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RESUMEN

Evidencias recientes indican que el hipocampo es susceptible a modificaciones
epigenéticas durante el envejecimiento y en enfermedades neurodegenerativas. En
particular, se ha reportado que la trimetilacién de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3,
marca epigenética represiva involucrada en la formacion de heterocromatina) se
presenta en altos niveles en la corteza temporal de cerebros postmortem de humanos
con Alzheimer, y en el hipocampo de ratones macho viejos. Debido al rol que se le
atribuye al hipocampo dorsal en operaciones cognitivas como la memoria espacial, en
este trabajo evaluamos la expresién de H3K9me3 en multiples tipos celulares de dicha
region cerebral en ratones. Hipotetizamos que la actividad neuronal, el sexo y el ciclo
estral influyen en la acumulacion de la marca epigenética H3K9me3 en los distintos tipos
celulares del hipocampo dorsal, por lo que estudiamos ratones jévenes macho y
hembra, en las etapas del ciclo estral diestro y proestro. Utilizamos el poder de
cuantificacién a nivel de evento Unico que brinda la citometria de flujo para determinar
el porcentaje de células positivas para H3K9me3 en sujetos control y en aquellos
sometidos a un ambiente novedoso, el cual promueve la estimulacion neuronal en el
hipocampo. Nuestros analisis revelaron que la acumulacion de H3K9me3 predomina en
las neuronas -y no en la glia- del hipocampo dorsal. Ademas, los niveles de H3K9me3
dependen del sexo y de la etapa del ciclo estral, siendo mayores en hembras en diestro.
En la ventana de tiempo estudiada, no encontramos evidencia de que la estimulacion
por exposicion a un ambiente novedoso modifique los niveles de H3K9me3 en machos
y hembras en proestro. Estos resultados revelan que el paisaje epigenético neuronal es
diferente en machos y hembras, sugiriendo que la marca epigenética H3K9me3 es
vulnerable al perfil hormonal caracteristico de las etapas del ciclo estral.



1. INTRODUCCION

El aprendizaje es la adquisicion de nueva informacién, mientras que la memoria
es la retencidn de la informacion aprendida. No existe una sola estructura
cerebral o mecanismo celular capaz de explicar todo el proceso de memoria,
pero se sabe que el hipocampo y la sintesis de proteinas juegan un papel
importante en la formacion y consolidacion de la memoria (Bear et al., 2016).
Recientemente se ha sugerido que en el hipocampo ocurren mecanismos
epigenéticos que regulan e intervienen en el proceso de memoria (Chen et al.,
2022; Lee et al., 2020; Idoia et al., 2020). Una de las modificaciones epigenéticas
gue ha ganado interés en la investigacion es la trimetilacion de la lisina 9 de la
histona H3 (H3K9me3), la cual esta involucrada en la formacion y mantenimiento
de un estado de heterocromatina con baja o nula tasa de transcripcion (Andrew
et al.,, 2002). Existe evidencia que sugiere que la condensacién de
heterocromatina mediada por H3K9me3 esta elevada en neuronas de la corteza
temporal de cerebros postmortem de pacientes con enfermedad de Alzheimer
(Lee et al., 2020). Ademés, se ha observado que los niveles de H3K9me3 estan
elevados en el hipocampo de ratones macho viejos en comparacion con ratones
jovenes. De manera interesante, la inhibicién farmacolégica de la enzima que
cataliza la trimetilacion de H3K9 (SUV39H1) mejora la memoria de los ratones
viejos, lo que indica que los niveles altos de H3K9me3 correlaciona con el
deterioro de la memoria (Snigdha et al., 2016).

En este trabajo cuantificamos los niveles de H3K9me3 en diferentes tipos
celulares presentes en el hipocampo dorsal de ratones. Dado que existe poca
informacion sobre si los mecanismos epigenéticos en las neuronas son
sexualmente dimorficos y/o son regulados por hormonas esteroideas sexuales,
incluimos en nuestro estudio ratones macho y hembras (en proestro y diestro); y
examinamos el efecto de la exposicion a un ambiente novedoso sobre la

estabilidad de la marca H3K9me3.



2. ANTECEDENTES

2.1 Aprendizaje y memoria

El interés por entender el proceso de aprendizaje y memoria se remonta desde
los antiguos griegos. Actualmente, en términos neurobiolégicos, definimos el
aprendizaje como la adquisicién de informacién o conocimientos que cumplen
una funcion critica al permitir que los organismos alteren su comportamiento
frente a entornos cambiantes; mientras que la memoria es el resultado de un
proceso neuroquimico que permite retener la informacion aprendida (Bear et al.,
2016). Es util considerar el aprendizaje y la memoria como fenémenos que
ocurren en tres etapas: 1) la codificacion, que hace referencia a la entrada de
estimulos al sistema sensorial, 2) la consolidacion, que retiene y estabiliza la
informacion y 3) la evocacion, que permite acceder a la informacién previamente
almacenada; sin embargo, podriamos afadir eventos intermedios como la
reconsolidacion y el olvido, que convierten a la memoria en un fenédmeno
dindmico y sujeto a alteraciones (Zlotnik y Vansintjan, 2019).

La cognicidbn humana y animal necesita y utiliza a la memoria y el aprendizaje
como capacidad intrinseca y esencial para actuar en el mundo, su pérdida o
alteracion significa no solo el dafio a la cognicion, sino en gran medida a la
personalidad, es por eso la insistente inclinacién hacia el estudio y debate

cientifico orientado a la neurobiologia de la memoria (Diaz, 2019).

2.1.1 Clasificacion de la memoria

Refiriendonos a un proceso tan complejo como lo es la memoria, es practico
clasificarla en diversas categorias. De acuerdo con el tipo de informacion que se
almacena, se distinguen dos tipos de memoria: 1) declarativa o explicita y 2) no
declarativa o implicita. La memoria declarativa se divide en episddica y
semantica. La memoria episoddica hace referencia al almacenamiento de
acontecimientos autobiograficos, contiene experiencias personales que se
evocan de manera voluntaria y consciente; mientras que la memoria semantica
esta conformada por datos sistematizados y datos conceptuales. Por otro lado,
la memoria no declarativa se divide en: memoria procedimental, que comprende
habitos y habilidades motoras, donde los movimientos no se realizan de manera

consciente sino en forma de procedimiento habitual; y el primado o priming,
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el cual se refiere a la identificacién de estimulos, o algin cambio de respuesta a
este, que puede ser perceptual, conceptual o semantico (Alaniz et al., 2022).

En cuanto a la temporalidad de permanencia, la memoria a corto plazo almacena
informacion de forma transitoria, su funcion es retener informacién por un periodo
corto de tiempo; en este caso, la informacion es vulnerable a la interrupcion u
olvido, pero si dicha informacion es consolidada pasa a ser una memoria de largo
plazo, que hace referencia a un almacenamiento permanente.

Aunque pareciera que cada uno de los diferentes tipos de memoria juegan
diferentes roles, es importante enfatizar que se refieren a un mismo fenémeno,
con procesos de almacenamiento semejantes y estructuras anatomicas

estrechamente vinculadas.

2.1.2 Mecanismos moleculares del aprendizaje y la memoria

El establecimiento de memorias duraderas requiere extensos cambios celulares
y moleculares en las regiones del cerebro asociadas con la formacién y el
mantenimiento de la memoria. A continuacion, se destacan tres eventos clave
que impactaron en la busqueda de los mecanismos moleculares de cémo
almacenamos los recuerdos. Primero, a finales de 1940 Donald Hebb postulo la
teoria de que las conexiones sinapticas se fortalecen cuando dos o mas
neuronas se activan de manera concomitante y que esto es requerido para la
formacion de memorias a largo plazo. Hebb afirmaba que, si una neurona A esta
lo suficientemente cerca de la neurona B, habrd cambios estructurales o
metabolicos que aumentaran la eficacia de tal sinapsis, provocando la aparicion
de botones terminales en el axon de la neurona presinaptica (Hebb, 1949); esta
idea dio paso a lo que hoy denominamos engramas o redes neuronales.

En segundo lugar, Bliss y Lomo (1973) demostraron que la estimulacion de alta
frecuencia con un tren de potenciales de accion produce un fortalecimiento
prolongado de la transmision sinaptica en las vias del hipocampo, esta
potenciacion a largo plazo (LTP, long-term potentiation) de cierta manera sigue
las ideas postuladas por Hebb: se requiere de la actividad postsinaptica
precedida por la actividad presinaptica para fortalecer una conexion sinaptica
(Mayford et al., 2012).

Por dltimo, el trabajo de Kandel (2001) desarrollado en Aplysia, revel6 que la

memoria a corto plazo es el resultado de un fortalecimiento transitorio de las
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conexiones sinapticas preexistentes debido a la modificacion covalente de
proteinas preexistentes; por el contrario, la memoria a largo plazo es el producto
de un fortalecimiento persistente de las conexiones sinapticas mediado por la
sintesis de nuevas proteinas, crecimiento sinaptico en terminales pre y
postsindpticos y transcripcion de genes de novo (Asok et al., 2019).

Estos datos y el resto de las investigaciones posteriores apuntan a que en la
consolidacion de memoria intervienen los procesos de expresion génica, sintesis
de proteinas y establecimiento de conexiones sinapticas. Es importante
destacar que hay multiples proteinas y cascadas de sefializacion involucradas.
Por ejemplo, tanto la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK) como la
proteina quinasa A (PKA) llevan a cabo la fosforilacion de la proteina CREB
(cCAMP Response Element Binding), que en el nucleo ejerce como factor de
transcripcion impulsando la expresion de genes necesarios para el crecimiento
sinaptico y, en consecuencia, la consolidacion de la memoria (Kandel, 2009).
Hoy en dia se considera a la LTP como uno de los procesos importantes que
sustentan el aprendizaje y la memoria. La LTP se define como un aumento
duradero en la comunicacion entre dos neuronas como consecuencia de una
estimulacién eléctrica de alta frecuencia, dicha estimulacion permite que la
neurona presinaptica libere glutamato, el cual aumenta la permeabilidad de los
receptores AMPA, lo que despolariza a la terminal postsinptica y produce la
repulsion electrostatica del ion Mg?* que bloqueaba los canales NMDA,
permitiendo asi el flujo de iones de Ca?", que desencadena cascadas de
segundos mensajeros que resultan en la insercion de nuevos receptores AMPA

en la membrana postsinaptica (Mayford et al., 2012).

2.2 Hipocampo y memoria

No existe una sola estructura cerebral o mecanismo celular capaz de explicar
todo el proceso de memoria; la formacién, retencion y recuperacion de la
memoria implican un sistema de areas cerebrales conectadas entre si, tales
como la corteza prefrontal, tAlamo, amigdala, cuerpos mamilares, etc. Existen
evidencias que apuntan a la importancia del I6bulo temporal medio para la
memoria declarativa. A partir del trabajo de Brenda Milner y colaboradores (1957)
en el caso HM y otros pacientes con problemas de memoria y lesiones en el



I6bulo temporal medial, el hipocampo asumio un papel central en el proceso de
memoria; sin embargo, esta estructura no cumple una unica funcion, pues en
1937 James Papez propuso al hipocampo como el centro de las emociones,
incluyéndolo dentro del circuito de Papez, que mas tarde fue incorporado al
sistema limbico por Mac Lean (1952). Ademas, hay un interés creciente en el
estudio del hipocampo, pues es una de las Unicas zonas cerebrales del cerebro
adulto en donde ocurre la neurogénesis, ademas del bulbo olfatorio. En resumen,
todas estas funciones atribuyen al hipocampo caracteristicas peculiares y
fascinantes por explorar. No obstante, el rol principal que se le atribuye al
hipocampo y el que mas nos interesa es la actividad fundamental que
desempeiia en ligar la informacién sensorial para consolidar la memoria (Bear et
al., 2016).

2.2.1 Anatomia del hipocampo

El hipocampo deriva de la region medial del telencéfalo, se ubica en el I6bulo
temporal y va desde el hipotdlamo hasta la amigdala. Est4 formado por el
subiculo y dos capas de neuronas plegadas una sobre otra; una de las laminas
se denomina Cuerno de Ammon (CA), y la otra circunvolucién o giro dentado
(GD).

El tejido hipocampal esta constituido por diferentes capas: desde la superficie
ventricular hacia el GD se encuentra la capa plexiforme externa, seguida de la
capa oriens, piramidal, radiada y por ultimo la capa molecular. Esta organizacion
en capas hace al hipocampo una estructura con circuitos intrinsecos complejos
y gran cantidad de conexiones (Andersen et al., 2007).

El hipocampo recibe aferencias por tres vias principales que conforman el
denominado circuito trisinaptico (Fig.1):

1. La via perforante, que se proyecta desde la corteza entorrinal a las células
granulares del giro dentado.

2. La via de las fibras musgosas, que contiene los axones de las células
granulares y se dirige a las células piramidales de la region CA3.

3. La via colateral de Schaffer, que consiste en colaterales excitadoras de las
células piramidales de la regiéon CA3, que terminan en las células piramidales de

la region CA1 (Loubon y Franco, 2010).



Ademas, el hipocampo esta conectado reciprocamente a traves del férnix con el
talamo, los cuerpos mamilares y el prosencéfalo basal, asi como con
la amigdala, los ganglios basales, el cingulo y los |6bulos frontal y parietal (Billig
et al., 2022).

3 . _\\
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Figura 1. Anatomia y circuitos del hipocampo. 1) Entrada de
informacion desde la corteza entorrinal a través de la via
perforante hacia la circunvolucion dentada. 2) Las células
granulares del giro dentado emiten axones llamados fibras
musgosas que hacen sinapsis con CA3. 3) Las colaterales
de Schaffer, provenientes de las células de CA3 se
conectan con CAl (Bear et al., 2016).

2.2.2 Cuerno de Ammon (CA)

La region de CA se divide en tres secciones: CAl, también conocido como sector
de Sommer, CA2, y CA3 o sector de Bratz. En CALl se encuentran células
piramidales ubicadas mas cerca del subiculo, mientras que las piramidales en
CA2y CA3 estan mas cerca de la superficie y son mas largas que las piramidales
de CALl (Lopez y Solis, 2012).

Una caracteristica particular de CA3 es que los procesos axonales que extienden
se conocen como colaterales de Schaffer, las cuales inervan a las células
piramidales de CAl. Dado el papel de CA en el circuito trisinaptico y la formacion
de memoria, se ha empezado a indagar en la estructura de la cromatina en las
diferentes regiones del hipocampo. Por ejemplo, Levenson et al. (2004)
observaron cambios epigenéticos en el area CAl en respuesta al


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/amygdala

condicionamiento del miedo contextual, sin embargo, es un campo de
investigacion que aun falta por explorar.

2.2.3 Giro dentado (GD)

De las regiones que conforman el hipocampo, el GD ha ganado cierta
popularidad en la investigacion cientifica, uno de los motivos que lo vuelven
interesante es que se considera el principal nicho neurogénico en el cerebro
adulto (Camacho et al., 2020).

El GD abarca desde el septum hasta el I6bulo temporal, y se organiza en tres
capas: molecular, granular y la capa de células polimérficas. Las células que
predominan en el GD son las granulares, las cuales poseen axones amielinicos
gue generan las denominadas fibras musgosas y que hacen sinapsis con CA3
(Andersen et al., 2007).

Dentro del hipocampo, el GD sirve como puerta de entrada principal y recibe la
mayor parte de informacion aferente de la corteza entorrinal. Podemos
considerar al GD como el primer paso de relevo en el procesamiento de la
informacion, pues recoge la informacién cortical antes que las demas regiones
hipocampales. El importante rol del GD en la plasticidad cerebral, la génesis
neuronal y el procesamiento de informacién lo convierten en una zona
susceptible a alteraciones funcionales que se desconocian pero que la reciente
investigacion sefiala a potenciales modificaciones epigenéticas que median no
solo la actividad del GD, sino del hipocampo en general (Zhang et al., 2018).

2.2.4 Hipocampo dorsal y ventral

El hipocampo parece tener un papel fundamental en ligar la informacion sensorial
para consolidar la memoria, pero desde que Moser y Moser (1998) sugirieron
que el hipocampo puede no actuar como una estructura unitaria, sino que esta
segregada en una porcion dorsal y ventral, se ha indagado en las funciones que
coordinan cada una de éstas.

Segun el consenso actual, el segmento dorsal del hipocampo tiene un papel
fundamental en operaciones cognitivas como la memoria espacial, mientras que
la porcion ventral asume las funciones de conductas emocionales y motivadas
(Trompoukis et al., 2020).

Estudios (Meléndez et al., 2020, Pothuizen et al., 2004) confirman que el

hipocampo dorsal (HD) modula la memoria espacial, ya que las lesiones



especificas en dicho segmento suprimen la recuperacion de la memoria espacial
evaluada en pruebas de conductuales como el laberinto acuético de Morris y el
laberinto de brazos radiales, mientras que las lesiones en hipocampo ventral
(HV) alteran las respuestas al estrés y comportamiento emocional.

Las diferencias funcionales de ambas regiones del hipocampo se basan en que
las conexiones aferentes y eferentes son distintas; el complejo subiculo-
hipocampo dorsal forma una red con la corteza cingulada (anterior y
retroesplenial), estructura que media procesos de exploracion y navegacion
espacial (Fanselow y Dong, 2010); mientras que las cortezas infralimbica,
prelimbica, la amigdala dorsal y los nucleos del hipotalamo, alcanzan
principalmente a la region ventral del hipocampo, lo que sustenta su rol en las
respuestas emocionales (Strange et al., 2014).

Hay evidencia (Thompson et al., 2008) que remarca diferentes patrones de
expresion génica a lo largo del eje dorsoventral del hipocampo, por ejemplo, se
informa que el gen que codifica para los HNC (canales catidnicos activados por
hiperpolarizacién y modulados por nucledtidos ciclicos), que median las
corrientes activadas por hiperpolarizacion y en general la expresion de
receptores neuronales, se expresan diferencialmente a lo largo del eje
dorsoventral (Strange et al., 2014).

Probablemente, los patrones diferenciales de expresién génica aportan a cada
region caracteristicas particulares que se traducen en propiedades funcionales
especificas, que hacen aun mas complejo el entendimiento de la fisiologia

hipocampal.

2.3 Epigenética

Antes de introducirnos en el campo de la epigenética es necesario detallar
algunos conceptos clave.

Definimos el genoma como el conjunto completo de ADN (acido
desoxirribonucleico) presente en una célula. El ADN se organiza dentro del
ndcleo de manera compacta, primero, las moléculas de ADN se envuelven
alrededor de las proteinas histonas, formando una estructura de cuerdas

llamadas nucleosomas, estos se condensan formando un material fibroso



denominado cromatina, la cual puede desenrollarse para la replicacion y
transcripcion del ADN (Levenson y Sweatt, 2005).

El término epigénetica proviene del prefijo griego “epi”, que significa “sobre”, y
genética, que hace referencia al estudio de los genes y la herencia.
La epigenética se define como el estudio de los cambios bioquimicos heredables
de la expresion génica que ocurren sin alterar la secuencia de ADN (Kovacs et
al., 2020). Los patrones alterados de expresion génica pueden ocurrir a través
de varios mecanismos que se basan en metilacion del ADN, modificaciones
postraduccionales de histonas (acetilacion, metilacion, fosforilacién) y la
regulacion del RNA (acido ribonucleico) no codificante. La interaccion entre
estas trasformaciones regula la manifestacion del genoma en los distintos tipos
celulares, estadios del desarrollo y enfermedades, por lo tanto, mientras que el
codigo genético proporciona la informacion de los elementos celulares, el cédigo

epigenético controla la expresion de dicha informacion (Menéndez et al., 2012).

2.3.1 Tipos de cromatina

Tal como se menciond anteriormente, el material genético esta organizado en
una estructura compleja compuesta de ADN y proteinas que se localiza en el
nucleo, denominada cromatina. La estructura de la cromatina define el estado en
el que la informacion genética se organiza en la célula.

De acuerdo con el estado de compactacion, existen dos tipos de cromatina: 1) la
eucromatina, que corresponde a una conformacién de cromatina relajada y
transcripcionalmente activa y 2) la heterocromatina, que se caracteriza por una
organizacion condensada y transcripcionalmente silenciosa. A su vez, la
heterocromatina se clasifica en facultativa y constitutiva; la primera comprende
regiones que contiene genes que se expresan diferencialmente a lo largo del
desarrollo y que luego se silencian; por otro lado, la heterocromatina constitutiva
se forma en los pericentromeros y telomeros, que son regiones con secuencias
repetitivas dispuestas en tandem (Jury et al., 2020).

Aunqgue la remodelacion de la cromatina generalmente no se hereda, influye en
la transcripcion de genes al cambiar la accesibilidad de la cromatina a los
complejos de transcripcion, lo que resulta en cambios en el fenotipo de las

células (Kovacs et al., 2020).
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2.3.2 Metilacién de histonas

Las histonas son proteinas alcalinas que constituyen la parte proteica del
nucleosoma y desempefian un papel fundamental en la regulacion de la
transcripcion génica. La modificacion de histonas puede ocurrir en consecuencia
de la metilacibn del ADN, o puede estar mediada por mecanismos
independientes controlados por la sefalizacion intracelular, implicando una
marca de activacion o represion para los factores de transcripcion (Kovacs et al.,
2020).

La metilacion de histonas implica la adicién de uno, dos o tres grupos metilo en
las colas N-terminales, donde la lisina reemplaza cada hidrégeno de su grupo
NH3+ por un grupo metilo (CH3). Este proceso es llevado a cabo por enzimas
denominadas histonas metiltransferasas (HMT) que usan S-adenosil-metionina
como donante de grupos metilo, y generalmente actdan en los residuos de lisina
(K) o arginina (R) de la histona 3 (H3) y la histona 4 (H4) (Werner et al., 2019).
El efecto de la metilacion de las histonas en la transcripcién del ADN depende
de cuantos grupos metilo se agreguen y a qué residuos estén unidos. Por
ejemplo, la metilacion de H3K4, H3K36 y H3K79 est& asociada con la formacion
de eucromatina transcripcionalmente activa, mientras que la metilacion de H3K9,
H3K27 y H4K20 esta asociada a la cromatina condensada, con baja o nula tasa
de transcripcion (Streifer y Gore, 2021). La metilacion de histonas juega un papel

integral en la regulacion de la transcripcion de ADN en la célula.

2.3.3 H3K9me3 como inhibidor de la activacidon neuronal

Recientemente se ha sugerido que en el hipocampo ocurren mecanismos
epigenéticos implicados tanto en la funcion como en la disfuncién de la memoria
(Lee et al., 2020, Jaeger et al., 2018).

Una de las modificaciones epigenéticas que ha llamado la atencion en la
investigacion en los ultimos afios es la trimetilacion de la lisina 9 de la histona 3
(H3K9me3), la cual esta involucrada en la formaciéon y mantenimiento de un
estado de heterocromatina con baja o nula tasa de transcripcion (Andrew et al.,
2002). Se ha documentado que los niveles de expresion de esta marca
epigenética estan alterados en cerebros de pacientes de la enfermedad de
Huntington (Ryu et al., 2006) y sindrome de Rett (Linhoff et al., 2015).
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También existe evidencia de que la condensacion de heterocromatina mediada
por H3K9me3 esta elevada en neuronas de la corteza temporal de cerebros
postmortem de pacientes con enfermedad de Alzheimer (Lee et al., 2020;
Mansuroglu et al., 2016) (Fig. 2a). Ademas, de acuerdo con Snigdha et al.,
(2016), los niveles de H3K9me3 estan elevados en el hipocampo de ratones
viejos en comparacion con ratones jovenes (Fig. 2b). También, Kushwaha y col.
(2020) informan que el nivel de H3K9me3 en el hipocampo y en el promotor de
Arc, EGR1, Homerl y Narp, aument6é en ratones macho adultos y viejos en
comparaciéon con los jovenes (Fig. 2c), destacando que la enzima SUV39H1
(histona-lisina N-metiltransferasa) que cataliza la trimetilacion de H3K9 aumenta
significativamente con la edad. Otro estudio revela que hay un nivel
significativamente méas alto de acumulacién de H3K9me3 en el promotor de
Shank1 en ratones salvajes que en ratones SUV39H1 KO (Chen et al., 2022).
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Figura 2. Niveles de H3K9me3 en a) neuronas corticales de cerebros humanos postmortem con EA en
comparacion con sujetos sanos (Lee et. al., 2020). b) Comparacion de los niveles de H3K9me3 en el extracto de
hipocampo de ratones jovenes y viejos (Snigdha et. al., 2016). c) Analisis y cuantificacion de la expresion de
H3K9me3 a nivel de proteina en el hipocampo de ratones jovenes, adultos y viejos (Kushwaha et. Al., 2020).

Se ha reportado que la inhibicion farmacolégica de la enzima SUV39H1 en
cultivos neuronales aumenta el nivel de proteinas sinapticas como PSD95 (Tong
et al., 2019), y mejora el rendimiento de ratones viejos en la tarea de memoria
de ubicacion de objetos (OLM) y en la prueba de aprendizaje no supervisado
(USL), ademas de que disminuye los niveles de H3K9me3 en el hipocampo
(Snigdha et al., 2016), lo que apoya la relacion entre los niveles altos de
H3K9me3 y el deterioro de la memoria.

Los resultados de Lee et al., (2020) indican que la expresion de H3K9me3 es

predominante en neuronas en comparacion con astrocitos y microglia. Como
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revisamos anteriormente, en el hipocampo hay diferentes regiones y cada una
se caracteriza por la presencia de diferentes tipos neuronales, lo que nos lleva a
cuestionarnos si la expresion de H3K9me3 es homogénea en las distintas
regiones del hipocampo, tomando en cuenta que el tipo celular aporta a la
diferencia de roles en el relevo de la entrada de informacion.

Es importante sefialar que los estudios citados anteriormente evaltan los niveles
y el efecto de H3K9me3 en el hipocampo de ratones macho, sin embargo, aun
no se ha explorado la influencia del sexo o de las hormonas esteroideas en las
modificaciones epigenéticas en el hipocampo.

2.3.4 Ambiente novedoso como modulador epigenético

El paradigma de exposicion a un ambiente novedoso (NE, del inglés Novel
Environment) en roedores, consiste en la exploracion libre de grandes jaulas
equipadas con juguetes u objetos que promueven la estimulacion fisica, cognitiva
y sensorial. EI NE promueve la activacibn de neuronas existentes y la
neurogénesis adulta en el hipocampo (Zocher et al., 2021), la cual esta
involucrada en la mediacién de conductas dependientes del sexo (Trova et al.,
2021). También, promueve la expresion de genes de respuesta temprana (IEGs,
early response genes), que participan en procesos de plasticidad sinaptica, tal
como Arc, C-Fos, EGrl, EGr4 y Homerl (Ramirez et al., 2005, 2013).

Gracias a la presencia de enzimas desmetilasas, los patrones de metilacion
neuronal son plasticos y sensibles a experiencias ambientales, entonces, las
intervenciones conductuales podrian modificar los patrones epigenéticos (Zhang
et al., 2020).

Algunos estudios sugieren que el NE contrarresta los cambios de metilacion del
ADN inducidos por el envejecimiento en genes relacionados con la plasticidad
neuronal y la neurogénesis del hipocampo adulto (Morse et al., 2015; Zhang et
al., 2018; Zocher et al., 2021). Otras investigaciones han reportado cambios en
los niveles de H3K9me3 en ratones viejos machos, pero no en jévenes, después
de emplear tareas como OLM (Snigdha et al., 2016) y ejercicio aerdbico (lonescu
et al., 2021).
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2.4 Dimorfismo sexual en el cerebro

En los mamiferos, las diferencias sexuales no se limitan solo al control de la
reproduccion, sino que involucran una variedad de funciones fisioldgicas,
neuroanatomicas y conductuales que se desarrollan a través de factores
hormonales y genéticos. Durante los periodos criticos del desarrollo, las
hormonas regulan la formacién de circuitos neuronales caracteristicos del
género y activan patrones de comportamiento innato que permanecen hasta la
edad adulta (Gegenhuber et al., 2022).

De manera general, las hormonas sexuales se clasifican en estrogenos,
progestagenos y andrégenos, que se encuentran tanto en hombres como en
mujeres, pero en diferentes concentraciones. En las mujeres predominan los
estrégenos y la progesterona, siendo el estradiol (E2) la principal hormona
estrogénica; mientras que en los hombres abunda la testosterona, el andrégeno
mas comun.

Tal diferencia de concentraciones hormonales resulta en variaciones tanto
neuroanatdmicas como neurofisiolégicas, por ejemplo, se han reportado
diferencias discretas en el volumen total del cerebro, asi como de materia gris y
materia blanca (Jancke L, 2018). Luders y colaboradores (2004) reportan mayor
girificacion en la regién frontal y parietal femenina, esto implica mas area de
superficie cortical, lo que podria justificar las diferencias de volumen cerebral
entre sexos.

Los estudios en términos de activacion cerebral han demostrado respuestas
emocionales diferentes entre sexos, evidenciando que las hembras presentan
mas activacion en la amigdala izquierda, el tdlamo izquierdo, los cuerpos
mamilares y el nucleo caudado izquierdo en respuesta a estimulos emocionales
negativos, en comparacion con los machos (Stevens y Hamann, 2012).

Dado que la investigacion en neurociencias se ha centrado en gran medida en
la funcion y comportamiento del cerebro masculino, el cerebro femenino se ha
dejado sin explorar debido a que las fluctuaciones hormonales participan como
variables que podrian alterar el disefio del estudio o entorpecer la interpretacion
de resultados, sin embargo, dichas oscilaciones hormonales son lo que marcan
las diferencias de comportamiento y le brindan identidad Unica no solo al cerebro

femenino, sino también al masculino.
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2.4.1 Dimorfismo sexual en hipocampo y memoria

Se han observado diferencias sexuales en la memoria en humanos, primates no
humanos y roedores. En particular, el sexo masculino ha mostrado tener una
mayor capacidad para recordar patrones espaciales, mientras que las hembras
se desempefian mejor en tareas que requieren de la memoria semantica
(Andreano y Cahill, 2009). Especificamente, los ratones que usamos en este
estudio, C57BL/6J, exhiben un dimorfismo sexual en areas de aprendizaje y
memoria: mientras que las hembras tienen un mejor desempefio en
reconocimiento de objetos, los machos muestran ventaja en tareas espaciales,
consistente con resultados de ratas de laboratorio y humanos (Bettis y Jacobs,
2009).

El dimorfismo sexual en los comportamientos dependientes del hipocampo
sugiere que podria haber diferencias en la organizacién anatomica hipocampal
en hombres y mujeres, por ejemplo, se ha informado un hipocampo mas grande
en mujeres que en hombres (Giedd et al., 1996; Murphy et al., 1996). Cuando la
region anterior y posterior del hipocampo se consideran por separado, las
mujeres exhiben un hipocampo posterior mas grande que los hombres (Persson
et al., 2014).

Otro supuesto, es que existen diferencias dependientes del sexo en la induccion
o expresion de LTP en el hipocampo. La evidencia inicial que sugiere un papel
de las hormonas esteroides sexuales en la memoria surgi6 a finales de la década
de 1980, cuando se localizaron receptores de estrogeno (RE) en el hipocampo
dorsal y la corteza entorrinal (Loy et al., 1988; Maggi et al., 1989). Ademas, se
ha demostrado que las neuronas del hipocampo sintetizan E2, el cual favorece
el mantenimiento de la LTP y las sinapsis, en las hembras, pero no ocurre lo
mismo en machos (Lars y Gabriele, 2015), apoyando la idea del papel critico de
las hormonas sexuales y sus efectos organizacionales en las funciones del
hipocampo dependientes de actividad.

La literatura sugiere que los esteroides ovaricos, modulan la densidad de las
espinas dendriticas del hipocampo, la actividad y la plasticidad sinaptica a lo
largo del ciclo estral, sin embargo, las conclusiones todavia son controversiales

y manifiestan la falta de indagacion en el tema.

15



2.4.2 Regulacién génica especifica del ciclo estral y del sexo

Retomando el rol de las hormonas sexuales como factores moduladores, los
roedores fungen como un buen modelo para estudiar los efectos de las
fluctuaciones hormonales en el cerebro y comportamiento. El ciclo estral de los
roedores se caracteriza por ser de corta duracién (entre 4 y 5 dias) y se divide
en cuatro etapas: diestro, proestro, estro y metaestro. La fase folicular y Iutea
humanas son imitadas por el proestro de los roedores (alto nivel de estrogenos
y nivel bajo de progesterona) y el diestro (nivel bajo de estrégeno y nivel alto de
progesterona), respectivamente (Tapia et al., 2016). Los cambios en los niveles
de hormonas sexuales a lo largo del ciclo constituyen un modelo para analizar el
papel de los efectos de activacion neuronal de estos esteroides en el cerebro
adulto.

Al respecto, en su trabajo, Jaric y colaboradores (2019) caracterizaron el efecto
del ciclo estral y el sexo sobre la accesibilidad a la cromatina neuronal y la
expresion génica en el hipocampo ventral, notando que el 32.1% de las regiones
de cromatina abierta muestran accesibilidad diferencial entre hembras en diestro
y proestro, lo que significa que la cromatina neuronal del hipocampo sufre una
reorganizacion significativa durante los niveles oscilantes de E2 en el ciclo estral.
Esta variabilidad es de un grado similar a la variacién entre sexos. Los autores
argumentan que los cambios en la cromatina son inducidos por los receptores
de estrégeno de membrana, aunque se esperaria que los efectos genémicos de
las hormonas sexuales estén mediados por receptores nucleares, sin embargo,
los receptores de estrogeno de membrana tienen un papel destacado en la
sefalizacion rapida de estrégeno en el hipocampo.

También, los trabajos en diferentes lineas celulares indican que el tratamiento
con E2 exdégeno cambia la accesibilidad de la cromatina y regula la expresion
génica (Chen et al., 2021; Mourad et al., 2014).

Los perfiles hormonales de las etapas del ciclo estral son complejos, y es
probable que otras hormonas, ademas de los estrégenos, incluidos la
progesterona y las gonadotropinas, también contribuyan a los mecanismos de
regulacion epigenética y remodelacion de la cromatina.

En este estudio aprovechamos el poder de cuantificacién a nivel de evento Unico

gue brinda la citometria de flujo para medir y comparar los niveles de H3K9me3
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en distintos tipos celulares y regiones del hipocampo dorsal de ratones macho y
hembras, para determinar si el sexo y el ciclo estral influyen en los patrones de

metilacion de la H3K9 en el cerebro.

3. HIPOTESIS

La actividad neuronal, el sexo y el ciclo estral influyen en la acumulacion de la
marca epigenética H3K9me3 en los distintos tipos celulares del hipocampo

dorsal en ratones adultos jévenes.

4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar mediante citometria de flujo los niveles de la marca epigenética
H3K9me3 en células del hipocampo dorsal de ratones macho y hembras en
estas Ultimas en las etapas diestro y proestro del ciclo estral.

4.2 Especificos

- Comparar los niveles de H3K9me3 en los dos principales tipos celulares
del hipocampo dorsal: neuronas vs. glia.

- Indagar en qué region del hipocampo dorsal hay mayor acumulacion de
H3K9me3.

- Evaluar si la exposicién a un ambiente novedoso modifica los niveles de
H3K9me3 en las células del hipocampo dorsal.

- Determinar si el sexo y el ciclo estral influyen en la acumulacion de
H3K9me3.

5. METODOS

5.1 Animales

Se utilizaron ratones macho (n =12) y hembras (n = 24) de la cepa C57BL/6J de
4-5 meses de edad, procedentes del bioterio del Instituto de Neurobiologia,
UNAM. Antes de iniciar el procedimiento experimental, los animales se

habituaron durante al menos 5 dias en un cuarto con ciclo de luz/oscuridad
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(12:12h) con las luces encendidas de 07:00 am a 07:00 pm, temperatura de 22+
2 °C, con agua y alimento ad libitum, acorde a lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana, NOM-062-Z00-1999.

Los animales fueron seleccionados aleatoriamente al grupo control o
experimental; la prueba de comportamiento, exploracion en un ambiente
novedoso, se realizé durante la fase de luz del ciclo (10-11 am), respetando las
normas de uso y manejo de animales de laboratorio del Comité de Bioética del
Instituto de Neurobiologia, y los criterios éticos para el uso de animales de
investigacion segun los estandares internacionales de los Institutos Nacionales
de Salud de Estados Unidos (NIH).

5.2 Determinacion del ciclo estral

La etapa del ciclo estral en las hembras se evalué diariamente entre 9:00y 11:00
a. m., durante tres ciclos £ 2 dias; cada ciclo de ratdn suele durar de 4 a 5 dias,
incluidos el proestro, estro, metaestro y diestro. La evaluacién se llevé a cabo

mediante analisis citolégico de frotis vaginales. Brevemente, la punta

Figura 3. Imagenes de microscopia (aumento 20x) que ejemplifican el tipo celular caracteristico de
cada etapa del ciclo estral; a) Proestro, células epiteliales nucleadas; b) Estro, células epiteliales
cornificadas; c) Metaestro, células epiteliales cornificadas y leucocitos; d) Diestro, leucocitos.
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redondeada de una pipeta de transferencia desechable con solucion salina
estéril se colocé suavemente en la abertura del canal vaginal y se recogieron
células mediante lavado. Las muestras se colocaron en un portaobjetos de vidrio
y se examinaron bajo el objetivo 20x del microscopio 6ptico (Leica DM750). Se
registraron fotografias con el sistema de camara Leica ICC50 HD y se
clasificaron en funcion de la proporcion relativa de células epiteliales nucleadas,
células epiteliales cornificadas y leucocitos presentes (Fig. 3).

En el estudio incluimos hembras con ciclos regulares. Los experimentos se
realizaron el dia en el que estuvieran en la fase de proestro o diestro, ya que

imitan la fase folicular y IUtea del ciclo menstrual en humanos, respectivamente.

5.3 Exposicion a ambiente novedoso

Los sujetos del grupo experimental (n=18) fueron sometidos a 15 minutos de
estimulacion en un ambiente novedoso (NE, del inglés Novel Environment), el
cual consistioé en una caja de acrilico de 44cm x 34 cm x 19 cm, con una capa de
aserrin limpio y juguetes de varios colores, formas y tamafios con los que el
animal podré interactuar y explorar (Fig. 4). Pasado el tiempo de exploracion, los
animales fueron regresados a su caja de alojamiento durante 1 hora, hasta la
decapitacion.

La prueba de comportamiento fue grabada con una camara colocada en la parte
superior de la caja, el video registrado fue procesado mediante el software
EthoVision XT, el cual se configuré para calcular la distancia recorrida (cm)
durante 5 minutos de la exploracion espacial, registrando el movimiento a partir
del centro del cuerpo del ratén. La estimulacion en el NE se hizo por pares de
animales del mismo sexo, los cuales cohabitaron originalmente su caja de
alojamiento desde el nacimiento. Los sujetos control permanecieron todo el
tiempo en su caja de alojamiento.

Mediante la deteccion de un aumento en la expresién de Arc y c-Fos, el grupo
de Gage (Jaeger et al., 2018), mostré que 1 hora después de 15 min. de
exposicion a un NE son suficientes para producir un incremento en el nimero de
neuronas activas en el DG, asi como para la remodelacion de programas

genéticos.
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Figura 4. Contenedor de ambiente novedoso.

5.4 Diseccién de hipocampo dorsal

Los ratones fueron sedados en una cadmara de CO2 durante 1.5 minutos, una
vez que quedaron inmoviles, se procedi6 a la dislocacion cervical, para
posteriormente realizar la decapitacion. Se realiz6 un corte a cada lado del
foramen magnum, otro en el hueso nasal y finalmente un corte a lo largo de la
cisura central interhemisférica, se retir6 cada fragmento del craneo, dejando
expuesto el tejido cerebral que fue retirado de la base del craneo y se depositd
en PBS a 4°C.

Para facilitar la manipulacion, el tejido se colocé sobre una base metalica fria; se
retird el cerebelo y se realiz6 un corte en la division interhemisférica, separando
los dos hemisferios, se trabajé con uno a la vez, mientras la otra mitad se
mantuvo en PBS a 4°C. Se separ6 el tejido que cubre al hipocampo (talamo,
hipotalamo, etc.) y wuna vez descubierto el hipocampo, se separ6
cuidadosamente de la corteza y se partio por la mitad, dividiendo la parte dorsal
y ventral. La parte dorsal fue depositada en PBS a 4°C mientras se repetia el

mismo procedimiento con el otro lado del hemisferio.

5.5 Aislamiento de nucleos celulares

Los ndcleos celulares se aislaron usando el kit True-Nuclear Transcription Factor
Staining (Biolegend), de acuerdo con los siguientes pasos:

5.5.1 Fijaciéon

El tejido de hipocampo dorsal fue cortado en rebanadas coronales de 500 um
(rebanador de tejido MclILWAIN Tissue Chopper) que se depositaron en un tubo
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Eppendorf con 1.2 ml de solucién de fijacion (True-Nuclear™), el tubo fue
invertido hasta que las rebanadas se separaran una de otra y se incubaron en
un rotador durante 15 min. a TA, protegido de la luz, para llevar a cabo el proceso
de entrecruzamiento y preservacion del tejido. Pasado el tiempo de incubacion,
se retird el sobrenadante y el tejido se resuspendié en 1.5 ml de NIB (Nuclei
Isolation Buffer, 50 mM sacarosa, 25 mM KCI, 5 mM MgCI2, 50 mM NHA4CI, 120
mM TrisHCL, pH 7.4) para neutralizar la reccion de fijado y remover los restos
de solucidn fijadora; una vez mas se retir6 el sobrenadante y se afiadiéo 1 ml de
NIB.

5.5.2 Homogeneizacion

Las rebanadas de hipocampo fueron transferidas a un mortero de vidrio Dounce
junto con 1 ml de NIB y se homogeneizaron dando 20 golpes con el émbolo de
menor tamafo (A), seguido de 20 golpes con el émbolo de mayor tamafio (B);
los pasos se llevaron a cabo a 4°C.

El homogenizado se transfiri6 a un filtro de 30 um (Fisher Scientific)
prehumedecido con NIB colocado sobre un tubo Falcon de 15 ml; el filtro se lavd
2 veces con 1 ml de NIB, consiguiendo asi un volumen final de 3 ml de solucién
filtrada y enriquecida de nucleos celulares. El tubo fue invertido completamente
3 veces e inmediatamente se tomaron 10 ul para el ensayo de BCA.

5.5.3 Permeabilizacion

La solucion de nucleos se repartio en dos tubos Eppendorf de 1.5 ml y se
centrifugd a 2000 g durante 5 minutos a 4°C, se retird el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 2 ml de buffer de permeabilizacion True-Nuclear™ 1Xx;

se dejo incubar durante 30 minutos en agitacion a TA.

5.6 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas totales fue cuantificada mediante el ensayo BCA
(Pierce™ BCA Protein Assay Kit-Thermo Fisher Scientific). La curva patron se
prepard usando estandares de albumina sérica bovina (BSA) con las siguientes
concentraciones: 125 ug/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml y 1000 pg/mil.

En una microplaca de 96 pocillos se adicionaron 10 pl de cada estandar y 10 pl
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de solucién enriquecida en nucleos. Dependiendo de la cantidad de pocillos, se
preparé la solucion de trabajo BCA mezclando el reactivo A con el reactivo B
(50:1) y se agregaron 200 ul de la solucion de trabajo a cada pocillo; la placa se
mantuvo en agitacion durante 30 s y posteriormente se incub6 durante 45
minutos a 39°C. Pasado el tiempo de incubacion, la placa se mantuvo 3 min. a

TA 'y se cuantifico en el lector de absorbancia de microplacas iMark™.,

5.7 Tincion para citometria de flujo

Las poblaciones de nucleos celulares se pueden separar en funcion de los
parametros FSC (Forward Scatter) y SSC (Side Scatter), pero también se
pueden separar por la expresion de una proteina especifica. En este caso,
utilizamos anticuerpos primarios que distinguen NeuN, proteina presente
especificamente en neuronas (Gusel y Korzhevskiy 2015); Prox1l, que se
expresa en células granulares maduras del giro dentado durante el desarrollo y
en el cerebro adulto, y H3K9me3, dirigido a la marca epigenética de interés.
Afadimos anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos que detectan
el anticuerpo primario. La conjugacién de anticuerpos y la dilucién usada se
describe en la Tabla 1.

A partir de la concentracion obtenida en la cuantificacion por BCA, se calcul6 el
volumen necesario que contenia 100 pg de nucleos. En cada tubo para citbmetro
se colocaron 100 ug de nudcleos y 2 ml de buffer de permeabilizacién 1x, se
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min. a 20°C, se decanto el sobrenadante y
se afadieron los anticuerpos primarios diluidos en 250 ul de buffer de
permeabilizacién 1x, se resuspendié el pellet y se incubaron durante 1 h en
agitacién a TA, protegidos de la luz.

Después, se realizé un lavado, afiadiendo 2 ml de buffer de permeabilizacion 1x
y centrifugando a 2000 rpm durante 5 min. a 20°C, se decanto el sobrenadante
y se afadieron los anticuerpos secundarios diluidos en 250 pl de buffer de
permeabilizacién 1x, se resuspendié el pellet y se incubaron durante 30 min. en
agitacion a TA y protegidos de la luz.

Finalmente, se realizé un lavado con 4 ml de Triton 0.1%, se decanto el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido y almacenado en 350 ul de PBS a 4°C,
protegidos de la luz hasta su lectura en el citometro de flujo.
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a-NeuN IgG1- raton = PerCP- Vio700 a-1gG1- raton

(1:5000) (1:125) Neuronas
a- Prox1 IgG2b- raton Alexa Fluor 488 a-1gG2b Células granulares
(1:300) ratén (1:250) del giro dentado

a-H3K9me3 IgG- Alexa Fluor 647 a-IgG conejo  Marca epigenética
conejo (1:1000) (1:250) H3K9me3

Tabla 1. Combinacion de anticuerpos y entre paréntesis la dilucion utilizada.

5.8 Adquisicion de datos por citometria de flujo

Las muestras se analizaron en el citometro Attune NXT Acoustic Focusing
(Laboratorio Internacional de Investigacion sobre el Genoma Humano,
UNAM). Los fluorocromos utilizados para la deteccién de proteinas diana emiten
luz después de ser excitados por un laser de longitud de onda compatible, cada
fluorocromo posee su propio espectro de excitacion y emision caracteristico. Los
datos de cada evento representan la intensidad de la sefial de la luz detectada
en cada canal para cada evento. Los canales y laseres utilizados para la
adquisiciéon de datos se describen en la tabla 2.

Se adquirieron datos de tinciones unicas (SS, del inglés Single Stain), usadas
como control de compensacion que permitieron aislar el espectro de cada color
para después calcular y eliminar el traslape de sefial emitidas por los distintos
fluorocromos. También se emplearon controles de fondo de fluorescencia (FMO,
del inglés Fluorescence Minus One) para cada animal, los cuales permitieron
definir el limite entre tincion positiva y negativa para cada fluorocromo.

En cada lectura se establecié un limite de adquisicion de hasta 100,000 eventos

en 250 ul de muestra y un umbral de tamarfio de valor 25.

PerCP-
) Azul 488 nm 704 nm
Vio700 BL3- far red
Alexa Fluor Azul 488 nm 521 nm BL1-green
488
AIex6a4§Iuor Rojo 638 nm 671 nm RL1- far red

Tabla 2. Canales v laseres utilizados para la lectura v adauisicion de datos.
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5.9 Andlisis de citometria

Los datos de citometria de flujo se analizaron con el software FlowJo™ v10.8
(BD Life Sciences). Los archivos con menos de 60,000 eventos fueron excluidos
del analisis (n=7). Se usaron graficos FSC-SSC para seleccionar la poblacion
principal de eventos (Fig. 5a). Después, la discriminacion de eventos dobles se
realizo graficando la altura FSC (FSC-H) contra el area FCS (FSC-A) (Fig. 5b).
Los eventos dobles se caracterizan por tener el valor de area al doble que un
evento Unico, mientras que la altura permanece similar.

En la primera seccion del analisis, a partir de la poblacién identificada como
eventos Unicos (Singlets), diferenciamos dos grupos con base en la expresion
de NeuN (proteina especifica de neuronas): los eventos con tincion NeuN+
corresponden a ndcleos neuronales, mientras que los ndcleos con tincion NeuN-
pertenecen a los demas tipos celulares del cerebro, aludiendo a la glia (Fig. 5c).
Después, seleccionamos la poblacion positiva a la marca epigenética
(H3K9me3+) en glia (Fig. 5d) y neuronas (Fig.5e), en el segmento H3K9me3+
de NeuN+ se aplic6é un valor de corte en 59,000 unidades arbitrarias (a.u.) para
dividir subpoblaciones con alta (High) y baja (Low) intensidad de fluorescencia
(Fig. 5f). Dicho valor de corte, que diferencia las subpoblaciones High y Low, fue
aplicado de manera idéntica a los datos de todos los sujetos, controles y
estimulados (NE).

En la segunda seccién del analisis, a partir de la poblacién NeuN+, diferenciamos
dos grupos con base en la expresion de Prox1 (marcador de neuronas del GD):
los nacleos Prox1+ corresponden a células granulares del GD, mientras que los
ndcleos con tincién negativa para Proxl (Prox1-) corresponden a todos los
demas tipos neuronales del hipocampo, principalmente localizados en la region
CA (Prox1-, Fig. 6d). Similar a la primera parte del analisis, identificamos la
poblacién H3K9me3+ y posteriormente la dividimos en subpoblaciones High y
Low, tanto en CA (Fig. 6e) como en GD (Fig. 6f).
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Figura 5. Secuencia del andlisis de los datos (gating strategy). a) Grafico de puntos con los parametros FCS
y SSC que muestra el total de eventos, a partir del cual se seleccion6 la poblacion enriquecida en nacleos
celulares. b) Discriminacion de eventos dobles graficando el area (FSC-A) y la altura (FSC-H) del parametro
FSC. c) Histograma representativo de la tincién de NeuN que permitié distinguir subpoblaciones de neuronas
(NeuN+) y no neuronas (NeuN-). En las poblaciones NeuN- (d) y NeuN+ (e) seleccionamos los nucleos con
tincion positiva a la marca epigenética (H3K9me3+). f) La poblacidn neuronal se dividié en subpoblaciones con
baja (Low) o alta (High) intensidad de fluorescencia.

A los datos de todos los sujetos fueron aplicados los mismos valores de corte

que dividian cada poblacion, en las cuales, el limite entre tincidon positiva y

negativa fue definida tomando en cuenta el FMO de cada fluorocromo. Ademas,

a cada grupo (machos y hembras) le fue asignado la matriz de compensacion

correspondiente, definida a partir de tinciones Unicas para cada fluorocromo, lo

que permitié eliminar el traslape de sefal entre los diferentes detectores. Una

vez concluido el analisis de citometria los datos fueron agrupados para proceder

al andlisis estadistico.
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Figura 6. Secuencia del andlisis de los datos. a) Gréafico de puntos con los parametros FCS y SSC que
muestra el total de eventos, a partir del cual se selecciond la poblacion enriquecida en nucleos celulares. b)
Discriminacidon de eventos dobles graficando el area (FSC-A) y la altura (FSC-H) del parametro FSC. c)
Histograma representativo de la tincién de NeuN que permitié distinguir subpoblaciones de neuronas (NeuN+)
y no neuronas (NeuN-). d) En nucleos identificados como NeuN+, la tincion de Prox1 permitié separar células
granulares del GD (Prox1+) y los demas tipos neuronales del hipocampo, aludiendo a CA (Prox1-). En la
poblacién de CA (e) y GD (f) se identificaron los nudcleos con tinciéon positiva a la marca epigenética
(H3K9me3+) y se dividieron en subpoblaciones con baja (Low) o alta (High) intensidad de fluorescencia.

5.10 Andlisis estadistico

Los datos de citometria se analizaron mediante el analisis de varianza de dos
vias (ANOVA DV), con la estimulacion y el sexo-fase del ciclo estral como
factores. Los valores de p < 0.05 se consideraron significativos; los valores de
p < 0.05 determinados por ANOVA fueron seguidos por la prueba post hoc de
Tukey, mientras que los datos de la distancia recorrida se analizaron con ANOVA
de una via. Los resultados se presentan como el promedio + el error estandar de
la media (SEM). Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el programa
GraphPad Prism 8.0.1.
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6. RESULTADOS

6.1 La marca epigenética H3K9me3 predomina en las neuronas y no en la

glia del hipocampo dorsal

Para identificar a la poblacion celular (neuronas o glia) con un mayor porcentaje
de eventos positivos para la tincién de la marca epigenética H3K9me3 (eventos
H3K9me3+), realizamos una inmunotincion para el marcador NeuN (proteina
especifica de neuronas), lo cual permitié distinguir subpoblaciones de células no
neuronales (NeuN-, Fig. 7a) y neuronales (NeuN+, Fig. 7b). Lo anterior a partir
de nudcleos celulares aislados del hipocampo dorsal de ratones jovenes (4-5
meses) machos y hembras, en estas ultimas tanto en diestro (hembras-di) como
en proestro (hembras-pro).

Primero comparamos el porcentaje de células NeuN+ y NeuN- con tincion
H3K9me3+ en condicibn basal, es decir, en animales que permanecieron
siempre en su habitat control (HC) y por lo tanto no recibieron ningun tipo de
estimulacién. En ambas poblaciones, NeuN+ y NeuN-, encontramos porcentajes
detectables de H3K9me3; sin embargo, cerca del 100% de las neuronas del
hipocampo dorsal muestran positividad a H3K9me3, mientras que la proporcion
de glia que expresa H3K9me3 es significativamente menor (%H3K9me3+:
95.6% + 0.7% neuronas vs 61.8% = 2.03% glia). Esta diferencia es
independiente del sexo y de la etapa del ciclo estral, siendo el tipo celular el factor
determinante en la acumulacion de H3K9me3 (ANOVA DV, p < 0.0001, Fig. 7c).
La prueba post hoc de Tukey confirmé que el porcentaje de eventos H3K9me3+
es significativamente mayor en ndcleos neuronales en comparacion con nucleos
NeuN-, tanto de ratones macho, como de hembras-pro y hembras-di (p< 0.0001).
Después, determinamos si la exposicion a un NE (15 min.) modifica los niveles
de la marca epigenética, evaluados 1h después de la estimulacion. La
comparacion entre los animales sometidos al NE y su respectivo control (HC) no
mostré diferencias significativas en la tincibn para H3K9me3 en neuronas
(p=0.69, ANOVA DV, Fig. 7d) ni tampoco en glia (p=0.83, ANOVA DV, Fig. 7e),
lo que sugiere que en las células del hipocampo dorsal los niveles de H3K9me3

no cambian de manera temprana (1h) en respuesta a estimulacién sensorial.
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Figura 7. Histogramas representativos de la tincion para H3K9me3 en nucleos de células NeuN- (@) y
NeuN+ (b) de hipocampo dorsal en ratones macho, hembra en proestro y hembra en diestro. En cada
gréafico se muestra el control FMO (linea negra), a partir del cual se definieron las poblaciones positivas.
c¢) Porcentaje de H3K9me3 en las poblaciones NeuN+ y NeuN- de ratones HC. d) Porcentaje de neuronas
positivas a la tincién H3K9me3 en animales HC y NE. e) Porcentaje de células no neuronales positivas a

la tincion H3K9me3 en los grupos HC y NE. Los valores de p < 0.05 determinados por ANOVA DV fueron
seguidos por la prueba post hoc de Tukey (**** p<0.0001).
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6.2 El nivel de H3K9me3 en neuronas depende del sexo y del ciclo estral

Durante el andlisis de los datos notamos que la curva de intensidad de la sefial
de H3K9me3 en neuronas de las hembras-di mostraba un sesgo hacia la
derecha con respecto a las curvas de machos y hembras-pro, lo que sugeria la
presencia de una poblacibn de neuronas con alta expresion de H3K9me3
principalmente en hembras-di (Fig. 8a). Esta idea se comprobé al comparar la
Intensidad Media de Fluorescencia (MFI, del inglés Mean Fluorescence Intensity)
para la marca H3K9me3 en los nucleos NeuN+: el analisis estadistico mostro
una diferencia significativa entre sexos (p=0.04, ANOVA DV), la MFI de neuronas
de las hembras-di es mayor en comparacion con hembras-pro (p=0.01, post hoc
de Tukey) y con machos (p=0.02, post hoc de Tukey, Fig. 8b), confirmando que
en las hembras-di existe una poblacion neuronal con alta expresién de
H3K9me3; lo cual no ocurre en la poblacion NeuN- (Fig. 8 c, d).

En conjunto, nuestros datos indican que la acumulacion de H3K9me3 en el
hipocampo dorsal predomina en las neuronas, tanto en hembras como en
machos. Sin embargo, principalmente las hembras-di poseen un grupo de
neuronas con alta expresiéon de dicha marca epigenética, sugiriendo que la
trimetilacién de H3K9 incrementa en respuesta a las condiciones caracteristicas
de la etapa diestro del ciclo estral.

Con base en los resultados descritos, definimos un valor de corte para dividir la
poblacién total de neuronas H3K9me3+ en funcién de la intensidad de la marca
H3K9me3, clasificando asi neuronas con niveles bajos (H3K9me3'°%) y altos
(H3K9me3H9") de la marca epigenética. Establecimos el valor de corte en 59,000
(a.u.), valor en el que el porcentaje de neuronas H3K9me3"9" es menor al 10%
en machos y en hembras-pro (HC).
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Figura 8. Histogramas representativos que muestran el sobrelape de poblaciones H3K9me3+ en (a)
NeuN+ (la flecha gris sefiala el sesgo hacia la derecha de la curva de la intensidad de la sefial
H3K9me3+ en hembras-di) y (b) NeuN-. Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) de la tincion
H3K9me3 en células NeuN+ (c) y NeuN- (d). La diferencia estadistica entre grupos se determind
mediante ANOVA DV y prueba de comparaciones miiltiple de Tukey (*p< 0.05), cada grupo con n= 4-
5 ratones de 4-5 meses de edad.

6.3 Las hembras en diestro poseen mas neuronas con H3K9me3"high

Con las poblaciones low y high definidas de manera idéntica en los tres grupos
(Fig. 9a), encontramos que el sexo tiene un efecto principal en la proporcion de
neuronas con H3K9me3Hidh (p=0.01, ANOVA DV), pues la acumulacion es
aproximadamente tres veces mayor en las hembras-di HC, en comparacion con
los machos (%H3K9me3+: 15% + 2.5% hembras-di vs 6.2% * 1.3% machos,
p=0.02 post hoc de Tukey) y con las hembras-pro (%H3K9me3+: 15% + 2.5%
hembras-di vs 5.8% + 1.2% hembras-pro, p=0.01, post hoc de Tukey) (Fig. 9b).
De manera interesante, la diferencia en el nimero de neuronas H3K9me3Hgh
(mayor en hembras-di respecto a machos y a hembras-pro) sélo se observa en

animales control (HC), y no en aquellos expuestos al NE (Fig. 9b). Lo anterior
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nos lleva a considerar que la estimulacion sensorial per se disminuye la cantidad

de neuronas que acumulan altos niveles de H3K9me3 durante el diestro.

Respecto a la subpoblacion de neuronas con H3K9me3'°%, no detectamos
diferencias entre sexos y sujetos HC y NE (p > 0.05, ANOVA DV, Fig. 9c).
Nuestros datos apoyan la hipotesis de que la actividad neuronal, el sexo y el ciclo

estral influyen en la acumulacion de H3K9me3 en neuronas del hipocampo

dorsal, sugiriendo que los niveles oscilantes de E2 y progesterona a lo largo del

ciclo estral intervienen en procesos de reorganizacion epigenética.
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6.4 El nivel de H3K9me3 en neuronas de GD es mayor en las hembras en

diestro.

A partir de la poblacion NeuN+, diferenciamos dos grupos con base en la
expresion de Prox1 (marcador de neuronas del GD, Lavado y Oliver, 2007): los
nacleos Prox1+ corresponden a células granulares del GD (Fig. 10a), mientras
gue los nucleos con tincidn negativa para Prox1 (Prox1-) corresponden a todos
los demas tipos neuronales del hipocampo, principalmente localizados en la
region CA (Prox1-, Fig. 10b).
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Figura 10. Histogramas de H3K9me3+ en células granulares de GD (a) y CA (b) de ratones
macho y hembras en proestro y diestro. Porcentaje de neuronas positivas a la tincion
H3K9me3 en GD (c) y CA (d) del grupo HC y NE. La diferencia estadistica entre grupos se
determiné mediante ANOVA de dos vias y prueba de comparaciones multiple de Tukey
(*p< 0.05).
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Alrededor del 100% de los nucleos de las células granulares del GD muestran
sefal de fluorescencia positiva a la tincion para H3K9me3; en el grupo de las
hembras-di HC hay un ligero pero significativo aumento de 0.7% en el porcentaje
de H3K9me3+ con respecto a las hembras-pro (%0H3K9me3+: 99.6% + 0.06
hembras-di vs 98.9% * 0.1 hembras-pro, p=0.03, ANOVA DV-Tukey, Fig. 10c).
En las células Prox1-, la mayoria los grupos poseen mas del 97% de H3K9me3+,
y no se observaron diferencias significativas entre machos y hembras HC y NE
(Fig. 10d).

De manera relevante, el sesgo hacia la derecha observado en la curva de
fluorescencia de H3K9me3 en NeuN+ de hembras-di, se mantiene en las
subpoblaciones Prox1+ (Fig. 11a) y Prox1- (Fig. 11b), siendo mayor el valor de
la MFI en las células del GD de hembras-di HC en comparacién con las hembras-
pro HC (MFI: 28,504 + 2031 a.u. hembras-di vs 20,880 + 844 a.u. hembras-pro,
p=0.02, post hoc de Tukey, Fig. 11c). En la subpoblacion Prox1-, nuevamente
se observa que las hembras-di HC tienen valores mas altos de MFI que las

hembras-pro y machos HC, sin embargo, el andlisis estadistico no revel6 efectos
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Figura 11. Histogramas representativos que muestran el sobrelape de poblaciones
H3K9me3+ en GD (a) y CA (b) entre los diferentes grupos estudiados. Intensidad Media
de Fluorescencia (MFI) de la tincion H3K9me3 en células Prox1+ (GD) (c) y Prox1- (CA)
(d). La diferencia estadistica entre grupos se determiné mediante ANOVA DV-Tukey
(*p< 0.05).
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significativos del factor sexo y tampoco de la estimulacién en NE (p=0.9 y p=0.08,
respectivamente, ANOVA DV, Fig. 11d).

6.5 Subpoblaciones de neuronas H3K9me3-°% y H3K9me3"9h en GD y CA

La poblacion H3K9me3+ en GD y CA también fue dividida en subpoblaciones de
células con H3K9me3" y H3K9me3Hi9", aplicando el mismo valor de corte que
en la poblacion NeuN+ (59,000 a.u.) (Fig. 12 a, b).

En el GD, el sexo continua siendo la variable con efecto principal en la
acumulacion de la marca epigenética (p=0.02, ANOVA DV); las hembras-di
tienen un menor porcentaje de neuronas H3K9me3'°" que las hembras-pro
(86.1% + 2.6 hembras-di vs 94.1% + 1.2 hembras-pro, p=0.01, post hoc de
Tukey, Fig. 12c) mientras que, de manera correspondiente, la abundancia de la
poblacion H3K9me3Hi9" es significativamente mayor en hembras-di respecto al
grupo de hembras-pro (%H3K9me3: 13.5% * 2.6 hembras-di vs 4.7% + 1.2
hembras-pro, p=0.01, post hoc de Tukey). Una vez mas, se observa que estas
diferencias no se presentan en los animales expuestos al NE, sugiriendo que la
estimulacion en el NE reduce el nimero de neuronas H3K9me3Hidh en las
hembras-di. La misma tendencia se observa en las neuronas de CA, es decir,
las hembras-di HC tienen un alto porcentaje de H3K9me3"9" y esto no se
observa en las hembras-di que se sometieron al NE (Fig.12f).

En general, los datos muestran que las diferencias entre sexos se observan
principalmente en animales en estado basal (HC), tanto en neuronas del GD
como de CA, en donde se distingue un mayor porcentaje de células H3K9me3High
en hembras-di (%H3K9me3M9" GD:13.5% + 2.6 hembras-di vs 4.7% * 1.2
hembras pro y 6.2% + 0.9 machos) (%H3K9me3M9" CA:17.1% + 2.9 hembras-di
Vs 6.9% + 1.2 hembras pro y 5.4% * 1.6 machos) (Fig. 12 d y f).

También, en GD (HC) y CA (NE) se observa una pequefia pero significativa
disminucién en el nimero de neuronas con H3K9me3-°" de las hembras-di
(%H3K9me3: 76.5% * 5.4, hembras-di vs 90.7% % 0.8, machos, p=0.04, Tukey,
Fig. 12 e).

A lo largo del estudio, las hembras-pro mostraron patrones similares a los
machos, las principales diferencias son entre los dos grupos de hembras, lo que

indica que la diferencia en los niveles hormonales que caracterizan cada etapa
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del ciclo estral repercute en la acumulacion de H3K9me3 en el hipocampo dorsal,
algo nunca antes reportado.
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Figura 12. Histogramas representativos de la tincion H3K9me3 y subpoblaciones Low y High en células
granulares de GD (a) y CA (b) de ratones macho y hembras en proestro y diestro. Porcentaje de células
H3K9me3'o% (c) y H3K9me3Hiah (d) en GD. Porcentaje de células H3K9me3'°W (e) y H3K9me3Hiah (f) en CA.

La diferencia estadistica entre grupos se determind mediante ANOVA de dos vias y prueba de
comparaciones multiple de Tukey (*p< 0.05).
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6.6 Distancia recorrida durante la exploracion en el NE

Finalmente, para validar que todos los sujetos expuestos al NE se desplazaron
dentro de la arena, reunimos los registros de videograbacion (Fig. 12 a) y
comparamos los datos de la distancia recorrida durante 5 minutos (Fig.13 b).

En promedio, las distancias de recorrido (cm) fueron similares; no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos de sujetos expuestos al NE (1622cm +
86 machos, 2041cm = 211 hembras-pro, 1836cm + 139 hembras-di, p=0.2,
ANOVA de una via).

2500

Distancia (cm)

M Hpro Hdi

Figura 13. a) Fotografia representativa del andlisis de la exploracion en el ambiente
novedoso. b) Distancia recorrida durante 5 min. en el ambiente novedoso, prueba
ANOVA de una via (n=4-6).

7. DISCUSION

Previamente, se ha demostrado que el nivel de H3K9me3 aumenta en el
hipocampo de ratones macho viejos, en comparacion con ratones macho
jovenes (Snigdha et al., 2016; Kushwaha et al., 2020). Aqui, mostramos que la
acumulacion de H3K9me3 es heterogénea al comparar los diferentes tipos
celulares y regiones del hipocampo dorsal. Ademas, los datos sugieren que la
fluctuacion natural de las hormonas durante las fases del ciclo estral influye en
la acumulacion de la marca H3K9me3 en el cerebro femenino.

Las modificaciones epigenéticas regulan la transcripcion y juegan un papel
crucial en el cerebro, con implicaciones en las funciones neuronales. Sin
embargo, el estudio del panorama epigenético cerebral se complica por la

especializacion funcional de las diferentes regiones y tipos de células en el
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cerebro. Las células del sistema nervioso se agrupan primordialmente en
neuronas y glia; a diferencia de las neuronas, la glia no genera potenciales de
accion, pero funciona como soporte estructural, asimismo, mantiene y regula la
homeostasis (Noah et al., 2016). En este trabajo utilizamos una aproximacion de
frontera para analizar de manera diferencial la marca epigenética H3K9me3 en
subtipos de neuronas y en glia del hipocampo dorsal.

Nuestros resultados muestran que H3K9me3, una marca epigenética
involucrada en la formacion y mantenimiento de heterocromatina (caracterizada
por una baja o nula tasa de transcripcion), se expresa diferencialmente en células
neuronales y gliales; la acumulacion de H3K9me3 es predominante en las
neuronas, las cuales fungen como mediadoras de los procesos de aprendizaje y
memoria espacial. De manera consistente con nuestros hallazgos, esta
reportado (Lee et al., 2020) que, en la corteza temporal de pacientes con EA, la
marca H3K9me3 se expresa preferentemente en neuronas, en comparacion con
la glia. En conjunto, estos datos sugieren que en el hipocampo dorsal, la
actividad de las neuronas puede ser perturbada por la acumulacién de
H3K9me3. Dichas alteraciones podrian ser mediadas por cambios en los
patrones de expresion de IEGs necesarios en el proceso de memoria y
plasticidad sinaptica en el hipocampo. Por ejemplo, Arc, EGR1, Homerl y Narp,
en los cuales, se han reportado (Kushwaha et. Al.,, 2020) altos niveles de
H3K9me3 en la region promotora, lo que correlaciona con el deterioro de la
memoria en ratones viejos.

El cerebro femenino ha sido poco estudiado en el campo de la heuroepigenética,
una de las razones principales para excluir a las hembras de los estudios es que
son intrinsecamente mas variables que los machos (Kundakovic, 2017). A lo
largo de nuestra investigacién, comparamos un grupo de ratones macho y dos
de hembras, tomando en cuenta la etapa del ciclo estral, que tiene un perfil
hormonal similar al del ciclo menstrual humano. Nuestros resultados muestran
gue el grupo de hembras en diestro posee un conjunto de neuronas con alta MFI
para H3K9me3, que interpretamos como una mayor acumulaciéon de H3K9me3.
Después de un analisis de subpoblaciones, estas neuronas fueron denominadas
H3K9me3"9"; |as cuales mantuvieron una tendencia al alza en las hembras-di,
por encima del grupo de machos y hembras-pro. Notamos que dicho aumento

se mantiene en las células granulares del GD y también en aquellas que
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consideramos parte de CA. El E2 enddgeno y exdgeno aumenta la densidad de
espinas dendriticas en CAL, la neurogénesis, la plasticidad sinaptica y la
expresion génica, lo cual, se relaciona con la mejora de la memoria espacial
dependiente de hipocampo durante el proestro (Fester y Rune, 2015). Nuestros
resultados sugieren fuertemente que durante el diestro, cuando el nivel de E2
desciende, hay mayor probabilidad de acumular marca epigenética represiva;
sospechamos el aumento de los niveles de E2 durante el proestro podria
funcionar como agente neuroprotector. Anteriormente, se habia reportado que la
edad es el factor principal que contribuye a la acumulacién de H3K9me3 en el
hipocampo (Snigdha et al., 2016; Kushwaha et al., 2020), aqui mostramos que
la etapa del ciclo estral también es un elemento por considerar.

Los efectos del ciclo estral en la fisiologia del hipocampo dependen de la union
de las hormonas ovaricas a sus receptores, y se sabe que en el hipocampo se
expresa gran variedad de receptores a hormonas esteroideas, tal como los
receptores de estrégeno alfa (ERa) y beta (ERB) e isoformas del receptor de
progesterona (PRA y PRB). Al unirse al estrogeno o la progesterona, estos
receptores intracelulares actian como factores de transcripcion, regulando la
expresion de genes (Rocks y Kundakovic, 2022). Interesantemente, el ERa
forma un complejo con la enzima KDM1A para desmetilar a H3K9 en promotores
especificos (Luca y Mathieu, 2014), esta regulacién sugiere que el grupo de
hembras en proestro que analizamos, tiene una menos cantidad de células
hipocampales con alta expresion de H3K9me3. Se sabe que los represores y
cofactores reclutados por H3K9me3 para el silenciamiento de genes incluyen a
la HDAC (Histona deacetilasa) y HP1 (Heterochromatin Protein 1) (Lund y Van,
2004), y que la HDACL1 interactta con el ERa suprimiendo su actividad
transcripcional (Ropero y Esteller, 2007), sin embargo, aln no esta clara la
relacion entre H3K9me3 y las hormonas sexuales.

De acuerdo con los resultados obtenidos, es razonable considerar que las
marcas epigenéticas, su acumulacion y la organizacion de la cromatina sea
susceptible a la sefializacion producida por las hormonas esteroideas sexuales.
El grupo de Jaric y colaboradores (2019) reportaron una diferencia de 32.1% en
las regiones de cromatina abierta entre las hembras en diestro y proestro, y que
los genes regulados por la accesibilidad diferencial de la cromatina estan

involucrados en la regulacion de la transmision sinaptica, el potencial de
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membrana, organizacion de neuritas, etc. Lo que sugiere que las diferencias en
la organizacion de la cromatina dependiente de la etapa del ciclo estral tienen un
papel funcional importante en el cerebro, ya que las modificaciones epigenéticas
se vinculan con cambios en la cromatina y a su vez, cambios en la expresion
génica neuronal.

La estructura de la cromatina es dinamica y se ha propuesto que el epigenoma
puede ser influenciado por factores ambientales. Esta reportado (Snigdha et al.,
2016) que los niveles de H3K9me3 en ratones macho jovenes no cambian en
respuesta a la inhibicion farmacoldgica de la SUV39H1 (enzima catalizadora de
H3K9me3), mientras que, en ratones de edad avanzada, el ejercicio y la
inhibicion de SUV39H1 reducen significativamente el nivel de H3K9me3 en el
promotor de BDNF, proteina fundamental para la memoria y plasticidad cerebral
(lonescu et al., 2021). En nuestros grupos de ratones macho y hembras jovenes
en proestro, la proporcidén de células H3K9me3+ no cambiaron después de 15
min. de exploracién en un ambiente novedoso, sin embargo, el alto porcentaje
de células H3K9me3Hdh presente en las hembras diestro, disminuyd, sugiriendo
que la activaciéon neuronal en respuesta a la estimulacion en el NE modifica la
estabilidad de H3K9me3 durante el diestro Unicamente. Lo anterior nos lleva a
considerar que la estimulacion sensorial per se, contribuye a la disminucién de
la cantidad de neuronas que acumulan altos niveles de H3K9me3 durante el
diestro, ya que el NE no se suma los efectos de E2 durante el proestro.

A partir de nuestros resultados, sugerimos que la marca epigenética represiva
H3K9me3 es modulable en repuesta a la induccion de activacién neuronal y a
las hormonas ovaricas, sin embargo, aun queda por explorar directamente como
ejercen efecto en la remodelacion epigenética las diferentes hormonas, incluidos

los estrogenos, la progesterona y las gonadotropinas.

8.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En conclusién, descubrimos que en el hipocampo dorsal la acumulacién de
H3K9me3 predomina en las neuronas, y en mayor medida en hembras en
diestro. Estos resultados proveen evidencias que podrian contribuir a mejorar la

comprension de los mecanismos moleculares relacionados con déficits de
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memoria que son de alta prevalencia en mujeres durante la edad adulta, como
en la enfermedad de Alzheimer.

Es importante mencionar que si hubiéramos elegido estudiar solo el sexo como
variable, sin tener en cuenta la etapa del ciclo estral, probablemente no
habriamos encontrado diferencias significativas a lo largo de nuestros andlisis.
Nuestro enfoque nos permitié dilucidar que el sexo y particularmente la etapa del
ciclo estral influyen en la cantidad de neuronas del hipocampo dorsal que
acumulan H3K9me3. Los datos sugieren que esta marca epigenética a nivel del
hipocampo dorsal es particularmente sensible a las acciones activacionales de
las hormonas sexuales. Dado que las modificaciones epigenéticas se vinculan
con cambios en la expresion de genes involucrados en procesos moleculares
gue regulan la actividad neuronal, es necesario ampliar los estudios en el campo

de la neuroepigenética especifica del sexo.
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