de las interneuronas, suprimiendo
asi la senal remanente en las neuronas piramidales en CA1 y de esta manera

discriminar el impulso recibido por el estimulo de la sefal basal (Walum & Young,

2018).
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Una vez reconocido el individuo, la cépula estimula la liberacién de DA por las
neuronas del area ventral tegmental hacia el NAcc y la corteza medial prefrontal. La
interaccién sexual también incrementa la concentracion de OT en el NAcc. La OT
liberada en el AVT incrementa la liberacién de DA en el NAcc que desencadena la

reaccion de recompensa (Walum & Young, 2018). La integracion de la informacion

social dada por el entorno en la amigdala, la asociacion a un contexto especifico, asi
como la asignacioén de la identidad de reconocimiento social creada en el hipocampo
y la informacion dirigida a objetivos en la corteza medial prefrontal se integran para

generar una sefal de salida por medio de la desinhibicion del PV (Gobrogge, 2014;

K. Gobrogge & Wang, 2015; Walum & Young, 2018).

Cémo ya se menciono, la interaccion entre DA y OT en el NAcc es esencial para la
formacion del vinculo de pareja tanto en hembras como en machos. Mientras que la
activacién coordinada y simultanea de los OXTR y D2R en el NAcc es necesaria para
el mantenimiento del vinculo socio-sexual. La activacion de losD2R suprime la
actividad de las neuronas espinosas medianas GABAérgicas en el NAcc, que resulta
en la desinhibicién del PV, permitiendo la salida de estimulos excitatorios de la
amigdala basolateral. EI PV actia como modulador de respuestas motoras una vez
que se da el estimulo de recompensa, a través de proyecciones al tdlamo y nucleos
motores. En este contexto, esta respuesta motora se traduce en comportamiento
afiliativo hacia el comparero sexual. Las sinapsis dentro del PV pueden fortalecerse
por la OT, AVP y DA, siendo activadas por estimulos de la pareja por periodos

prolongados (figura 1) (Walum & Young, 2018).
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Figura 1. Vista Sagital del cerebro del topillo de la pradera donde se ilustra el circuito propuesto para la
formacion del vinculo de pareja. Este comportamiento implica la interaccién de areas del sistema de
recompensa con regiones procesadoras de estimulos sociales, produciendo una asociacion entre una pista
social o estimulo y la codificaciéon de una recompensa que desencadena una respuesta. OXTR: receptor a
oxitocina; AVP: arginina vasopresina; DR: receptores a dopamina; DA: nlcleo dopaminérgico; BOA: bulbo
olfatorio accesorio; BOP: bulbo olfatorio principal; NOA: nlcleo olfatorio anterior; CCA: corteza cingulada
anterior; ABL: amigdala basolateral; FH: formacién hipocampal; AVT: area ventral tegmental; AMe: amigdala
medial; NPV: nucleo paraventricular; PV: palido ventral; NAcc: nucleo accumbens; SL: septum lateral; CRS:
corteza retrospenial. Modificado de_Lépez-Gutiérrez et al., 2022.

Efectos de la cOpula sobre la proliferacion celular en la zona subventricular y

subgranular del giro dentado

Nuestro grupo de investigacion y otros han demostrado que la neurogénesis adulta
es un proceso plastico modulado por las conductas sexuales y, por tanto, el vinculo

de pareja induce plasticidad neuronal (Bedos et al., 2018; Ming & Song, 2011). De

esta forma, la exposicion a feromonas y el comportamiento sexual modulan la
neurogénesis adulta. Las células nuevas se generan continuamente en la zona
subventricular (ZSV), en la via migratoria rostral (VMR) y en la zona subgranular

(ZSG) del giro dentado (GD) en el hipocampo. Las células nuevas formadas en la

17


https://paperpile.com/c/6mZKG1/pu7V+vtCG

ZSV migran por la VMR hasta llegar al bulbo olfatorio (BO), donde al madurar se
integran a las capas granular y glomerular del BO accesorio y BOP (figura 2)

(Petreanu & Alvarez-Buylla, 2002; Whitman & Greer, 2009). Por su parte, las células

progenitoras intermedias generadas en la ZSG migran a la capa granular del GD y al
madurar mandan proyecciones axonales hacia la regiéon CA3 del hipocampo donde

se integran sinapticamente en el circuito existente (figura 3) (Castro et al., 2020; Ming

& Song, 2011).

Células neutrales

troncales
‘ Células amplificadora
transitoria
" Sg ‘ Neuroblastos
;" ;1;?._‘ Neuronas en
o 1 »* F Y migracién
Yz &
3 e - Células mitrales
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BOA y BOP
2
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VMR _~  Nueva neurona
Ead granular

Figura 2. Generacion de nuevas interneuronas en el bulbo olfatorio a partir de células neurales troncales en
la ZSV. La neurogénesis adulta en la zsv / sistema olfatorio pasa por 3 fases de desarrollo. Fase 1.
Proliferacion: Células neurales troncales dan lugar a células amplificadoras transitorias; posteriormente se
diferencian a neuronas inmaduras, Fase 2. Migracion: las neuronas inmaduras migran por la VMR hacia el
BO. Fase 3. Integracion sinaptica: las neuronas inmaduras se diferencian a neuronas granulares o
periglomerulares. Modificado de Ming & Song, 2005.

18


https://paperpile.com/c/6mZKG1/qVaF+bNE4
https://paperpile.com/c/6mZKG1/pu7V+CbLz
https://paperpile.com/c/6mZKG1/pu7V+CbLz

CA1

Neurona
piramidal

Neurona
granular

Célula
/( progenitora

o
Floras musg%as,, il neural
- aiifl ° Neuroblasto
ca3 .
Neurona
inmadura

Figura 3. Generacion de nuevas neuronas en el giro dentado del hipocampo a partir de células neurales
troncales en la ZSG. La neurogénesis adulta en el GD pasa por 5 etapas. Etapa 1. Proliferacion: las células
progenitoras neurales dan lugar a células amplificadoras. Etapa 2. Diferenciacion: las células amplificadoras
se diferencian a neuronas inmaduras. Etapa 3. Migracion: las neuronas inmaduras migran una distancia corta
hacia la capa granular. Etapa 4. Formacion axonal/ dendritica: las neuronas inmaduras extiendes sus
proyecciones axonales a través de las fibras musgosas hacia la capa piramidal en la regién CA3; las neuronas
envian sus dendritas en la direccion opuesta hacia la capa molecular. Etapa 5. Integracion sinaptica: Las
nuevas células granulares recibe aferencias de la corteza entorrinal y manda proyecciones a la region CA3 'y
la regién del hilus. Modificado de Ming & Song, 2005.

Nuestro grupo de investigacién demostré que la copula que conlleva al vinculo de
pareja puede modular la neurogénesis adulta. Los machos del topillo de la pradera
que cohabitan con hembras y forman un vinculo de pareja muestran un incremento
en la proliferacion de los precursores neuronales en la zona dorsal de la ZSV (Castro
et al., 2020), regidén que genera células granulares dopaminérgicas superficiales y
neuronas granulares en el BO. Por otro lado, machos expuestos a hembras
sexualmente receptivas muestran un incremento en la proliferacion de los precursores
celulares neurales de la regién ventral de la ZSV en comparacion con aquellos que
copularon, sugiriendo que la exposicion a hembras receptivas genera neuronas

periglomerulares y granulares en el BO (Bonfanti et al., 1997; Castro et al., 2020;

Ventura & Goldman, 2007).
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Por otra parte, hembras que cohabitaron y copularon con el macho muestran un
incremento en la proliferacién celular en la regidon dorsal de la ZSV en comparacion
con hembras que tuvieron contacto social con otra hembra. Sin embargo, la cépula
no tiene un efecto en la diferenciacion de los precursores celulares en la ZSV. Por lo
que se propone que la exposicidon social al macho es uno de los factores que alteran

la neurogénesis en hembras de manera especifica por regién (Fowler et al., 2002).

Estas nuevas células se ven influenciadas por el nivel elevado de estrogeno derivado
del estro inducido y es posible que el efecto hormonal juegue un papel en su

supervivencia y migracién por la via rostral migratoria hacia el BO (Smith et al., 2001).

Un paso importante para su integracién a circuitos neurales es la supervivencia de los
precursores neurales generados. En topillos hembras, dos dias después de la
exposiciéon al macho se muestra incremento en la diferenciacion celular y en la
supervivencia de las neuronas nuevas generadas en la ZSV y el GD que se
encuentran en proceso de migracion y a las tres semanas las neuronas nuevas que
migraron de la ZSV se integran a la capa granular del BO, de forma que el ambiente

social actua como factor que modula la proliferacion y supervivencia (Fowler et al.,

2002). Ademas, 45 dias posteriores al inicio de la cohabitacion con cépula se ha
evaluado la supervivencia de las nuevas neuronas generadas en el BOP, donde en
hembras se denota un incremento en el nimero de nuevas neuronas en la capa
granular y glomerular en comparacion con hembras sin exposicion a un macho

(Castro et al., 2022).

Las células nuevas que se generan por estimulacion socio-sexual pueden ser
eventualmente integradas al BO y al GD del hipocampo. Estas células pueden

involucrarse en procesos de reconocimiento, discriminacién, aprendizaje de olores,
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formacion de memorias a largo plazo y en la respuesta preferente a los olores de la

pareja (Horton & Shepherd 1979; Kirkpatrick et al., 1994; Mak et al., 2007; Oboti et

al., 2011; Brus et al., 2016; Kesner 2018), factores que son relevantes en el topillo de

la pradera para establecer la identidad de la pareja y la formacion del vinculo.

El mecanismo involucrado en el aumento de la proliferacién celular y la diferenciacion
neural inducido por el comportamiento sexual y exposicién a un individuo del sexo
opuesto aun no es comprendido del todo. Se ha evaluado in vitro que la activacion de
los D2R y D3R tiene efecto en el aumento de la proliferacion celular en precursores
neurales aislados de la ZSV y favorece el linaje neural durante las etapas de

diferenciacion y maduracion (Kim et al., 2010; Lao et al., 2013; Lin et al., 2017; Merlo

et al., 2011; Sanchez-Vidana et al., 2016).

Regulacién de la expresién génica

La diversidad en los receptores de DA, AVP y OT, asi como su regulacion tiene por
finalidad la modulacién de la conducta. El cambio en la expresiéon de estos receptores
nos dirige a preguntarnos ¢Cuales son los mecanismos genéticos que regulan el

patron de expresion de receptores especifico en cada regidn cerebral?

La regulacidon génica es el proceso mediante el cual se activa la expresion de los
genes o se reprime. Durante el desarrollo, este proceso determina las funciones
especificas de la célula. A lo largo de la vida del organismo, la regulacion génica
interviene en su interaccidén y respuesta a situaciones del medio ambiente. Este
proceso se lleva a cabo por una variedad de mecanismos que incluyen modificaciones

estructurales y proteinas de regulacion (Khorasanizadeh, 2004).
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La diferenciacion celular y la expresidon genética en eucariontes tiene un primer punto
de control en el inicio de la transcripcion. Durante este proceso se determina si un gen
sera transcrito y la frecuencia con que sucedera. Este proceso requiere de la
coordinacion de factores de transcripcion y su unién a elementos reguladores que

facilitaran la union y accion de la RNA polimerasa |l (Khorasanizadeh, 2004;

Kouzarides, 2007). La disponibilidad del DNA a la RNA polimerasa, depende de su

unién a proteinas denominadas histonas. La compactacion y por tanto el control de la
transcripcion en eucariotas se consigue por la formacion de complejos DNA con
histonas, que en conjunto forman la cromatina. La unidad fundamental de la cromatina
es el nucleosoma, compuesto por un octamero de histonas (H3, H4, H2A y H2B).
Sobre ellas, se enrolla el DNA, en aproximadamente 147 pares de bases. Las histonas
interactuan con el DNA por una region central que forma una a-hélice larga y dos
cortas, asi como un dominio N-terminal de 15 a 30 residuos al cual se le denomina
cola de histidinas. Las colas de histidinas presentan modificaciones postraduccionales

que afectan a la estructura de la cromatina y su funcion (Khorasanizadeh, 2004).

Los cambios que presenta la organizacién de la cromatina de forma temporal y
espacial se deben a mecanismos celulares que determinan las funciones que
realizara la célula ante determinados estimulos. Las modificaciones que exhibe el
material genético y su empaquetamiento sin cambiar la secuencia del DNA se

denominan modificaciones epigenéticas (Khorasanizadeh, 2004; Kouzarides, 2007).

Epigenética

El concepto de epigenética se define como cambios heredables en la expresion
génica que no son debidos a alteraciones en la secuencia del DNA. Entre los

mecanismos epigenéticos se incluyen modificaciones de las histonas, el remodelado
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de la cromatina y la metilacion del DNA (Khorasanizadeh, 2004). Estos procesos son

importantes para el establecimiento de patrones de expresion génica. Las
alteraciones epigenéticas pueden tener consecuencias graves como el desarrollo de

multiples patologias, entre ellas el cancer (Khorasanizadeh, 2004).

Remodelado de la cromatina

Los complejos de remodelado de la cromatina son unidades multiprotéicas que
requieren de la hidrolisis del ATP para alterar los contactos histona-DNA. Las formas
que se lleva a cabo incluyen el desenrollamiento transitorio del DNA del octamero, la
formacion de bucles de DNA, o el deslizamiento de los nucleosomas a diferentes
posiciones. Lo que resulta en cambios en la accesibilidad del DNA nucleosomal a los

factores de transcripcion (Kouzarides, 2007).

Metilacion del DNA

Aun se conoce muy poco acerca de la funcidon exacta que la metilacion tiene en la
expresion genética. Sin embargo, varios estudios han propuesto que la metilacion del
DNA es esencial para la diferenciacién celular y el desarrollo embrionario. También
se ha reportado que afecta el control de la expresidon genética. Por ejemplo, Suzuki y
Bird en el 2008 demostraron que la metilacion cerca de regiones promotoras varia
considerablemente entre tipos celulares, asociando una mayor metilacion de

promotores con baja o nula transcripcion (Suzuki & Bird, 2008).

Varios estudios han encontrado que la metilacion del DNA y la metilacion de histonas
se encuentran conectadas. Estudios de inmunoprecipitacion de células humanas

sugieren que ambas trabajan en conjunto durante la replicacion para asegurarse de
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que los patrones de metilaciéon sean heredados de manera adecuada a las células

hijas (Henikoff, 2004).

Las proteinas que unen los grupos metilo al DNA a su vez se asocian a otros
complejos que se encargan de desacetilar histonas para asi facilitar o inhibir la
transcripcion. Si el DNA no presenta marcas de metilacion, las histonas desacetilasas
no pueden unirse a sus respectivos sitios, de manera que la acetilacion en la histona
continua presente promoviendo la transcripcion. Esto entre otros procesos coordina

la regulacion génica.

Modificaciones postraduccionales de histonas

Hasta el momento se han estudiado al menos 8 tipos de modificaciones en las
histonas (acetilacién, metilacién, fosforilacién, ubiquitinacién, sumoilacion, ADP-
ribosilacién, deiminacion e isomerizacién de prolina) estas son dinamicas y cambian
rapidamente ante los estimulos que recibe la célula. Las mas estudiadas son:

acetilacion, metilacién y fosforilacion (Khorasanizadeh, 2004; Kouzarides, 2007). La

combinacion entre ellas proporciona una inmensa cantidad de respuestas celulares.
Las modificaciones realizadas en las histonas son llevadas a cabo por complejos

enzimaticos de los que poco se ha estudiado (Kouzarides, 2007). Las modificaciones

en las histonas tienen el efecto de cambiar la carga neta de los nucleosomas, este
proceso afecta la interaccion entre el ADN y las histonas ayudando al plegamiento o
desplegamiento de la cromatina. La metilacién es la excepcién a este efecto, al no
alterar la carga neta. La metilacion se realiza en los aminoacidos Lisina o Arginina y

puede ocurrir una mono-, di- o tri-metilacion (Khorasanizadeh, 2004).
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Las modificaciones de histonas actuan de manera combinada formando un codigo de
histonas, que es leido por proteinas con dominios de interaccion y presentan
consecuencias funcionales al establecer un estado global de la cromatina o bien,
regular procesos especificos de la transcripcion. El estado de la cromatina puede
establecerse por su grado de condensacion. Denominandose heterocromatina
cuando esta altamente empaquetada y es inactiva a la transcripcion, este estado
suele asociarse con regiones ricas en secuencias repetidas, niveles bajos de
acetilacion y niveles altos de metilacion en residuos como H3K9, H3K27 y H4K20

(Kouzarides, 2007). En regiones de eucromatina el DNA presentan una mayor

flexibilidad, donde las marcas reguladoras de la cromatina pueden activar la expresion
de genes o bien permanecer en estado latente; de manera que la combinacion de
modificaciones en las histonas ayuda en el proceso de activacién de la transcripcion.
Los genes transcripcionalmente inactivos suelen presentar niveles bajos de
acetilacién, metilacién y fosforilacion, mientras que aquellos activos muestran niveles

elevados de acetilacion (Khorasanizadeh, 2004:; Kouzarides, 2007).

Para que la regulacion génica se realice correctamente, no soélo es necesario que se
presenten regiones de eucromatina y genes preparados para ser leidos. La regulacion
necesita también de factores de transcripcion, que una vez unidos a secuencias
reguladoras en el DNA inician la serie de modificaciones que resultan en la expresion

del gen.

Metilacion en H3K4 y H3K27

H3K4
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Una de las modificaciones mas estudiadas en la neuroepigenética es la metilacion de
histonas; especialmente la regulacion del marcaje en la histona 3, lisina 4 (H3K4),
considerada una marca de activacion transcripcional universal del reino eucarionte

(Pinskaya & Morillon, 2009). Esta marca junto con H3K36 y H3K79 se encuentran

altamente conservadas y se asocian con eucromatina y loci activamente transcritos.
En estudios en ratones, se encontré6 que mutaciones en los genes codificados en
H3K4 estan implicados en disfunciones cognitivas. Por ejemplo, mutaciones en el gen
de Linaje Leucémico Mixto (MLL por sus siglas en inglés) ocasionan alteraciones en
la enzima metiltransferasa con la consecuente formacién de proteinas no funcionales
en el sindrome de Wiedemann-Steiner. Este sindrome se caracteriza por un retardo

en el crecimiento, discapacidad intelectual y crisis epilépticas (Jones et al., 2012;

Ramirez-Montano & Pachajoa, 2019).

Por lo general, la metilacién en H3K4 es una marca de activacion transcripcional. Se
encuentra involucrada en regiones neuronales involucradas con la memoria, como el
hipocampo vy el estriado, entre otras. Gracias a las lisinas metil transferasas (KMT)
H3K4 puede presentar mono-, di-, o tri metilaciones (me1, me2 y me3). Estos
complejos de lisinas metil transferasas han evolucionado creando varios homélogos.
En levaduras hay un solo complejo (Set1) el cual opera junto con un complejo multi

proteico asociado a Set 1 denominado COMPASS (Park et al., 2020); mientras que

en mamiferos se tiene la presencia de al menos seis complejos homdlogos de Set1:
dSet1, Trithorax y relacionados a Trithorax. La adicion de grupos metilo utiliza el
dominio set o Trithorax para catalizar la transferencia del grupo metilo de la 5-adenosil
metionina al amino lateral de la cadena en H3K4. La metilacion al ser un proceso
dinamico requiere de enzimas “borradoras” denominadas lisina desmetalizas (KDM).

Los humanos tenemos 6 KMD, se ha postulado que cada una tiene preferencia por
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determinadas ubicaciones genéticas. La familia KMD1 (KMD1A y KMD1B) se
encargan de remover grupos metilo de H3K4me2 y H3K4me1; mientras que la familia
KMD5 (KDM5A, KDM5B, KDM5C y KDM5D) remueven de manera general metilos de
las tres formas de marcaje en H3K4. Se ha postulado que la diferencia en el
mecanismo de accion se debe a modificaciones estructurales. Las KMD1 son enzimas
dependientes de FAD, desmetilan por un dominio amino oxidasa que requiere un par
de electrones libres en la cadena lateral para oxidar el enlace. En el caso de la tri-
metilacion no se cuenta con electrones libres. La familia KMD5 cuenta con un dominio
Jumoniji (JmjC) que depende de hierro y a-cetoglutarato. Este dominio no requiere
formar dobles enlaces carbono-nitrogeno en el proceso de desmetilacion, por lo que

puede desmetilar H3K4me3 (figura 4) (Collins et al., 2019).

Ademas de la regulacion por complejos como MLL, la interaccién entre marcas como
la ubiquitinacion de H2BK123 y H3R2me1 son necesarias para que H3K4me2 y
H3K4me3 sean eficientes. Esta regulacién es una de las mayores caracterizaciones
entre la interaccion de marcas. Las me1, me2 y me3 de H3K4 estan distribuidas en

forma de gradientes en genes que se estan transcribiendo (Park et al., 2020).

H3K4me3 se localiza en las regiones de inicio de la transcripcidén, por lo que
contribuye al inicio, alargamiento y procesamiento del RNA a través del complejo
formado por TAF1, ISWI/NURF y CHD1. Por el contrario, en levaduras, H3K4me2
presenta una mayor presencia dentro de la region codificante, recluta al complejo Set3

y HDC para desacetilar la region 5’ del gen (Park et al., 2020; Pinskaya & Morillon,

2009).

H3K4me3 se encuentra en el 80% de los genes humanos que son transcritos

activamente. Asi, H3K4me3 en la regién promotora puede interactuar con el dominio

27


https://paperpile.com/c/6mZKG1/GLr5
https://paperpile.com/c/6mZKG1/c29D
https://paperpile.com/c/6mZKG1/zUHn+c29D
https://paperpile.com/c/6mZKG1/zUHn+c29D

PHD del factor de iniciacién de la transcripcion TAF3, que recluta a TDIID y facilita el
ensamblaje del complejo de pre-iniciacion. Asi mismo, interactua con el factor
remodelador de la cromatina dependiente de ATP (Chd1), esta interaccion recluta
factores necesarios para la maduracion del RNAm. Una de las posibles funciones de
H3K4me3 es unir desacetilasas de histonas represivas a loci particulares, en
mamiferos se recluta al complejo PHD con la subunidad ING2 para reprimir al gen

Cyclin D (Park et al., 2020).

Los dominios con una mayor presencia de H3K4me3 se localizan en genes
relacionados con la transmision sinaptica, la plasticidad sinaptica y rutas
GABAérgicas en la corteza prefrontal humana. Los cambios en los patrones de
metilacion se han localizado en algunas alteraciones relacionadas con plasticidad
neural como el autismo y la esquizofrenia. En estos padecimientos, la marca
H3K4me3 se muestra mas enriquecida de lo normal en algunos genes, por ejemplo,
en el gen para el canal dependiente de voltaje de potasio KCNC3, o en los genes

GRIN2A y GRIN2B para subunidades de receptores glutamatérgicos (De Rubeis et

al., 2014: Park et al., 2020; Shulha et al., 2012; Tarabeux et al., 2011).

La regulacion de la transcripcidn en el hipocampo es necesaria para la formacion de
memorias a largo plazo. En humanos, la mutacién en MLL1/KMT2A y MLL2/KMTDB

se asocian con incapacidad intelectual (Park et al., 2020). En el hipocampo de ratones

se ha reportado el incremento de H3K4me3 una hora después de electroshock,
seguido de un decremento en las 24 horas en pruebas de asociacion a miedo. Los
niveles de H3K4me3 en ratones inducidos al miedo incrementan en el gen Zif268, un
factor de transcripcién necesario en la plasticidad neuronal y formacién de la memoria

(Park et al., 2020). Se ha demostrado que genes asociados a regiones con mayor
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presencia de H3K4me3 son activados transcripcionalmente y estan involucrados en
el desarrollo del sistema nervioso, aprendizaje, ensamblaje sinaptico y plasticidad

neural (Park et al., 2020). Dada su relevancia en la regulacion transcripcional, su papel

en la memoria, asi como ser una marca altamente conservada entre las especies se
abordara su posible participacién en el vinculo de pareja en el topillo de la pradera

hembra.

H3K27

La metilacion de la lisina 27 en la histona H3 (H3K27me1) es un proceso llevado a
cabo por el complejo represivo Polycomb 2 (PRC2) y es una marca de
heterocromatina facultativa en diversos organismos. H3K27me3 suele encontrarse
junto con H3K4me3, de forma que juntas crean una marca de genes bivalentes donde,
después de la diferenciacion de las células neurales troncales, alguna de las dos

marcas se perdera (Ezponda & Licht, 2014). A pesar de varios afios de investigacién

aun no se comprende por completo como este marcaje funciona en la represiéon de
genes y como se regula. El dominio SET del PRC2 en su componente EZH2 cataliza
la di- metilacion y tri-metilacion (H3K27me2/3) y requiere de EED y SUZ12 para su
correcta funcién. Se ha propuesto que el complejo PRC1 ayuda a mediar la represiéon
transcripcional por medio de K2AK119 y su monoubiquitinacion (H2Aub1) (figura 4)

(Ezponda & Licht, 2014; Wiles & Selker, 2017). Estudios de inmunoprecipitacién de

cromatina seguidos por secuenciacion (ChliP-seq) en células neurales troncales
extraidas de la ZSV de babuinos encontraron mas de 62 genes implicados en diversos
procesos del ciclo celular, desde mantenimiento celular hasta sefializacion y
proliferacion enriquecidos con esta marca. En estudios in vivo, EZH2/H3K27me3 se

asoci6 con regulacion del ciclo celular durante la neurogénesis adulta, sugiriendo su
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participacion en procesos de proteccion para minimizar expresion génica inapropiada
y consecuentemente prevenir que las células neurales troncales entren de manera

anormal al ciclo celular (Rhodes et al., 2016).
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Figura 4. Rol del complejo Polycomb y del complejo Trithorax en la neurogénesis. El complejo Trithorax
(TrxG) se asocia con la activaciéon de la histona, propiciando la diferenciacion neural mientras que el
complejo Polycomb (PcG) es asociado con la represion de las histonas, propiciando la disminucién en
la proliferacion. Modificado de Srinageshwar et al., 2016.

Antecedentes

Cambios en la acetilacion durante la formacién de vinculos de pareja en el topillo

hembra

Los estudios llevados a cabo por Wang y su equipo de trabajo demostraron que en el
topillo de la pradera hembra la administracion de un inhibidor de la desacetilasa de
histonas incrementa la acetilacion de histonas en el NAcc, lo cual favorece la

preferencia por la pareja sexual en ausencia de cépula. Este efecto también fue
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reportado en las hembras que cohabitaron con el macho y copularon ad libitum. El
aumento de la acetilacién en el NAcc produce un incremento en la expresion de OXTR

y AVPR1a (Wang et al., 2013). Durante este proceso, la acetilacion global de H3 no

se ve alterada. Sin embargo, la acetilacion en H3K14 en la region promotora del OXTR
incrementa y se asocia con el aumento en la expresion del RNAm de OXTR y sus
niveles de proteina. Este incremento en OT y sus receptores en el NAcc es
caracteristico de la formacion del vinculo de pareja en el topillo de la pradera hembra
bajo condiciones normales de cohabitacidén. De forma similar en el topillo de |la pradera
macho, el tratamiento con un inhibidor de las desacetilasas de histonas facilita la
formacion del vinculo de pareja en la ausencia de copula. Este proceso se asocia con
un incremento en la expresion de OXTR en el NAcc sin que se incremente la
expresion de AVPR1a. Proceso similar al observado en los machos durante la

formacion de vinculo asociado a la copula (Duclot et al., 2016)

Dado que en conjunto la OT, la AVP y la DA en el NAcc modula la preferencia de
pareja tanto en machos como en hembras, es posible que la liberacion de DA en el
NAcc module los niveles de expresion de sus receptores solo después de un periodo
extenso de cohabitacion. Proceso importante para la consolidacion y mantenimiento

del vinculo de pareja.

Planteamiento del problema

Los mecanismos moleculares involucrados en la formacién de vinculos de pareja en
el topillo hembra aun no se conocen completamente. En particular, los cambios
epigenéticos pueden desempefiar un papel sumamente relevante en la modulacion
de esta conducta socio-sexual. Se ha demostrado que los cambios en el patréon de

acetilacién de histonas pueden facilitar la formacion de vinculos de pareja (Wang et
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al., 2013). Por otra parte, cambios en el patrén de metilacion de las histonas también
podrian estar involucrados. Las modificaciones epigenéticas que consisten en la
metilacion de los sitios CpG del DNA y las modificaciones covalentes de las colas N-
terminales del nucleo de las histonas son reguladores criticos de la estructura de la
cromatina y la expresion de genes. La metilacion de la histona 3 en la lisina 4 (H3K4)
activa la transcripcion y se ha involucrado en procesos de aprendizaje y memoria.
Mientras que la metilacién de la histona 3 sobre la lisina 27 (H3K27) es una marca
bien establecida de la represion de la cromatina, mediante la activacion del complejo

represivo Polycomb en diversas especies.

Los cambios en la marca de tri-metilacion en las lisinas 4 y 27 de la histona 3 se
evaluaran en la ZSV y en el GD, nichos neurogénicos donde se ha demostrado que
la estimulacion sexual incrementa el potencial de proliferacion y diferenciacion de los

precursores neurales del topillo hembra (Smith et al., 2001; Fowler et al., 2002). Estos

cambios en la metilacion pueden ser especificos de genes propios de las células

troncales/precursoras neurales (Sox2, Nestina, etc.).

Por otro lado, en el topillo de la pradera se han identificado regiones y circuitos
neuronales fundamentales en la modulacién de los vinculos de pareja, siendo el NAcc

y el septum lateral regiones clave (Lopez-Gutiérrez et al., 2021). Anteriormente, se ha

demostrado que cambios epigenéticos en las neuronas oxitocinérgicas del NAcc y
neuronas vasopresinérgicas de la corteza retrosplenial favorecen la formacion del

vinculo de pareja en el topillo de la pradera (Wang et al., 2013). No obstante, son los

unicos avances en nuestro conocimiento en donde se evalua el papel de la

epigenética en el despliegue de esta conducta.
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De esta forma, en este proyecto evaluaremos si en el topillo hembra la formacion del
vinculo de pareja conlleva a cambios en la metilacidon de la H3K27 y H3K4 en la ZSV,
el GD y el NAcc. Esto sugeriria mecanismos epigenéticos involucrados para la

formacion del vinculo de pareja.

Justificacion

En nuestra especie, las interacciones sociales son fundamentales en el
mantenimiento de la civilizacion. A nivel personal, los vinculos sociales estables y
duraderos, como lo es la relacion de pareja, son criticos para una buena salud mental
y fisica. Los mecanismos moleculares, celulares y de plasticidad neuronal
involucrados en los vinculos de pareja por razones éticas y por su complejidad son
dificiles de estudiar en nuestra especie, por lo que la investigacion en animales es
fundamental para entender estos procesos. El topillo de la pradera es un modelo
optimo para el abordaje de esta conducta al ser una de las pocas especies de
mamiferos que en condiciones naturales y de laboratorio forma vinculos de pareja
estables. En este proyecto elucidamos si modificaciones epigenéticas en la
metilacion de histonas H3K4 y H3K27 en el sistema nervioso central estan

involucradas en la formacion del vinculo de pareja en el topillo hembra.

Hipotesis

En el topillo hembra la formacion de vinculo de pareja incrementara la marca
H3K4me3 en la ZSV, el GD en células con fenotipo de precursores neurales (Sox2+

o GFAP+) y en el NAcc, donde terminales axonales de neuronas tirosina hidroxilasa

33



positivas (TH+) convergen, en comparacién con los topillos hembra control; mientras
que disminuira la marca de metilacion global de la H3K27me3 en las regiones

neuronales ya mencionadas.

Objetivos

1. Determinar la poblacion celular en la ZSV y el GD (precursores neurales Sox2+
o GFAP+) e identificar cambios en el patron global de las marcas epigenéticas
H3K4me3 y H3K27me3 en la ZSV y en el GD, regiones consideradas nichos
neurogeénicos en el topillo hembra adulto asociado a la formacién del vinculo de

pareja.

2. Identificar en el NAcc las terminales axonales con presencia de tirosina
hidroxilasa (TH+) y determinar cambios en el patron global de las marcas epigenéticas
H3K4me3 y H3K27me3 en la formacion del vinculo de pareja del topillo hembra

adulto.

Materiales y Métodos

Los animales del pie de cria fueron donados por el Dr. Larry Young de la Universidad
de Emory en Atlanta GA, USA. Los topillos de la pradera fueron a alojados en el
Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, en un cuarto exclusivo para esta
especie. Para iniciar nuestra colonia las unidades reproductivas fueron conformadas
con sujetos no emparentados familiarmente. Después del destete los topillos fueron
alojados con un maximo 5 individuos en cajas hogar por sexo y edad, en cada unidad

habia sujetos de al menos dos unidades reproductivas.
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Los animales reciben ad libitum comida para conejos (5326, LabDiet), semillas de
girasol y avena, con libre acceso a agua. Las cajas hogar contienen alrededor de 5
centimetros de aserrin y se les provee de viruta de papel estraza para que los sujetos
puedan hacer sus nidos. El cuarto se mantiene en condiciones de temperatura y
humedad controladas en un ciclo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Los
topillos de la pradera tienen ciclos de actividad ultradiana, en los cuales los ciclos de

actividad ocurren a través del dia y la noche en periodos de 1-4 horas (Nelson, 1985)

por lo que en esta especie los estudios conductuales se realizan en el ciclo de luz.
Todos los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo con la “Ley general de
salud en materia de investigacion para la salud” de la Secretaria de salud de México,
la cual se basa en los lineamientos de la agencia de investigacion médica de Estados
Unidos (NIH) para el uso y cuidado de animales en investigacién. El protocolo

experimental fue aprobado por el comité de bioética del Instituto de neurobiologia.

Para la realizacion de los objetivos planteados, se siguid la metodologia descrita a

continuacion:

Animales estimulo

Se seleccionaron machos estimulos (machos utilizados para el despliegue conductual
en las hembras experimentales) los cuales no tuvieran una relacion de parentesco
familiar con las hembras experimentales. Para evitar la gestacion durante la
cohabitacion con copula, los machos fueron vasectomizados de acuerdo con
procedimientos estandares del laboratorio. Para adquirir experiencia sexual, los
machos tuvieron tres sesiones de una hora de copula con hembras que no
participaron en el proyecto. Estas hembras fueron ovariectomizadas y se les dejo

recuperar de la cirugia por dos semanas, posteriormente se les administré6 benzoato
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de estradiol (0.5 ug s.c./dia Sigma-Aldrich) por cinco dias consecutivos para inducir

receptividad sexual (hembras estimulo) (Roberts et al., 1998).

Grupos experimentales

Se obtuvieron dos grupos experimentales de topillos hembra: a) grupo control
formado por dos hembras que cohabitaron en cajas hogar limpias; y b) grupo vinculo
de pareja, constituido por hembras gonadalmente intactas que copularon libremente

con machos sexualmente expertos vasectomizados.

A las 24 horas del inicio de la cohabitacion los sujetos realizaron una prueba de
preferencia de pareja para determinar si formaron el vinculo de pareja. Al término de
la prueba los animales regresaron a su caja hogar y fueron sacrificados 24 horas
después, tiempo que estudios previos han mostrado suficiente para inducir
preferencia de pareja e incrementar los niveles de estradiol en la hembra producido

por la estimulacion del macho (cohabitacion con o sin cépula) (Carter et al., 1989;

Williams et al., 1992; Gobrogge 2014).

Prueba de preferencia de pareja

Las hembras del grupo vinculos de pareja realizaron la prueba de preferencia de
pareja 24 h después de estar en contacto con el macho. Dicho procedimiento se
realiz6 en una camara de acrilico con tres compartimentos (figura 5). En uno de ellos
se coloco a la pareja sexual de la hembra experimental y en el compartimento opuesto
a un macho no conocido por la hembra (mismo peso, edad y experiencia sexual que
la pareja sexual). Los machos fueron atados por su cuello por medio de collares y

correas de metal para que no pudieran salir de su compartimento, pero tuvieran la
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libertad para interactuar con la hembra dentro de su zona de confinamiento. Las
pruebas tuvieron una duracion de dos horas, dentro de las cuales se registro el tiempo
que las hembras pasaron en cada compartimento, parametros copulatorios,

agresividad y la latencia de contacto lado a lado. Al término de la prueba las parejas

regresaron a su caja hogar (Williams, Catania, et al., 1992).

Figura 5. Arena de la prueba de preferencia de pareja de tres compartimentos.

Determinacién de la distribucién anatdmica de la marca global de tri-metilacién de la

H3K4 y H3K27 en precursores neuronales y células TH positivas
Inmunohistoquimica

Los animales fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital (150 pg/g
Cheminova) y sacrificados mediante perfusion intracardiaca con paraformaldehido
(Sigma Aldrich) al 4% en PBS 0.1M, los cerebros se mantuvieron en solucién de
paraformaldehido al 4% por 1 hora. Posteriormente, los cerebros fueron removidos y
almacenados en solucion amortiguadora de fosfatos- sacarosa (J.T. Baker) al 30% en
PBS a 4°C por al menos 24 horas. Con ayuda de un criostato (Leica CM1850) se
obtuvieron cortes coronales de los cerebros de 20 ym de grosor, que incluian las

regiones de interés.
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Zona Subventricular y Giro Dentado

En la ZSV y el GD, se realizaron dobles marcajes para H3K4me3 con Sox2. Con
relacidn a la marca epigenética H3K27me3 se analiz6 su localizacion nuclear con el

marcador de células neurales troncales GFAP en ambas regiones.

Primeramente, se seleccionaron cortes coronales de la ZSV y del GD y se realizaron
tres lavados consecutivos con solucion PBS 0.1M y se procedié a permeabilizar el
tejido con solucion de triton al 0.3% en PBS por 15 min en agitacién y a temperatura
ambiente (T.A.). Al terminar el tiempo de incubacién, se retiré por completo el tritén y
se continu6é con un bloqueo con solucidn de suero de albumina bovina V A9418
(Sigma Aldrich) 5% / tween (BioRad) 0.05% por 30 min en agitacién, a T.A. A
continuacion, se incubaron por 12 horas a 4°C los anticuerpos primarios H3K4me3
(ab600 Abcam, desarrollado en raton, dilucion 1:500) y H3K27me3 (ABE44 Millipore,
desarrollado en conejo, dilucion 1:1000) en combinacion con los anticuerpos SOX2
(ab9249 Abcam, desarrollado en conejo, dilucion 1:500) y GFAP (Millipore,
desarrollado en ratoén, dilucion 1:500). Una vez concluido el tiempo de incubacion, se
prosiguioé con tres lavados consecutivos con solucion PBS 0.1M y se incubaron las
secciones con el anticuerpo secundario (Alexa 488 anti-IgG de conejo y Alexa 568
anti-lgG de ratén, Alexa 488 anti-lgG de raton y Alexa 568 anti-lgG de conejo
(Molecular Probes Invitrogen); diluciones 1:1000) por una hora en agitacién y en
oscuridad, de acuerdo con las combinaciones correspondientes con los anticuerpos

primarios.

Posterior a la incubacion, se realizaron dos lavados consecutivos con solucion PBS
0.1 M a T.A., con agitacion y en oscuridad y se realizé6 una tincibn de Hoechst

(Invitrogen) utilizando una dilucién 1:2000 en PBS e incubando por seis min. Se
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prosiguio a realizar dos lavados con solucion PBS y se montaron los cortes a analizar
utilizando Aqua-Poly mount (Polysciences) sobre portaobjetos. Las muestras fueron
visualizadas por microscopia confocal utilizando el microscopio Zeiss LSM700
mediante el objetivo 20x. Utilizando el software de microscopia Zen Black,
primeramente, se determinaron los parametros y configuracion de los laser a emplear
para la obtencion de imagenes (Anexo 2). Una vez establecidos, se analizaron
muestras de las regiones de interés al menos por duplicado por cada animal (control

y formacion de vinculo).

Nucleo Accumbens

Para analizar los posibles cambios en las aferencias catecolaminérgicas en el NAcc,
como parte del proyecto de estadia profesional de Maria del Carmen Cortéz del
Instituto Tecnologico de Corregidora se estandarizd el protocolo para
inmunofluorescencia de tirosina hidroxilasa (TH) y las marcas epigenéticas,
desarrollando la siguiente técnica a partir de protocolos previos del laboratorio y

tomando como referencia la metodologia de Takeuchi y colaboradores (Takeuchi et

al., 2020).

Se seleccionaron los cortes histolégicos correspondientes a las coordenadas AP: 2.20
mm- 1.0 mm; ML: 0.6mm-3.0mm a 0.6mm-2.6mm con respecto a Bregma (Paxinos &

Watson, 2006). Los cortes por triplicado seleccionados de cada animal se lavaron con

PBS 0.1M (3 veces por 1 min, 400 puL aprox) en agitacion. Posteriormente fueron
incubados en una solucién de bloqueo (5% suero de cabra, 0.3% triton (Sigma Aldrich)
PBS 0.1M 1 hora T.A.). A continuacion, se retird la solucién de bloqueo y se incubaron
los cortes con los anticuerpos primarios: H3K4me3 (ab600 Abcam, desarrollado en

ratén, dilucion 1:500) junto con TH (AB152 Millipore, desarrollado en conejo, diluciéon
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1:5000) y H3K27me3 (ABE44 Millipore, desarrollado en conejo, dilucién 1:1000) en
combinacion con TH (mAb 45648 Cell signilling, desarrollado en raton, dilucion 1:800)
toda la noche a 4°C con agitacion continua. Al término los cortes se lavaron con PBS
(2 veces, 4 min) y fueron incubados con los anticuerpos secundarios respectivos
(Alexa 488 anti-lgG de conejo y Alexa 568 anti-IgG de raton, Alexa 488 anti-lgG de
ratén y Alexa 568 anti-IgG de conejo (Molecular Probes Invitrogen; diluciones 1:1000)
en oscuridad, por una hora a T.A. en agitacion. A partir de este paso se trabajé en
condiciones de poca luz. Pasado el tiempo de incubacion con anticuerpos
secundarios los cortes fueron lavados con PBS 0.1M (2 veces por 4 min) y se
incubaron con Hoechst (Invitrogen)1:2000 por 6 min en agitacion constante a T.A.
para luego lavarse con PBS 0.1M dos veces por 4 min. Al terminar con el proceso de
inmunohistoquimica los cortes se montaron en portaobjetos con Aqua-Poly Mount
(Polysciences). Las muestras fueron visualizadas por microscopia confocal utilizando
el microscopio Zeiss LSM 700 mediante el objetivo 20x. Utilizando el software de
microscopia Zen Black, primeramente, se determinaron los parametros vy
configuracion de los laser a emplear para la obtencién de imagenes (Anexo 2). Una
vez establecidos, se analizaron muestras de las regiones de interés al menos por

duplicado por cada animal (control y formacion de vinculo).

Anélisis de fotomicrografias

Se obtuvieron fotomicrografias con 5-6 planos en z y se delimitaron las areas a
analizar (regiones anatémicas). Dependiendo de la marca analizada, asi como la
densidad celular por area se procedid a realizar un analisis de las marcas
desarrollando protocolos (Anexo 3) de procesamiento semiautomatizado en el

programa de libre dominio FIJI.
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Para realizar el conteo celular relativo en la ZSV de los nucleos SOX+/H4K3me3+ se
selecciond el plano medio del compendio en z, por tener la mejor sefal de

fluorescencia (Castro et al., 2020). Se calibraron los parametros de tamafio de la

imagen en Fiji, tomando los valores del microscopio (distancia en pixeles: 972,
distancia conocida 1150 pym) y se delimito el area correspondiente a la ZSV. Para
definir los nucleos individuales y poder realizar su conteo en cada fotomicrografia, se
determiné el tamafio y circularidad promedio de las particulas denominadas nucleos,
asi como los filtros necesarios para que la delimitacion en la imagen sea posible. Se
crearon macros para el conteo de nucleos celulares a 438 nm, asi como el conteo de
particulas que expresaran la marca de precursores neurales SOX2 a 488 nm con la
marca epigenética H3K4me3 a 568nm. Una vez desarrollado el protocolo, se corrio
en cada una de las imagenes por animal y posteriormente se promediaron el numero
de células totales y células SOX2+/ H3K4me3+ por animal calculando el porcentaje
relativo de precursores neurales que expresen H3K4me3 en la poblacion celular total

(figura 6).
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Figura 6. Fotografias del proceso de delimitacion y conteo celular
semiautomatizado mediante el uso del programa FIlJI. Izquierda: delimitacion de

la zona ventricular en imagen de la tincion nuclear de Hoechst. Derecha: imagen
invertida durante el andlisis para conteo celular

Dada la densidad celular, asi como la naturaleza de las marcas, el analisis de
SOX2/H4K4me3 en el GD, GFAP/H3K27me3 en la ZSV y el GD y TH/H3K4me3,
TH/H3K27me3 en el Nacc, se realizd por medio de densidad integrada. Para ello
primero se calibraron los parametros de tamafo de imagen en FIJI y se delimitaron
las areas a analizar. Posteriormente, la intensidad de fluorescencia por area fue

medida por canales separados y se le resto el valor correspondiente a fondo para

eliminar el valor de autofluorescencia (Anexo 3).
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Dado el conteo celular y medicién de densidad integrada se procedié a su analisis

estadistico utilizando el paquete estadistico GraphPad Prism 8.

Andlisis Estadistico

Considerando el tamafno de nuestra muestra y asumiendo observaciones
independientes, se analizé la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-
Wilk con un nivel de significancia de 0.05. Para comparar muestras que presentaron
una distribucion normal (i.e., p>0.05) se empled una prueba t de student pareada o
para muestras independientes segun lo indicase la informacion. Para datos con
distribucion no normal, se empled la prueba U de Mann-Whitney para comparar las
muestras. Dado el tamafio muestral (7 y 8 individuos) y el analisis de la distribucion
de los datos y con el fin de unificar el analisis estadistico por region. Los analisis
respectivos a la ZSV fueron analizados mediante la prueba t de student, al igual que
el analisis de porcentaje de colocalizacion de sefal en el GD. Por su parte, las
poblaciones en el GD y en el NAcc fueron evaluadas mediante la prueba U de Mann-

Whitney. Todos los analisis se realizaron con una significancia de p<0.05.

Resultados

Prueba de preferencia de pareja

Se obtuvo un grupo experimental de siete hembras que cohabitaron y copularon con
su pareja por 24 h y posteriormente realizaron la prueba de preferencia de pareja. Los

datos fueron analizados con la prueba t pareada (figura 7).
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Figura 7. Prueba de preferencia de pareja, se cuantificé el tiempo que las hembras pasan con su pareja sexual y
con un macho extrafio (n=7). Los datos se representan por cada sujeto. Diferencias estadisticamente significativas
fueron encontradas entre tiempo con la parejay el extrafio *p<0.05.

Los datos demuestran que las hembras presentan una preferencia significativa por su

pareja sexual en comparacion con el extraio (t©=3.517; p=0.0126).

Para determinar si la cohabitacion con coépula efectivamente induce una respuesta
fisiolégica que conlleva a la receptividad sexual, se evaluoé el peso uterino. En la figura

8 se muestra el peso uterino de las hembras control y vinculo (figura 8).
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Figura 8. Peso de los uteros disectados de hembras control y vinculo (el nimero de topillos por grupo se indica en
cada columna). Los datos son presentados como mediana y su rango intercuartilico. Mediante la prueba U de
Mann-Whitney se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de hembras
*|

p<0.05.

Donde se encontré un incremento significativo en el peso del utero de hembras que
cohabité y copuldé con el macho en comparacion con las hembras control (U=5;

p=0.0059).

Al tratarse de hembras gonadalmente intactas, el incremento en el peso del utero de
aquellas hembras cohabitando con el macho demuestra la induccién de un estado de
receptividad sexual inducido por la variacion hormonal, donde los niveles de
estrogeno incrementan y activan una serie de cambios a nivel del sistema reproductor
entre los que se encuentra el incremento de vascularizacion y tejido del endometrio y

consecuente aumento de peso en el utero (Carter et al., 1989; Williams, Catania, et

al., 1992).

Identificacion de la poblacion celular en regiones anatémicas

Se detectaron las marcas epigenéticas en la ZSV, el GD y el NAcc las cuales son
nucleares como lo muestra su colocalizacién con la tincion de Hoechst (figuras 9-21).

Asi mismo, el marcaje nuclear observado para Sox2 colocaliza con H3K4me3 en la
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ZSV (figura 13) y GD (figura 15). Con relacién a la inmunofluorescencia de H3K27me3
con GFAP, el marcaje colocaliza en los nichos neurogénicos (figura 16 y 17)
mostrando la marca epigenética en una regién nuclear delimitada y GFAP en region

citoplasmatica.

Figura 9. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en ZSV de topillo adulto hembra
control (fotografias tomadas a 20x). lzquierda: marcaje para H3K27me3; Panel Central: tincion
nuclear con Hoechst; Derecha: doble marcaje con H3K27me3 y Hoechst. El recuadro sefiala zona
ejemplo del marcaje de H3K27me3 en colocalizacién con la tincién nuclear de Hoechst en la ZSV
presentada en la figura 10.
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Figura 10. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en la ZSV de topillo adulto hembra control
(fotografias tomadas a 40x, barra de escala a 20um) Las flechas sefialan células que muestran distribucién nuclear
de la marca epigenética H3K27me3, colocalizando con tincidon nuclear de Hoechst. Izquierda: marcaje para
H3K27me3; Panel central: tincion nuclear con Hoechst; Derecha: doble marcaje con H3K27me3 y Hoechst.

Figura 11. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en ZSV de topillo adulto hembra control
(fotografias tomadas a 20x, barra de escala a 10um). Las flechas sefialan células que muestran distribucion nuclear
de la marca epigenética H3K27me3, colocalizando con tincién nuclear de Hoechst. A) marcaje para H3K27me3;

B) Tincién nuclear con Hoechst; C) Doble marcaje con H3K27me3 y Hoechst.
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Figura 12. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en el GD de hembra control. A) marcaje para
H3K27me3 (fotografias tomadas a 20 x, escala a 20pum); B) Tincién nuclear con Hoechst (a 20 x, escala 20 um); C) Doble
marcaje con H3K27me3 y Hoechst (fotografias tomadas a 20 x, escala a 20pum).
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Figura 13. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en ZSV de topillo adulto hembra control (A-D) y vinculo (E-H)
(fotografias tomadas a 20x, escala a 100um). A) y E) marcaje para H3K4me3; B) y F) marcaje para Sox2; C) y G) tincion nuclear de
Hoechst D) y H) Doble inmunoquimica para marcaje con H3K4me3 y Sox2 colocalizando con tincién nuclear de Hoechst. LV:
ventriculo lateral.
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Figura 14. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en GD de topillo adulto hembra control A) marcaje para
H3K4me3 (fotografias tomadas a 10 x, escala a 100um); B) Tincidn nuclear con Hoechst (a 100 x, escala 100 um); C) Doble
marcaje con H3K4me3 y Hoechst (fotografias tomadas a 10 x, escala a 100um);D) marcaje para H3K4me3 (fotografias tomadas
a 20 x, escala a 50um); E) Tincién nuclear con Hoechst (a 20 x, escala 50 um); F) Doble marcaje con H3K4me3 y Hoechsi
(fotografias tomadas a 20 x, escala a 50um); G) marcaje para H3K4me3 (fotografias tomadas a 40 x, escala a 20pm); H) Tincién
nuclear con Hoechst (a 40 x, escala 20 um); I) Doble marcaje con H3K4me3 y Hoechst (fotografias tomadas a 40 x, escala a
20um). Las flechas sefialan células que muestran distribucién nuclear de la marca epigenética H3K4me3, colocalizando con
tincion nuclear de Hoechst (D-I).
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Figura 15. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en GD de topillo adulto hembra. Panel
izquierdo hembras control, panel derecho hembras vinculo (fotografias tomadas a 20x, escala a 100um).
A) y E) Marcaje para H4K3me3; B) y F) Marcaje para Sox2; C) y G) Tincién nuclear de Hoechst; D) y H)
Doble marcaje con H3K4me3 y Sox2 colocalizando con tinciéon nuclear Hoechst.
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Figura 16. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en GD de topillo adulto hembra. Panel
izquierdo hembras control, panel derecho hembras vinculo (fotografias tomadas a 20x, escala a 100um). A) E)
Marcaje para H4K27me3; B) y F) Marcaje para GFAP; C) y G) Tincion nuclear de Hoechst; D) y H) Doble marcaje
con H3K27me3 y GFAP colocalizando con tincion nuclear Hoechst. Bs: brazo suprapiramidal; Bi: brazo
infrapiramidal.

52



H3K27me3

Figura 17. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en ZSV de topillo adulto hembra control (A-D) y hembra
vinculo (E-H) (fotografias tomadas a 20x, escala a 200um). A) y E) Marcaje para H4K27me3; B) y F) Marcaje para GFAP; C) y
G) Tincién nuclear de Hoechst; G) y H) Doble marcaje con H3K27me3 y GFAP colocalizando con tincién nuclear de Hoechst.
LV: ventriculo lateral.
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Figura 18. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en NAcc de topillo adulto hembra
control (A-D) y vinculo (E-H) (fotografias tomadas a 20x, escala a 100pm). A) E) Marcaje para
H4K27me3; B) y F) Marcaje para aferencias de TH+; C) y G) Tincién nuclear de Hoechst; D) y H) Doble
marcaje con H3K27me3 y GFAP colocalizando con tincion nuclear de Hoechst.
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H3K4me3

Figura 19. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica en NAcc de topillo adulto hembra control (A-D) y vinculo
(E-H) (fotografias tomadas a 20x, escala a 200um). A) y E) Marcaje para TH; B) y F) Marcaje para H4K4me3; C) y G) Tincion
nuclear de Hoechst; D) y H) Doble marcaje con H3K4me3 y GFAP colocalizando con tincion nuclear de Hoechst.
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En la region del NAcc se observé la presencia de las marcas epigenéticas de manera
nuclear siendo rodeadas por una distribucion general por la marca para tirosina

hidroxilasa (figura 18 y 19).

Para su analisis por regiones, se delimité de manera visual la region externa y central
del NAcc (figura 20) tomando como referencias el atlas de ratas Paxinos (Paxinos &

Watson, 2006).

TH-H3K27me3-Hoechst e

Figura 20. Fotomicrografia representativa del ntcleo accumbens topillo adulto hembra control
procesadas por doble inmunohistoquimica para TH (rojo)-H3K27me3 (verde) y colocalizando
con tincion nuclear de Hoechst (azul). Fotografias tomadas a 20x, escala a 100pm. En amarillo
region externa del NAcc, en blanco region central del NAcc. Acc: comisura anterior, Lv (ventriculo
lateral)

Determinacion de la identidad neural en regiones con cambios en las marcas H3K4 y

H3K27

Se realizé un analisis de la poblacion celular presente en cada nicho neurogénico. En
la ZSV mediante conteo semiautomatizado de aquellas células que, en el mismo
plano en z, estuvieran expresando el marcador de precursores neurales Sox2 y la

marca epigenética H3K4me3 (figura 13). En el DG se determiné la presencia de
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ambas marcas mediante porcentaje de colocalizacién de sefnal. Debido a la alta
densidad celular en la region no fue posible realizar el conteo de nucleos (figura 15y
16). El conteo se realiz6 analizando las fotomicrografias de cada corte en el area

delimitada por medio del software FIJI y los macros disefiados.

Para el analisis de la marca H3K27me3 expresada en progenitores neurales (GFAP
+) se disefiaron protocolos para determinar la densidad integrada en FIJI y ambas
sefales se midieron de manera independiente comparando en RFU/um: la sefial por
area de interés (ZSV, GD). En todos los casos se resté la ID de un area donde no se

espera marcaje para eliminar la sefial de fondo causada por la autofluorescencia.

Para la regién central y exterior del NAcc (figura 20), se diseid el protocolo para
determinar la densidad integrada de TH y las marcas epigenéticas H3K4me3 vy
H3K27me3 siendo éstas analizadas de manera independiente (Apéndice 3) (figura 18

y 19).
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Figura 21. Fotomicrografia representativa de inmunohistoquimica en el GD de un topillo adulto
hembra del grupo control mostrando corte ortogonal de células doble positivas a contabilizar (sox2
verde, H3K4me3 rojo, Hoechst azul) (fotografias tomadas a 20x, escala a 50 um).
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Figura 22. Fotomicrografia representativa de ZSV de topillo adulto hembra control
mostrando corte ortogonal de nlcleos doble positivos (Sox2 en verde, H3K4me3 en rojo)
en la region de interés (fotografias tomadas a 60x, escala a 20um.

Zona Subventricular

Los datos de la expresién global de H3K4me3 en precursores neurales en la ZSV
evaluados mediante porcentaje celular relativo (numero de células Sox2+/ H3K4me3+
en relacion numero total de células Hoecsht+ presentes en la ZSV) y fueron

analizados mediante una prueba t de student no pareada (figura 23).
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Figura 23. Andlisis de precursores neurales expresando H3K4me3 en la ZSV. Porcentaje de células
Sox2/H3K4me3-positivas relativo al nimero total de células presente en hembras control y en vinculo de pareja.
El nimero de topillos por grupo se indica en las columnas. Los datos son presentados como la mediat error

estandar (p>0.05).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
nucleos en la ZSV positivos a Sox2/H3K4me3 entre los topillos control y los topillos

en vinculo de pareja.

Por su parte, los datos de la expresion global de H3K27me3 y precursores neurales
(GFAP-positivos) ambas medidas en RFU/um: en la ZSV fueron analizados mediante
una prueba t de student no pareada (figura 24). La densidad integrada de GFAP en
la ZSV no presentd diferencias estadisticamente significativas entre el control y el
grupo de formacion de vinculo de pareja. Por su parte, la densidad integrada de la
marca para H3K27me3 mostré un incremento significativo en el grupo de hembras
que formaron un vinculo de pareja en comparacion con el grupo (t(13=2.548;

p=0.0243) (figura 24).
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Figura 24. Andlisis de precursores neuronales GFAP y expresion de H3K27me3 en la ZSV. Densidad integrada
por area en unidades de fluorescencia relativa por area (RFU/um?) en hembras control y animales en vinculo de
pareja. El nimero de topillos por grupo se indica en la leyenda lateral. Los datos son presentados como la
mediazerror estandar (*p>0.05).

Giro Dentado

Se delimitdé al GD, en brazo infrapiramidal y suprapiramidal (figuras 15 y 16). El
analisis de la densidad integrada fue analizado por regiones separadas al igual que

tomando el GD como una region entera.

Los datos de la fluorescencia de Sox2 en el brazo suprapiramidal tuvieron una
distribuciéon no normal por lo que fueron analizados mediante una prueba U de Mann-
Whitney. No se encontré una diferencia significativa de la densidad integrada entre el
grupo control y el grupo vinculo de pareja (figura 25). Por otro lado, los datos de la
densidad integrada asociada a Sox2 en el brazo infrapiramidal no presentaron una
distribucion normal, de manera que fueron analizados por la prueba U de Mann-
Whitney donde, no se encontré una diferencia significativa al comparar entre los
topillos control y los topillos vinculo (figura 25). También se analizé la densidad
integrada de todo el GD (brazo suprapiramidal + infrapiramidal) los datos de Sox2

tuvieron una distribucion no normal y fueron analizados mediante una prueba U de
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Mann-Whitney, no se encontré diferencia significativa entre hembras control y

hembras que formaron vinculo de pareja (figura 25).
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Figura 25. Analisis de precursores neurales Sox2 y expresion de H3K4me3. Densidad integrada en unidades de
fluorescencia relativa por micrometro cuadrado (RFU/um?) en animales control y animales vinculo (BS:brazo
suprapiramidal, BI: brazo infrapiramidal, GD: giro dentado). El nimero de topillos por grupo se indica en la barra
de leyenda. Los datos son presentados como media + rango intercuartilico (p>0.05).

De igual manera se analizé la densidad integrada de la marca H3K4me3 en las
diferentes regiones comparando entre control y vinculo de pareja. Para el brazo
suprapiramidal, al ser datos con distribucion no normal fueron analizados mediante
una prueba U de Mann-Whitney sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y el grupo de vinculo de pareja (figura 25). En tanto
que en el brazo infrapiramidal y en el GD no se presentd una distribucién normal y los

datos fueron analizados utilizando una prueba U de Mann-Whitney. Por medio de esta
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prueba se determind que no se tienen diferencias significativas en la intensidad de

sefal presente entre animales control y topillos en vinculo de pareja (figura 25).

Dado que ambos marcadores son de naturaleza nuclear, se analizo el porcentaje de
colocalizacion de la densidad de sefal de la marca para Sox2 y para H3K4me3 (figura
26). Los datos fueron normalmente distribuidos, no mostraron una diferencia
significativa usando la prueba t de student no pareada en el porcentaje de
fluorescencia de células Sox2/H3K4me3-positivas en la totalidad del GD entre topillos

control y los topillos que formaron un vinculo de pareja.

Colocalizacion de sefal en el GD H3K4me3/Sox?2

30

N
o
1

% Fluorescencia (a.u.)
H
o
1

o
|

Control Vinculo

Figura 26. Analisis de colocalizacion de precursores neurales expresando H3K4me3. Porcentaje de sefial de
fluorescencia en unidades arbitrarias (a.u.) en animales control y animales vinculo. El nUmero de topillos por grupo
se indica en la barra de leyenda. Los datos son presentados como media * error estandar (p>0.05).

Los analisis de la densidad integrada de la marca GFAP mostraron en todos los casos
una distribucion no normal, por lo que cada regién fue analizada mediante una prueba
U de Mann-Whitney. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en

ninguna de las regiones (figura 27).
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En el caso de la densidad integrada para H3K27me3, todos los datos por region no
tuvieron distribucion normal de manera que fueron analizados por medio una prueba
U de Mann-Whitney donde no se encontro una diferencia significativa en la expresién

entre animales control y vinculo de pareja (figura 27).
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Figura 27. Analisis de precursores neurales que expresan H3K27me3. Densidad integrada en unidades de
fluorescencia relativa por micrometro cuadrado (RFU/um?) en animales control y animales vinculo (BS:brazo
suprapiramidal, Bl: brazo infrapiramidal, GD: giro dentado). El nimero de topillos por grupo se indica en la barra

de leyenda. Los datos son presentados como mediana + rango intercuartilico (p>0.05).

Nucleo Accumbens
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Dentro de los analisis llevados a cabo por la alumna a mi cargo Carmen Cortéz del
Tecnologico de Corregidora en sus practicas profesionales, se identificd y delimito al
NAcc en sus subregiones central y exterior. Se desarrollé el protocolo para la
deteccidn de las marcas epigenéticas y anticuerpos para tirosina hidroxilasa (TH) con
el fin de identificar los posibles cambios en las marcas epigenéticas asociados con la
presencia de aferencias catecolaminérgicas (TH+) derivados de la formaciéon del
vinculo de pareja en las regiones central y exterior del NAcc. Al analizar la densidad
integrada de H3K4me3 no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
al comparar la region central de animales control y vinculo de pareja y, por su parte,
la region externa de animales control y en vinculo de pareja por medio de las pruebas
U de Mann-Whitney. El andlisis de la densidad integrada de la marca para TH en las
regiones central y externa por medio de una prueba U de Mann-Whitney, no expuso
diferencias estadisticamente significativas en la region central entre animales control
y animales que formaron vinculo de pareja ni en la region externa entre animales

control y animales en vinculo de pareja (figura 28).

Por su parte, la densidad integrada de la marca de represion H3K27me3 fue analizada
mediante la prueba U de Mann-Whitney para regién central y mediante la prueba t de
student no pareada en el caso de la region externa. No se observé diferencia
significativa de la densidad integrada en la region central entre animales control y en
vinculo de pareja ni en la regién externa entre animales control y animales que
formaron un vinculo de pareja. De igual manera, el analisis por medio de U de Mann-
Whitney de la densidad integrada de TH no mostré una diferencia significativa en la
region central entre animales control y en vinculo de pareja ni en la region externa

entre animales control y vinculo (figura 29).
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Figura 28. Analisis de poblacion neuronal expresando H3K4me3 y expresion de tirosina hidroxilasa (TH). Densidad
integrada en unidades de fluorescencia relativa por micrometro cuadrado (RFU/um?) en animales control y
animales en vinculo de pareja. El nimero de topillos por grupo se indica en la barra de leyenda. Los datos son
presentados como mediana + rango intercuartilico estandar (p>0.05).
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Figura 29. Andlisis de poblacién neuronal expresando H3K27me3 y expresion de tirosina hidroxilasa (TH).
Densidad integrada en unidades de fluorescencia relativa por micrémetro cuadrado (RFU/um?) en animales control
y animales en vinculo de pareja. El nimero de topillos por grupo se indica en la barra de leyenda. Los datos son
presentados como mediana + rango intercuartilico estandar (p>0.05).

Discusion

Dentro de las conductas sociales complejas necesarias para la supervivencia de la
especie se encuentra la formacién de un vinculo de pareja. Este lazo social ademas
tiene efecto positivo sobre la salud fisica y psicolégica de los miembros de la pareja y
su descendencia. Por su estrategia de reproduccion mondégama social el topillo de la
pradera (Microtus ochrogaster) ha sido utilizado para el entendimiento de las bases
neurobioldgicas de los vinculos de pareja.

Las hembras del grupo de formacion de vinculo de pareja cohabitaron libremente con

machos sexualmente expertos por 24 horas, este lapso fue suficiente para formar un
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vinculo de pareja confirmado por el incremento en el tiempo que paso la hembra con
su pareja sexual en contraste con el macho extrafio. Nuestros datos concuerdan con
lo anteriormente observado por otros grupos de investigacion. Donde, se ha descrito
qgue cuando topillos de la pradera sin relacion familiar cohabitan sin cépula por 24
horas o cohabitan con copula por 6 horas el vinculo de pareja es formado (Williams

et al., 1992a; Williams et al., 1992b: Gobrogge 2014).

La cohabitacion con el macho conlleva a cambios fisiologicos en el topillo hembra,
uno de estos es la induccion del estro, durante el cual se desencadenan procesos
hormonales que son caracteristicos del estado de receptividad sexual, estos procesos
se reflejan en el aumento de la vascularizacién y de tejido del endometrio con el
consecuente aumento del peso uterino, lo cual se considera una respuesta

dependiente de estrogeno (Carter et al., 1989; Williams et al., 1992). De esta forma,

la diferencia del peso uterino observado en este trabajo entre las hembras que forman
vinculo de pareja y las hembras control concuerda con la respuesta fisioldgica de las
hembras inducidas en receptividad sexual por contacto con el macho.

Este despliegue conductual afiliativo en el topillo de la pradera se propone involucran
diferentes regiones cerebrales y resulta de procesos de plasticidad neuronal que une
la informacion socio sensorial de la pareja con un estado afectivo positivo (Walum &
Young 2018).

Se ha reportado que la interaccidén social estimula la liberacién de dopamina en el
area ventral tegmental al NAcc. Esta sefalizacion mediada por dopamina esta
implicada en la formacién, expresidn y mantenimiento del vinculo de pareja

(Gobrogge & Wang 2015; Walum & Young 2018). Se ha propuesto que la dopamina

al interactuar con los sistemas de oxitocina y vasopresina facilita que la preferencia

de pareja se establezca. Nuestros resultados demostraron que no hay cambios
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estadisticamente significativos en la TH ni en las marcas epigenéticas estudiadas
(H3K4me3 y H3K27me3) en las regiones central y externa del NAcc. Esto se puede
deber a una relacion temporal en la sefializacion dopaminérgica y la expresion o
represion de determinados genes para la consolidacién de la relacion socio sensorial
de la pareja con el sistema de recompensa y un estado afectivo positivo. En las
primeras etapas de este proceso de consolidacion del vinculo de pareja, el incremento
de la sefalizacién por dopamina en el NAcc es crucial junto a la interaccidén con otros
sistemas y posteriormente se llega a una estabilizacién de la sefal al haberse
consolidado el vinculo de pareja y desplegado la respuesta motora esperada (tiempo

de contacto lado a lado) (Walum and Young 2018), demostrando asi la necesidad de

una reorganizacion de la neuroplasticidad regio-temporal del sistema dopaminérgico
en el NAcc para la consolidacion del lazos afectivos en el vinculo de pareja entre

topillos de la pradera (Aragona et al., 2006; Wang et al., 1999). Dado que nuestros

animales experimentales fueron hembras virgenes sin exposicidén previa a un macho,
es posible que el tiempo de cohabitacién de 48 horas no fuera suficiente para que los
animales copularan de manera cotidiana. Por ende, primeramente, se estaria
induciendo la formacion de preferencia social observada en la prueba de preferencia
de pareja. En la preferencia social se ha observado que la liberacion de dopamina es
suficiente pero no necesaria para la formacion de preferencia por un congénere en

cohabitacion (Lee & Beery, 2021).

La formacién de vinculo de pareja en nuestros animales se encontraria en una etapa
temprana; en la cual comienza a consolidarse la asociacion de la pareja con el sistema
de recompensa. Para que el vinculo de pareja se consolide por completo, requiere la
transicion de comportamiento que culmina con el desarrollo de la agresion selectiva.

Se ha reportado que el tiempo necesario para que dicha transicion se lleve a cabo y
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se establezca un vinculo estable en el topillo de la pradera es de dos semanas (Liu &

Wang, 2003:; Aragona et al., 2006; Lee & Beery, 2021).

Presencia de marcas epigenéticas H3K4me3 y H3K27me3 en precursores

neuronales de los nichos neurogénicos

Uno de los mecanismos moleculares que modulan la proliferacion y diferenciacién en
los nichos neurogénicos derivados de las conductas socio-sexuales puede implicar
modificaciones epigenéticas como las modificaciones post-traducionales de histonas

(Khorasanizadeh 2004; Sheehy et al., 2022). En nuestro trabajo, no se observé una

diferencia en el porcentaje celular relativo en precursores Sox2+ que expresaran
H3K4me3 entre las hembras de los grupos control y vinculo de pareja, de igual forma
no encontramos diferencias significativas en el porcentaje de colocalizacién de
H3K4me3 en células neurales troncales GFAP+ en el GD. Es posible que exista una
distribucion cambiante de la marca en diferentes genes y sus regiones, lo que
corresponde con lo observados por el Dr. Wang y colaboradores donde no se
reportaron cambios en la acetilacion global de H3. En su trabajo, el Dr. Wang
demostré que tanto en hembras cohabitando con cépula ad libitum con el macho como
aquellas administradas con un inhibidor de las desacetilasas de histonas incrementan
la acetilacién en el NAcc de manera especifica a H3K14 y la region promotora del gen
para el receptor a oxitocina y el aumento en la expresion de su RNAm vy la proteina.
Este aumento es caracteristico de la formacién de vinculo de pareja en el topillo

hembra bajo condiciones de cohabitacidon con cépula ad libitum (Wang et al., 2013).

El analisis individual de las marcas epigenéticas y las marcas para precursores
neurales no presentaron un cambio estadisticamente significativo. Nuevamente, esto

puede deberse a una regulacion especifica de las marcas a regiones determinadas
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en algunos genes. Dado que la neurogénesis adulta es una continuacion del proceso
de desarrollo, ejemplos de esta regulacidn los podemos encontrar durante

neurodesarrollo (Sheehy et al., 2022). Durante la diferenciacion de las células

embrionarias a progenitores neurales troncales, multiples regiones promotoras de
genes determinantes del linaje neural pierden la modificacion H3K27me3, pero
retienen la marca H3K4me3 originando el incremento en la expresion de dichos genes

(Mikkelsen et al., 2007). Por su parte, algunos genes que participan activamente en

el estado neuronal maduro muestran un enriquecimiento de H3K27me3 y H3K4me2
en el periodo de transicidén de célula embrionaria a célula neural troncal (Mohn et al.,
2008).

Ademas del papel de las regulaciones epigenéticas en el desarrollo, varios autores
han abordado su participacion en la regulacién de diversas conductas incluidas las de
indole social. Reshetnikov y colaboradores encontraron una asociacion entre
estresores en etapas tempranas de la vida con el desarrollo de estrés cronico y el
incremento de H3K4me3 en la regidon promotora de genes en la corteza prefrontal

(Reshetnikov et al., 2021). Por su parte, en el mono Rhesus, Baker y colaboradores

estudiaron las influencias de la crianza en la regulacion epigenética de receptores a
oxitocina. En su trabajo encontraron una disminucion de H3K4me3 en genes cruciales
para la respuesta al estrés entre ellos el receptor a oxitocina y su RNAm; estos
cambios podrian contribuir a las diferencias de comportamiento en sujetos con
inductores tempranos de estrés y su implicacion en enfermedades psiquiatricas

(Baker et al., 2017).

De igual forma, no se encontraron diferencias significativas en la expresion de las

marcas H3K4me3 y K3K27me3 en el GD que pueda asociarse a una expresion
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temporal diferencial en el momento de la formacion del vinculo de pareja similar a lo
demostrado durante el desarrollo. En precursores neurales troncales, la expresién de
Sox2 permite mantener a las células en un estado de proliferaciéon lento sin definir el
linaje neural, una vez que entran al estado de diferenciacion, los niveles de Sox2
disminuyen y asociado a ello se observa cierta dinamica de las marcas de metilacion
donde hay un enriquecimiento de H3K27me3 en etapas tempranas del desarrollo de
células neurales troncales. Por su parte, H3K36me3, se encuentra enriquecida
durante metafase mientras que, H3K4me3, se encuentra en mayores niveles durante

las ultimas etapas del desarrollo de las células neurales troncales (Hagey and Muhr

2014: Zhang et al., 2020).

Se observd un incremento en la sefal de la marca de represion H3k27me3 en
hembras que formaron vinculo de pareja. Este aumento en la sefial indica que hay un
aumento en la metilacion. Esto podria relacionarse con dos procesos: (1) Represion
de genes que inhiben procesos de proliferacion neuronal. Lo que produciria un
aumento de precursores neuronales. (2) Represion de genes que inhiben la
diferenciacion celular. En el contexto del vinculo de pareja es mas probable que
primero suceda el aumento de precursores neuronales y después la diferenciacion de
estos. Por lo tanto, es posible que lo observado sea el aumento de la marca que

genera que los precursores neuronales se diferencien (Zhang et al., 2020).

Recientemente nuestro equipo de trabajo demostré que en el topillo de la pradera
macho la cohabitacion con hembras por 6 horas incrementa la proliferaciéon celular
en la zona dorsal de la ZSV al igual que la copula con hembras sexualmente activas

incrementa la proliferaciéon en el GD (Castro et al., 2020). Por su parte, Wang y

colaboradores encontraron en la regién dorsal de la ZSV de hembras que cohabitaron
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con cépula presentan un incremento en la proliferacién celular en comparacién con

hembras que tuvieron contacto con otras hembras (Fowler et al., 2002). Dado que la

sefial de la marca H3K27me3 se cuantificé de manera general y no asociada a algun
determinado tipo celular solo es posible teorizar cambios en las marcas epigenéticas
en la poblacion celular de los nichos neurogénicos.

Para determinar si los cambios en la marca H3K27me3 pueden asociarse a
precursores neurales, es necesario incluir un marcador celular de expresion nuclear
(como Sox2, Nestina, Pax6, etc) que permita delimitar la presencia de las marcas
epigenéticas asociadas con su expresion nuclear y vincularla a un linaje concreto. De
esta forma sera posible delimitar la poblacién de estudio y posibles genes asociados
para el analisis del estado de metilacion de histonas.

Para abordar el estudio desde un panorama enfocado al enriquecimiento de marcas
epigenéticas en diferentes regiones del gen se requieren técnicas de exploracién del
epigenoma. Diversos grupos han usado la técnica de inmunoprecipitacion de
cromatina en combinacion con analisis de microarreglos (ChIP-chip) o con
secuenciacion (ChlP-seq) para demostrar que los nucleosomas localizados en

determinados genes (Hirabayashi 2010), como en el caso de genes esenciales para

la regulacion del desarrollo presentan marcas epigenéticas como la tri-metilacién de

la lisina 27 en la histona 3 (Lee et al., 2006; Bover et al., 2006). Métodos como

‘CUT&RUN?”, “CUT&tag” permiten realizar la identificacion de proteinas especificas,
como la union a modificadores de histonas, a través de todo el genoma sin la

necesidad de utilizar demasiadas células (Skene and Henikoff 2017; Kaya-Okur et al.,

2019).
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Conclusioén

Los resultados presentes no son suficientes para determinar si el vinculo de pareja
induce cambios en los patrones de metilacion de las histonas. Sin embargo, el
incremento de la marca H3KA27me3 en la ZSV como respuesta al vinculo de pareja
vislumbra la posibilidad de que estos cambios se producen, aunque de manera sutil.
Para corroborarlo es necesario integrar nuevas estrategias metodoldgicas al utilizar
marcadores de especificidad nuclear, asi como la implementacion de técnicas para la
evaluacion del mapa epigenético y los cambios en los patrones de metilacion de las
histonas en genes especificos asociados a cambios celulares involucrados en la
formacion del vinculo de pareja como lo es la técnica ChIP-seq o ChIP acoplado a

PCR.
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Anexo 1: Lista de anticuerpos empleados

Anticuerpo | Host Isotipo | Marca Céatalogo | Dilucién | RRID
H3K4me3 | Ratén IgG2b | Abcam Ab6000 1:500 AB_2118290
monoclonal
H3K27me3 | Conejo N/A Millipore | ABE44 1:1000 | AB_10563660
Policlonal
Sox2 Conejo IgG Abcam Ab92494 | 1:500 AB_10585428
monoclonal
GFAP Ratén IgG1 Abcam Ab279289 | 1:500 -
monoclonal
*Tirosina Conejo N/A Millipore | AB152 1:5000 | AB_390204
Hidroxilasa | policlonal
*Tirosina Ratén IgG1 Cell mADb 1:800 -
Hidroxilasa | monoclonal Signaling | 45648S
(LNC1)
Alexa Fluor | Cabra anti | N/A Invitrogen | A32731 1:1000 | AB_2633280
488 conejo
policlonal
Alexa Fluor | Cabra anti | N/A Invitrogen | A48262 1:1000 | AB_2896330
488 raton
policlonal
Alexa Fluor | Cabra anti | N/A Invitrogen | A11011 1:1000 | AB_143157
568 Conejo
policlonal
Alexa Fluor | Cabra anti | N/A Invitrogen | A11004 1:1000 | AB_2534072
568 raton
policlonal

Nota. Las concentraciones fueron seleccionadas atendiendo a las recomendaciones del fabricante y * adaptadas a
las referencias mencionadas
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Anexo 2: Parametros de microscopia empleados

Parametro/Region | ZSV | GD | Nacc
Objetivo Plan-Apochromat 20x/0.8 M27
Experimento | H3K4me3- | H3K27- | H3K4me3- | H3K27- | H3K4me3- | H3K27me3-
Sox2 GFAP Sox2 GFAP TH TH

Canal Rojo

Pinhole 0.97 1096 ]0.96 1096 |0.97 | 0.96

Longitud de

excistgacién 555

Longitud emision 573

oo

Ganancia del 753 628 689 581 771.6 771.6

detector

Detector offset -113 -89 -404 -357 -70 -70

Ganancia digital 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
Canal Verde

Pinhole 0.97 1.0 ]1.00 |1.00 ]o0.98 | 0.96

Longitud de

exci?acic')n 488

Longitud emision 518

oo

Ganancia del 843.2 759 677 689 707.0 673

detector

Detector offset -189 -273 -126 -296 -33 -33

Ganacia digital 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
Canal Azul

Pinhole 0.93 093 |1.08 |1.07  ]o0.93 | 0.93

Longitud de

exci?acién 405

Longitud emision 435

Longi

oo

Ganancia del 568 568 512.0 571 534.0 534

detector

Detector offset -7 -82 -93 -199 -53 -53

Ganacia digital 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
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Anexo 3: Parametros analisis de fotomicrografias Fiji/ ImageJ

Protocolo para conteo celular en ZSV H3K4me3/Sox2, células totales
Protocolo conteo celular en ZSV
Parametros circularidad: area (20-infinito), circularidad (0.4-0.9)
Filtros empleados:
e Substract Background: 50.0 pixels
e Unsharp Mask: 2, 0.6
e Enhance Contrast: 0.3%
e Gaussian Blur: 0.9
e Make Binary
Watershed
En todos los casos, se delimitd el area de la ZSV de manera externa e interna al
ventriculo.

Protocolo Densidad integrada ZSV, GD y Nacc
Protocolo densidad integrada en ZSV, GD y Nacc

En todos los casos se delimitd la region externa e interna de la ZSV. Para el GD de
delimité el area total del GD y por regiones correspondientes al BS y al Bl. En el caso
del Nacc se delimitaron las porciones externa e interna del nucleo y se resté el area
correspondiente a la comisura anterior. En todos los casos, se restd la densidad
integrada de una region esperada sin marcaje de la misma fotomicrografia para
contrarrestar la autoflorescencia.
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