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RESUMEN

La induccion de estrés agudo previo al entrenamiento de una tarea de aprendizaje
espacial deteriora la formacion de la memoria a largo plazo. Se han descrito algunos
de los mecanismos celulares y moleculares asociados a este efecto en cerebros de
roedores, pero se desconocen sSus mecanismos epigenéticos. Dado que el
entrenamiento en tareas espaciales y el estrés intenso tienen efectos opuestos en el
nivel de acetilacion de las histonas, es concebible que los efectos deletéreos del
estrés sobre la memoria estén mediados por la alteracion de su balance. Bajo estos
supuestos, se hipotetizd que la inhibicion farmacoldogica de las desacetilasas de
histonas evitaria los efectos deletéreos del estrés sobre la memoria. En el presente
estudio se evaluo la efectividad de la inhibicion de las desacetilasas de tipo | y Il con
Tricostatina-A para prevenir los efectos a largo plazo del estrés agudo por restriccion
de movimientos sobre la consolidacion de la memoria espacial, los niveles de
corticosterona en plasma y cambios en la acetilacion de histonas y la expresion del
receptor de glucocorticoides (GR/Nr3cl), la desacetilasa de histonas 2
(HDAC2/Hdac2) y subunidades del receptor NMDA (Grinl, Grin2a y Grin2b) en la
corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala de ratas Wistar macho adultas. Se
encontré que la inhibicion de las HDACs evit6 que el estrés agudo deteriorara la
consolidacién de la memoria espacial y potenciara el incremento en los niveles de
corticosterona después de la prueba de memoria a largo plazo; ademas, la inhibicion
de las HDACs evité que el estrés indujera cambios en los niveles de acetilacion de
histonas y en la expresién de GR y HDAC2 en la corteza, el hipocampo o la amigdala
de animales entrenados y no entrenados en la tarea espacial. Sin embargo, la
inhibicion de las HDACs no evitd que estrés agudo alterara la expresion de sub-
unidades del receptor NMDA, con excepcién de los cambios inducidos en Grin2b en la
corteza prefrontal de animales entrenados en la tarea espacial. Estos resultados
sustentan la hipétesis de que el deterioro en la consolidacion de la memoria espacial
causado por estrés agudo supone la alteracién del balance de acetilacion de histonas,
y sugieren que este mecanismo epigenético también tiene un papel en la regulacion
de la respuesta de estrés y la expresion de GR y HDAC2 en regiones del cerebro que
participan en la consolidacién de la memoria.
Palabras clave: Estrés agudo, memoria espacial, acetilacion de histonas,

corticosterona, GR, HDAC2, TSA, epigenética.



ABSTRACT

Acute stress induced before spatial training impairs memory consolidation. Although
some cellular and molecular underpinnings of such effect have been described, the
epigenetic mechanisms involved have not yet been studied. Since spatial training and
intense stress have opposite effects on histone acetylation balance, it is conceivable
that disruption of such balance may underlie acute stress-induced spatial memory
consolidation impairment, and that inhibiting histone deacetylases would prevent such
effect. Here it was tested the histone deacetylase inhibition with Trichostatin-A
effectivity to prevent delayed effects of acute stress on: a) spatial memory
consolidation, b) plasma corticosterone levels, c) histone acetylation, d) glucocorticoid
receptor (GR/Nr3cl), e) histone deacetylase 2 (HDAC2/Hdac2), and f) NMDA receptor
subunits (Grinl, Grin2a y Grin2b) expression on prefrontal cortex, hippocampus, and
amygdala of male adult Wistar rats. Notably, histone deacetylase inhibition (HDACI)
prevented stress-induced memory impairment and stress-induced increased plasma
corticosterone levels in trained animals; also, HDACi prevented stress effects on
histone acetylation, and GR/Nr3c1l and HDAC2/Hdac2 expression in prefrontal cortex,
hippocampus or amygdala of trained and non-trained animals. However, HDACI did
not prevent stress-induced effects on NMDAS’ subunits expression, except for Grin2b
in the prefrontal cortex of trained animals. The aforementioned results support the
hypothesis that acute stress-induced memory impairment is related to altered histone
acetylation balance, and suggests an epigenetic regulation of GR and HDAC2

expression in brain regions related to memory consolidation and stress response.

Keywords: Acute stress, spatial memory, histone acetylation, corticosterone, GR

receptor, HDAC2, TSA, epigenetics.
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1. INTRODUCCION



1.1. Memoria

La memoria se define como el proceso a través del cual los organismos adquieren
y almacenan informacién relevante acerca de si mismos y del medio que los rodea
(Olton, 1977). Este proceso se da en un curso temporal caracteristico, donde la
informacion almacenada puede persistir en el tiempo, ser recuperada o actualizada.
Dependiendo de su duracion o del tipo de informacion procesada, la memoria se ha
subdividido en varias categorias que incluyen las memorias de corto y de largo plazo,
y las memorias de tipo declarativo y procedimental (Squire, 2004). Ademas, se han
identificado varias fases que incluyen en el proceso de formacion de la memoria que
incluyen su adquisicién, consolidacion, recuperacion y actualizacion (Sweatt, 2010;
Chen et al., 2012). Los tipos de memoria y su procesamiento se describiran
brevemente a continuacion.

La memoria de corto plazo se define como aquella que permite mantener activa
informacion recientemente adquirida por un periodo de segundos a minutos, mientras
que la memoria de largo plazo se define como aquella que permite el
almacenamiento y organizacién de la informacién por periodos prolongados que van
desde horas hasta afios. Esta memoria de largo plazo se divide a su vez en memoria
declarativa y memoria no-declarativa o de procedimiento (Salamon, 2002).

La memoria declarativa se caracteriza por ser explicita, y se subdivide en
semantica y episodica. Mientras que la memoria semantica almacena las
representaciones y significados de palabras, conceptos y sus reglas de manipulacion,
la memoria episddica se encarga del almacenamiento de eventos relacionados con
experiencias particulares del individuo en contextos espacio-temporales especificos
(Squire, 2004). La presencia de memoria episddica en especies diferentes a la
humana ha sido debatida y en la ultima década mudltiples trabajos han demostrado
que los roedores poseen la capacidad de establecer una memoria integrada acerca de
los aspectos “qué”, “donde” y “cuando” de un evento (Kart-Teke et al., 2006; Crystal,
2016). Este tipo de memoria se ha evaluado en tareas que requieren de la integridad
funcional del hipocampo, tales como el aprendizaje espacial y el reconocimiento de
objetos en su version espacial (Eichenbaum and Fortin, 2005).

De forma opuesta a la memoria declarativa, la memoria de procedimiento o no-
declarativa se define como aquella que le permite al individuo acumular informacion

acerca de experiencias y acciones que no pueden fragmentarse en episodios ni ser

2



evocados explicitamente. Algunos fendémenos relacionados con este sistema de
memoria corresponden a la adquisicion de habitos y habilidades, el aprendizaje no-
asociativo y el condicionamiento clasico simple (Squire, 2004).

Por otro lado, el procesamiento de los diferentes tipos de informacion abarca
multiples fases que van desde su almacenamiento inicial hasta su persistencia a largo
termino. Estas fases incluyen la adquisicion, consolidacion, recuperacion y re-
consolidaciéon de la memoria.

La adquisicion de la memoria ocurre cuando el animal aprende relaciones entre
estimulos o adquiere las habilidades o destrezas necesarias para responder
adecuadamente a un contexto o situacion (Good, 2002). Una vez adquirida, la
informacion puede ser almacenada de manera prolongada en un proceso denominado
consolidacion (Alberini, Bambah-mukku and Chen, 2012). La consolidacion de la
memoria requiere de cambios moleculares en células de regiones especificas del
cerebro, asi como cambios en la comunicacion entre regiones cerebrales, por lo que
se distinguen dos formas de consolidacién. La consolidacion celular o singptica,
hace referencia a los cambios moleculares y celulares que ocurren de manera rapida
(horas) en células de las regiones inicialmente involucradas en el procesamiento de la
informacion, como el hipocampo y la amigdala (Kitamura et al., 2017). Mientras que la
consolidacién de sistemas hace referencia a la persistencia de la informacion por
periodos de tiempo prolongados y cuya evocacion no requiere de la integridad del
hipocampo, pero si de la corteza cerebral. La consolidacién de sistemas involucra
multiples oleadas de cambios moleculares y celulares en las neuronas de la corteza,
procesos que inician en el momento de la adquisicion inicial (Kitamura et al., 2017),
pero que ademas persisten de manera tardia con relacion al momento de adquisicion
de la informacion (dias — meses) (Walters and Zovkic, 2015). El proceso de
consolidacién de la memoria, como veremos en detalle mas adelante, puede ser
alterado por multiples intervenciones conductuales y farmacoldgicas que incluyen, por
ejemplo, la exposicion a eventos estresantes (Sandi and Pinelo-Nava, 2007; Schwabe
et al., 2012), la administracion de hormonas como la adrenalina o los glucocorticoides
(Roesler and Schroder, 2011; McReynolds et al.,, 2014), o la administracion de
agentes que afectan la regulacién de la expresién génica (Hawk, Florian and Abel,
2011; Gréaff and Tsai, 2013b).



En las condiciones adecuadas, la informacion almacenada puede ser evocada en
un proceso que se ha denominado recuperacion (Tonegawa et al.,, 2015). La
recuperacion de la informacion la hace susceptible a su modificacion, por lo que
requiere de un nuevo proceso de estabilizacion, el cual se ha denominado re-
consolidaciéon (Morris y cols., 2006). Este proceso, al igual que en la consolidacion,
es susceptible de ser alterado por multiples intervenciones comportamentales y
farmacoldgicas y se considera que comparte algunos de los mecanismos celulares y

moleculares que subyacen a la consolidacion inicial de la memoria.

1.1.1. Mecanismos moleculares en la formacion de la memoria

La adquisicién de informacién desencadena una cascada de eventos celulares y
moleculares, donde la regulacion de la transcripcion génica y la sintesis de proteinas
de novo son eventos criticos para la formacion memorias de largo plazo (Lattal,
Radulovic and Lukowiak, 2006). Los mecanismos bésicos asociados a la adquisicion y
consolidacién de la memoria procedimental han sido estudiados en tareas asociativas
y no-asociativas en modelos experimentales con vertebrados e invertebrados. En
estos modelos se observa que el entrenamiento induce cambios post-traduccionales
en proteinas quinasas, receptores de neurotransmisores y factores de transcripcion,
asi como alteraciones en la sintesis de acidos nucleicos y proteinas (Owen and
Brenner, 2012; Alberini and Kandel, 2015). Estos cambios moleculares también se
observan en células del hipocampo de roedores entrenados en tareas que modelan la
memoria episddica, como en el entrenamiento en tareas espaciales, o que muestra
gue muchos de los mecanismos que permiten la formacion de la memoria estan
evolutivamente conservados (Landry, Kandel and Rajasethupathy, 2013). El
entrenamiento en tareas espaciales, en laberintos tales como el acuatico de Morris o
el circular de Barnes, involucra la capacidad de los animales para procesar
informacion compleja sobre la relacién de estimulos, lo que les permite orientarse a
partir de su posicion relativa en un contexto (Good, 2002). Un esquema simplificado
de los eventos moleculares subyacentes a la adquisicion y consolidacién de memoria

explicita e implicita se presenta en la Figura 1.
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Figura 1. Mecanismos moleculares asociados a la adquisicion y consolidacion
de la memoria. La estimulacién de receptores glutamatérgicos permite la entrada de
calcio y la activacion de segundos mensajeros que inducen la activacién de quinasas
como PKA, PKC y aCaMKIIl. Estas quinasas fosforilan receptores tipo AMPA y NMDA,
promoviendo su actividad, proceso que sustenta la adquisicion inicial de la memoria.
En paralelo, estas quinasas activan las quinasas de la via MAPK induciendo su
translocacion al nucleo donde fosforilan factores de transcripcion (p.ej. CREB) y
acetiltransferasas de histonas (p.ej. CBP), promoviendo que la cromatina se relaje, el
reclutamiento de la maquinaria transcripcional basica y la sintesis de RNA. El RNA
mensajero es madurado y exportado del nucleo hacia el citoplasma o el reticulo
endoplasmico rugoso para su traduccidn en nuevas proteinas, como Arc, que
participan en la remodelaciébn de las espinas dendriticas, o en factores de
transcripcion, como c-Fos, que promueve una segunda oleada de sintesis de RNA. La
sintesis de RNAy proteinas de novo sustenta el incremento en la eficiencia sinaptica y
la consolidacién de la memoria. Figura modificada de Rodrigues et al., 2004.

En términos generales, la cascada de eventos moleculares inicia cuando se
estimulan neuronas aferentes y se liberan transmisores sinapticos como el glutamato.
Al ser liberado al espacio sinaptico, el glutamato se une a receptores post-sinapticos
ionotropicos (NMDA, AMPA o kainato), lo que promueve la apertura de canales
cationicos que permean, entre otros iones, calcio. Ademas, el glutamato puede unirse
a receptores metabotropicos acoplados a proteinas G (mGIluR1s) que, mediante

segundos mensajeros como el adenosin monofosfato ciclico (CAMP), activan la
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proteina quinasa A (PKA), o a través del inositol trifosfato (IP3) induce la liberacién de
calcio desde los reservorios provocando la activacion de la proteina quinasa C (PKC)
y calcio-calmodulina Il quinasa (aCaMKIl). Estas quinasas catalizan la union covalente
de grupos fosfato a otras proteinas, entre ellas, receptores de glutamato y otras
quinasas cascada abajo, regulando su actividad. La fosforilacion de receptores de
glutamato tipo AMPA y NMDA provoca que estos receptores permanezcan abiertos
por mas tiempo, fendbmeno que se ha asociado a la fase de adquisicion de la
memoria. En paralelo, la fosforilacion de quinasas de la via MAPK (por PKA, PKC y
aCaMKIl), promueve su translocaciéon al ndcleo donde fosforilan factores de
transcripcion como la proteina de union a CRE (CREB), o proteinas con actividad
acetiltransferasa, como la proteina de union a CREB (CBP) que regulan
epigenéticamente la transcripcion. La uniébn de CREB al elemento de respuesta al
cAMP (CRE) en los promotores de los genes, y su asociacion con CBP que acetila las
histonas relajando la cromatina y contribuyendo al reclutamiento de elementos de la
maquinaria transcripcional basica (TFII2A, TBP, TAFs, RNA-pol-ll), estimula la
transcripcion de DNA a RNA mensajero (MRNA) de genes asociados a la plasticidad
sinaptica. El mRNA es posteriormente madurado y exportado del nucleo para su
traduccién en el citoplasma (proteinas solubles) o en el reticulo endoplasmico rugoso
(proteinas de membrana). La traduccion rapida de genes de induccion temprana
(IEGs), como c-Fos o EGR1, que actuan como factores de transcripcion, promueve
una segunda oleada de expresion génica tardia, mientras que otros IEGs, como la
proteina asociada al citoesqueleto regulada por actividad (Arc) induce la
reorganizaciéon de las densidades post-sinapticas y la expansién de las espinas
dendriticas. Estos cambios en la expresion génica conducen a la modificacion del
namero, conformacion y ubicacién de los receptores de neurotransmisores en las
espinas dendriticas remodeladas. Estas alteraciones redundan en ultimo término en
cambios en la eficiencia sinaptica y la consolidacion de la memoria (Alberini & Kandel,
2015; Korte & Schmitz, 2016; Rosenberg et al., 2014).

En la dltima década se ha hecho énfasis en el estudio de los mecanismos
epigenéticos que regulan la expresion génica durante la consolidacion de la memoria
y se ha puesto particular interés en estudiar el papel de la acetilacién de las histonas,

aunque otros mecanismos epigenéticos han sido descritos.



1.1.2. Mecanismos epigenéticos en la consolidacion de la memoria

Como se describié en el apartado anterior, la formacion de memoria requiere la
activacion repetida de receptores glutamatérgicos ionotropicos y metabotropicos, lo
que, a su vez, inicia una cascada de sefializacion intracelular mediada por quinasas y
la activacion de factores de transcripcién provocando cambios en la expresion de
génica. En la dltima década se ha descrito que este proceso involucra mdultiples
mecanismos epigenéticos que regulan la transcripcion y la traduccion de RNA (Figura
2). Dentro de estos mecanismos se han descrito las modificaciones post-
traduccionales en las colas de las histonas, el intercambio de variantes de histonas, la
metilacion e hidroximetilacion del DNA, y el silenciamiento del RNA mensajero por
RNA no codificante (Sultan and Day, 2011).

La regulacion del proceso de transcripcion depende del estado de
empaguetamiento de la cromatina, que permite, 0 no, a la maquinaria transcripcional
acceder hasta el DNA. El tipo de histonas presentes en la cromatina, sus cambios
post-traduccionales y la metilacién del DNA regulan dinAmicamente este proceso. Las
enzimas que regulan las modificaciones post-traduccionales de las histonas
incluyen: a) las acetiltransferasas (HATs) y desacetilasas (HDACs) de histonas, que
regulan el balance entre acetilacion/desacetilacion en residuos de lisina; b) las
proteinas quinasas (PKs) y fosfatasas (PPs), que regulan la fosforilacion de residuos
de serina, treonina y tirosina; y, c) las metiltransferasas (HMTs) y demetilasas
(HDMTSs) de histonas, que modulan la metilacion, di-metilacién o tri-metilacion de sus
residuos de lisina o arginina. Por su parte, la metilacion del DNA es llevada a cabo
por las metiltransferasas de DNA (DNMTs) que metilan sitios ricos en citosina; las
cuales una vez metiladas puede ser oxidadas por enzimas de translocacion Ten-

eleven (TET) lo que provoca la hidroximetilacion del DNA.

Las enzimas que afectan el estado de acetilacion de las histonas actian de manera
conjunta bien con proteinas co-activadoras y factores de transcripcion, lo que
promueve la apertura de la cromatina (eucromatina) y el acceso de la maquinaria
transcripcional hasta el DNA e induce la transcripcion génica, o bien en conjunto con
factores co-represores, lo que promueve la condensacion de la cromatina

(heterocromatina) y reprime la expresiéon génica (Graff et al., 2011).
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Figura 2. Control epigenético de la transcripcion. A. El DNA se enrolla alrededor
de un octamero de histonas para conformar un nucleosoma. Los nucleosomas se
conectan mediante el plegamiento del DNA alrededor de las histonas de union H1 y se
organizan en estructuras de orden mayor (cromatina, cromosomas). Mdltiples
mecanismos epigenéticos regulan la transcripcién del DNA alterando la condensacion
de la cromatina, permitiendo o no el acceso de la maquinaria transcripcional basica
(RNA-Pol-Il, TBP, TFIIA) hasta el DNA. Estos mecanismos incluyen: cambios post-
traduccionales en las colas de las histonas (acetilacién, fosforilacion, metilacion),
metilaciébn e hidroximetilacion del DNA, cambio de histonas candnicas por sus
variantes (p.ej., H2A.Z variante de la histona H2A) y el silenciamiento del RNA
mensajero por RNA no codificante. B. Las modificaciones post-traduccionales en las
colas de las histonas son realizadas por enzimas que transfieren o remueven grupos
acetilo de residuos lisina (HATs/HDACS), que adicionan o remueven grupos metilo de
residuos lisina o arginina (HMTs/HDMs), y que adicionan o retiran grupos fosfato de
residuos serina, treonina o tirosina (PK/PP). Figura adaptada de Bohacek & Mansuy
(2015) y Koshibu et al. (2009).



En términos generales, la fosforilacion y acetilacion de histonas facilitan la
transcripcion génica, mientras que la metilacion de las histonas puede promover o
impedir la transcripcion dependiendo del niumero de grupos metilo adicionados a
residuos especificos en una histona en particular. Por su parte, la metilacion del DNA

conlleva a la represion génica, mientras que la hidroximetilacion la promueve.

Con relacién al papel de los mecanismos epigenéticos en la consolidacién de la
memoria, se ha descrito que el entrenamiento de distintos tipos de aprendizaje (miedo
condicionado, reconocimiento de objetos), induce modificaciones post-traduccionales
en las colas de las histonas en células del hipocampo, la amigdala o la corteza medial
prefrontal, y que tales cambios permanecen desde algunas horas hasta dias. Estas
modificaciones incluyen: fosforilacion de la histona H3 en la serina 10 (Chwang et al.,
2006), dimetilacion y trimetilacion de la histona H3 en residuos de lisina (Gupta et al.,
2010), y acetilacion de las histonas H2A, H2B, H3 o H4 en residuos de lisina
(Bousiges et al., 2010, 2013; Graff, Woldemichael, et al., 2012). Adicionalmente, se ha
encontrado que el entrenamiento en tareas de miedo condicionado induce la
metilacién transitoria del DNA en los promotores de genes que regulan negativamente
la plasticidad sinaptica como la proteina fosfatasa 1 (PP1) (Miller and Sweatt, 2007;
Miller et al., 2010). El papel de las enzimas que controlan el balance de fosforilacion,
acetilacion y metilacién de las histonas, y la metilacion del DNA en la consolidacién de
la memoria se ha demostrado experimentalmente mediante intervenciones
farmacoldgicas y el uso de animales manipulados genéticamente (Graff and Tsai,
2013a). En la Tabla 1 se resumen los resultados de multiples investigaciones
experimentales que muestran la participacion en la consolidacion de la memoria de
las enzimas que provocan cambios post-traduccionales en las colas de las histonas o
metilan el DNA.

Otros mecanismos epigenéticos que regulan la formacion de la memoria, pero
que han sido menos estudiados, incluyen el silenciamiento de RNA mensajero por
micro-RNAs y RNAs no codificantes largos (Landry, Kandel and Rajasethupathy, 2013;
Earls, Westmoreland and Zakharenko, 2014), y la remodelacion de la cromatina por
complejos dependientes de ATP que mueven, eyectan o reestructuran nucleosomas
(Yang et al., 2016).



Tabla 1. Enzimas asociadas a la regulacion epigenética de la memoria.

Clase Efector Efecto Referencias
Su delecion condicional, expresion de una isoforma - o004:
truncada, haploinsuficiencia o inhibicién farmacoldgica (K F::*tal., feld '
reduce la acetilacion de histonas en hipocampo, andMa’lyford 2004:

CBP corteza o amigdala. Estas intervenciones deterioran la Olveiraetal ,2006’
potenciacion a largo plazo y la consolidacion de 2007 B I'etal '
memoria (espacial, miedo condicionado, 20]1)' N
reconocimiento de objetos y habilidades motoras).

HATs 7 = = :

Su delecion condicional o la expresion de una variante
truncada reduce la acetilacion de la histona H3 en CA1 (Oliveira et al
p300 y corteza, e impide la consolidacién de la memoria de 2007, 2011) "
miedo condicionado al contexto y reconocimiento de '
objetos.
PCAE Su delecion deteriora la consolidacién de la memoria (Maurice et al.,
espacial y de reconocimiento de objetos. 2008)
Su sobre-expresién en neuronas hipocampales
promueve la desacetilacion de histonas en regiones (Guan et al
promotoras de genes asociados a la plasticidad 5009: Graff”Rei
sinaptica e impide la formacién de la memoria ' ! !
HDAC2 . i . . et al., 2012;
espacial. Su delecién mejora la potenciacion a largo
) . SN X Wagner et al.,
plazo y la memoria espacial. Su inhibicién selectiva 2015)
promueve la acetilacién de las histonas H3 y H4 y
rescata déficits de memoria en modelos de Alzheimer.
HDACs — — ——— —
Su delecion condicional o inhibicion farmacoldgica
selectiva en la regién CA1 del hipocampo dorsal (McQuown et
HDAC3 promueve la acetilacion de la histona H4, la expresion al., 2011)
de c-Fos y la consolidacién de la memoria de v
reconocimiento de objetos.
Su delecién en el prosencéfalo deteriora la (Kim et al
HDAC4 consolidacion de la memoria espacial y el aprendizaje 2012) o
asociativo.
Su inhibicién en neuronas de la corteza entorrinal
G9a L . . Gupta-Agarwal
promueve la acetilacion de la histona H3 y mejora la
GLP s . - et al. (2012)
HMTs consolidacién de miedo condicionado al contexto.
Su delecion en neuronas del prosencéfalo disminuye (Kerimoglu et
MLL2 la di y tri-metilacién en la histona H3 en la fascia al 20139)
dentada y deteriora la memoria espacial. "
Su activacion incrementa la fosfoacetilacion de la
ERK . A X (Chwang et al.,
histona H3 y favorece la consolidacion del miedo
MAPK L NI ) 2006)
condicionado. Su inhibicién revierte estos efectos.

PKs ————— —— =
Su deleciéon disminuye la fosfoacetilacion de la histona (Chwang et al

MSK1 H3 en el hipocampo y deteriora la memoria espacial y 2007) 9 "
de miedo condicionado.
Su inhibicién genética inducible en los ndcleos de (Genoux et al.,
neuronas del prosencéfalo promueve la fosforilacion, 2002; Koshibu

PPs PP1 metilacion y acetilacion de histonas, efecto asociado a | et al., 2009;
mejora en la adquisicién y consolidacién de la Graff et al.,
memoria espacial y de reconocimiento de objetos. 2010)

onTs | DML | e oo | Gemgetal,

DNMT3a pacialy 2010)

condicionamiento de miedo al contexto.
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Recientemente se ha identificado que la induccion de la expresion génica pone en
marcha mecanismos compensatorios que reprimen activamente dicha expresion
poco después de su induccion (Cho et al., 2015; Yang et al., 2016; Yu and Kaang,
2016). Uno de los mecanismos que participan en este proceso es el intercambio de la
H2A por su variante H2AZ mediante el complejo desacetilasa-remodelador del
nucleosoma (NuRD) (Yang et al.,, 2016). De manera consistente, se ha encontrado
que, después de un rapido incremento en los niveles de acetilaciéon de histonas, los
niveles caen por debajo del estado basal, efecto asociado al incremento en la
expresion de proteinas de complejos co-represores como REST (Factor de transcripcion
silenciador RE1) o proteina con hélices emparejadas anfipaticas Sin3A que se asocian a
proteinas con actividad desacetilasa como HDAC2 y HDAC3 (Lopez-Atalaya et al.,
2013; Carter et al., 2015).

1.1.3. Memoriay acetilacion de histonas

Dado que la regulacién del balance de la acetilacion de histonas es el mecanismo
epigenético mas estudiado en relacién con la consolidacién de la memoria, se revisara
detalladamente en esta seccién. Como se mencion6 anteriormente, las enzimas que
regulan el balance de acetilacion de las lisinas en las colas de las histonas son las
HATs y las HDACs. Las HATs transfieren grupos acetilo, generando dominios
especificos de uniéon proteina-proteina (que son reconocidos por proteinas con
bromodominios), y reclutan proteinas que participan de la transcripcion génica. Por su
parte, las HDACs remueven grupos acetilo y reclutan proteinas que reprimen la
transcripcion génica. La regulacion del balance en la acetilacion de las histonas
ubicadas en las regiones promotoras de los genes permite la regulacion dindmica de

la transcripcion génica.

Mltiples residuos de lisina en las histonas H2A, H2B, H3 y H4 pueden ser
acetilados por HATs localizadas en el nucleo. Dentro de este tipo se diferencian,
segun su mecanismo catalizador, las familias: GNATs (N-acetil-transferasas
relacionadas con Gcnb), las de dominio tipo MYST (MOZ, Ybf2, Sas2, and Tip60), y
las caracterizadas por tener un dominio TAF250 como p300/CBP (Sterner and Berger,
2000). La mayoria de las HATs forman parte de complejos multiprotéicos, en los que

los miembros de la familia p300/CBP son los reguladores mas globales de la
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transcripcion y actian en asociacion con factores de transcripcion como CREB y p53
(Chen et al., 2004; Wapenaar and Dekker, 2016).

A su vez, existen varias familias de HDACs, que incluyen: las que dependen de
zinc para tener actividad catalitica, entre las que se agrupan las de clase | (HDAC 1,
2,3y 8), clase Il (HDAC 4, 5, 6, 7,9y 10) y clase IV (HDAC 11); y, las dependientes
de NAD+ que conforman la clase lll, conocidas también como sirtuinas (Palma and
Ruiz i Altaba, 2004). Las HDAC1 y HDAC?2 (clase I), localizadas en el nucleo, son las
mas estudiadas y estan presentes en numerosos complejos donde actian con co-
represores de la actividad transcripcional como NCoR, REST, SMRT, MEF2A, MeCP2,
Sin3A (Hudson et al., 2015; Millard et al., 2016).

La modificacion de la estructura de la cromatina a traves de la
acetilacion/desacetilacion de histonas ha sido ampliamente relacionada con los
procesos de plasticidad sinaptica y memoria, identificAndose un papel fundamental de
las HATs del complejo p300/CBP y la desacetilasa HDAC2 (Tabla 1). Se ha descrito que
distintas formas de entrenamiento inducen la acetilacion de histonas en distintas
regiones del cerebro, y que la administracion de farmacos inhibidores de las HDACs
(IHDACs) favorece la consolidacion de la memoria (Tabla 2). Por ejemplo, el
entrenamiento en tareas espaciales induce aumento en los niveles de acetilacion en
las histonas H2B, H3 y H4 en la fascia dentada y la region CAl del hipocampo
(Bousiges et al., 2013; Dagnas and Mons, 2013), mientras que la administracion de
inhibidores de las HDACs de tipo 1,1l y IV, como la Tricostatina A (TSA) o el butirato de
sodio (NaB), favorece la consolidacion de la memoria espacial (Dagnas et al., 2015;
Villain, Florian and Roullet, 2016). Es posible, que este efecto de mejora en la
consolidacién de la memoria espacial inducido por la inhibicién de las HDACs sea
mediado especificamente por el blogueo de HDAC2, pues esta enzima regula
negativamente la expresion de genes como Bdnf, Egrl, c-Fos, Camk2a, Creb, Cbp,
Sinapsina-2, Psd-95, Grin2a y Grin2b en el hipocampo y su sobre-expresion deteriora
la consolidacion de la memoria espacial (Guan et al., 2009). De manera semejante, se
ha identificado, que el entrenamiento en una tarea de reconocimiento de objetos
provoca incrementos en los niveles de acetilacion en la lisina 14 de la histona H3 en el
hipocampo de ratones, que inician decenas de minutos después del entrenamiento y

que persisten hasta por 24 horas; en contraste, el incremento de la acetilacion de la
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histona H3 en la corteza aparece 24 horas después del entrenamiento y persiste

hasta por 7 dias (Graff et al. 2012). Estos hallazgos sugieren la participacion de la

acetilacion de histonas en el proceso de consolidacion celular y de sistemas.

Tabla 2. Acetilacion de histonas, plasticidad sinaptica y consolidacion de la memoria.

Proceso Tarea Mecanismo Referencias
Aumento de la acetilacion de las histonas
S, (Guan et al.,
Facilitacion a H3 (K14) y H4 (K8) en neuronas .
. ; e 2002; Hart et al.,
largo plazo sensoriomotoras de Aplysia Californica. 2011)
Plasticidad La TSA aumenta la facilitacion.
sinaptica En el hipocampo de roedores, la TSA (Levenson et al.,
Potenciacion a | favorece la potenciacion en asociacion con | 2004; Miller,
largo plazo aumento de la acetilacion de la histona H3 | Campbell and
(K14). Sweatt, 2008)
En roedores, 1 hora después del
entrenamiento se observa aumento de la (Bousiges et al.,
acetilacion de las histonas H2B 2013; Dagnas
(K5/K12/K15/ K20), H3 (K14) y H4 (K12) en | and Mons, 2013;
Memoria el hipocampo. Sin embargo, se encuentra Dagnas et al.,
espacial hipoacetilacién de la histona H3 (K14) en la | 2015; Urefia,
fascia dentada y la corteza prelimbica 1y 2016; Villain,
24 horas después del entrenamiento. Florian and
La administracion de TSA, NaB o VPA Roullet, 2016)
mejora la memoria espacial.
El entrenamiento induce aumento de la
Memoria . acetilaciéon de la histona H3 en el
. Miedo ) (Levenson et al.,
dependiente oy hipocampo de roedores. i
condicionado L L . . 2004; Vecsey et
de la al contexto La administracion de TSA, NaB o &cido al., 2007)
integridad hidroxdmico suberoilanilida (SAHA) mejora "
del la memoria.
hipocampo El entrenamiento induce aumento de la
acetilacion de las histonas H3 (K14) y H4 (Fontan-Lozano
(K5) entre 1y 24 horas en el hipocampo y et al., 2008;
entre 1y 7 dias en la corteza medial Zhao, Fan and
prefrontal. En contraste, la mejora en la Frick, 2010;
Reconocimiento | memoria inducida por activacion de la Hawk, Florian
de objetos amigdala se asocia con hipoacetilacién de and Abel, 2011;
las histonas H3 (K14), H2B y H4 en la Graff,
corteza insular 1 hora después del Woldemichael,
entrenamiento. etal., 2012; Zhu
La administracion de TSA, NaB o MS275 et al., 2016)
mejora la memoria.
(Yeh, Lin and
Memoria . . Gean, 2004;
. i El entrenamiento induce aumento de la
independiente . - . X Bredy and
Miedo acetilacion de histona H3 en la amigdala .
dela . Barad, 2008;
integridad R basolatgrfal. . Fontan-Lozano
a estimulos La administraciéon de TSA, NaB o VPA .
del . ; et al., 2008;
) mejora la memoria.
hipocampo Monsey et al.,
2011)
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Con relacion a la regulacion de la expresion génica en el hipocampo, se ha descrito
en roedores que el entrenamiento en una tarea espacial en el laberinto acuatico de
Morris induce, durante por lo menos 24 horas, cambios en la expresién de genes que
codifican para factores de crecimiento (FGF18), quinasas (aCaMKIl), receptores de
neurotransmisores (GABAA, GABAg, AMPA, NMDA, Kainato), proteinas de
citoesqueleto (tubulina-B, neuraxina, MAP2) y proteinas de interaccion célula-célula
(catenina-d) (Cavallaro et al., 2002). Recientemente se identificé que el entrenamiento
espacial en este laberinto induce la fosfo-acetilacion de la histona H3 en promotores

de genes de induccién temprana (Fos y Egr-1) en el hipocampo (Carter et al., 2015).

De otra parte, se ha identificado que la formacién de memorias que no requieren de
la integridad del hipocampo, como el miedo condicionado a estimulos, también esta
sujeta a regulacién epigenética. Se ha encontrado que el entrenamiento en una tarea
de evitacion pasiva induce aumento en la acetilacion de la histona H3 en el ndcleo
basolateral de la amigdala y que la inhibicion farmacoldgica de las HDACs favorece
su consolidacion (Monsey et al. 2011a; Bredy and Barad 2008; Yeh et al. 2004,
Fontan-Lozano et al. 2008).
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1.2. Estrés

En 1936, Hans Selye introdujo por primera vez el término estrés definiéendolo como
la respuesta fisiol6gica del organismo ante diversos eventos que ponen en peligro su
integridad y que representa un esfuerzo generalizado para adaptarse a las nuevas
condiciones (Selye, 1998). La observacion de pacientes y los estudios experimentales
en animales realizados por Selye, indicaron que la exposicidn prolongada a una
amplia variedad de eventos (frio, cirugia, intoxicacion, infeccion, irradiacion X, entre
otros) genera una condicion patolégica caracterizada por hiperplasia adrenal,
involucion timo-linfatica y ulceracion gastrointestinal. El estrés es definido entonces
como una respuesta inespecifica que involucra multiples circuitos fisiolégicos que
permiten movilizar recursos energéticos con el fin de controlar las consecuencias de

eventos que perturban la homeostasis del organismo (Pacak and Palkovits, 2001).

1.2.1. Respuesta de estrés

Para responder de manera efectiva a los eventos estresantes, el organismo
desencadena una respuesta coordinada entre varios sistemas. Por ejemplo, al
percibir una amenaza externa se seleccionan estrategias comportamentales
apropiadas (sistema nervioso), destinando los recursos energéticos de manera
preferente a una respuesta de congelamiento, huida o lucha (sistemas cardiovascular,
respiratorio y muscular), al tiempo que se limitan temporalmente los recursos para
sistemas no esenciales (sistemas digestivo y reproductivo) para responder a la

amenaza externa (Shirazi et al., 2015).

La coordinacién de la respuesta de estrés involucra la activacion del sistema
simpatico-adrenomedular (SAM) y del eje hipotdlamo-pituitario-adrenal (HPA) en
interaccion con estructuras en el sistema nervioso central y 6rganos y tejidos en la
periferia. El sistema SAM incluye la rama simpéatica del sistema nervioso autbnomo
(SNA) y la médula adrenal. La divisiéon simpética del SNA se activa poco después
del inicio del evento estresante, liberando noradrenalina desde sus neuronas pos-
ganglionares, neurotransmisor que se une a receptores adrenérgicos localizados en
los 6rganos inervados por esta via. En paralelo, las neuronas pre-ganglionares de la
rama simpatica del SNA inervan directamente la médula adrenal, estructura que

libera adrenalina y noradrenalina en el torrente sanguineo, estimulando érganos y
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tejidos que no son inervados de forma directa por el sistema simpético. La activacion
del sistema SAM produce vasoconstriccion esplénica, dilatacion pupilar y dilatacion
bronquial, aumento rapido de la capacidad respiratoria, la glucemia, el flujo sanguineo
en el musculo esquelético y la frecuencia y fuerza de las contracciones cardiacas
(Tresguerres, Ariznavarreta Ruiz and Alfaro Gonzalez, 2010), cambios fisiol6gicos que
aumentan la disponibilidad de oxigeno y glucosa en 6rganos, muasculos y cerebro, y
permiten al organismo desplegar respuestas pertinentes para controlar los potenciales
efectos nocivos del evento estresante. Poco después de la activacion del sistema
SAM, se activa el eje HPA cuya funcion principal es prolongar la disponibilidad de
recursos metabdlicos (Kim and Diamond, 2002). La actividad del eje HPA inicia con la
activacion de las neuronas parvocelulares en el nucleo paraventricular del
hipotdlamo (NPV), las cuales secretan la hormona liberadora de corticotropina (CRH)
en el sistema porta de la eminencia media. La CRH alcanza sus receptores en células
corticotrépicas de la adenohipéfisis donde se activan cascadas de sefializacion
mediadas por cAMP que promueven la transcripcion de proopiomelanocortina
(PMOC) y su modificacion postraduccional en la hormona adrenocorticotropa (ACTH).
La ACTH es liberada entonces al torrente sanguineo y alcanza células
adrenocorticales en la zona fascicular de la corteza suprarrenal, donde se une sus
receptores. El receptor de ACTH esta acoplado a una proteina G y promueve, a través
de una cascada de segundos mensajeros que activan la PKA, la sintesis y liberacion
de glucocorticoides (cortisol/corticosterona) y en menor medida de mineralcorticoides.
Los glucocorticoides liberados al torrente sanguineo alcanzan sus receptores en
organos como el higado y el rifion, donde estimula la conversion de grasas y
proteinas en metabolitos intermedios que finalmente son transformados en glucosa
(glucogénesis), lo que proporciona a los tejidos la energia adicional requerida para
responder a las exigencias metabdlicas impuestas por la situacion de estrés (Smith
and Vale, 2006). Los glucocorticoides atraviesan la barrera hematoencefélica y activa
sus receptores (intracelulares o de membrana) en células de estructuras del sistema
nervioso central, modulando de forma diferencial, segun el contexto celular, vias de
sefalizacion intracelular, la expresion geénica, la remodelacién del citoesqueleto
(densidad de espinas dendriticas y de tipo de receptores en ellas) y la liberacion de
neurotransmisores, neuropéptidos y neurotréfinas en hipocampo, amigdala y corteza

prelimbica (Popoli et al., 2012; Shirazi et al., 2015). El devenir de la activacion del eje
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HPA es regulada por estas estructuras cerebrales (Figura 3), de manera tal que
mientras la activacion de los receptores de glucocorticoides en la amigdala favorece la
liberacion de glutamato en axones que proyectan sobre el NPV y potencia la
respuesta de estrés, la activacion de receptores de glucocorticoides en el hipocampo
y la corteza prelimbica promueve la liberacion de glutamato en axones que
proyectan sobre el nucleo del lecho de la estria terminal (NLET) que, a su vez, envia
proyecciones inhibidoras sobre neuronas del NPV (LeDoux, 1994; Franklin, Saab and
Mansuy, 2012) inhibiendo la actividad del eje HPA.

Hipocampo

Corteza
prelimbica

Amigdala NPV

Conexionesneurales €@ Excita @ Inhibe

Pituitaria
Corteza

orrente sanguineo
. GC 9

% GR
“ MR Amigdala

Figura 3. Activacion y regulacion del eje HPA en roedores. Neuronas del nucleo
paraventricular del hipotdlamo (NPV) secretan la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) al sistema porta hipofisario. En respuesta a la activacion de receptores de
CRH, la glandula pituitaria secreta la hormona adrenocorticotropa (ACTH). La
activacion de receptores de ACTH en la corteza de la glandula suprarrenal
desencadena la liberacion de glucocorticoides (GC) y mineralocorticoides (MC). La
union de GC a sus receptores (GR o MR) altera la liberacion de glutamato y la
expresion génica. El hipocampo, la amigdala y la corteza prelimbica poseen una alta
concentracion de receptores de glucocorticoides y regulan positiva 0 negativamente la
actividad del eje HPA (proyecciones hacia el NPV que relevan en el nucleo del lecho
de la estria terminal, NLET, arriba). Adaptado de Franklin and Mansuy 2010 y Shirazi
et al. 2015.
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Se han identificado dos tipos de receptores de hormonas sensibles a los
glucocorticoides que corresponden a receptores de mineralocorticoides y de
glucocorticoides. Los receptores de mineralocorticoides (MR) que como su nombre
lo indica, son altamente afines a mineralocorticoides como la aldosterona, también
tienen una alta afinidad por los glucocorticoides (cortisol y corticosterona). Este
receptor se expresa principalmente en neuronas del hipocampo y en menor medida
en amigdala y corteza prelimbica y permanecen en una alta proporcion ocupados en
condiciones basales, por lo que juegan un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis de circuitos limbicos. Por su parte, los receptores de glucocorticoides
(GR), presentan una afinidad por los glucocorticoides que es unas 10 veces menor
que la que tienen los MR, por lo que se activan de forma especifica solo cuando se
incrementa la concentracion de la hormona, tal como ocurre después de un evento
estresante. Los receptores GR se expresan casi de manera ubicua en neuronas y
células gliales en todo el cerebro, pero su expresion es mayor en células del NPV del
hipotdlamo y en el hipocampo; la activacién de los receptores GR se ha relacionado
con la regulacién de la respuesta de estrés y la reactividad del eje HPA, asi como con
los efectos del estrés sobre la memoria (Groeneweg et al., 2011).

Tanto los receptores MR como GR son factores de transcripcion activados por su
ligando, que en su forma no-ligada suelen estar en el citoplasma. En ausencia de
hormona, los GR se localizan en el citosol, formando complejos con diversas
proteinas, incluidas proteinas de choque térmico (p.ej. Hsp90). Una vez la hormona se
une al receptor GR, éste sufre un cambio conformacional, se libera de sus proteinas
chaperonas, y el complejo ligando-receptor se activa y transloca al nucleo. En el
nucleo, el receptor activado y dimerizado puede alterar el proceso de transcripcion de
manera directa al unirse a elementos de respuesta para glucocorticoides (GRE) en
el promotor de genes diana, generalmente promoviendo la transcripcion a RNA; sin
embargo, el receptor activado puede unirse secuencias negativas GRE (nGRE)
como monoémero, generalmente reprimiendo la transcripcion. Recientemente se
describid, que el efecto de activacidon o represion causado por los receptores GR
activados esta mediado por el complejo macromolecular formado alrededor de sitio de
iniciacién de la transcripcion en el promotor del gen, mas que solo por su unién a
secuencias GRE o nGRE (Kino, 2013; Oakley and Cidlowski, 2013). De manera
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indirecta, los GR activados pueden interactuar con otras proteinas y factores de
transcripcion limitando su accion, por lo que pueden transreprimir la expresién de
genes que no tienen en su promotor secuencias GRE o nGRE (de Kloet, Joéls and
Holsboer, 2005). Recientemente, se ha propuesto que los glucocorticoides pueden
tener efectos rapidos sobre la transmision sindptica al unirse a receptores de
membrana acoplados a proteinas G, sin embargo, la identidad de tales receptores y
sus mecanismos de accion estan poco caracterizados y son objeto actual de

investigacion (Russo et al., 2016).
1.2.2. Efectos del estrés sobre la memoria

Se ha descrito que el estrés afecta de manera distinta la formacion de memorias, y
la plasticidad sinaptica asociada, dependiendo de su intensidad (baja, moderada,
alta), frecuencia (agudo/crénico), momento de induccion del estrés con relacion al
entrenamiento (adquisicion, consolidacion o recuperacion), el tipo de memoria
evaluado (dependiente/independiente del hipocampo) y caracteristicas del individuo
tales como su edad, sexo y experiencias estresantes previas (Schneiderman, Ironson
and Siegel, 2005; Sandi and Pinelo-Nava, 2007; Chattarji et al., 2015; McEwen, Nasca
and Gray, 2016).

La exposicion intensa o repetida a eventos estresantes (Figura 4A), al igual que
la administracion crénica de glucocorticoides, deteriora la formacién de memorias
dependientes del hipocampo (McEwen, 2007), efecto asociado con cambios
morfolégicos y en el metabolismo celular en neuronas hipocadmpicas. En efecto, altas
concentraciones de glucocorticoides producen disminucién de la actividad neural,
atrofia dendritica, reduccién en la densidad de espinas dendriticas, supresion de la
LTP, disminucion de la expresion de factores troficos, disminucion de la tasa de
neurogénesis, e incremento de la apoptosis en neuronas del hipocampo (Kim and
Diamond, 2002). El estrés crénico promueve ademas la retraccion de la arborizacion
dendritica, reduccion de la densidad de espinas dendriticas y supresion de la LTP en
neuronas de la corteza prefrontal medial, alteraciones asociadas deterioro en la
memoria de trabajo y la rigidez cognitiva (McEwen, Nasca and Gray, 2016). En
contraste, el estrés cronico facilita la adquisicion y consolidacion de memorias
relativas a eventos emocionales de naturaleza aversiva, efecto asociado a un

aumento de la actividad neural, incremento en la longitud de las ramificaciones
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dendriticas, mayor densidad de espinas dendriticas, mejora de la LTP y la expresion

de factores troficos en neuronas de la amigdala basolateral (McEwen et al., 2015).
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Figura 4. Efectos comportamentales, celulares y moleculares del estrés. A. El
estrés cronico deteriora la memoria dependiente del hipocampo, la memoria de
trabajo y la flexibilidad conductual, pero facilita la formacion de memorias
emocionales. Estos efectos se relacionan con cambios en la actividad neural, la
morfologia celular, la plasticidad sinéaptica y la expresion génica. B. El estrés agudo
afecta transitoriamente la memoria dependiente del hipocampo, alterando la
morfologia dendritica y la plasticidad sinaptica en esta region, mientras que sus
efectos persisten en la morfologia celular y la plasticidad sinaptica en la amigdala.
Adaptado de Chattarji et al. 2015.
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Por su parte, el estrés agudo (Figura 4B) favorece la adquisicion y consolidacion
de memorias emocionales, mientras que sus efectos en memorias dependientes del
hipocampo son variados, y se relacionan con el momento de su induccién y las
concentraciones de glucocorticoides alcanzadas (Sandi and Pinelo-Nava, 2007). Se
ha descrito que incrementos moderados en los niveles de glucocorticoides facilitan la
consolidacién de la memoria espacial y la plasticidad sinaptica en el hipocampo,
mientras que niveles bajos o muy elevados producen el efecto contrario (Sandi, 2013).
Asi mismo, los efectos del estrés y los glucocorticoides cambian en funcién de si éste
se induce durante la fase de adquisicion, consolidacién o recuperacion de la memoria,
o de su relacion temporal con la induccion de plasticidad sinaptica a largo plazo
(Wiegert, Joéls and Krugers, 2006). En general, se ha reportado que la induccién de
estrés antes de la recuperacion de la memoria afecta su evocacion, mientras que
cuando la induccién ocurre inmediatamente antes o después del entrenamiento
favorece la adquisicion y consolidacion de la memoria dependiente del hipocampo.
Por el contrario, la induccién de estrés agudo con antelacién suficiente al

entrenamiento deteriora la formacion de memoria a largo plazo (Figura 5).

Se ha descrito que los efectos deletéreos del estrés agudo (inducido por ejemplo
con choques eléctricos o0 exposicion a un predador) sobre la consolidacién de la
memoria espacial (evaluada en el laberinto radial o el laberinto acuéatico de Morris) se
asocian con alteraciones en la morfologia celular (reduccién de espinas dendriticas),
cambios en la sefializacion celular (reduccion de la fosforilacion de CAMKIl y CREB) y
represion de la expresién génica (reduccién de la expresion de CAMKII, c-Fos, BDNF,
NCAM y Arc) en el hipocampo o la corteza prefrontal (Kim et al., 2001, 2005; Sandi et
al., 2005; Diamond et al., 2006; Park et al., 2008; Vanelzakker et al., 2011; Almaguer-
Melian et al., 2012; Zoladz et al., 2012; Sardari, Rezayof and Khodagholi, 2015).

En este mismo sentido, en el Laboratorio de Neurofisiologia Comportamental de la
Universidad Nacional de Colombia se ha identificado que el estrés por restriccion de
movimientos antes del entrenamiento espacial en el laberinto de Barnes afecta la
formacion de memoria espacial a largo plazo y que este efecto se relaciona con
reduccion de la actividad de la quinasa ERK1/2 y la fosfatasa PP2B en el hipocampo

hasta 4 horas después del entrenamiento (Ortiz-Montero, 2011).
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Figura 5. Efectos del estrés agudo sobre el aprendizaje y la memoria
dependientes del hipocampo. A. El estrés agudo promueve la excitabilidad de las
neuronas del hipocampo por aumento de la liberacion de norepinefrina (NE) y
glutamato (Glu), y por los efectos no-genémicos de la corticosterona (mediados, al
parecer, por receptores de membrana acoplados a proteinas G). Posteriormente, la
actividad hipocampica entra en una fase refractaria debida a la desensibilizacion de
receptores de glutamato tipo NMDA y a los efectos gendmicos de la corticosterona. B.
El estrés agudo inducido inmediatamente antes o después del entrenamiento facilita
los procesos la consolidacién de la memoria; por el contrario, su induccién con
anticipacion al entrenamiento deteriora la memoria a largo plazo. Adaptado de Cadle
and Zoladz 2015 y McEwen 2007.

1.2.3. Mecanismos epigenéticos asociados al estrés

Actualmente, se desconocen los mecanismos epigenéticos que subyacen a la

alteracion de la memoria espacial inducida por estrés agudo. Se han descrito, sin
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embargo, algunos de los mecanismos que participan en la regulacion de la expresion
génica como consecuencia del estrés cronico y agudo, y algunos de sus efectos sobre

el comportamiento.

Como se describié anteriormente, la respuesta de estrés involucra la liberacién de
glucocorticoides por la glandula suprarrenal. Los glucocorticoides, entonces, son
ligados por receptores nucleares ubicados en el citoplasma, los cuales al activarse
forman dimeros y se traslocan al ndcleo celular. Los receptores asi activados se unen
a secuencias GRE en el DNA promoviendo la transcripcion de determinados genes.
Ademas de este mecanismo de accion canonico, el complejo
glucocorticoide/receptor también puede interactuar con otras proteinas y complejos
proteicos en el nucleo para regular el estado de acetilacion, metilacion o fosforilacién
de histonas y el estado la metilacién del DNA (Ito, Barnes and Adcock, 2000; Weaver
et al., 2004; Gutiérrez-Mecinas et al., 2011; Rei et al., 2015). ElI complejo
glucocorticoide/receptor presenta dominios de unién para proteinas con actividad
HAT, como CBP, p300, SRC1, SRC3 y PCAF (Ogryzko et al., 1996), y, ademas,
puede inhibir de forma indirecta la acetilacion de las histonas al competir con factores
de transcripcion como CREB, SP1, ETS, NF-AT y STATs por los sitios de interaccion
con el complejo co-activador CBP/p300. Asimismo, el receptor de glucocorticoides
activado puede unirse a HDACs, como HDAC2, o a proteinas co-represoras de la
actividad transcripcional, como NcoR y SMRT, que reclutan el complejo co-represor
Sin3A con actividad HDAC (Sheppard et al., 1998; Glass and Rosenfeld, 2000; Ito,
Barnes and Adcock, 2000; Schaaf and Cidlowski, 2002; West, Griffith and Greenberg,
2002; Pelaia et al., 2003).

En afios recientes se han estudiado los mecanismos epigenéticos involucrados en
alteraciones de la respuesta de estrés y el comportamiento (Tabla 3), identificandose
un papel central de las enzimas que provocan modificaciones postraduccionales

en las histonas y en la expresion del receptor de glucocorticoide (GR).

Uno de los primeros estudios en explorar los mecanismos epigenéticos
relacionados con la respuesta de estrés comparo la reactividad del eje HPA en ratas
adultas que habian recibido una crianza negligente o cuidadosa durante la etapa de
lactancia (Weaver et al., 2004). Los descendientes de madres negligentes presentaron

una respuesta exacerbada del eje HPA, mayor despliegue de conductas defensivas y
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menor expresion del gen Nr3cl (que codifica para GRs) en el hipocampo (Weaver et
al., 2004; Weaver, Meaney and Szyf, 2006; Weaver, 2007). Estos investigadores
pudieron establecer que la reduccién en la expresibn de GRs ocurre como
consecuencia de la hipoacetilacién de la histona H3 en la lisina 9 y de la metilacion
del DNA en el promotor del exon 17 del gen Nr3cl (que codifica para GR); estas
modificaciones epigenéticas inducen el cierre de la cromatina e impiden la union del
factor de transcripcion EGR-1. De manera interesante, en animales adultos la
administracion intracerebroventricular o intrahipocampal de TSA (inhibidor de las
HDACSs) durante siete dias revirtié los cambios en la expresion génica inducida por el
trato negligente de las madres en su primera semana de vida (Weaver et al., 2004;
Weaver, Meaney and Szyf, 2006). De manera consistente con estos resultados, la
induccion de estrés prenatal afecta la reactividad del eje HPA en individuos adultos y
produce incremento de la metilacion del promotor 17 del gen Nr3cl en el hipocampo y
desmetilacion del DNA en el promotor del gen para CRH en la amigdala (Mueller and
Bale, 2008). De manera interesante, también se identific6 que, en ratas adultas de
una cepa particularmente vulnerable al estrés (Fisher 344), el estrés repetitivo induce
reducciéon de la expresion de GRs en el hipotdlamo (Uchida et al., 2008) que esta
asociada con aumento de la expresion del microRNA miR-18a, que silencia la
traduccién de transcritos de Nr3cl (Uchida et al., 2008; Vreugdenhil et al., 2009).

Es notable que en humanos el estrés durante la infancia tiene efectos similares. En
hombres suicidas con historia de maltrato infantil se observd hipermetilacion del
promotor del gen Nr3cl en células del hipocampo (McGowan et al., 2009). Esta
misma modificacion epigenética se encontrd en leucocitos de adultos que crecieron en
circunstancias adversas (Tyrka et al., 2012) y en células del cordon umbilical de recién
nacidos cuyas madres sufrieron depresion durante el dltimo trimestre del embarazo
(Oberlander et al., 2008).

En contraste con los anteriores hallazgos, en ratones de una cepa vulnerable al
estrés (Swiss Webster), el estrés repetitivo induce el aumento de la expresion y
fosforilacion de GRs en el hipocampo. Estos efectos se relacionaron con aumento de
la expresion de HDAC2 en neuronas de CA1 y la reduccion de la expresion de BDNF,
CREB, Sinapsina-ll, Homerl y las subunidades NR2A y NR2B del receptor NMDA,

ademéas de un deterioro en la consolidacion de la memoria de reconocimiento de
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objetos (Rei et al.,, 2015). Es interesante que la regién promotora del gen Hdac?2
presenta una secuencia GRE (Graff, Rei, et al., 2012; Wang et al., 2017); ademas, la
sobreexpresion de HDAC?2 induce su enriquecimiento en los promotores de BDNF,
CREB, Sinapsina-1l, Homer, NR2A y NR2B (entre otros), lo cual se ha asociado al
deterioro de la plasticidad sinaptica en el hipocampo y de la consolidacion de la
memoria espacial (Guan et al., 2009). El estrés repetitivo induce ademés otras
modificaciones epigenéticas como: cambios del estado de metilacion en diferentes
lisinas de la H3 de células del hipocampo (Hunter et al., 2009); reduccién de la
acetilacion de la histona H4 y de la H3 en el hipocampo (Ferland and Schrader, 2011);
aumento de la acetilacion de la histona H3 en la corteza medial prefrontal (Hinwood et
al., 2011), la amigdala (Covington et al., 2012), y el hipocampo (Hollis et al., 2010;
Covington et al.,, 2012). De forma llamativa, la hiperacetilacion observada en el
hipocampo ocurre de manera rapida pero transitoria y es seguida por hipoacetilacién
persistente (Hollis et al., 2010; Covington et al., 2012).

Por su parte, el estrés agudo también provoca cambios en la regulacion de la
expresion génica a través de mecanismos epigenéticos. En roedores, el estrés agudo
inducido por restriccion de movimientos produce hipoacetilacion de la histona H3, la
metilacion del DNA en el promotor del gen Bdnf y reduccion de la expresion de mRNA
para los exones |, IV y VI del BDNF en el hipocampo (Fuchikami et al., 2009, 2010;
Urefia, 2016). Sin embargo, el estrés agudo breve ha sido asociado a modificaciones
epigenéticas que favorecen la transcripcion y que permiten la consolidacion de la
memoria del evento estresante en si mismo. La induccién de estrés por nado forzado
(15 min) induce la liberacion de glutamato, la activaciéon de receptores NMDA vy la
fosforilacion del receptor de glucocorticoides; estos eventos promueven, cascada
abajo, la fosforilacion de proteinas que acetilan (P300) o fosforilan histonas (MSK1) en
neuronas de la fascia dentada, lo que aumenta la expresion de factores de
transcripcion como c-Fos 0 Egr-1 y permite, putativamente, la consolidacion de la
memoria del evento estresante (Bilang-Bleuel et al., 2005; Chandramohan, Droste and
Reul, 2007; Reul et al., 2009).
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Tabla 3. Mecanismos e

igenéticos del estrés en el cerebro.

Mecanismo epigenético

respuesta de inmovilidad en nado forzado. [Roedores]

Estrés Regién . . Referencias
Efectos comportamentales asociados [Especie]
Metilacién del DNA en el promotor 17 del gen Nr3cl.
Hipocampo y expresion reducida de GRs. Repuesta de estrés (Mueller and
exacerbada, conductas del espectro depresivo. Bale 2008)
Prenatal [Raldh]
Reduccion en la metilacion del DNA en el promotor
Amigdala del gen Crf e incremento en la expresion de CRF. (Mueller and
Hiperreactividad del eje HPA, conductas del espectro | Bale 2008)
depresivo. [Ratén]
Hipoacetilacién de la histona H3 (K9) y metilacién del metal.,
. ; Weaver,
DNA en el promotor del exén 17 del gen Nr3cl. M and
. Respuesta exacerbada del eje HPA e incremento de cancy :
Postnatal | Hipocampo . Szyf, 2006;
conductas defensivas en la edad adulta. [Rata] '
Metilacion del DNA en el promotor del gen Nr3cl en ERlEREL
- L . : McGowanetal.,
suicidas con historia maltrato infantil. [Humano] 2009)
Hipoacetilacion de la histona H4 (K12) y reduccion
de la fosfoacetilacién de H3 (S10K9) en fascia (Hunter et al.,
dentada y CA3. [Rata] 2009; Ferland
Aumento de la trimetilacion en lisina 4 y reduccion de | and
Hipocampo | la trimetilacion en lisina 9 de la histona H3 en fascia | Schrader,
dentada. [Rata] 2011;
Cronico Aumento de la acetilacion de la histona H3, seguido | Covington et
por hipoacetilacion persistente de la misma (hasta al., 2012)
por 20 dias). [Rat6n]
ﬁzgﬁrznabica Aumento de la acetilacion de la histona H3. [Rata] ;I:!n%cii()j et
Amigdala Aumento hasta por 24 horas de la acetilacion de la (Covington et
histona H3. [Ratdn] al., 2012)
Aumento de la expresion y activacion de GRs
asociada al incremento en la expresion de HDAC2 y
la reducciéon de BDNF, CREB, Sinapsina-Il, Homer, (Hunter et al.,
NR2A y NR2B. Deterioro de la consolidacion de 2009; Hollis
Hi memoria de reconocimiento de objetos. [Ratén, cepa | et al., 2010;
ipocampo . ;
Sub- Swiss ngster] o . Rei et al.,
crénico Reduccion de la trimetilacién en lisinas 4 y 27 y 2015)
aumento de la trimetilacion en lisina 9 de la histona
H3 en células de la fascia dentada. [Ratén]
Aumento de la acetilacion de H3 hasta por 24h. [Rata]
Silenciamiento de la transcripcién del gen Nr3cl por (Uchida et al
Hipotadlamo | los microRNAs miR-18a y miR-124a. Conductas del 2008) o
espectro depresivo. [Ratas, cepa Fischer 344]
Hipoacetilacién de histona H3 y metilacion del DNA
en el promotor del gen Bdnf. Deterioro de la memoria | (Blang-Bleuel et
de miedo condicionado al contexto. [Roedores] al., 2005;
Aumento de la trimetilacion en lisina 9 y reduccion de | Chandramohan,
la monometilacién en lisina 1 y de la trimetilacién en Droste and Reul,
Agudo Hipocampo | lisina 27 de la histona H3 en células de la fascia 2007; Fuchikami
dentada y CAl. [Roedores] etal,, 2009, 2010;
Aumento de la fosfoacetilacién de la histona H3 y la Hunter etal,,
expresién de factores de transcripcion (c-Fos y EGR- | 2009; Reuletal,
1) en neuronas de la fascia dentada. Incremento de 2009)
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El hecho de que los cambios epigenéticos inducidos por el estrés sean reversibles
implica que el uso de farmacos, como inhibidores de las desacetilasas de histonas,
pueden ser agentes terapéuticos en el tratamiento de alteraciones del comportamiento
y en enfermedades cuyo desencadenamiento o empeoramiento ocurre como
consecuencia del estrés (ansiedad, depresion, enfermedades neurodegenerativas,

trastornos del aparato digestivo, entre otras).

Actualmente, se desconocen los mecanismos epigenéticos asociados a los efectos
deletéreos del estrés agudo sobre la consolidacion de la memoria dependiente del

hipocampo y el potencial de los inhibidores de las HDACs para revertir tales efectos.
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1.3. Inhibidores de las Desacetilasas de Histonas

Como se describio antes, uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados es
el control del estado de acetilacion de las histonas por el balance de actividad de
enzimas que transfieren grupos acetilo a sus colas (HATS) y enzimas que los
remueven (HDACS). La actividad de las HATs (acetilacion) favorece la apertura de la
cromatina, el reclutamiento de proteinas “lectoras” (con bromodominios que
reconocen los residuos de lisina acetilados) y el acceso de la maquinaria
transcripcional al DNA; por el contrario, la actividad de las HDACs (desacetilacion)
revierte estos procesos (Volmar and Wahlestedt, 2015). La actividad catalitica de las
HDACs puede ser inhibida por una amplia variedad de moléculas pequefias (acidos
alifaticos, benzamidas, péptidos ciclicos e hidroxamatos); tales inhibidores tienen
diferente selectividad con respecto a los distintos tipos de HDACs. Se ha propuesto
que sin importar cual es su mecanismo de accion, el efecto de los IHDAC conduce a
un proceso denominado “facilitacion epigenética”; es decir, que estas moléculas tienen
efectos permisivos (mas no inductivos) del efecto activador de la expresion génica
desencadenado por eventos tales como la exposicion a la novedad o el entrenamiento

en tareas de aprendizaje.

1.3.1. Facilitacién epigenética

El concepto de facilitacion epigenética surgio en el contexto de la investigacion en
terapéutica del cancer, donde los iHDAC se utilizan para aumentar la sensibilidad de
células cancerigenas frente a otros tratamientos (Park, Thomas and Munster, 2015).
En estos estudios, aunque los iIHDAC administrados aisladamente tienen poco o
ningun efecto curativo, potencian la efectividad de otros tratamientos cuando se
administran de forma simultanea. Se propuso, entonces, que los iHDAC favorecen la
de expresién programas génicos inducidos por otros eventos, pero necesitan que
tales programas estén activos para tener influencia sobre el fenotipo (Graff and Tsali,
2013a).

El concepto de facilitacién epigenética es aplicable a la accion de los iIHDAC sobre
la consolidacion de la memoria (Graff and Tsai, 2013b; Penney and Tsai, 2014). En
efecto, la administracion de iHDAC, en ausencia de otro tratamiento, tiene escasos
efectos en la transcripcion génica en regiones como el hipocampo (Lopez-Atalaya et

al., 2013). Sin embargo, la administracion de iIHDAC, en estrecha relaciéon temporal
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con el entrenamiento en distintas tareas de aprendizaje, favorece la expresion génica
y la consolidacion de la memoria (Levenson et al., 2004; Vecsey et al., 2007; Miller,
Campbell and Sweatt, 2008; Dagnas et al., 2015; Villain, Florian and Roullet, 2016;
Zhu et al.,, 2016). La inhibicion de las HDACs acentla los incrementos en la
acetilacion de histonas inducidos por el entrenamiento prevenir la desacetilacion de
las mismas; esto explica también el hecho de que el efecto facilitador de estos
farmacos ocurre tanto si son administrados antes como después del entrenamiento
(Gréaff and Tsai, 2013a) (Figura 6).
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Figura 5. Modelo tedrico de facilitacion epigenética por iHDAC. La inhibicion de
las desacetilasas de histonas tiene efectos minimos en regiones donde la cromatina
esta cerrada y no se ha reclutado la maquinaria transcripcional. La actividad neural
activa vias de sefalizacion y promueve la acetilacion de histonas (y otras
modificaciones epigenéticas) en regiones discretas del DNA donde se recluta la
magquinaria transcripcional. Los inhibidores de las HDAC impiden la desacetilacion de
las histonas, favoreciendo por tanto la hiperacetilacion de las mismas y por tanto la
expresion de geénica. IHDAC: inhibidores de las HDACs; Ac: Acetilacion. Adaptado de
(Gréaff and Tsai, 2013a).

1.3.2. Tipos de inhibidores de las HDACs y usos terapéuticos

Como se menciono antes, las moléculas pequefias que inhiben la actividad de las
HDACSs se agrupan segun su estructura molecular (tabla 4) en cuatro clases: acidos
hidroxamicos, acidos alifaticos, benzamidas, y péptidos ciclicos (Dokmanovic, Clarke
and Marks, 2007; Ververis and Karagiannis, 2012; Graff and Tsai, 2013b). Estos
compuestos varian en su mecanismo de accion, selectividad por diferentes tipos de

desacetilasas de histonas y concentraciones a las que son efectivas.
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Los &cidos hidroxdmicos son compuestos que tienen un grupo hidroxilamino
insertado en un acido carboxilico. Son miembros de este grupo: Tricostatina A (TSA),
acido hidroxdmico suberoilanilida (SAHA, Vorinostat o Zolinza), piroxamida,
escriptaida, oxamflatina, NVP-LAQ824 y NVP-LBH589, los dos ultimos hacen parte de
las psammaplinas, derivados del &cido hidroxamico 4-aminometilcinnamico que son
sintetizados por la esponja marina Psammaplysilla purpurea (Graff and Tsai, 2013b).
Los farmacos de este grupo inhiben la actividad catalitica de las HDACs dependientes
de zinc (tipo I, Il o IV) y sus concentraciones efectivas estan en el rango nanomolar
(Ververis and Karagiannis, 2012). Los hidroxamatos han sido ampliamente evaluados
para el tratamiento de diversos tipos de cancer y en modelos animales de
neurodegeneracion (Kouraklis and Theocharis, 2006; Benedetti, Conte and Altucci,
2015; Ganai, Ramadoss and Mahadevan, 2016). TSA y SAHA han sido evaluados en
modelos animales de amnesia, trastornos de ansiedad (Miyagawa, Tsuji and Takeda,
2012; Tran et al., 2014), depresion (Weaver et al., 2004) vy trastornos
gastrointestinales inducidos por estrés (Tran et al., 2013, 2014). Dentro de los
hidroxamatos, la TSA es el iIHDAC mas potente, su efectividad es entre 3 a 30 veces
superior a la de otros inhibidores de la misma familia o inhibidores que ejercen su
efecto por un mecanismo distinto (Codd et al., 2009) y por ello, como se ve en la tabla
4, ha sido usado con frecuencia en investigacion basica con modelos animales en
distintos tipos de patologias y alteraciones del comportamiento. En la Figura 7 se

representa el mecanismo de accién de la TSA.

Los &cidos alifaticos o carboxilicos son los iIHDAC menos potentes y sus
concentraciones efectivas estdn en el rango milimolar. En este grupo estan el
fenilbutirato (FB), el butirato de sodio (NaB) y el &cido valproico (VPA). Estas
sustancias se prueban actualmente en ensayos clinicos como potenciales agentes
terapéuticos para enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson vy
Huntington), isquemia cerebral y atrofia muscular (Ganai, Ramadoss and Mahadevan,
2016). La molécula mas estudiada dentro de esta clase es el NaB. En modelos
animales el NaB mejora la plasticidad sinaptica a largo plazo (Pandey, Sharma and
Sharma, 2015) y la consolidacion de memorias, sin importar si son dependientes 0 no
del hipocampo (Levenson et al., 2004; Fischer et al., 2007; Lattal, Barrett and Wood,
2007; Itzhak, Liddie and Anderson, 2013; Castino, Cornish and Clemens, 2015;
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Pandey, Sharma and Sharma, 2015; Zhu et al., 2016). Recientemente, se demostro,
ademas, su efectividad para revertir el deterioro de la consolidacion de la memoria
provocado por envejecimiento (Peleg et al., 2010; Reolon et al., 2011) u otras
intervenciones (infeccion, anestesia, dieta alta en grasas) (Zhong et al., 2014,
Barichello et al., 2015; Sharma, Taliyan and Ramagiri, 2015; Steckert et al., 2015; Yoo
et al., 2015).

Figura 7. TSA y acetilacion de histonas. A) Representacion de la TSA inhibiendo
HDAC2. La TSA se une al &tomo de zinc que se encuentra proximo al sitio catalitico
de las HDAC?2 y desplaza una molécula de agua que es necesaria para la reaccion
catalitica. B) Ampliacion de la molécula de TSA en el dominio catalitico de HDAC?2; se
aprecia el grupo aroméatico de la molécula blogueando el bolsillo donde se encuentra
el dominio catalitico de HDAC2. C) La cromatina se encuentra condensada cuando las
HDACs remueven los grupos acetilo puestos por las HATs en las colas de las
histonas. D) La TSA inhibe las HDACs previniendo que retiren los grupos acetilo de
las colas de las histonas. Adaptado de Codd et al. 2009.
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Dentro de las benzamidas estan farmacos como MS-275, SNDX-275, RGFP136,
MGCDO0103, Crebinostat y Tubastatin. Estos compuestos tienen concentraciones
efectivas en el rango micromolar y tienen cierta selectividad hacia las HDACs de clase
I (HDAC1, 2, 3, o 6). MS-275 y RGFP136 son efectivos para reducir la
neuroinflamacion y mejorar la memoria de reconocimiento de ubicacion de objetos en
animales (Hawk, Florian and Abel, 2011; McQuown et al., 2011; Zhang and
Schluesener, 2013). Crebinostat mejora la memoria de miedo condicionado al
contexto e incrementan la expresion de Sinapsina-l y BDNF en neuronas de cultivos
primarios de hipocampo (Fass et al., 2013). En ratones transgénicos con taupatia
(trangénicos rTg4510), Tubastatin revierte los déficits de memoria (miedo
condicionado al contexto y espacial), la hiperactividad y la expresién de la proteina

Tau hiperfosforilada en hipocampo y neocorteza (Selenica et al., 2014).

Finalmente, Los péptidos ciclicos o tetrapéptidos son el grupo estructuralmente
mas complejo de los iIHDAC. Trapoxina, Clamidocina, toxina HC y Depsipéptido son
miembros de este grupo. Estos farmacos son relativamente selectivos para las
HDACSs de tipo | o lla y sus concentraciones efectivas se encuentran en el rango de
nanomolar. Dado que muchas formas de cancer se asocian con hipoacetilacién de
histonas y regulacién a la baja de la expresién génica (Peixoto and Lansiaux, 2006),
se ha probado con éxito el Depsipéptido (Romidepsin, Istodax, FK228) como agente
anticancerigeno en diversas neoplasias: linfomas de células T (lyer and Foss, 2015),
carcinoma pulmonar no-microcitico (Gerber et al., 2015) y neuroblastoma (Panicker et
al., 2010). Recientemente se ha probado el Depsipéptido como agente terapéutico en

un modelo de enfermedad de Alzheimer (EA) (Pagar, Sardar and Vavia, 2014).

Actualmente se encuentran en pruebas preclinicas mdultiples compuestos que
inhiben de manera selectiva desacetilasas de histonas como las HDAC1, 2, 3, 6, 8
(Falkenberg and Johnstone, 2014). Su efectividad para mejorar la memoria o prevenir
los efectos del estrés sobre el comportamiento alin no se ha determinado. En la tabla
4 se presentan los distintos tipos de iIHDAC que han mostrado efectividad para

mejorar la memoria o alteraciones en el comportamiento.
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Tabla 4. Efectos de los inhibidores de las HDACs sobre el comportamiento.

Clase Tipo Efectos Referencias
Mejoria de memoria espacial, de
reconocimiento / ubicacion de objetos, miedo
?ggéjg;gxsr?ado a estimulos o al contexto en (Weaver et al,, 2004;
Rescate del fenotipo depresivo/ansioso de ratas '\KA%r;chl)srachJggAfr!f\e/Igca;réd =i
adultas descendientes de madres negligentes. al 2007’_ Fontén—Loza%o
Prevencion de la ansiedad inducida por estrés. et"al 20(58' Federmari
Prevencion de ansiedad, dolor visceral e Fusﬁ,ﬁanaénd Romanb
hipersensibilidad somatica inducidas por 2009 Francis et al 200@3'
TSA administracion crénica de glucocorticoides. HaM Florian and'AbeI '
Acidos Rescate de memoria de reconocimiento de 2011: Maddoxand
hidroxamicos objetos en ratones transgenicos que expresan | o e, 'onq1. Monsey et
la histona acetil-transferasa CBP sin actividad L SO e
0 catalitica. d Taked yggl\éva,T Jt
Lo Rescate de memoria de reconocimiento de gln 2013 2%’14, D’ ;Znsgt
R” ‘rl\J’ “H o_bjetos en modelos de neurqdegeneracién alq 20151 Shanﬁa,a'?'aliyan
R (S",Ldl\bljg—d;)l.por kainato) y envejecimiento (ratones and Ramagjii, 2015)
Rescate de memoria de miedo condicionado en
modelo de EA (ratones APP/PS1).
Prevencion de ansiedad, dolor visceral e
hipersensibilidad somatica inducidas por (Alarcon et al., 2004;
administracion crénica de glucocorticoides. Peleg et al., 2010;
SAHA | Rescate de memoria de miedo condicionado al | Miyagawa, Tsuji and
contexto en ratones deficientes de CBP Takeda, 2012; Tran et
Rescate de memoria de miedo condicionado en| al., 2014)
roedores envejecidos.
(Levensonetal., 2004;
Mejoria de memoria espacial, memoria de Fischer et al., 2007; Lattal,
reconocimiento de objetos y miedo Barrett and \Wood, 2007;
condicionado al contexto en roedores. Federman, Fustifiana and
Rescate de memoria de miedo condicionado en| Romano, 2009; Peleg et
roedores envejecidos. al.,, 2010; Kilgore et al.,
Rescate de memoria espacial y miedo 2010; Redlon et al., 2011,
- NaB condicionado al contexto en ratones con Govindarajan et al., 2011;
Af}'dQS sobreproduccién de p25 (CK-p25). Haettig et al., 2011; ltzhak,
alifaticos Rescate de memoria de miedo condicionado en| Liddie and Anderson,
modelo de EA (APP/PS1). 2013; Castino, Cornish
? Rescate de memoria de reconocimiento objetos | and Clemens, 2015;
Py en ratones transgénicos con el dominio Pandey, Sharmaand
R™ OH catalitico mutado de CBP (CBPXIX/KIX), Sharma, 2015; Zhu et al.,
2016)
Mejoria de memoria espacial en ratas. (Murphy et al., 2001;
VPA Rescate de memoria de miedo condicionado en| OlLoinsigh etal., 2004;
modelo de EA (APP/PS1). Kilgore et al., 2010)
Rescate de memoria espacial y miedo (Kilgore et al., 2010;
FB condicionado en modelos de EA (APP/PS1, Penney and Tsali,
Tg2576). 2014)
Benzang)ldas MS- Mejoria de memoria de ubicacion de objetos y (Zlgz]i}/&z,ﬁggananagdAbel,
" 275 miedo condicionado al contexto. Schiesener, 2013)
2 | RGFP- e . e . (McQuown et al.,
: 136 Mejoria de memoria de ubicacion de objetos 2011)
Tetrapéptidos
f\ § i Depsi- En pruebas como agente terapéutico en un (Pagar, Sardar and
0 j)Lo péptido | modelo de enfermedad de Alzheimer (EA) Vavia, 2014)
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1.4. Pregunta de Investigacién e Hipotesis

Como hemos visto, la regulacion de la expresion génica por la acetilacion de las
histonas es un mecanismo epigenético central tanto al proceso de consolidacion de la
memoria de largo plazo como a la respuesta del organismo a eventos estresantes.
Dado que el balance de los niveles de acetilacion de histonas puede ser manipulado
farmacoldgicamente, en la ultima década se ha probado la efectividad de los
inhibidores de las HDACs para mejorar la memoria, y mas recientemente, para
prevenir algunos de los efectos nocivos del estrés. Sin embargo, poco se conoce
acerca de los mecanismos epigenéticos que median los efectos nocivos del estrés
agudo sobre la consolidacion de la memoria, y se desconoce si la inhibicion
farmacoldgica de las HDACs prevendria tal efecto. Dado que la evidencia indica que el
entrenamiento en tareas dependientes del hipocampo y el estrés intenso afectan de
manera opuesta el balance de acetilacién de las histonas, nos preguntamos si ¢Los
efectos deletéreos del estrés agudo sobre la memoria espacial estdn mediados por
alteraciones en el balance de la acetilacion de histonas? De ser el caso, la
administracion de un inhibidor de HDACs impediria los efectos deletéreos del estrés

sobre la memoria espacial.

A fin de poner a prueba nuestra hipotesis y obtener informacién relacionada sobre
cambios tardios en los niveles de corticosterona, la acetilacion de histonas y la
expresion génica, realizamos una serie de experimentos en los cuales se analizaron
los efectos del estrés agudo por restriccibn de movimientos y la inhibicion de las
HDACSs con el farmaco TSA sobre: a) la memoria espacial a largo plazo en el laberinto
de Barnes, b) los niveles de corticosterona en plasma, c) los niveles de acetilacion de
la histona H3 en la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala, d) la expresion y
co-localizacion de GR y HDAC2 en estas mismas regiones cerebrales y, e) la
transcripcion de mRNA codificante para el receptor de GR (Nr3cl), la HDAC2
(Hdac2), y subunidades del receptor NMDA (Grinl, Grin2a y Grin2b) como

marcadores de plasticidad sinaptica en estas regiones del cerebro.

Los efectos del estrés, la TSA, y su interaccién se determinaron en animales
entrenados (Seccién 4.2) y no entrenados en la tarea espacial (Seccion 4.1). Los
efectos dependientes de la presencia/ausencia de entrenamiento espacial se

analizaron de manera separada, y se presentan en el ANEXO E.
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1.5. Justificacién

La exposicion a eventos estresantes, de forma intensa o repetida, se asocia al
desarrollo de una amplia variedad de problemas de comportamiento que incluyen
problemas de memoria, ansiedad y depresion, ademas de inducir o empeorar otros
problemas de salud que incluyen, enfermedades neurodegenerativas, autoinmunes,
del aparato digestivo o cardiovasculares. Conocer en detalle los mecanismos
mediante los cuales el estrés altera la neurobiologia de tales procesos permitira
sefialar posibles dianas terapéuticas e intervenciones para prevenir o revertir los

efectos nocivos del estrés.

En la dltima década, se ha descrito que el estrés intenso o crénico induce cambios
epigenéticos a largo plazo, incluyendo alteraciones en el balance de acetilacion de las
histonas en la corteza prefrontal, el hipocampo o la amigdala, los cuales se asocian al
deterioro de la memoria; sin embargo, se desconoce si el estrés agudo genera
cambios epigenéticos comparables a los del estrés intenso o crénico, o si el
restablecimiento del balance en los niveles de acetilacién de histonas podria prevenir

los efectos deletéreos del estrés sobre la memoria.

En el presente estudio se evalud la efectividad de la inhibicion sistémica de las
desacetilasas de tipo | y Il para prevenir el deterioro en la consolidacién de la memoria
espacial causado por el estrés agudo, asi como su capacidad para evitar los cambios
inducidos por el estrés en los niveles de corticosterona en plasma, la acetilacion de
histonas, y la expresion del receptor de glucocorticoides, la histona desacetilasa 2 y
subunidades del receptor NMDA en la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala

de ratas Wistar macho adultas.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo General

Evaluar la efectividad de la inhibicion de las desacetilasas de histonas de tipo | y Il
para impedir los efectos deletéreos del estrés agudo sobre la consolidacion de la
memoria espacial, y los cambios en la concentracion de corticosterona en plasma, la
acetilacion de la histona H3, la expresion y co-localizacion del receptor GR y la
HDAC2, y la sintesis de mMRNA para los genes Nr3cl y Hdac2 y subunidades de los
receptores NMDA (Grinl, Grin2a y Grin2b) en estructuras selectas del cerebro de

ratas Wistar macho adultas.

2.2. Objetivos Especificos

1. Determinar los efectos a largo plazo del estrés agudo por restriccion de
movimientos sobre los niveles de plasmaticos de corticosterona, la acetilacion de la
histona H3, la expresidn y co-localizacion de GR y HDAC?2, y la transcripcion de los
genes Nr3cl, Hdac2, Grinl, Grin2a y Grin2b en la corteza prefrontal, el hipocampo

y la amigdala de ratas Wistar macho adultas.

2. Determinar los efectos a largo plazo del estrés agudo en animales entrenados en el
laberinto de Barnes sobre la consolidacién de la memoria espacial, los niveles de
corticosterona, la acetilacion de la histona H3, la expresion y co-localizacion de GR
y HDAC?2, y la transcripcion de los genes Nr3cl, Hdac2, Grinl, Grin2a y Grin2b en

la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala de ratas Wistar macho adultas.
3. Evaluar la efectividad de la inhibicion sistémica de las desacetilasas de histonas de

tipo I y Il con TSA para prevenir los efectos del estrés agudo en animales

entrenados y no entrenados en la tarea espacial.
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3. METODOLOGIA
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3.1. Sujetos Experimentales

En los experimentos se emplearon 134 machos adultos de Rattus norvegicus, de la
cepa Wistar, con un peso de 300 + 20 g, suministrados por el bioterio del Instituto
Nacional de Salud (INS) de Colombia. Los animales se alojaron en grupos de cuatro,
en cajas de policarbonato (caja hogar), con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (luces
encendidas entre las 07:00 - 19:00 horas), temperatura entre 19 y 21 °C, con acceso
libre a agua y comida. Antes de cualquier procedimiento experimental, los animales se
aclimataron durante siete dias a las condiciones ambientales de la cabina de
alojamiento; a partir del tercer dia la experimentadora los manipulé durante cinco
minutos cada dia. El alojamiento de los animales y los experimentos
comportamentales se realizaron en las instalaciones del Laboratorio Neurociencias del
Departamento de Psicologia de la Universidad Nacional de Colombia.

El nimero de sujetos a emplear en los experimentos se calculé con base en la
férmula que recomienda la guia para el cuidado y uso de mamiferos en neurociencia e
investigacion comportamental (Guidelines for the Care and Use of Mammals in
Neuroscience and Behavioral Research - National Research Council -US-). La formula

utilizada para el calculo del n fue:
2

A
n=1+2C| —
d
Formula 1.

Donde, n= nimero de sujetos. C= constante para los valores escogidos para error
tipo | (a: 0.05) y tipo Il (1-B: 0.08) correspondiente a 7.85. s: desviacion estandar de la
latencia de llegada al agujero meta observada en un grupo de animales entrenados en
la tarea espacial (22 s). d: valor de la diferencia minima que se espera encontrar entre
grupos (30 s). Con estos parametros, el valor obtenido para n fue de 8.981. En
consecuencia, a cada grupo experimental se asignaron entre 9 animales. Este nUmero
de sujetos para cada grupo es consistente con otros experimentos realizados por el

Grupo de Neurofisiologia Comportamental.
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3.2. Induccion de Estrés Agudo por Restriccion Motora

Para provocar estrés agudo, en los sujetos asignados a dicha condicién, se uso el
modelo de restriccibon de movimientos. Este procedimiento induce una elevacion
significativa de las concentraciones plasméaticas de corticosterona y ACTH (Garcia et
al., 2000), ademas de otros efectos sobre la fisiologia de multiples sistemas, asi como
sobre el comportamiento (para revision ver Buynitsky and Mostofsky 2009). Un
protocolo basado en este modelo ha sido utilizado en trabajos previos del Grupo de
Neurofisiologia Comportamental y se ha encontrado que provoca una rapida elevacion
de los niveles plasmaticos de corticosterona (Acosta, 2007), incremento en la
fosforilacion de ERK-1/2 (1 hora) y reduccién de la expresion de PP2B (4 horas),
ademés de una rapida hipoacetilacion de la histona H3 en el hipocampo (1 hora)
después de su induccion (Urefia, 2016). La induccion de estrés agudo con este
modelo altera de manera diferencial distintas fases de la memoria espacial (Troncoso
et al., 2010; Ortiz-Montero, 2011; Ortega et al., 2013; Urefia, 2016). Ademas, 24 horas
después de la restriccion de movimientos se han observado incrementos en
respuestas defensivas en el laberinto en cruz elevado (LCE) y aumento de la
liberacion de corticosterona ante la exposicion al LCE (ANEXO A; resultados
derivados de mi primera estancia de investigacion la Divisién de Neurociencias de la
Universidad Pablo de Olvide).

El protocolo de estrés usado en la presente investigacibn se describe a
continuacion. Los animales se introdujeron con suavidad en el interior del restrictor,
conformado por un cilindro de Plexiglas (18 cm de longitud x 6 cm de diametro). En el
extremo rostral, el cilindro tiene una tapa fija con agujeros que permite la respiracion
de los animales; el extremo caudal se sella con una tapa deslizante luego de que el
sujeto se encuentra completamente introducido en el restrictor. Los animales
permanecieron durante 1 hora en estas condiciones de movilidad restringida en el
sentido rostro-caudal y dorso-ventral (Figura 8A). Dado que el efecto deletéreo del
estrés sobre la memoria ocurre cuando se permite un intervalo temporal entre su
induccidn y el entrenamiento (Cadle and Zoladz, 2015), los animales se devolvieron a
su caja hogar al finalizar la hora de restriccion de movimientos, donde permanecieron
durante 30 min antes de iniciar el entrenamiento espacial. Este periodo permitio,
ademas, evitar efectos motores inespecificos de la restriccion de movimientos sobre el

desempeiio de los animales en los ensayos de entrenamiento. Para comprobar la
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eficacia de este procedimiento de induccion de estrés, se midié la concentracion
plasmatica de corticosterona en un grupo de animales sin tratamiento (basal, n = 4) y
tres grupos de animales con estrés (n = 4 cada uno) a los cuales se les tomoé la
muestra de sangre a los 10 min, 30 min, o 24 h después de terminada la restriccion de

movimientos (Figura 8B).
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Figura 8. Estrés agudo por restriccion de movimientos. A. Representacion del
animal insertado en el tubo restrictor de movimientos (1-h). B. Niveles de
corticosterona observados a distintos intervalos temporales después de retirado el
animal del dispositivo. Abreviaturas: *, diferencias significativas entre grupos; 8§,
diferencias significativas con respecto al grupo basal (---).

3.3. Entrenamiento en el Laberinto Espacial de Barnes

Los sujetos se entrenaron en un laberinto circular elevado descrito originalmente
por Carol Barnes (1979), y se siguio el protocolo descrito por Vargas-Lopez et al. 2011.
3.3.1. Laberinto

El laberinto es una plataforma circular de acrilico negro de 122 cm de diametro que
se eleva 90 cm sobre el piso. Centrados a 10 cm de su perimetro hay 18 agujeros de
9.5 cm de didmetro distribuidos de manera regular (un agujero dista del siguiente 20°
de arco). Debajo de uno de los agujeros, escogido al azar para cada sujeto (agujero
meta), se emplaza una caja (caja de escape) a la cual se puede acceder con facilidad
a través del agujero meta. A la zona comprendida por el agujero meta y los dos
agujeros adyacentes a él se le designa zona meta (Figura 9A). El laberinto esta en el
centro de una habitacién rectangular (2.5 m x 1.9 m), con las paredes pintadas de
blanco; en el centro de cada una de las paredes, 15 cm por encima del nivel del
laberinto, se encuentra fija una figura geométrica diferente en color negro, tales

figuras sirven como claves espaciales extra-laberinticas (Figura 9 B, C y D).
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3.3.2. Habituacion

Un dia antes de iniciar el entrenamiento los animales se habituaron a los elementos
a los que luego estuvieron expuestos durante el entrenamiento. Para ello, se traslado
cada rata en una caja de poliestireno desde el bioterio hacia la habitacion
experimental; una vez alli, los animales se dejaron por dos minutos en una caja
plastica opaca (largo: 45 cm, ancho: 25 cm, alto: 40 cm), con viruta, y ubicada en el
suelo de la habituacién, junto a la puerta. Pasado este tiempo, se introdujo el animal
en la caja de salida (25 x cm de diametro y 15 cm de altura), ubicada en el centro del
laberinto, por dos minutos (se sostuvo la caja para prevenir que el animal escapara) y
luego el animal fue devuelto a la caja opaca, donde permanecié por un minuto. El
animal fue luego puesto por dos minutos en el interior de la caja de escape (largo: 24
cm, ancho: 8,5 cm, alto: 10 cm, ubicada sobre el laberinto), y ésta se cubrié con una
tapa acrilica; pasado este intervalo el animal fue devuelto a la caja opaca por un
minuto. Finalmente, al animal se le permitié introducirse en la caja de escape
emplazada debajo de uno de los agujeros del laberinto, donde permanecié por dos
minutos; el agujero se cubri6 con una tapa acrilica para prevenir que el animal
escapara. Al pasar este intervalo, se retiré la caja del laberinto, se tomé el animal, y
éste fue transportado en la caja de poliestireno de vuelta al bioterio.
3.3.3. Entrenamiento
El entrenamiento se hizo en una sesién de ocho ensayos (ensayos de adquisicion),
separados entre ellos por un intervalo de 240 s. Al inicio de cada ensayo (Figura 9B),
se puso el animal en el centro del laberinto cubierto por la caja de salida. Tras 30 s, la
caja de salida se levanté mediante un sistema de poleas, dejando al animal en libertad
para explorar el laberinto. Al mismo tiempo, se encendié una lampara de luz blanca y
se activd una fuente de sonido (ruido blanco, con una intensidad de 60 dB) (Figura
9C). Cada ensayo tuvo una duracion maxima de 240 s, durante los cuales el sujeto
pudo explorar el laberinto libremente. El ensayo finalizd, bien cuando el sujeto entraba
en la caja de escape, o bien cuando terminaba el periodo de 240 s; en este segundo
caso, el experimentador introdujo suavemente al animal en la caja de escape. Al
terminar cada ensayo, se apagaron las luces y el ruido blanco, y se le permitio al
animal permanecer en la caja de escape durante 60 s. Pasado este tiempo, el animal
se retornd a la caja opaca durante 240 s (intervalo entre ensayos). Al finalizar el dltimo

ensayo de entrenamiento se devolvié al animal a su caja hogar en el bioterio. El
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comienzo de la sesidon de entrenamiento para cada sujeto se fij6 siempre en el

periodo comprendido entre las 07:00 y las 12:00, con el propédsito de que la

concentracion de corticosterona basal se encontrara en el nadir de su ciclo circadiano.

A B

Figura 9. Protocolo de entrenamiento espacial en el laberinto circular de Barnes.
A. Vista superior del laberinto en la que se representa la ubicacién y numeracion de
los dieciocho agujeros; el agujero meta se destaca en azul; las lineas punteadas
delimitan los agujeros que se incluyen en la zona meta. B. Antes del inicio de los
ensayos de adquisicion el animal se ubica en el centro del laberinto dentro de la caja
de salida. C. En los ensayos de adquisicion se libera al animal retirando la caja de
salida, al mismo tiempo que se encienden las luces y la fuente de ruido blanco hasta
gue el animal entra en la caja emplazada bajo el agujero meta (caja de escape) o
transcurren 240 s. D. En la prueba de memoria, realizada 24 horas después del
entrenamiento, el procedimiento del ensayo es semejante a los ensayos de
adquisicion, con la salvedad de que no hay caja de escape. En, B, C y D se ilustran
las claves extra-laberinticas presentes en los muros de la sala experimental. Adaptado
de Troncoso et al. 2010.
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3.3.4. Prueba de memoria espacial a largo plazo

A las 24 h del final del entrenamiento se realizé un ensayo de evaluacion de la
memoria espacial. Este ensayo se desarroll6 de la misma forma que los ensayos de
adquisicion, con la salvedad de que no se coloco la caja de escape debajo del agujero
meta. Durante la prueba de memoria, se permitié a los animales explorar liboremente el
laberinto durante 240 s (Figura 9D). Inmediatamente después de finalizada la prueba,
los animales se llevaron a una habitacion especialmente destinada para su sacrificio,

donde se recolectaron muestras de plasma y tejido cerebral.

3.3.5. Registro y andlisis del comportamiento

Los ensayos de comportamiento se grabaron y su analisis se realizé off-line
mediante el uso del software X-Plo-Rat 2005 desarrollado por Khallil Taverna Chaim y
Silvio Morato en el Laboratorio de Conducta Exploratoria en la Universidad de San
Pablo - Brasil.

Los siguientes indicadores se cuantificaron tanto en los ensayos de adquisicion
como en los de evaluacion de la memoria:

Latencia de inicio (s): Tiempo transcurrido desde el inicio del ensayo hasta que el

animal exploré por primera vez cualquier agujero del laberinto. Para determinar
que el sujeto exploré un agujero determinado se tomo6 como criterio la inflexion de
la cabeza del animal hacia el interior de dicho agujero.

Latencia a meta (s): Tiempo transcurrido desde el inicio del ensayo hasta que el

animal exploré por primera vez el agujero meta. En el caso de que el animal no
hubiera explorado el agujero meta durante el ensayo, se asigno el valor de 240 s
a este indicador.

Errores de exploracion (#): Conteo total de las veces que el animal explord

agujeros distintos al meta antes de explorar el agujero meta por primera vez.

Errores ponderados (cm): Sumatoria de la multiplicacion del nimero de veces que

el animal explor6 cada agujero distinto del meta por la distancia desde dicho
agujero hasta el agujero meta.

Distancia recorrida (cm): Sumatoria de la distancia entre el centro del laberinto y

el primer agujero explorado, mas las distancias entre los agujeros visitados
sucesivamente por el animal hasta el final del ensayo.

Velocidad media (cm/s): Distancia recorrida dividida por la latencia a meta.
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Los siguientes indicadores se cuantificaron especificamente durante el ensayo de
evaluacion para identificar los patrones de exploraciéon de todos los agujeros del
laberinto durante los cuatro minutos de la prueba:

Tiempo de exploracién por agujero (s): Sumatoria del tiempo dedicado por el

sujeto durante cada exploracion de un agujero determinado a lo largo del ensayo.
Este indicador se cuantificd para cada uno de los agujeros del laberinto.

Tiempo total de exploracion (s): Sumatoria del tiempo de exploracién por agujero

de todos los agujeros del laberinto durante el ensayo.

Tiempo de exploracion del agujero meta (s): Sumatoria del tiempo de cada una de

las exploraciones del agujero meta.

Tiempo de exploracion en la zona meta (s): Sumatoria del tiempo de cada una de

las exploraciones del agujero meta y de los agujeros adyacentes a este.

Porcentaje de tiempo de exploracion del agujero meta (%): Cien multiplicado por

la relacién entre el tiempo de exploracion del agujero meta y el tiempo total de
exploracion.

Porcentaje de tiempo de exploracion de la zona meta (%): Cien multiplicado por la

relacién entre la suma del tiempo de exploracion de los agujeros de la zona meta

(-1, 0y 1; Figura 9A) y el tiempo total de exploracion.

3.4. Inhibicion Sistémica de las Desacetilasas de Histonas

Para inhibir las desacetilasas de histonas se utiliz6 TSA, un farmaco que se puede
administrar efectivamente de forma sistémica en tanto atraviesa la barrera
hematoencefélica y sus concentraciones Optimas estan en el rango nanomolar. La
TSA administrada por via intraperitoneal en dosis de 0,5 mg/kg a ratas de 100 a 200 g
de peso es detectable en el plasma a los 2 min y llega a una concentracion maxima
de 3,5 ng/ml; a los 5 minutos; esta concentracion es siete veces superior a la
necesaria para inhibir las HDACs (0,5 ng/ml). La vida media de la TSA es de
aproximadamente 10 min, pero su concentracibn plasmatica tras la dosis
intraperitoneal antes mencionada es superior a 0,5 ng/ml durante 60 min; ademas,
algunos de sus metabolitos activos (desmetil-tricostatina A, tricostatina A amida, acido
tricostatico N-desmetil, acido tricostatico) contintan inhibiendo las HDACs de tipo I y I

por varias horas (Sanderson et al., 2004).
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La TSA (T8552, Sigma) se disolvié en dimetilsulfoxido (DMSO) al 100% vy, luego, se
diluyé en solucion salina hasta alcanzar una concentracion de DMSO de 18% y una
concentracion de TSA de 1 mg/ml, de acuerdo con lo descrito en la literatura (Shafaati
et al. 2009). El farmaco se administré a los animales por via intraperitoneal (i.p.), en
dosis de 1 mg/kg; dada la concentracion final de la solucién, el volumen inyectado fue
de 1 ml/kg. La efectividad de la administracién sistémica de TSA para inhibir las
HDACSs en el sistema nervioso central se confirmé al encontrar hiper-acetilacion en el

hipocampo 30 min después de su administracion (ANEXO B).

3.5. Cuantificacion de los Niveles de Corticosterona en Plasma

Veinticuatro horas después de la inyeccion de TSA o de DMSO al 18% se tomaron
muestras de sangre central en animales de cada uno de los grupos experimentales.
En el caso de los animales que recibieron entrenamiento, éstas se obtuvieron
inmediatamente después de la prueba de memoria. Las muestras de sangre se
sometieron a centrifugacion a 2500 rpm durante 10 min para separar el plasma de los
elementos formes. El plasma se congeld a -20 °C y se almacené a esta temperatura
hasta su uso. Para determinar la concentracion de corticosterona se utilizé un kit
(ab108821 Abcam) de ensayo de inmuno-absorcion ligado a enzimas (ELISA),
siguiendo las recomendaciones del fabricante y realizando mediciones para cada
muestra por triplicado. Asi, se abrio el plato de ELISA y se adicionaron 25 pul de cada
uno de los estdndares a los pozos para obtener la curva de calibracion.
Posteriormente se adicionaron 25 pl de cada muestra (diluida 1:200). Inmediatamente
después se adicion6 a cada pozo 25 ul de corticosterona biotinilada, se cubrio el plato
y se incubd por 2 h a temperatura ambiente. Transcurrido este periodo se descartaron
los contenidos del plato y éste se lavo 5 veces con la solucién de lavado suministrada
en el kit. Luego del lavado, se adicionaron 50 pl de conjugado estreptavidina/biotina a
cada pozo y esta solucion se dejo alli por 30 min. De nuevo, se descartaron los
contenidos del plato y éste se lavo. Se adicionaron entonces 50 pl del sustrato
cromoOgeno suministrado en el kit y esta solucion se dejé alli por 30 minutos. Pasado
este intervalo de tiempo se puso la solucion de parada sobre el sustrato cromogeno y
el plato se puso inmediatamente en el espectrofotometro (lector de platos Ultramark)
para cuantificar la absorbancia de los estandares y las muestras a una longitud de

onda de 450 nm. Los valores obtenidos de las absorbancias se transformaron en
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concentraciones pg/ul usando la herramienta para calculos de inmunoensayos de
Penninsula Laboratories International Inc. (http://penlabs.com/wp-
content/uploads/2014/03/ImmunoAssay-CalculationsV7.4-Penlabs-techsupport.xIs). El

coeficiente de variacion entre ensayos fue de 3.9%.

3.6. Inmunohistoquimica e Inmunofluorescencia

3.6.1. Fijacion y seccion del tejido cerebral

Para obtener muestras de tejido cerebral se sacrificd a los animales administrando
una dosis letal de uretano (1,5 g/kg) por via intraperitoneal 24 horas después de la
inyeccion de TSA o de vehiculo; en el caso de los animales entrenados, la muestra se
tom6 inmediatamente después de la prueba. Una vez los animales estuvieron
profundamente anestesiados se practico perfusion intracardiaca con solucion salina al
0.9%, seguida de paraformaldehido (PFA) al 4% en solucién salina tamponada (pH
7,4) con fosfatos al 0,1 M (PBS, por su sigla en inglés), para fijar las proteinas.
Terminada la perfusiéon, se extrajo el cerebro del craneo y se dej6é en post-fijacion en
PFA al 4% en PBS a 4°C. Los cerebros se pasaron entonces a una solucién
hiperténica de sacarosa al 30% en agua destilada para crioproteger el tejido y se
mantuvieron alli hasta que se impregnaron por completo, lo que se evidencié por
precipitacion del cerebro en el recipiente (este proceso tomé entre 48 y 72 h). En
estas condiciones, los cerebros se congelaron rapidamente sumergiéndolos en
isopentano enfriado con hielo seco y se almacenaron en un congelador Revco a -70
°C. Para obtener los cortes histolégicos, se tomaron los cerebros y se cortaron en un
criostato (Leica CM1850) en secciones sagitales de 30 um que incluyeron las regiones
de interés (entre 0,40 mm y 0,90 mm y entre 3,90 mm a 4,20 mm lateral a la linea
media, segun el atlas del cerebro de ratas adultas de Paxinos and Watson 1997). Los
cortes de las regiones de interés se separaron en 5 series para su posterior

procesamiento de inmunohistoquimica o inmunofluorescencia.

3.6.2. Deteccion por inmunohistoquimica histona H3 acetilada en la lisina 14

Los cortes de las regiones de interés se lavaron con PBS y se permeabilizaron con
Triton X-100 al 0.5% en PBS (PBS+). Se lavé nuevamente el tejido con PBS y se
procedié a incubar en una solucion de agua oxigenada (1,66%) y etanol (50%) en

PBS durante 20 min para bloquear la actividad de la peroxidasa endégena. Los cortes
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se lavaron nuevamente con PBS y se realiz6 una permeabilizacion adicional con
PBS+. Inmediatamente después, se sumergieron los cortes en una solucion de PBS+
a la que se adicioné suero fetal bovino (10%) y gelatina de piel de porcino (0,2%) y se
incubaron durante 1h a temperatura ambiente, a fin de reducir la asociacion
inespecifica del anticuerpo primario con proteinas distintas a la proteina objetivo. A
continuacion, se incubo el tejido en una solucion de suero fetal bovino (2%) y gelatina
(0,2%) en PBS+ con el anticuerpo primario (anti-acH3K14 - EP964Y, anticuerpo
primario monoclonal producido en conejo, Abcam) en concentracion 1:2500 durante
18 h a 4 °C. Se lavo entonces el tejido con PBS+ para remover el exceso de
anticuerpo primario y se incubé con el anticuerpo secundario biotinilado anti-IgG de
conejo producido en caballo (BA-1100, Vector Labs) a una concentracion de 1:1000
en PBS+ con suero fetal bovino (2%) y gelatina (0,2%) durante 1-h a temperatura
ambiente. Luego se lavé el exceso de anticuerpo secundario con PBS+, seguido de
PBS y se incubaron los tejidos en una solucion de avidina-biotina (kit ABC de
Vectastain - PK 6101, Vector Labs). Se lavo de nuevo el tejido con PBS+, seguido de
PBS y se reveld el anticuerpo secundario una solucién de agua destilada, agua
oxigenada, 3,3'-diaminobenzidina y niquel (Kit SK 4100, Vector Labs). La reaccién se
suspendié con 5 lavados de PBS a 4°C. Los cortes se montaron en laminas y se
dejaron secar antes de deshidratarlos y cubrirlos con laminillas cubreobjetos sobre
balsamo de Canada.

Una vez secos, los cortes se observaron en un microscopio de campo claro
(Axioskop 40, Zeiss) y, usando un objetivo de 40X, se tomaron imagenes con un
aumento de 40X de la corteza prelimbica, el hipocampo (CA1l y circunvolucion
dentada) y el ndcleo basolateral de la amigdala usando una camara digital
(PowerShot G10, Cannon). El porcentaje del area marcada en cada imagen fue
calculado automaticamente usando las herramientas de “Threshold” y “Analyze
particles” del software Fiji (Schindelin et al., 2012). Los valores para cada sujeto
experimental en cada area analizada se normalizaron al calcular el porcentaje de
marcacion con relacion al valor promedio para cada region en cortes de animales
inyectados con una inyeccion de vehiculo (DMSO 18%). La validez de la
inmunodeteccién lograda usando este protocolo se establecié al observar la ausencia
de sefal en tejidos incubados sin anticuerpo primario y la presencia de sefial en los

islotes de Calleja en cortes de todos los animales de los diferentes grupos.
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3.6.3. Deteccién de GR y HDAC2 por inmunofluorescencia

Los cortes de las regiones de interés se lavaron con PBS y posteriormente se
montaron en laminas cargadas. Con el fin de recuperar los epitopos de las proteinas
enmascarados por la fijacion con PFA, se incubaron los cortes en una solucion de
acida (pH 6.0, RE7114, Leica) a una temperatura de 90°C por 20 minutos, y 20
minutos mas a temperatura ambiente. Acto seguido, se lavo el tejido con PBS y se
incubo en una solucién de cloruro de amonio (50 mM) durante 10 minutos con el fin de
disminuir su autofluorescencia. Luego se permeabilizé el tejido con PBS+ y se incubd
en una solucién de bloqueo (PBS+, albumina bovina sérica -BSA- 5%, suero normal
de cabra -SNC- 3%, y suero fetal bovino -SFB- 3%) por 1 hora a temperatura
ambiente. A partir de este punto el tejido se mantuvo en la oscuridad, incubandolo por
72 horas a 4°C con los anticuerpos anti-GR monoclonal producido en raton (BuGR2 -
ab2768, Abcam) a una concentracion de 1:250, y anti-HDAC2 monoclonal producido
en conejo (Y461 - ab32117, Abcam) a una concentracion de 1:250, diluidos en una
solucion de PBS+, BSA (1%), SNC (1%) y SFB (1%). Pasado este periodo se lavo el
tejido con PBS+ y se incubd por 1 hora con los anticuerpos secundarios anti-IgG de
ratén (H+L) producido en burro y conjugado con Alexa Fluor® 488 (A-21202, Thermo)
a una concentracion de 1:500 y anti-lgG de conejo (H+L) producido en burro y
conjugado con Alexa Fluor® 546 (A-10040, Thermo) a una concentracion de 1:500,
diluidos en una solucién de PBS+, BSA (1%), SNC (1%) y SFB (1%). Por ultimo, el
tejido se lavé con PBS+ y se enjuagd en agua destilada antes de poner el medio de
montaje Fluoroshield adicionado con DAPI (ab104139, Abcam) y cubrir el tejido con
laminillas. Los bordes de las laminas se sellaron con esmalte transparente y se
guardaron a 4°C. El tejido se observé en un microscopio confocal Nikon Eclipse C1
Plus (Nikon Instruments Inc.) y se tomaron imagenes de la corteza prelimbica, la
region CA1l y la fascia dentada del hipocampo, y en la amigdala basolateral con un
objetivo de 60X de inmersion en aceite. Se limitd la inclusién de la autofluorescencia
en las cuantificaciones usando la herramienta “Subtract background” (Rolling ball
radius - 50,0 pixeles) del software Fiji (Schindelin et al., 2012) y se realizaron analisis
de densidad optica con la herramienta “Measure” del mismo software. Para los
analisis de co-localizacién entre el receptor de GR y HDAC2 se usé la herramienta
“Colocalization test” del mismo software, limitando el analisis a los nucleos celulares

(HDAC2 se expresa exclusivamente en nucleos); para esto, se seleccion6 como
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region de interés (ROI) el area con la sefial correspondiente a HDAC2. Los valores
para cada sujeto experimental en cada area analizada se normalizaron al calcular el
porcentaje del valor cuantificado con relacion al valor promedio de cada area de tejido

de animales inyectados con una inyeccion de vehiculo (DMSO 18%).

3.7. Cuantificacion de la Expresion Génica por PCR en Tiempo Real
3.7.1. Extraccion de RNA

Veinticuatro horas después de administrados los tratamientos, se sacrificaron los
animales por decapitacién y se tomaron bocados de tejido fresco de la corteza medial
prefrontal, la formacion amigdalina y el hipocampo entero de animales de cada uno de
los grupos experimentales. En el caso de los animales con entrenamiento, las
muestras se tomaron al final de la prueba de memoria. Las muestras (cada region por
separado) se homogenizaron en 500 pl de una solucidn monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina (TRI-Reagen, T9424, Sigma) a 4°C en un homogenizador
dounce y se almacenaron en crioviales a -70°C hasta su uso. Se usaron materiales y
reactivos libres de RNAsas y DNAsas.

Se tomaron 250 pl del tejido homogenizado y se les centrifug6 por 15 min a 12,000
rpm a 4°C. El sobrenadante se transfirid6 a nuevos tubos, a los cuales se agreg6 50 ul
de cloroformo; la muestra se agitdé e incubd por 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm a 4°C por 10 min lo que
permitié separar la fase acuosa que contenia el RNA de la fase organica (proteinas y
lipidos) y de la interfase (DNA). La fase acuosa se puso en un nuevo tubo, al cual se
agregaron 120 ul de isopropanol; la muestra se agitd e incubd por 10 min a
temperatura ambiente. Pasada la incubacion, las muestras se centrifugaron a 12,000
rpm a 4°C por 10 minutos, obteniéndose un pellet de RNA, que se lavo con 250 ul de
alcohol al 70% y se centrifugd de nuevo a 12,000 rpm a 4°C por 5 min; se descarto el
etanol y se repitid el lavado y la centrifugacion. Posteriormente se deseché el etanol y
se secO el pellet de RNA en una incubadora a 37 °C por 5 min. El pellet seco se re-
suspendié en agua ultrapura libre de nucleasas (AM9932 - Thermo) usandose 20 pl
para re-suspender las muestras de corteza e hipocampo, y 10 pl para re-suspender

muestras de amigdala. Las muestras de RNA se almacenaron a -70°C hasta su uso.
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3.7.2. Calidad y cantidad de RNA

Antes de realizar las extracciones para los ensayos de gPCR se validé que el
método de extraccion de RNA por fenol/cloroformo produjera RNA integro. Para esto
se verifico la integridad del RNA aislado en geles de agarosa al 1,5% en camaras de
electroforesis horizontal (120 min, 60 V). Los acidos nucleicos fueron visualizados con
SYBR-green | (S9430, Sigma) en un equipo de fotodocumentacion y analisis de geles
(Genesnap/Genetools, Syngene). Se confirmd la presencia de las bandas del RNA

ribosomal 28S y 18S en una proporcion aproximada de 2:1 (Figura 10).
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Figura 10. Integridad del RNA. Se determind la integridad del RNA obtenido por el
método de fenol/cloroformo mediante el tamizaje por electroforesis vertical en geles
de agarosa. Se observé la presencia de las bandas 18S y 28S de RNA ribosomal
indicando que el método utilizado permitié la obtencién de RNA integro.

La cantidad y pureza de RNA de las muestras utilizadas en el estudio se determind
con un espectrofotometro NanoDrop® (ND-1000 V3.2, Nanodrop Technologies). Se
cuantificd la concentracion de RNA en un 1yl de muestra, y posteriormente cada
muestra se diluyd en agua libre de RNAsas para alcanzar una concentracion de
1pg/ul. La pureza del RNA extraido se determin6 con el cociente de las absorbancias
a las longitudes de onda de 260 nm y 280 nm (A260nm/A280nm). Se usaron las

muestras con un cociente superior a 1,95.

3.7.3. Transcripcién reversa
La transcripcion reversa de RNA a cDNA se realizé con el kit High Capacity RNA-
to-cDNA (Applyed Biosystems) siguiendo las recomendaciones del fabricante, como

se describe a continuacion. Se prepararon 20 pl de reaccion (10 pl 2X RT Buffer, 1 pl

20X RT Enzyme Mix, 7 ul de agua libre de nucleasas y 2 yl de muestra) y se indujo la
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reaccion en un termociclador Biorad (Cycler Biorad) siguiendo el siguiente programa:
1) 37°C x 60 min, 2) 95°C x 5 min 3). 4°C x 5 min. La concentracion de cDNA se
determind con un espectrofotbmetro NanoDrop® ND-1000 V3.2 (Nanodrop
Technologies). La pureza del cDNA se determiné con el cociente de las absorbancias
a las longitudes de onda de 260 nm y 280 nm (A260nm/A280nm), aceptando un valor
superior a 1,8. Después de determinadas las concentraciones de cDNA para cada
muestra, éstas se diluyeron en agua libre de nucleasas para llevarlas a una
concentracion de 25 ng/ul. Los productos de la amplificacién se congelaron a -20 °C

hasta el momento de realizar la PCR cuantitativa.

3.7.4. PCR cuantitativa (QPCR)
Se utilizo el kit TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) para
las reacciones de PCR cuantitativa y se siguieron las recomendaciones del fabricante

como se describe a continuacion. Se prepararon 20 pl reaccion (1 yl 20X TagMan®

Gene Expression Assay, 10 pyl 2X TagMan® Gene Expression Master Mix, 5 ul de
agua libre de nucleasas y 4 pl de plantilla de cDNA a una concentracién de 25 ng/ pl)
y la amplificacion en tiempo real se realizé con el termociclador 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) usando el siguiente perfil de reaccion: 1) 50°C x 2 min,
2) 95°C x 10 min, 3) 40 ciclos de 95°C x 15 s, 60°C x 60 s. Se usaron ensayos
predisefiados (TagMan® Gene Expression Assays, Applied Biosystems) con la mezcla
de cebadores y sonda (FAM, 525 nm) para la amplificacibn de los genes Grinl
(Rn01436038_m1, NMDA-NR1), Grin2a (Rn00561341_m1, NMDA-NR2A), Grin2b
(Rn00680474_m1, NMDA-NR2B), Nr3cl (Rn00561369 ml1, GR), Hdac2
(Rn01193634 g1, HDAC?2). Se usé como gen de normalizacion interna la proteina de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Gapdh, Rn01775763_g1, VIC 554nm).

No se observé amplificacion de DNA gendmico (gDNA) en las sondas disefiadas
para expandirse entre exones. Las sondas que no contaron con esta ventaja (Hdac2 y
Gapdh) mostraron una amplificacion de gDNA 10 ciclos por encima del valor
observado para las muestras de cDNA, por lo que en estos ensayos el gDNA aportd
un error de tan solo 0.00158 veces por ciclo. Las reacciones sin plantilla no mostraron
amplificacion (valor indeterminado). En la Figura 11 se observan las curvas de
amplificacion para el gen Gapdh en muestras de hipocampo con plantilla de cDNA

obtenida por transcripcion reversa (derecha) y con plantila no sometida a
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transcripcion reversa para identificar gDNA (izquierda); la linea azul en la parte baja

representa la reaccion sin plantilla.

Instrument ¥ Results
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Figura 11. Amplificaciéon Gapdh. Curvas de amplificacion para el gen Gapdh en
muestras de hipocampo. A la izquierda se observan las curvas de amplificacion de
cDNA en muestras a las tuvieron transcripcion reversa, mientras que la curva de la
derecha muestra la amplificacion de gDNA en una muestra que no fue sometida al
protocolo de transcripcion reversa. La linea azul aplanada en la base de la grafica
muestra la ausencia de amplificacion de una reaccion que se preparo sin plantilla.

3.7.5. Andlisis de la expresion génica relativa (2-2A¢)

Se cuantificé la expresion relativa de cada gen diana en cada muestra utilizando el
método comparativo del ciclo umbral o 2-22Ct descrito por Pfaffl 2001 (donde, AACt =
ACt gen normalizacién — ACt gen diana), donde Ct corresponde al ciclo umbral. Se
asumieron eficiencias de 1.0 en cada ciclo pues el fabricante garantizado un valor
proximo en cada una de sus sondas predisefiadas
(http:/www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/generald
ocuments/cms_040377.pdf).

3.8. Disefio Experimental
Se utilizé un disefio factorial para estudiar los efectos del estrés agudo y la
inhibicion de las HDACs sobre la consolidacion de la memoria espacial, los niveles
plasmaticos de corticosterona, y cambios bioquimicos en el tejido cerebral. Este
disefio permitié analizar los efectos individuales del estrés, la inhibicién de las HDACs
y el entrenamiento espacial, asi como la interaccion entre estos factores. En la Figura

12 se presenta el disefio utilizado en esta investigacion. Los factores incluidos en el
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disefio fueron: 1) estrés agudo (presente o ausente); 2) inhibiciébn de las HDACs
(vehiculo o TSA) y, 3) entrenamiento (presente o ausente), lo que supuso la
conformacion de 8 grupos experimentales. Dada la complejidad del disefio, y el hecho
de que en los animales entrenados las muestras fueron recolectadas inmediatamente
después de la prueba de memoria, se analizaron los efectos del estrés y la inhibicion
de las HDACs de manera separada en animales sin entrenamiento y animales con
entrenamiento. Las comparaciones para identificar los efectos del entrenamiento
espacial, y su interaccidn con los factores de estrés e inhibicion de las HDACs se hizo

mediante pruebas ANOVA de tres vias, las cuales se presentan en el ANEXO E.

. Dial | Dia 2 . Dia3
i i No-Estrés < VEH (n =8) E .
: : TSA(n=8) | ELISA
! Caja Hogar :  Caja Hogar | Corticosterona en plasma
i i , VEH (n = 8) E i Inmunofluorescencia
i i Estrés 1H < TSA (n=8) i l i Expresion y co-localizacién
i i i E GR/HDAC2
Caja Hogar ! ' ' Sacrificio —— ' Inmunohistoquimica
i : : ' Expresion histona H3 acetilada
i i No Estrés/ VEH (n=9) E i PCR Cuantitativa (mRNA)
: : Entrenamiento TSA(n=9) ! | GR(Nrc1)
o . i HDAC2 (Hdac2)
iHabituacién | i Prueba ' Subunidades receptor NMIDA
i i Estrés 1H/ VEH (n=9) i Memoria i (Grin1, Grin2a, Grin2b)

Entrenamiento TSA(n=9) : -

Figura 12. Disefio experimental. La mitad de los sujetos experimentales fueron
habituados al laberinto de Barnes, mientras que el resto permanecio en su caja hogar.
Veinticuatro horas después, la mitad de los sujetos expuestos o no a habituacion,
fueron estresados por restriccion de movimientos y el resto permanecié en la caja
hogar. Los animales habituados fueron entonces entrenados en el laberinto de
Barnes. La mitad de los animales de cada grupo experimental recibié una inyeccion
de vehiculo y la otra mitad una inyeccion de TSA. Veinticuatro horas después se
recolectaron muestras de plasma sanguineo vy tejido cerebral en sujetos de todos los
grupos experimentales para realizar ensayos de ELISA para corticosterona,
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica y RT-PCR cuantitativa. En el caso de los
animales con entrenamiento esto coincidio con el final de la prueba de memoria.

3.8.1. Grupos experimentales
Dado el disefio anteriormente expuesto, se conformaron los siguientes grupos
experimentales:
VEH: Sujetos a los que Unicamente se administré una inyeccién de DMSO.

TSA: Sujetos a los que Unicamente se administré una inyeccién de TSA.
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Estrés/VEH: Sujetos a los que se administr6 DMSO inmediatamente después de
la induccion de estrés.

Estrés/TSA: Sujetos a los que se administré TSA inmediatamente después de la
induccion de estrés.

Entrenamiento/VEH: Sujetos a los que se administr6 DMSO inmediatamente

después del entrenamiento espacial. Veinticuatro horas después se realizé la
prueba de memoria.

Entrenamiento/TSA: Sujetos a los que se administr6 TSA inmediatamente

después del entrenamiento espacial. Veinticuatro horas después se realizo la
prueba de memoria.

Estrés/Entrenamiento/VEH: Sujetos a los que se administrt6 DMSO

inmediatamente después del entrenamiento espacial a sujetos previamente
estresados. Veinticuatro horas después se realizo la prueba de memoria.
Estrés/Entrenamiento/TSA: Se administr6 TSA inmediatamente después del

entrenamiento espacial a sujetos previamente estresados. Veinticuatro horas
después se realiz6 la prueba de memoria.

Las muestras de plasma vy tejido cerebral se obtuvieron de animales de todos los
grupos experimentales 24 horas después del momento de la administracion de la
inyeccion intraperitoneal de vehiculo o TSA.

Debido a que la inyeccion intraperitoneal de un vehiculo (solucion salina) induce
rapidos incrementos en los niveles de corticosterona (Cerén, 2015), y que la
administracion de DMSO tiene un efecto pequefios sobre la expresion de algunos
genes (Karamboulas et al., 2006; Sumida et al., 2011; Lee et al., 2013) se realizaron
experimentos piloto para determinar los efectos de la administracién a de DMSO (18%
en solucion salina) sobre los niveles de corticosterona plasmaética, la expresion de las
proteinas GR y HDACZ2, la acetilacién de histonas, y la expresion génica. Se encontro
que la inyeccion de DMSO tiene un efecto pequefio pero significativo sobre los niveles
plasmaticos de corticosterona, y los niveles de acetilacion de la histona H3 en la
fascia dentada y la amigdala basolateral, pero no se observaron efectos sobre la
expresion de proteinas o mRNA (ANEXO C).

También se evaluaron los efectos de la inyeccién de un vehiculo (solucién salina o
DMSO 18%) sobre la consolidacion de la memoria espacial en animales entrenados

en la tarea espacial, la mitad de los cuales habia sido sometida a estrés antes del
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entrenamiento. Se encontré que, tanto la inyeccion de solucion salina, como la
inyeccion de DMSO empeoraron la consolidacion de la memoria espacial en animales
estresados, pero no en animales no estresados. Esto confirma que la administracion
intraperitoneal de un vehiculo, es por si misma, un evento estresante (Ceron, 2015),
gue potencia los efectos negativos del estrés por restriccion de movimientos (ANEXO
D). Dados estos resultados, los datos del grupo de animales inyectados con DMSO al
18% 24 horas antes de la toma de las muestras, se usaron como linea de base para
cada uno de los ensayos realizados.

Los efectos del tratamiento farmacolégico y el estrés se analizaron de forma
separada en animales sin entrenamiento espacial y con entrenamiento espacial, por lo
que, para determinar la interaccion entre estos factores con el factor entrenamiento en

la tarea espacial, se realizaron pruebas ANOVA de 3 vias, (ANEXO E).

3.9. Anédlisis Estadistico

Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) de una, dos o tres
vias, seguidos de analisis post-hoc con la prueba de Holm-Sidak. Se hicieron
comparaciones planeadas entre pares de grupos mediante la prueba de t-student y
comparaciones contra el azar mediante una prueba t de una muestra (one-sample t
test). Para los andlisis de correlacién entre variables dependientes se utilizd el
coeficiente de correlacion de Pearson. El valor critico de significancia para todos los
analisis estadisticos se estableci6 en 0,05. Los analisis se realizaron utilizando el
paquete estadistico SigmasStat 3.01. Las Figuras muestran los valores promedio (X) y

error estdndar (SEM) de los datos de cada grupo experimental.

3.10. Aspectos Eticos y de Bioseguridad

Las condiciones de alojamiento, la totalidad de los procedimientos experimentales,
y la disposicion de los residuos biolégicos y quimicos se realiz6 observando las
normativas nacionales e internacionales pertinentes: Resolucion n° 008430 de 1993
del Ministerio de Salud y Ley 84 del 27 de diciembre de 1989. También se observaron
los procedimientos para el manejo y cuidado de animales de laboratorio
recomendados por la normativa de la Uniébn Europea (8616091EU) y los Institutos
Nacionales de Salud de los Estados Unidos de América (NIH, 2011).
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4. RESULTADOS
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4.1. Efectos del Estrés Agudo y la TSA en Animales Sin Entrenamiento Espacial
4.1.1. Niveles de corticosterona en plasma

Se encontraron diferencias significativas en los niveles de corticosterona entre los
sujetos de los grupos experimentales y sujetos no estresados que se utilizaron como
linea de base (ANOVA 1 via: F, 11y = 5.649, p = 0.022; Figura 13). Los andlisis post-
hoc mostraron que, 24 horas después del tratamiento, los animales estresados e
inyectados posteriormente con TSA mostraron un incremento significativo en los
niveles de la hormona (Estrés+/TSA: t = 3.015, p = 0.016), pero los demas grupos
mostraron valores comparables con la linea de base (Estrés+/VEH: t = 0.914, p =
0.387; Estrés-/TSA: t = 0.537, p = 0.606).

Las comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 13)
mostraron un efecto significativo del tratamiento farmacolégico (Fq, 11y = 9.973, p =
0.013) y de la interaccién entre el tratamiento farmacologico y el estrés (F, 11 = 5.751,
p = 0.043), pero no del estrés solo (F, 1) = 1.222, p = 0.301). Los analisis post-hoc
mostraron que la concentracion de corticosterona en plasma de los animales
estresados e inyectados con TSA fue significativamente mayor que la de los animales
estresados e inyectados con vehiculo (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 3.929, p =
0.004) y de los animales sin estrés e inyectados con TSA (Estrés-/TSA vs
Estrés+/TSA: t = 2.477, p = 0.038). No se observaron otras diferencias significativas
entre grupos (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 0.914, p = 0.387; Estrés-/TSA vs
Estrés-/VEH: t = 0.537, p = 0.606).
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Figura 13. La induccion de estrés seguida de la inyeccion de TSA incremento a

largo plazo los niveles de corticosterona por encima del nivel basal.
Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; ¢ diferencias significativas con
relacion a la linea de base; — linea de base.
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4.1.2. Acetilacién de lisina 14 de la histona H3 en tejido cerebral
4.1.2.1. Corteza prelimbica

Los niveles de acH3K14 en la corteza prelimbica en los grupos experimentales
fueron significativamente diferentes del nivel basal (ANOVA 1 via; F3, 15 = 13.174, p <
0.001; Figura 14). Los analisis post-hoc mostraron un incremento significativo en los
niveles de acH3K14 en animales estresados inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH: t
= 5.152, p < 0.001), pero no en los demas grupos experimentales (Estrés-/TSA: t =
0.693, p = 0.502; Estrés+/TSA: t = 0.398, p = 0.698). La comparacion entre grupos
experimentales de los niveles de acH3K14 en esta region (ANOVA 2 vias; Figura 14)
mostré efectos significativos del tratamiento farmacoldgico (F, 15y = 11.794, p = 0.005),
del estrés (Fq, 15 = 8.246, p = 0.014), y de la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15 =
19.483, p < 0.001). Los andlisis post-hoc confirmaron que, en los animales inyectados
con vehiculo, el estrés provocd un aumento significativo de los niveles de acH3K14
(Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 5.152, p < 0.001) y que la TSA previno este efecto
(Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 5549, p < 0.001). No se observaron otras
diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.693, p =
0.502; Estrés-/TSA vs Estrées+/TSA: t =1.091, p = 0.297).
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Figura 14. La TSA previno que el estrés provocara un incremento de acH3K14 en
la corteza prelimbica. A. Microfotografias ilustrativas. B. Nivel de acH3K14.
Resultados expresados como veces del nivel basal (animales que solo recibieron
inyeccion de vehiculo 24-h antes). Abreviaturas: * diferencias significativas entre
grupos; 8 diferencias significativas con respecto a la linea de base.
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4.1.2.2. Hipocampo

Los niveles de acH3K14 en la fascia dentada en los grupos experimentales fueron
significativamente diferentes del nivel basal (ANOVA 1 via; F, 15y = 9.636, p = 0.002;
Figura 15). Los analisis post-hoc mostraron un incremento significativo de acH3K14
con respecto al nivel basal en animales estresados inyectados con vehiculo
(Estrés+/VEH: t = 4.364, p <0.001), mientras que en los demas grupos no hubo diferencias
significativas con respecto al nivel basal (Estrés-/TSA: t = 2,005, p = 0.068; Estrés+TSA: t =
0.436, p = 0.670). Las comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias;
Figura 15) mostraron un efecto significativo de la interaccion entre el tratamiento
farmacoldgico y el estrés (Fq, 15y = 23.156, p < 0.001) sobre los niveles de acetilacion;
sin embargo, el factor tratamiento farmacolégico (F, 15 = 3.904, p = 0.072) o el factor
estrés (Fq, 15y = 1.847, p = 0.199) por si solos no afectaron los niveles de acH3K14.
Los analisis post-hoc confirmaron que el estrés en animales inyectados con vehiculo
incrementd los niveles de acH3K14 (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 4.364, p =
0.001) y que la TSA previno este efecto (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 4.800, p <
0.001). No se observaron otras diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs
Estrés-/VEH: t = 2.005, p = 0.068; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 2.442, p = 0.031).
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Figura 15. La TSA evitdé que el estrés provocara un aumento significativo de
acH3K14 en la fascia dentada. A. Microfotografias ilustrativas. B. Nivel de acH3K14.
Resultados expresados como veces del nivel basal. Abreviaturas: * diferencias
significativas entre grupos; § diferencias significativas con respecto a la linea de base.
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De manera semejante, en la regiéon CAl se observaron niveles acH3K14
diferentes a los basales en los grupos experimentales (ANOVA 1 via; F, 15y = 19.359,
p < 0.001; Figura 16). Los analisis post-hoc mostraron un incremento en los niveles de
acetilacion de la histona H3 en animales estresados inyectados con vehiculo
(Estrés+/VEH: t = 3.353, p = 0.005), y un decremento en la acetilacion en animales
estresados inyectados con TSA (Estrés+/TSA: t = 4.072, p = 0.001). Los animales sin
estrés inyectados con TSA mostraron niveles semejantes al basal (Estrés-/TSA: t =
1.124 p = 0.283). Las comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias;
Figura 16) mostraron un efecto significativo del tratamiento farmacoldgico (F, 15) =
19.847, p < 0.001) y de la interaccion entre farmaco-estrés (F, 15)= 36.533, p < 0.001)
sobre los niveles de acetilacion de la H3; mientras que el factor estrés (F, 15) = 1.698,
p = 0.217) no tuvo efectos. Los andlisis post-hoc confirmaron que el estrés en los
animales inyectados con vehiculo incremento los niveles de acH3K14 (Estrés+/VEH
vs Estrés-/VEH: t = 3.353, p = 0.006), efecto revertido por la inyeccion de TSA
(Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 7.424, p < 0.001). No se observaron otras
diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 5.195, p <
0.001; Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 1.124, p = 0.283).
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Figura 16. La TSA evité que el estrés provocara aumento de acH3K14 en CALl. A.
Microfotografias ilustrativas. B. Nivel de acH3K14. Resultados expresados como
veces del nivel basal. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; $
diferencias significativas con respecto a la linea de base.
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4.1.2.3. Amigdala

Los niveles de acH3K14 en el nucleo basolateral de la amigdala en los grupos
experimentales fueron significativamente diferentes del nivel basal (ANOVA 1 via; Fg,
15y = 15.234, p < 0.001; Figura 17). Los andlisis post-hoc mostraron marcado
incremento de los niveles de acH3K14 en animales estresados inyectados con
vehiculo (Estrés+/VEH: t = 6.236, p < 0.001), mientras que los demas grupos no
mostraron diferencias significativas con respecto a la linea de base (Estrés-/TSA: t =
1.498 p = 0.160; Estrés+/TSA: t = 1.090, p = 0.297). Las comparaciones entre grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 17) mostraron efectos significativos del
tratamiento farmacolégico (Fq, 15 = 6.652, p = 0.024), el estrés (Fq, 15 = 16.983, p =
0.001) y la interaccion entre ambos factores (F(, 15y = 22.066, p < 0.001) sobre los
niveles de acH3K14. Los analisis post-hoc confirmaron que, en animales inyectados
con vehiculo, el estrés provocé un incremento significativo de acH3K14 (Estrés+/VEH
vs Estrés-/VEH: t = 6.236, p < 0.001) y que la TSA previno este efecto (Estrés+/TSA
vs Estrés+/VEH: t = 5.145, p < 0.001). No se observaron otras diferencias
significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 0.408, p = 0.691; Estrés-
ITSAvs Estrés-/VEH: t = 1.498, p = 0.160).
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Figura 17. La TSA evitd que el estrés provocara aumento significativo de
acH3K14 en la amigdala basolateral. A. Microfotografias ilustrativas. B. Nivel de
acH3K14. Resultados expresados como veces del nivel basal. Abreviaturas: *
diferencias significativas entre grupos; 8 diferencias significativas con respecto a la
linea de base.
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4.1.3. Expresion y co-localizacion de GR y HDAC2 en tejido cerebral
4.1.3.1. Corteza prelimbica

Se encontraron diferencias significativas en la expresion de GR en células de la
corteza prelimbica entre sujetos de los grupos experimentales y sujetos de linea de
base (ANOVA 1 via; F@, 15y = 6.124, p = 0.009; Figura 18B). Los analisis post-hoc
mostraron que los animales estresados e inyectados con vehiculo tuvieron una
expresion de GR significativamente menor que los de la linea de base (Estrés+/VEH: t
= 3.280, p = 0.006). Los sujetos de los demas grupos no mostraron diferencias
significativas con los de la linea de base (Estrés-/TSA: t = 0.419, p = 0.683;
Estrés+/TSA: t = 0.703, p = 0.495). Las comparaciones entre grupos experimentales
(ANOVA 2 vias; Figura 18B) mostraron un efecto significativo del tratamiento
farmacoldgico sobre la expresion de GR en esta region del cerebro (F, 15y= 6.353, p =
0.027) y la interaccion entre el tratamiento farmacologico y estrés (F, 15 = 9.691, p =
0.009), pero no del estrés solo (Fqg, 15y = 2.328, p = 0.153). Los andlisis post-hoc
confirmaron que el estrés redujo la expresion de receptores GR (Estrés+/VEH vs
Estrés-/VEH: t =3.280, p = 0.007), y la TSA previno tal efecto (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 3.984, p = 0.002). No se observaron otras diferencias significativas
(Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.419, p = 0.683; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t =
1.122, p = 0.284).
Por su parte, los tratamientos experimentales también modificaron significativamente
la expresion de HDAC2 en la corteza prelimbica con respecto a la linea de base
(ANOVA 1 via; F3, 15) = 7.294, p = 0.005; Figura 18C). Los analisis post-hoc mostraron
que la expresion de HDAC?2 en esta region fue menor en los animales sometidos a
estrés (Estrés+/VEH: t = 3.003, p = 0.017). La expresiéon de HDAC2 en los demas
grupos fue comparable a la linea de base (Estrés-/TSA: t = 0.222, p = 0.828;
Estrés+/TSA: t = 1.593, p = 0.137). Las comparaciones entre grupos experimentales
(ANOVA 2 vias; Figura 18C) mostraron un efecto significativo del tratamiento
farmacoldgico (F(1, 15) = 9.569, p = 0.009) y la interaccion farmaco-estrés (F(1, 15) =
11.607, p = 0.005) sobre la expresion de HDACZ2; sin embargo, el factor estrés por si
mismo no tuvo efectos significativos (F(, 15 = 0.706, p = 0.417). Los andlisis post-hoc
confirmaron que los animales estresados e inyectados con vehiculo tuvieron menor
expresion de HDAC2 (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 3.003, p = 0.011), la
administracion de TSA previno este efecto (Estrés+/TSAvs Estrés+VEH: t=4.596, p<0.001).
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Figura 18. La TSA previno que el estrés provocara un decremento en la
expresion de GR y HDAC2 en la corteza prelimbica. A. Imagenes representativas.
B. Nivel de expresion de GR. C. Nivel de expresion de HDAC2. Resultados
expresados como veces del nivel basal. Abreviaturas: * diferencias significativas entre
grupos; 8 diferencias significativas con respecto a la linea de base.
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No se observaron otras diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés-
IVEH: t=0.222, p = 0.828; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 1.815, p = 0.095).

La expresion de GR y de HDAC2 en la corteza prelimbica se correlacion6 de
forma positiva y altamente significativa (ras) = 0.795, p < 0.001; Figura 19A). Sin
embargo, si bien se encontrd co-localizacion entre GR y HDAC2 en el nucleo de las
células de las corteza de animales de todos los grupos experimentales (alrededor de
0.5), el andlisis de varianza (ANOVA 2 vias), no mostré efectos del tratamiento
farmacolégico (F, 15y = 1.415, p = 0.257), el estrés (Fq, 15 = 1.703, p = 0.216), o la
interaccion farmaco-estrés (Fa, 15y = 0.332, p = 0.575) sobre los niveles de co-

localizacion (Figura 19B).

1.8 1 r = 0.795%%* 1.0
L] c
0
o
- ot
<1 [} =
S ° <0 g® 3

< b= S 0.5+
= = ® g o
064 %9 %
. -7 )
[ ] =
¢ 2

0 T T 1 0
0.6 0.8 1.0 12 Estrés- Estrés+ Estrés- Estrés+
GR VEH TSA

Figura 19. La expresion de GR y HDAC2 correlacion6 positivamente en la
corteza prelimbica, pero los tratamientos no alteraron su co-localizacién en el
nucleo. A. Correlacion entre niveles de expresion. B. Co-localizacion de proteinas en
el nicleo. Abreviaturas: * valores significativos; - linea de tendencia.

4.1.3.2. Hipocampo

La expresion de GR en células de la fascia dentada tuvo diferencias significativas
entre los grupos experimentales y la linea de base (ANOVA 1 via; F, 15) = 4.606, p =
0.023; Figura 20B). Los andlisis post-hoc mostraron que la expresion de GR fue
significativamente mayor en los animales estresados inyectados con vehiculo
(Estrés+/VEH: t = 3.120, p = 0.008), mientras que los animales de los demas grupos
no tuvieron cambios significativos con respecto a la linea de base (Estrés-/TSA: t =
0.643, p = 0.532; Estrés+/TSA: t = 0.151, p = 0.883). Las comparaciones entre grupos

65



experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 20B) mostraron un efecto un efecto
significativo de la interaccion farmaco-estrés (F@1, 15 = 7.661, p = 0.017) sobre la
expresion de GR en esta region del cerebro, la cual no fue alterada por el tratamiento
farmacoldgico (Fq, 15) = 3.452, p = 0.088) 0 el estrés (F, 15 = 2.705, p = 0.126) por si
mismos. Los analisis post-hoc confirmaron que el estrés indujo un incremento en la
expresion de GR en los animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-
IVEH: t =3.120, p = 0.009), y que la TSA previno tal efecto (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 3.271, p = 0.007). No se observaron otras diferencias significativas
entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.643, p = 0.532; Estrés-/TSA vs
Estrés+/TSA: t = 0.794, p = 0.443).

Por su parte, los tratamientos experimentales modificaron significativamente la
expresion de HDACZ2, en células de la de la fascia dentada, con respecto a la linea
de base (ANOVA 1 via; F, 15 = 10.720, p < 0.001; Figura 20C). Los analisis post-hoc
mostraron que los animales estresados e inyectados con vehiculo sufrieron un
incremento significativo de la expresion de HDAC2 en esta region (Estrés+/VEH: t =
3.790, p = 0.002), mientras que en los otros grupos no mostraron cambios
significativos (Estrés-/TSA: t = 0.969, p = 0.351; Estrés+/TSA: t = 1.746, p = 0.106).
Las comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 20C)
mostraron un efecto significativo del tratamiento farmacoldgico (F, 15y = 10.426, p =
0.007) y la interaccion farmaco-estrés (F, 15) = 21.158, p < 0.001) sobre la expresion
de HDACZ2, pero no del factor estrés por si mismo (Fq, 15y = 0.577, p = 0.462). Los
andlisis post-hoc confirmaron que la expresion de HDAC?2 en los animales estresados
inyectados con vehiculo fue significativamente mayor (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t
=3.790, p = 0.003) y que la administracion de TSA previno este efecto (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 5.536, p < 0.001). La TSA, ademéas, tuvo efectos opuestos en
animales estresados y no estresados (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 2.715, p =
0.019). En los animales no estresados la TSA no provoco diferencia en la expresion
de HDAC2 (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.969, p = 0.351).
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Figura 20. La TSA evito que el estrés agudo incrementara la expresion de GR y
HDAC2 en la fascia dentada. A. Imagenes representativas. B. Nivel de expresion de
GR. C. Nivel de expresion de HDAC2. Resultados expresados como veces del nivel
basal. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; 8 diferencias significativas
con respecto a la linea de base.
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Se observo una correlacion positiva y altamente significativa (ris = 0.863, p <
0.001) entre la expresion de GR y HDAC?2 en la fascia dentada (Figura 21A). GR y
HDAC?2 co-localizaron en los nucleos de las células de la fascia dentada (alrededor de
0.4) y el andlisis de varianza (ANOVA 2 vias) mostré que el tratamiento farmacologico
(F, 15 = 12.201, p = 0.004) afecto la co-localizacion de ambas proteinas en el nucleo
(Figura 21B), pero el estrés solo (F, 15y = 0.001, p = 0.969) y la interaccion farmaco-
estrés (F, 15y = 0.665, p = 0.431) no tuvieron efectos significativos. Los analisis post-
hoc evidenciaron que la co-localizacion de las proteinas en animales estresados la
TSA fue significativamente menor que en animales estresados inyectados con
vehiculo (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 3.047, p = 0.010). No se observaron otras
diferencias significativas (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 0.549, p = 0.593; Estrés-
ITSA vs Estrés-/VEH: t = 1.893, p = 0.083; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 0.604, p =
0.577).
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Figura 21. La expresion de GR y HDAC2 correlacion6 positivamente en la fascia
dentada. La TSA redujo significativamente la co-localizacion de GR y HDAC2 en
animales estresados. A. Correlacion entre niveles de expresion. B. Co-localizacion
de proteinas en el nucleo. Abreviaturas: * valores significativos; — linea de tendencia.

La expresion de GR en células del area CA1 fue significativamente diferente de la
linea de base en los grupos experimentales (ANOVA 1 via; F, 15y = 5.822, p = 0.011,
Figura 22B). Los analisis post-hoc mostraron que los animales tratados con TSA, tanto
estresados (Estrés-/TSA: t = 3.397, p = 0.005), como no estresados (Estrés+/TSA: t =

3.617, p = 0.003) mostraron una reduccién significativa en la expresion de GR. Los
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animales estresados inyectados con vehiculo no mostraron diferencias significativas
con respecto a la linea de base (Estrés+/VEH: t = 1.512, p = 0.156). Las
comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 22B) mostraron
un efecto significativo del tratamiento farmacologico (F, 15y = 15.133, p = 0.002) sobre
la expresion de GR en CA1, pero no del estrés por si mismo (Fq, 15 = 0.835, p =
0.379), ni de la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15y = 1.500, p = 0.244). Los andlisis
post-hoc confirmaron que la TSA redujo la expresion de GR en animales no
estresados (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t =3.617, p = 0.004). No se encontraron
otras diferencias significativas entre grupos (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 1.885, p
= 0.084; Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 1512, p = 0.156; Estrés-/TSA vs
Estrés+/TSA: t = 0.220, p = 0.829).

Por su parte, los tratamientos experimentales modificaron significativamente la
expresion de HDAC2 en células del area CA1l con respecto a la linea de base
(ANOVA 1 via; F@g, 15 = 12.132, p < 0.001; Figura 22C). Los andlisis post-hoc
mostraron que la expresion de HDAC2 en CALl fue significativamente mayor en los
animales sometidos a estrés e inyectados con vehiculo que en la linea base
(Estrés+/VEH: t = 2.466, p = 0.029); en contraste, la expresibn en animales
estresados tratados con TSA fue significativamente menor que la basal (Estrés+/TSA:
t = 3.307, p = 0.006). Los animales no estresados tratados con TSA mostraron niveles
de expresion comparables con el nivel basal (Estrés-/TSA: t = 1.655, p = 0.124). Las
comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 22C) mostraron
un efecto significativo del tratamiento farmacoldgico (F, 15y = 27.586, p < 0.001) y de
la interaccion farmaco-estrés (F, 15y = 8.480, p = 0.013) sobre la expresiéon de HDAC2
en esta region, pero no del estrés por si mismo (F, 15y = 0.332, p = 0.575). Los analisis

post-hoc confirmaron que el estrés provocé un incremento significativo de la expresion

de HDAC2 en animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t
2.466, p = 0.030), y que la TSA revirtio tal efecto (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t
5.773, p < 0.001). No se encontraron otras diferencias entre grupos (Estrés-/TSA vs
Estrés+/TSA: t = 1.652, p = 0.124; Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 1.655, p = 0.124).
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Figura 22. La TSA redujo la expresién de GR pero evitd que el estrés indujera la
reduccién de HDAC2 en CAL. A. Imagenes representativas. B. Nivel de expresion de
GR. C. Nivel de expresion de HDAC2. Resultados expresados como veces del nivel
basal. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; 8 diferencias significativas
con respecto a la linea de base.
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Se observo una correlacion positiva y significativa (rie) = 0.627, p = 0.009) entre la
expresion de GR y HDAC2 en la region CAl (Figura 23A). GR y HDAC2 co-
localilzaron en el nucleo de células de CA1 (alrededor de 0.5) y el andlisis de varianza
(ANOVA 2 vias) mostré que el tratamiento farmacologico (F, 15 = 8.780, p = 0.012)
afectd la co-localizacion de GR y HDAC2 en los nucleos de las células de esta
region (Figura 23B). Ni el estrés por si mismo (Fq, 15 = 0.386, p = 0.546), ni la
interaccion farmaco-estrés (F, 15 = 2.959, p = 0.111) modificaron significativamente la
co-localizacion de estas proteinas. Los andlisis post-hoc mostraron que en animales
estresados la TSA redujo la co-localizacion entre GR y HDAC2 (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 3.311, p = 0.006). No se observaron otras diferencias significativas
(Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 1.656, p = 0.124; Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t =
0.879, p = 0.397; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t=0.777, p = 0.452).
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Figura 23. La expresién de GR y de HDAC2 correlacion6 positivamente en CAL,
y la TSA redujo su co-localizacién en animales estresados. A. Correlacion entre
niveles de expresion. B. Co-localizacién de proteinas en el ndcleo. Abreviaturas: *
valores significativos; —~ linea de tendencia.

4.1.3.3. Amigdala

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales y la
linea de base para la expresion de GR en células del nucleo basolateral de la
amigdala (ANOVA 1 via; Fg, 15y = 3.225, p = 0.061; Figura 24B). Sin embargo, las
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comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 24B) mostraron
un efecto significativo del estrés (F, 15y = 6.711, p = 0.024) sobre la expresion de GR
en la amigdala basolateral. Ni el tratamiento farmacolégico (F, 15)= 1.153, p = 0.304),
ni la interaccion farmaco-estrés (Fa, 15 = 1.811, p = 0.203) tuvieron efectos
significativos. Los andlisis post-hoc mostraron que la reduccion de la expresion de GR
provocada por la TSA en animales no estresados no ocurrié en animales estresados
(Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 2.783, p = 0.017). No se encontraron otras
diferencias significativas entre grupos (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 0.880, p =
0.396; Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 0.192, p = 0.851; Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH:
t=1.711, p = 0.113).

Por su parte, los tratamientos experimentales modificaron significativamente la
expresion de HDAC2 en células de la amigdala basolateral con respecto a la linea
de base (ANOVA 1 via; F3, 15 = 13.094, p < 0.001; Figura 24C). Los analisis post-hoc
mostraron una reduccion significativa de la expresion de HDAC2 en esta region en
animales sometidos a estrés e inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH: t = 4.262, p =
0.001), efecto que también se observé en animales inyectados con TSA, tanto sin
estrés (Estrés-/TSA: t = 5.966, p < 0.001), como con estrés (Estrés+/TSA: t = 2.408, p
= 0.033). Las comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura
24C) mostraron un efecto significativo del tratamiento farmacologico (F, 15 = 8.457, p
= 0.013) y de la interaccion farmaco-estrés (F, 15y = 30.578, p < 0.001) sobre la
expresion de HDAC2 en esta region; el estrés por si mismo no tuvo efecto (F, 15 =
0.247, p = 0.628). Los andlisis post-hoc confirmaron que el estrés indujo una
disminucién significativa de la expresion de HDAC2 (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t =
4.262, p < 0.001), pero la TSA no previno tal efecto (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t =
1.854, p = 0.089). La TSA provocO una reduccion significativa de los niveles de
expresion de HDAC2 en animales sin estrés (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 5.966, p
< 0.001), disminucién que fue significativamente menos profunda en animales
estresados (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 3.559, p = 0.004).
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Figura 24. El estrés y la TSA redujeron la expresion de HDAC2 en la amigdala;
sin embargo, esta reduccion fue menor en animales estresados inyectados con
TSA. A. Imagenes representativas. B. Nivel de expresion de GR. C. Nivel de
expresion de HDAC2. Resultados expresados como veces del nivel basal.
Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; ¢ diferencias significativas con
respecto a la linea de base.
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No se encontré correlacion (rues) = 0.349, p = 0.186) entre la expresion de GR y
HDAC2 en células de la amigdala basolateral (Figura 25A). Las proteinas co-
localizaron en los nucleos de las células de la amigdala basolateral (+/- 0.5) y el
andlisis de varianza (ANOVA 2 vias) mostré que la interaccion entre el tratamiento
farmacoldgico y el estrés afectd la co-localizacion del receptor de GR y HDAC2
(Figura 25B) en los nucleos de las células de la amigdala basolateral (Fq, 15y= 6.672, p
= 0.024). Ni el tratamiento farmacoldgico (F, 15y = 0.253, p = 0.624) ni el estrés (F(, 15
= 0.427, p = 0.526) por si mismo tuvieron efectos significativos sobre la co-
localizacion. Los andlisis post-hoc mostraron que la TSA provocé una reduccion de la
co-localizacion de GR y HDAC2 en animales no estresados (Estrés-/TSA vs Estrés-
IVEH: t = 2.182, p = 0.049) y que en los animales tratados con TSA que habian sido
estresados no ocurrid tal reduccion (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 2.289, p =
0.041). No se observaron otras diferencias significativas entre grupos (Estrés+/VEH vs
Estrés-/VEH: t = 1.364, p = 0.198; Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 1.471, p = 0.167).
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Figura 25. La expresion de GR y HDAC2 no correlacioné en la amigdala; sin
embargo, la TSA redujo su co-localizaciébn en animales no estresados. A.
Correlacién entre niveles de expresion. B. Co-localizacion de proteinas en el nucleo.
Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; — linea de tendencia.

4.1.3.4. Correlaciones entre los niveles de expresion de acH3K14, HDAC2 y GR.

Se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de expresion de
acH3K14 y HDAC2 (Figura 26, fila superior) en corteza prelimbica (ras) = -0.773, p <
0.001) e hipocampo (fascia dentada: rge) = 0.753, p < 0.001; CAL: rue) = 0.747, p <
0.001), pero no en amigdala basolateral (ras) = -0.451, p = 0.079).
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Se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de expresion de
acH3K14 y GR (Figura 26, fila inferior) en corteza (rs = -0.590, p = 0.016) y fascia
dentada (rzs) = 0.668, p = 0.04), pero no en CAl (raus) = 0.211, p = 0.433), ni en
amigdala basolateral (r1e)= 0.082, p = 0.762).
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Figura 26. Correlaciones entre el nivel de acH3K14 y la expresion de HDAC2 o
GR en la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala. Abreviaturas: * valores
significativos; — linea de tendencia.

4.1.4. Expresion génica en tejido cerebral
4.1.4.1. Corteza prefrontal

La expresion del gen Nr3cl (GR) en la corteza prefrontal fue significativamente
diferente de la linea de base en los grupos experimentales (ANOVA 1 via; F@, 15 =
4.984, p = 0.018; Figura 27A). Los analisis post-hoc mostraron que solo los animales
estresados inyectados con vehiculo expresaron el gen significativamente por debajo
de la linea de base (Estrés+/VEH: t = 3.840, p = 0.002), mientras que la trascripcion
en los animales de los otros grupos no fue significativamente diferente de la basal
(Estrés-/TSA: t = 1.570, p = 0.142; Estrés+/TSA: t = 1.634, p = 0.128). Las
comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 27A) mostraron
un efecto significativo del estrés (F@, 15y = 7.619, p = 0.017) y de la interaccion
farmaco-estrés (Fq, 15 = 7.132, p = 0.020), pero no del tratamiento farmacologico por

si mismo (Fqa, 15 = 0.202, p = 0.661), sobre la expresion de Nr3cl en corteza
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prefrontal. Los analisis post-hoc confirmaron que el estrés indujo un decremento en la
transcripcion de Nr3cl en los animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs
Estrés-/VEH: t = 3.840, p = 0.002) y que la TSA previno este efecto (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 2.206, p = 0.048). No se observaron otras diferencias significativas
entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 1.570, p = 0.142; Estrés-/TSA vs
Estrés+/TSA: t = 0.063, p = 0.951).
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Figura 27. La TSA evitd que el estrés provocara disminucién de la transcripcién
de Nr3cl y Hdac2 en la corteza prefrontal. A. Expresion relativa de Nr3cl. B.
Expresion relativa de Hdac2. Resultados expresados como veces del nivel basal
Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; & diferencias significativas con
respecto a la linea de base.

Por su parte, la expresion del gen Hdac2 (HDAC?2) en la corteza prefrontal fue
significativamente distinta de la linea de base en los grupos experimentales (ANOVA 1
via; F@, 15 = 6.005, p = 0.010; Figura 27B). Los andlisis post-hoc mostraron que la
transcripcion del gen en los animales estresados inyectados con vehiculo fue
significativamente menor que la basal (Estrés+/VEH: t = 4.071, p = 0.001), mientras
qgue la trascripcién en los animales de los otros grupos no fue significativamente
diferente de la basal (Estrés-/TSA: t = 1.097, p = 0.294; Estrés+/TSA: t = 1.299, p =
0.218). Las comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 27B)
mostraron un efecto significativo del estrés (Fq, 15 = 9.129, p = 0.011) y de la

interaccion farmaco-estrés (Fu, 15y = 7.484, p = 0.018), pero no del tratamiento
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farmacoldgico por si mismo (F(, 15y = 1.402, p = 0.259), sobre la expresion de Hdac2
en corteza prefrontal. Los andlisis post-hoc confirmaron que el estrés indujo un
incremento en la transcripciéon de Hdac2 en los animales inyectados con vehiculo
(Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 4.071, p = 0.002) y que la TSA previno este efecto
(Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 2.772, p = 0.017). No se observaron otras
diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 1.097, p =
0.294; Estrés-/ITSA vs Estrés+/TSA: t = 0.202, p = 0.843).

La expresion de los genes Nr3cl y Hdac2 en la corteza prelimbica correlacion¢ de
forma positiva y significativa (re = 0.639, p = 0.007).

Se analiz6 el efecto de los tratamientos experimentales sobre la transcripcion de
MRNA codificante para las subunidades NR1, NR2A y NR2B del receptor NMDA
como marcadores de plasticidad sin4ptica.

No hubo diferencias significativas en la expresion del gen Grinl (NR1) en la
corteza prefrontal entre los grupos experimentales y la linea de base (ANOVA 1 via;
Fe, 15 = 2134, p = 0.149; Figura 28A). Las comparaciones entre grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 28A) mostraron un efecto significativo del
estrés (Fq, 15 = 4.790, p = 0.049), pero no del tratamiento farmacolégico (Fq, 15 =
0.010, p = 0.921), ni la interaccion farmaco-estrés (F, 15 = 1.602, p = 0.230), sobre la
expresion de Grinl en la corteza prefrontal. Los andlisis post-hoc confirmaron que el
estrés redujo la transcripcion de Grinl en los animales inyectados con vehiculo
(Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 2.443, p = 0.031); sin embargo, la TSA no previno
este efecto (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 0.823, p = 0.427). No se observaron
otras diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.967, p
= 0.353; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 0.652, p = 0.526).

Por su parte, no hubo diferencias significativas en la expresion de Grin2a (NR2A)
en la corteza prefrontal entre los grupos experimentales y la linea de base (ANOVA 1
via; F@ 15y = 0.788, p = 0.523; Figura 28B). Las comparaciones entre grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 28B) no mostraron efectos del tratamiento
farmacoldgico (Fq, 15y = 1.413, p = 0.258), el estrés (Fq, 15 = 0.262, p = 0.618) 0 su
interaccion (Fq, 15)= 0.690, p = 0.422) sobre la expresion de Grin2a en corteza.

En contraste, se encontraron diferencias significativas en la expresion del gen
Grin2b (NR2B) en corteza prefrontal entre los grupos experimentales y la linea de
base (ANOVA 1 via; Fg, 15y = 8.544, p = 0.003; Figura 28C). Los analisis post-hoc

77



mostraron que la transcripcion de Grin2b en los animales estresados, inyectados con
vehiculo (Estrés+/VEH: t = 4.195, p = 0.001), o con TSA (Estrés+/TSA: t = 3.639, p =
0.003), fue significativamente menor que la basal; los animales sin estrés inyectados
con TSA no mostraron cambios con relacion al nivel basal (Estrés-/TSA: t = 0.810, p =
0.434). Las comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 28C)
mostraron un efecto significativo del estrés (F, 15y = 24.668, p < 0.001), pero no del
tratamiento farmacolégico (Fq, 15y = 0.032, p = 0.861) o de la interaccion tratamiento
farmacoldgico-estrés (F, 15y = 0.932, p = 0.353), sobre la expresion de Grin2b en
corteza prefrontal. Los analisis post-hoc confirmaron que el estrés indujo una
reduccion significativa de la transcripcion de Grin2b en los animales inyectados con
vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 4.195, p = 0.001), pero que la TSA no
previno este efecto (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 0.556, p = 0.589). El efecto de la
TSA fue opuesto segun los animales hubieran sido sometidos 0 no a estrés (Estrés-
ITSA vs Estrés-/VEH: t = 2.829, p = 0.015), mientras que la TSA no tuvo efectos en
animales sin estrés (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 0.810, p = 0.434).
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Figura 28. La TSA no evitd que el estrés indujera la reduccion de la transcripcion
de Grinl y Grin2b en la corteza prefrontal. A. Expresion relativa de Grinl. B.
Expresion relativa de Grin2a. C. Expresion relativa de Grin2b. Resultados expresados
como veces del nivel basal. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; 8
diferencias significativas con respecto a la linea de base.

La expresion en la corteza prelimbica de Grinl y Grin2a tuvo una correlacion

positiva y significativa (rie = 0.716, p = 0.001), al igual que la expresion de Grinl y
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Grin2b (raes) = 0.829, p < 0.001). No obstante, la trascripcion de los genes Grin2a y
Grin2b no mostr6 una correlacion significativa (rqe) = 0.457, p = 0.075).

La razon entre la expresiéon de Grin2b y Grin2a (Grin2b/Grin2a) fue
significativamente distinta entre los grupos experimentales y la linea de base (ANOVA
1 via; F, 15y = 3.926, p = 0.036; Figura 29). Los andlisis post-hoc mostraron que los
animales estresados inyectados con TSA tuvieron una razén Grin2b/Grin2a
significativamente menor que la basal (Estrés+/TSA: t = 3.143, p = 0.008), pero los
demas grupos no tuvieron una razén significativamente distinta de la basal
(Estrés+/VEH: t = 2.136, p = 0.054; Estrés-/TSA: t = 0.767, p = 0.458). Las
comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 29) mostraron un
efectos significativo del estrés (F, 15 = 10.177, p = 0.008), pero no del tratamiento
farmacoldgico (Fq, 15 = 1.573, p = 0.234) o la interaccién tratamiento farmacolégico-
estrés (F, 15y = 0.028, p = 0.868), sobre la razén Grin2b/Grin2a en corteza prefrontal.
Los andlisis post-hoc mostraron que el estrés profundizé la reduccion de la razén
Grin2b/Grin2a en animales que recibieron TSA (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t =
2.375, p = 0.035). No se observaron otras diferencias significativas entre grupos
(Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 2.136, p = 0.054; Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t =
1.007, p = 0.334; Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.767, p = 0.458).

1
=]

L'}

=

G T
~ 1
IREN
S 2L
5=

Estrés- Estrés+ Estrés- Estrés+
VEH TSA

Figura 29. La induccion de estrés seguida de la inyeccion de TSA redujo a largo
plazo la razén Grin2b/Grin2a en la corteza prefrontal. Resultados expresados
como veces del nivel basal. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos. §
diferencias significativas con respecto a la linea de base.
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4.1.4.2. Hipocampo

Se encontraron diferencias significativas en la expresion del gen Nr3cl en el
hipocampo entre los grupos experimentales y la linea de base (ANOVA 1 via; F, 15 =
10.983, p < 0.001 Figura 30A). Los andlisis post-hoc mostraron que los animales
estresados inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH: t =2.601, p=0.023) o TSA (Estrés+/TSA:
t=4.776, p <0.001) tuvieron una transcripcion de Nr3cl significativamente menor que la
basal; la transcripcion en los animales sin estrés inyectados con TSA no fue
significativamente distinta de la basal (Estrés-/TSA: t = 0.133, p = 0.896). Las
comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 30A) mostraron
un efecto significativo del estrés (F, 15y = 28.201, p < 0.001), pero no del tratamiento
farmacoldgico (Fq, 15y = 2.083, p = 0.175), ni de la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15) =
2.664, p = 0.129), sobre la expresion de Nr3cl en el hipocampo. Los analisis post-hoc
mostraron que el estrés indujo un decremento en la transcripcién de Nr3cl en los
animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 2.601, p = 0.023)
y que la TSA profundizé dicho decremento (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 4.909, p
< 0.001). No se observaron otras diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSAvs
Estrés-VEH: t=0.133, p = 0.896; EstrésHTSAvs Estrés+/VEH: t = 2.175, p = 0.050).
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Figura 30. El estrés redujo la transcripcion de Nr3cl en el hipocampo. La TSA
incrementd los niveles de transcripcion de Hdac2 en animales no estresados. A.
Expresion relativa de Nr3cl. B. Expresion relativa de Hdac2. Resultados expresados
como veces del nivel basal. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; 8
diferencias significativas con respecto a la linea de base.
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Por su parte, también se encontraron diferencias significativas en la expresion del
gen Hdac2 en el hipocampo entre los grupos experimentales y la linea de base
(ANOVA 1 via; F3, 15 = 6.772, p = 0.006; Figura 30B). Los analisis post-hoc mostraron
que los animales sin estrés inyectados con TSA (Estrés-/TSA: t = 2.387, p = 0.034)
tuvieron una transcripcion del gen significativamente mayor que la basal, mientras que
la de los animales de los otros grupos no fue significativamente diferente de la basal
(Estrés+/VEH: t = 1.723, p = 0.110; Estrés+/TSA: t = 1.256, p = 0.233). Las
comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 30B) mostraron
un efecto significativo del estrés (F, 15y = 14.401, p = 0.003), pero no del tratamiento
farmacoldgico (Fq, 15 = 4.073, p = 0.066), ni la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15) =
1.843, p = 0.020), sobre la expresion de Hdac2 en el hipocampo. Los analisis post-hoc
mostraron que la TSA provocd aumento de la transcripcion de Hdac2 en animales no
estresados (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 2.387, p = 0.034), pero indujo una
disminucion en animales estresados (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 3.643, p =
0.003). No se observaron otras diferencias significativas entre grupos (Estrés+/VEH vs
Estrés-/VEH: t = 1.723, p = 0.110; Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 0.467, p = 0.649).
Se encontrdé una correlacién positiva y significativa en la expresion de los genes
Nr3cl y Hdac2 en el hipocampo (ras)= 0.573, p = 0.020).

Al igual que en la corteza, se analizo el efecto de los tratamientos experimentales
sobre la transcripcion de mRNA codificante para las subunidades NR1, NR2A y NR2B
del receptor NMDA como marcadores de plasticidad sinaptica en el hipocampo.

No hubo diferencias significativas en la expresién del gen Grinl en la corteza
prefrontal entre los grupos experimentales y la linea de base (ANOVA 1 via; F, 15) =
3.566, p = 0.047; Figura 31A). Las comparaciones entre grupos experimentales
(ANOVA 2 vias; Figura 31A) mostraron un efecto significativo del estrés (Fq, 15 =
10.589, p = 0.007), pero no del tratamiento farmacolégico (F(, 15y = 0.090, p = 0.769),
ni la interaccion farmaco-estrés (F(1, 15y = 0.018, p = 0.893) sobre la expresion de Grinl
en el hipocampo. Los analisis post-hoc confirmaron que el estrés redujo la
transcripcion de Grinl en los animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs
Estrés-/VEH: t = 2.398, p = 0.034); sin embargo, la TSA no previno este efecto
(Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 0.116, p = 0.910). No hubo efecto de la TSA en
animales sin estrés (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.310, p = 0.762), por lo que el
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efecto del farmaco fue distinto en animales estresados y no estresados (Estrés-/TSA
vs Estrés+/TSA: t = 2.204, p = 0.048).

Por su parte, no hubo diferencias significativas en la expresion del gen Grin2a en la
corteza prefrontal entre los grupos experimentales y la linea de base (ANOVA 1 via;
Fe 15 = 7.071, p = 0.005; Figura 31B). Las comparaciones entre grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 31B) mostraron un efecto significativo del
estrés (F, 15 = 16.334, p = 0.002), pero no del tratamiento farmacolégico (F, 15 =
2.679, p = 0.128), o la interaccion con el estrés-farmaco (F, 15y = 2.199, p = 0.164)
sobre la expresion de Grin2a en el hipocampo. Los andlisis post-hoc mostraron que la
TSA redujo la expresion del gen en animales estresados (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 2.206, p = 0.048) pero no en animales no estresados (Estrés-/TSA
vs Estrés+/TSA: t = 3.906, p = 0.002); no se observaron otras diferencias significativas
entre grupos (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 1.809, p = 0.096; Estrés-/TSA vs
Estrés-/VEH: t = 0.109, p = 0.915).

Por su parte, se encontraron diferencias significativas en la expresion del gen
Grin2b en la corteza prefrontal entre los grupos experimentales y la linea de base
(ANOVA 1 via; F, 15 = 7.529, p = 0.004; Figura 31C). Los analisis post-hoc mostraron
que la transcripcion del gen se redujo en los animales estresados, inyectados con
vehiculo (Estrés+/VEH: t = 2.930, p = 0.012) o TSA (Estrés+/TSA: t = 4.252, p =
0.001), mientras que la transcripcion del gen en animales sin estrés inyectados con
TSA no fue significativamente distinta de la basal (Estrés-/TSA: t = 0.836, p = 0.420).
Las comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 31C)
mostraron un efecto significativo del factor estrés (F, 15y = 20.143, p < 0.001) pero no
del tratamiento farmacoldgico (Fq, 15y = 2.328, p = 0.153) o la interaccién farmaco-
estrés (F, 15y = 0.118, p = 0.737) sobre la expresion de Grin2b en el hipocampo. Los
andlisis post-hoc confirmaron que el estrés redujo la transcripcion de Grin2b en los
animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 2.930, p = 0.013);
sin embargo, la TSA no previno este efecto (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 1.322, p
= 0.211). La TSA en animales sin estrés no tuvo efectos significativos (Estrés-/TSA vs
Estrés+/TSA: t = 0.836, p = 0.420), por lo que el efecto de la TSA fue diferente en
animales estresados y no estresados (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 3.417, p =
0.005).
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Figura 31. La TSA no previno que el estrés provocara reduccion de la
transcripcion de Grinl, Grin2a y Grin2b en el hipocampo. A. Expresion relativa de
Grinl. B. Expresion relativa de Grin2a. C. Expresion relativa de Grin2b. Resultados
expresados como veces del nivel basal. Abreviaturas: * diferencias significativas entre
grupos; § diferencias significativas con respecto a la linea de base.

Se encontraron correlaciones positivas y significativas entre la expresion de Grinl
y Grin2a (rue) = 0.747, p < 0.001), Grinl y Grin2b (raes) = 0.876, p < 0.001) y Grin2a-
Grin2b (rie = 0.841, p < 0.001) en el hipocampo.

La razén entre la expresion de Grin2b y la de Grin2a (Grin2b/Grin2a) de los
grupos experimentales no fue significativamente diferente de la de la linea de base
(ANOVA 1 via; Fg@, 15y = 0.353, p = 0.788; Figura 32) en el hipocampo. Las
comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 32) no mostraron
efectos significativos del tratamiento farmacolégico (F, 15 = 0.039, p = 0.845), el
estrés (F, 15 = 0.006, p = 0.936) o de la interaccion tratamiento farmacologico-estrés
(F@, 15 = 1.011, p = 0.334) sobre la razén Grin2b/Grin2a en el hipocampo.
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Figura 32. Los tratamientos experimentales no alteraron la razon Grin2b/Grin2a
en el hipocampo. Resultados expresados como veces del nivel basal.

4.1.4.3. Formacién amigdalina

La expresion del gen Nr3cl en la amigdala de animales de los grupos
experimentales fue significativamente distinta de la linea de base (ANOVA 1 via; F, 15
=11.909, p < 0.001; Figura 33A). Los andlisis post-hoc mostraron que la transcripcion
del gen en los animales estresados, inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH: t = 5.186,
p < 0.001) o TSA (Estrés+/TSA: t = 2.770, p = 0.017) fue significativamente menor que
la basal, mientras que la expresion del gen en los animales sin estrés inyectados con
TSA no fue significativamente distinta de la basal (Estrés-/TSA: t = 0.231, p = 0.818).
Las comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 33A)
mostraron un efecto significativo del estrés (F, 15y = 29.834, p < 0.001), pero no del
tratamiento farmacologico (Fq, 15y = 2.387, p = 0.148), ni la interaccion farmaco-estrés
(F@, 15y = 3.504, p = 0.086), sobre la expresion de Nr3cl en la amigdala. Los analisis
post-hoc confirmaron que el estrés provocé una reduccidn significativa de la
transcripcion de Nr3cl en los animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs
Estrés-/VEH: t = 5.186, p < 0.001), y que la TSA atenu6 este efecto (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 2.416, p = 0.033). La TSA no tuvo efecto en animales sin estrés
(Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.231, p = 0.821), teniendo efectos distintos en
animales estresados y no estresados (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 2539, p =

0.026).
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Por su parte, también hubo diferencias significativas en la expresién del gen Hdac2
en la amigdala entre los grupos experimentales y la linea de base (ANOVA 1 via; Fg,
15) = 4.240, p = 0.029; Figura 33B). Los analisis post-hoc mostraron que los animales
estresados inyectados con vehiculo tuvieron wuna transcripcion del gen
significativamente menor que la basal (Estrés+/VEH: t = 2.817, p = 0.015), mientras
que los animales de los otros grupos no tuvieron cambios con relacion al nivel basal
(Estrés-/TSA: t = 0.235, p = 0.818; Estrés+/TSA: t = 0.026, p = 0.980). Las
comparaciones entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 33B) mostraron
un efecto significativo del tratamiento farmacolégico (Fq, 15y = 4.739, p = 0.011), pero
no el estrés (Fq, 15)= 4.581, p = 0.054), ni la interaccion farmaco-estrés (F, 15)= 3.401,
p = 0.090), sobre la expresion de Hdac2 en la amigdala. Los analisis post-hoc
confirmaron que el estrés provocd una reduccién significativa de la transcripcion de
Hdac2 en los animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t =
2.817, p = 0.016), y que la TSA previno este efecto (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t =
2.843, p = 0.015). No se observaron otras diferencias significativas entre grupos
(Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.235, p = 0.818; Estrés-/TSA vs Estrées+/TSA: t =
0.209, p = 0.838).
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Figura 33. La TSA evit6 la reduccién inducida por estrés en la transcripciéon de
Nr3cly Hdac2 en la amigdala. A. Expresion relativa de Nr3cl. B. Expresion relativa
de Hdac2. Resultados expresados como veces el nivel basal. Abreviaturas: *
diferencias significativas entre grupos; 8 diferencias significativas con respecto a la
linea de base.
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La expresion de los genes Nr3cl y Hdac2 correlaciond de forma positiva y

significativa en la amigdala (ras) = 0.740, p = 0.001).

Se analizo el efecto de los tratamientos experimentales sobre la transcripcién de
MRNA codificante para las subunidades NR1, NR2A y NR2B del receptor NMDA
como marcadores de plasticidad singptica en la amigdala.

En la amigdala, la expresion del gen Grinl en los grupos experimentales fue
significativamente diferente que la basal (ANOVA 1 via; F@g, 15 = 3.652, p = 0.044;
Figura 34A). Los andlisis post-hoc mostraron que los animales estresados inyectados
con vehiculo (Estrés+/VEH: t = 2.787, p = 0.016) tuvieron una transcripcion del gen
significativamente menor que la basal, mientras que la de los animales tratados con
TSA, estresados (Estrés+/TSA: t = 2.114, p = 0.056) y no estresados (Estrés-/TSA: t =
0.344, p = 0.737), no fue significativamente distinta de la basal. Las comparaciones
entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 34A) mostraron un efecto
significativo del estrés (Fa, 155 = 10.385, p = 0.007), pero no el tratamiento
farmacoldgico (F, 15y = 0.053, p = 0.820), ni la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15) =
0.517, p = 0.486), sobre la expresion de Grinl en la amigdala. Los analisis post-hoc
confirmaron que el estrés provocd una reduccién significativa de la transcripcion de
Grinl en los animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t =
2.787, p = 0.016); sin embargo, la TSA no previno este efecto (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 0.673, p = 0.514). La TSA no tuvo efecto significativo en animales sin
estrés (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.344, p = 0.737), por lo que el efecto del
farmaco fue distinto en animales estresados y no estresados (Estrés-/TSA vs
Estrés+/TSA: t = 1.770, p = 0.102).

Por su parte, la expresion del gen Grin2a en la amigdala fue significativamente
distinta entre los grupos experimentales y la linea de base (ANOVA 1 via; F, 15 =
5.244, p = 0.015; Figura 34B). Los analisis post-hoc mostraron que los animales
estresados inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH: t = 2.812, p = 0.015) tuvieron una
expresion del gen significativamente menor que la basal; mientras que la de los otros
grupos no fue significativamente distinta de la linea de base (Estrés-/TSA: t = 0.530, p
= 0.606; Estrés+/TSA: t = 2.134, p = 0.542). Las comparaciones entre grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 34B) mostraron un efecto significativo del

estrés (F, 15 = 14.991, p = 0.002), pero no del tratamiento farmacolégico (F, 15 =
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0.729, p = 0.410), ni de la interaccion tratamiento farmacoldgico-estrés (F, 15y = 0.011,
p = 0.918), sobre la expresion de Grin2a en la amigdala. Los analisis post-hoc
mostraron que el estrés provoco una disminucion significativa de la expresion del gen
en animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 2.812, p =
0.016), y que la TSA no revirti6 este efecto (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.530, p =
0.606), pero tuvo efectos distintos en animales estresados y no estresados (Estrés-
ITSA vs Estrés+/TSA: t = 2.664, p = 0.021); no se observaron otras diferencias
significativas (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 0.678, p = 0.511).
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Figura 34. La TSA no previno que el estrés indujera la reduccion de la
transcripcion de Grinl, Grin2a y Grin2b en la amigdala. A. Expresion relativa de
Grinl. B. Expresion relativa de Grin2a. C. Expresion relativa de Grin2b. Abreviaturas: *
diferencias significativas entre grupos; ¢ diferencias significativas con respecto a la
linea de base.

La expresion de Grin2b en la amigdala fue significativamente distinta entre los
grupos experimentales y la linea de base (ANOVA 1 via; Fg, 15y = 7.684, p = 0.004;
Figura 34C). Los andlisis post-hoc mostraron que la transcripcion del gen en los
animales estresados, inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH: t = 4.085, p = 0.001) o
TSA (Estrés+/TSA: t = 2.531, p = 0.026) fue significativamente menor que la basal; la
transcripcion de los animales sin estrés inyectados con TSA no fue significativamente
diferente de la basal (Estrés-/TSA: t = 0.198, p = 0.846). Las comparaciones entre
grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 34C) mostraron un efecto significativo
del estrés (F, 15y = 20.597, p < 0.001), pero no el tratamiento farmacologico (F(, 15 =
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0.920, p = 0.356), ni la interaccién tratamiento farmacolégico-estrés (Fq, 15 = 1.536, p
= 0.239), sobre la expresion de Grin2b en la amigdala. Los analisis post-hoc
confirmaron que el estrés provoco una disminucion significativa de la transcripcion de
Grin2b en los animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t =
4.085, p = 0.002), y que la TSA no revirtio este efecto (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t =
0.198, p = 0.846), pero tuvo efectos distintos en animales estresados y no estresados
(Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 2.333, p = 0.038). No se observaron otras
diferencias entre grupos (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 1.555, p = 0.146).

La expresion de Grinl y Grin2a (ras) = 0.855, p < 0.001), Grinl y Grin2b (rue) =
0.725, p = 0.001) y Grin2a-Grin2b (ries = 0.892, p < 0.001) en la amigdala tuvo una
correlacion positiva y significativa.

La razon entre la expresion de Grin2b y la de Grin2a (Grin2b/Grin2a) en la
amigdala no fue significativamente diferente entre los grupos experimentales y la linea
de base (ANOVA 1 via; F3, 15y = 1.186, p = 0.356; Figura 35). Las comparaciones entre
grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 35) no mostraron efectos significativo
del tratamiento farmacolégico (F, 15) = 0.654, p = 0.434), el estrés (F, 15 = 0.058, p =
0.813) o la interaccion tratamiento farmacolégico-estrés (F, 15y = 1.702, p = 0.217)

sobre la relacién Grin2b/Grin2a en la amigdala.
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Figura 35. Los tratamientos experimentales no alteraron la razon entre la
expresion Grin2b/Grin2a en la amigdala. Resultados expresados como veces del
nivel basal.
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4.2. Efectos del Estrés Agudo y la TSA en Animales con Entrenamiento en la
Tarea Espacial
4.2.1. Aprendizaje de la tarea espacial

Se realizaron pruebas ANOVA de dos vias de medidas repetidas para identificar los
efectos del estrés sobre la adquisicion de la tarea espacial en el laberinto de
Barnes a lo largo de ocho ensayos consecutivos de entrenamiento (Figura 36).

La latencia de inicio para explorar los agujeros en el laberinto (Figura 36A)
disminuyo a lo largo de los ensayos (Fq, 287y = 25.802, p < 0.001), reduciéndose
significativamente a partir del segundo ensayo (p < 0.001). Al considerar la totalidad
del proceso de adquisicion no se observaron diferencias entre animales estresados y
no estresados (F, 287) = 2.200, p = 0.147). Sin embargo, se observé una interaccion
significativa entre ensayos y grupo (Fq, 7) = 4.368, p < 0.001). Los andlisis post-hoc
mostraron que los animales estresados presentaron una latencia de inicio inferior a la
de los animales no estresados durante el primer ensayo de adquisicion (t = 5.639, p <
0.001).

La latencia a meta (Figura 36B) también disminuyo a lo largo de los ensayos (F,
287y = 16.842, p < 0.001), reduciéndose significativamente a partir del segundo ensayo
(p < 0.05). Al considerar la totalidad del proceso de adquisiciobn no se observaron
diferencias entre animales estresados y no estresados (F, 287y = 0.532, p = 0.471).
Tampoco se observé interaccion significativa entre ensayos y grupo (Fq, 7 = 1.250, p =
0.276). Los andlisis post-hoc, sin embargo, mostraron que los animales estresados
presentaron una latencia de escape inferior a la de los animales no estresados
durante el primer ensayo (t = 2.850, p < 0.01).

De manera semejante, el niumero de errores (Figura 36C) disminuyé a lo largo de
los ensayos (F, 287y = 14.521, p < 0.001), reduciéndose significativamente a partir del
tercer ensayo (p < 0.01). Al considerar la totalidad del proceso de adquisicion no se
observaron diferencias entre animales estresados y no estresados (F, 287) = 2.416, p
= 0.129). Tampoco se observo interaccion significativa entre ensayos y grupo (Fq, 7) =
0.964, p = 0.458). Los analisis post-hoc, sin embargo, mostraron que los animales
estresados cometieron menos errores que los animales no estresados durante el

primer ensayo (t = 2.529, p < 0.05).
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Figura 36. El estrés no alter6 el proceso global de adquisicion de la tarea
espacial. A) latencia para iniciar la exploracion del laberinto, B) latencia para
encontrar el agujero meta, C) frecuencia de exploracion de agujeros diferentes al
meta, D) exploracién de agujeros diferentes al meta relativa a la distancia al agujero
meta, E) distancia recorrida en el laberinto, F) velocidad de desplazamiento. *
diferencias significativas entre grupos; $ diferencias significativas con relacién al
primer ensayo de adquisicion; A1-A8, ensayos de entrenamiento.
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Los errores ponderados por su distancia al agujero meta (Figura 36D)
disminuyeron a lo largo de los ensayos (F, 287y = 12.350, p < 0.001), reduciéndose
significativamente a partir del tercer ensayo (p < 0.01). No se observaron diferencias
entre los grupos de animales estresados y no estresados al considerar la totalidad del
proceso de adquisicidon (F, 287) = 1.645, p = 0.208). Tampoco se observo interaccion
significativa entre ensayos y grupo (Fa, 7y = 1.267, p = 0.267). Los analisis post-hoc,
sin embargo, mostraron que los animales estresados presentaron menor cantidad de
errores que los animales no estresados durante el primer ensayo de adquisicién (t =
2.847, p < 0.05).

La distancia recorrida (Figura 36E) disminuy6 significativamente a lo largo de los
ensayos (F@, 287y = 9.700, p < 0.001), reduciéndose significativamente a partir del
tercer ensayo (p < 0.001). No se observaron diferencias entre animales estresados y
no estresados al considerar la totalidad del entrenamiento (F, 287y = 0.089, p = 0.767).
Tampoco se observé interaccion significativa entre ensayos y grupo (Fa, 7 = 0.173, p =
0.990).Los andlisis post-hoc no mostraron diferencias entre animales estresados y no
estresados en ningun ensayo.

Finalmente, la velocidad media de desplazamiento (Figura 36F se incremento
progresivamente al transcurrir los ensayos (F, 287) = 20.592, p < 0.001), aumentando
de forma significativa a partir del cuarto ensayo (p < 0.05). No se observaron
diferencias entre animales estresados y no estresados al considerar la totalidad del
entrenamiento (F@, 287 = 1.456, p = 0.236). Tampoco se observo interaccion
significativa entre ensayos y grupo (F@, 7 = 1.048, p = 0.398). Los andlisis post-hoc no

mostraron diferencias entre animales estresados y no estresados en ningdn ensayo.

4.2.2. Memoria espacial a largo plazo
Se comparo el desempefio de los animales durante la prueba de memoria con el
desempefio en el dltimo ensayo de entrenamiento, asi como entre grupos

experimentales (Figura 37).
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Figura 37. La TSA mejordé la memoria espacial a largo plazo en animales
estresados. A) latencia para iniciar la exploracién del laberinto, B) latencia para
encontrar el agujero meta, C) frecuencia de exploracion de agujeros diferentes al
meta, D) exploracién de agujeros diferentes al meta relativa a la distancia al agujero
meta, E) distancia recorrida en el laberinto, F) velocidad de desplazamiento. *
diferencias significativas entre grupos; ¢ diferencias significativas con relacion al
promedio del Ultimo ensayo de adquisicion A8 (---).
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La latencia de inicio de los grupos experimentales en la prueba de memoria fue
significativamente diferente de la latencia de inicio en el Gltimo ensayo de adquisicion
(ANOVA 1 via, Fga, 71y = 2.930, p = 0.027; Figura 37A). Sin embargo, los analisis post-
hoc no mostraron diferencias especificas para ninglin grupo experimental (Estrés-
IVEH: t = 0.347, p = 0.927; Estrés+/VEH: t = 0.371, p = 0.927; Estrés-/TSA: t = 2.357,
p = 0.177; Estrés+/TSA: t = 0.483, p = 0.981). La comparacion entre grupos
experimentales durante la prueba (ANOVA 2 vias; Figura 37A) mostré que la latencia
de inicio no se vio afectada por el estrés (F@, 1) = 0.078, p = 0.781), el tratamiento
farmacoldgico (F@, 1y = 0.023, p = 0.878), o la interaccion farmaco-estrés (Fq, 35 =
4.050, p = 0.053).

La latencia a meta de los grupos experimentales en la prueba de memoria fue
significativamente diferente de la observada en el Ultimo ensayo de adquisicion
(ANOVA 1 via; F@, 71y = 11.760, p < 0.001; Figura 37B). Los andlisis post-hoc
mostraron un incremento en la latencia a meta en los grupos que recibieron vehiculo
(Estrés-/VEH: t = 22.108, p = 0.004; Estrés+/VEH: t = 52.875, p < 0.001), pero no en
los tratados con TSA (Estrés-/TSA: t = 1.706, p = 0.385; Estrés+/TSA: t = 0.736, p =
0.464). La comparacion de la latencia a meta entre grupos experimentales (ANOVA 2
vias; Figura 37B) mostr6 un efecto significativo del tratamiento farmacolégico (Fq, 1) =
8.230, p = 0.007), pero no del estrés, (Fq, 1) = 3.933, p = 0.056) o la interaccion
farmaco-estrés (Fq, 35 = 1.472, p = 0.234). Los andlisis post-hoc mostraron que el
estrés incrementd la latencia para encontrar el agujero meta en los animales
inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 2.260, p = 0.031), efecto
prevenido por la TSA (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 2.886, p = 0.007). No se
encontraron otras diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH:
t=1.171, p = 0.250; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 0.545, p = 0.590).

El nimero de errores cometidos por los animales de los diferentes grupos
experimentales en la prueba de memoria fue significativamente diferente del promedio
de errores observado durante el ultimo ensayo de entrenamiento (ANOVA 1 via; Fa, 71)
=7.999, p < 0.001; Figura 37C). Los analisis post-hoc mostraron que los animales de
los grupos tratados con vehiculo (Estrés-/VEH: t = 2.848, p = 0.005; Estrés+/VEH: t =
5.256, p < 0.001), pero no de los tratados con TSA (Estrés-/TSA: t = 0.440, p = 0.661,
Estrés+/TSA: t = 1.551, p = 0.126) mostraron un incremento en los errores. La

comparacion del namero de errores entre grupos experimentales (ANOVA 2 vias;
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Figura 37C) mostré un efecto significativo del tratamiento farmacologico (F, 1) = 6.025,
p = 0.020), pero no del estrés (F@, 1) = 1.997, p = 0.167) o de la interaccion entre
factores (Fq, 35 = 0.271, p = 0.606). Los analisis post-hoc mostraron que la inyeccion
de TSA redujo el numero de errores en animales estresados (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 2.104, p = 0.043), pero no tuvo efecto en animales no estresados
(Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 1.367, p = 0.181). No se observaron otras diferencias
significativas entre grupos (Estrés-/VEH vs Estrés+/VEH: t = 1.367, p = 0.181; Estrés-
ITSA Vs Estrés+/TSA: t = 0.631, p = 0.532).

Los errores ponderados de los grupos experimentales en la prueba de memoria
mostré diferencias significativas con el promedio de errores ponderados observados
en el ultimo ensayo de adquisicion (ANOVA 1 via; Fa, 71y = 9.162, p < 0.001; Figura
37D). Los anadlisis post-hoc mostraron que el nimero de errores ponderados durante
la prueba fue mayor en los animales tratados con vehiculo (Estrés-/VEH: t = 2.842, p
= 0.041; Estrés+/VEH: t = 5.863, p < 0.001), pero no en los tratados con TSA (Estrés-
ITSA: t = 1.823, p = 0.261; Estrés+/TSA: t = 0.536, p = 0.594). La comparacion entre
grupos experimentales del numero de errores ponderados (ANOVA 2 vias; Figura
37D) mostro un efecto significativo del tratamiento farmacolégico (Fq, 1) = 5.828, p =
0.022), pero no del estrés, (F@i,1)=2.919, p = 0.097) o de la interaccion farmaco-estrés
(F@, 35 = 0.322, p = 0.574). Los analisis post-hoc mostraron que la TSA administrada a
animales estresados redujo el nimero de errores (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t =
2.108, p = 0.043); sin embargo, la TSA no tuvo efecto en los animales no estresados
(Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t =1.306, p = 0.201). No se observaron otras diferencias
significativas entre grupos (Estrés-/VEH vs Estrés+/VEH: t = 1.609, p = 0.117; Estrés-
ITSAvs Estrés+/TSA: t = 0.807, p = 0.426).

La distancia recorrida en los grupos experimentales durante la prueba de memoria
fue significativamente diferente a la observada en el Ultimo ensayo de adquisicion
(ANOVA 1 via; F@, 71y = 6.287, p < 0.001; Figura 37E). Los analisis post-hoc mostraron
gue los animales de los grupos tratados con vehiculo recorrieron una mayor distancia
en la prueba que en el Ultimo ensayo de adquisicion (Estrés-/VEH: t = 2.912, p =
0.004; Estrés+/VEH: t = 4.456, p < 0.001); mientras que los tratados con TSA no
mostraron diferencias (Estrés-/TSA: t = 0.371, p = 0.712; Estrés+/TSA: t = 1.588, p =
0.117). La comparacion de la distancia recorrida entre grupos experimentales (ANOVA

2 vias; Figura 37E) mostro un efecto del tratamiento farmacoldgico (Fq, 1) = 4.892, p =
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0.034), pero no del estrés, (Fu, 1) = 1.275, p = 0.267) o la interaccion farmaco-estrés
(F@, 35 = 0.018, p = 0.895). Los andlisis post-hoc, sin embargo, no mostraron
diferencias significativas entre pares de grupos (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t =
1.659, p = 0.107; Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t =1.470, p = 0.151; Estrés+/VEH vs
Estrés-/VEH: t = 0.893, p = 0.378; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 0.704, p = 0.486).

La velocidad de desplazamiento en los grupos experimentales durante la prueba
de memoria fue significativamente diferente de la observada en el Ultimo ensayo de
adquisicion (ANOVA 1 via; (F@, 71 = 4.878, p = 0.002; Figura 37F). Los analisis post-
hoc mostraron que la velocidad en la prueba disminuy6 en los animales estresados
tratados con vehiculo (Estrés+/VEH: t = 3.864, p = 0.003), pero son cambio en los
demas grupos (Estrés-/VEH: t = 1.983, p = 0.309; Estrés-/TSA t = 2.137, p = 0.256;
Estrés+/TSA: t = 2.352, p = 0.179). La comparacion de la velocidad entre grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 37B) mostro un efecto significativo del estrés
(Fa, 1= 4.774, p = 0.036), pero no del tratamiento farmacologico, (Fq, 1 = 2.006, p =
0.166) o la interaccidén entre farmaco-estrés (Fq, 35y = 3.017, p = 0.092). Los andlisis
post-hoc mostraron que el estrés redujo la velocidad de desplazamiento en sujetos
inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 2.773, p = 0.009), efecto
prevenido por la TSA (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 2.230, p = 0.033). No se
observaron otras diferencias significativas entre grupos experimentales (Estrés-/TSA
vs Estrés-/VEH: t = 0.227, p = 0.822; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 0.317, p =
0.754).

Como indicadores adicionales de la consolidacion de la memoria espacial se
analizé el tiempo de exploracion de cada agujero del laberinto para cada grupo
experimental (Figura 38), y se comparé entre grupos el tiempo total de exploracién, el
tiempo bruto y porcentual de exploracién del agujero meta, y el tiempo bruto y
porcentual de exploracion de la zona meta (agujero meta y adyacentes) durante los 4
minutos de la prueba de memoria (Figura 39).

El tiempo de exploracién de los agujeros en el laberinto no se distribuy6 de
manera homogénea en los animales no estresados inyectados con vehiculo
(Estrés-/VEH, F, 161 = 3.714, p < 0.001; Figura 38, arriba a la izquierda). Los analisis
post-hoc mostraron una preferencia por el agujero meta (0) sobre los demas agujeros
del laberinto (1: t = 3.336, p = 0.001; 2: t = 4.408, p < 0.001; 3: t = 5.431, p < 0.001; 4:
t =5.425, p < 0.001; 5: t = 4.044, p < 0.001; 6: t = 4.694, p < 0.001; 7: t = 5.053, p <
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0.001; 8: t = 5.599, p < 0.001; 9: t = 5.682, p < 0.001; -8: t = 5.554, p < 0.001; -7: t =
5.915, p < 0.001; -6: t = 3.901, p < 0.001; -5: t = 4.811, p < 0.001; -4: t = 5.347, p <
0.001; -3:t=4.218, p < 0.001; -2: t =5.477, p < 0.001; -1: t = 4.321, p < 0.001).

Por el contrario, los animales estresados inyectados con vehiculo no mostraron
preferencia por ningun agujero (Estrés+/VEH, Fg, 161 = 1.441, p = 0.127; Figura 38,

abajo a la izquierda).
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Figura 38. La TSA previno la pérdida de preferencia por el agujero meta inducida
por el estrés. Se presenta el tiempo de exploracion de cada agujero durante la
prueba. El agujero meta corresponde al agujero dibujado a las 12 en punto en cada
representacion del laberinto. * diferencias significativas con relacién al agujero meta.

Por su parte, los animales sin estrés inyectados con TSA mostraron una
exploracion no homogénea de los agujeros en el laberinto (Estrés-/ITSA, Fg, 161) =
9.315, p < 0.001; Figura 38, arriba a la derecha). Los analisis post-hoc mostraron una

marcada preferencia por el agujero meta sobre los otros agujeros (1: t=6.005, p = 0.001;
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2:1=8182, p<0.001; 3: t=8.952, p<0.001; 4:t=8.901, p <0.001; 5: t =8.804, p<0.001; 6: t =
8.902, p<0.00L; 7: t=8.923, p < 0.001; 8: t = 9.043, p < 0.00L; 9: t = 9.256, p < 0.001; -8: t = 9.007, p
< 0.001; -7: t=9.036, p < 0.001; -6: t = 9.050, p < 0.001; -5: t =8.637, p<0.001; 4: t=7.773, p<
0.001; -3:t=8.195, p<0.001; -2: t =8.524, p< 0.001; -1: t = 7.278, p < 0.001).

De manera semejante, los animales estresados e inyectados con TSA
exploraron el laberinto de manera no homogénea (Estrés+/TSA, Fg, 161 = 8.851, p <
0.001; Figura 38, abajo a la derecha). Los analisis post-hoc mostraron una preferencia
por el agujero meta sobre los demas agujeros (1:t=6.774, p<0.001; 2: t=7.581, p < 0.001;
3:1=8.161, p<0.001; 4:t=8515,p<0.001; 5: 7.343, p< 0.001; 6: t=8.132, p< 0.001; 7:t=8.178, p
<0.001; 8:t=7.871,p<0.001; 9: t=8.007, p< 0.001; -8: t=7.895, p < 0.001; -7: t =8.745, p < 0.001;
-6:t=8520, p<0.001; -5: t=8.552, p < 0.001; 4: t = 7.696, p < 0.001; -3: t = 7.408, p < 0.001; -2: t =
7.761, p<0.001; -1: t=3.953, p< 0.001).

El tiempo total de exploracion de todos los agujeros del laberinto durante la
prueba de memoria no se vio afectada por el estrés (Fq, 1y = 3.141, p = 0.086), el
tratamiento farmacolégico (Fqg, 1) = 1.269, p = 0.268), o la interaccién farmaco-estrés
(Fa. 35 = 1.491, p = 0.231).

El tiempo de exploracion del agujero meta en los grupos experimentales
(ANOVA 2 vias; Figura 39A) fue afectado significativamente por el tratamiento
farmacoldgico (F, 1= 8.841, p = 0.006) y el estrés (F, 1y=6.133, p = 0.019), pero no
por la interaccion farmaco-estrés (Fq, 35 = 0.585, p = 0.450). Los analisis post-hoc
mostraron que la inyeccion de TSA incrementd la exploracion del agujero meta en
animales estresados (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 2.292, p = 0.029) y no
estresados (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 2.643, p = 0.013). No se observaron otras
diferencias significativas entre grupos (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 1.210, p =
0.235; Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 1.562, p = 0.128).

Dado que la administracion de TSA tendi6 a aumentar el tiempo total de
exploracion de todos los agujeros del laberinto, se compar6 el porcentaje de tiempo
de exploracién del agujero meta entre los grupos experimentales.

El tiempo porcentual de exploracion del agujero meta en los grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 39B) fue alterado por el tratamiento
farmacoldgico (F, 1= 12.110, p < 0.001) y el estrés (Fqg, 1) = 4.268, p = 0.047), pero
no por la interaccién farmaco-estrés (F, 35y = 0.423, p = 0.520). Los andlisis post-hoc

mostraron que el estrés redujo la exploracidbn del agujero meta en animales
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inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 2.169, p = 0.045), efecto
prevenido por la TSA (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH t = 2.921, p = 0.006). No se
observaron otras diferencias significativas entre grupos experimentales (Estrés-/TSA
vs Estrés-/VEH: t = 2.001, p = 0.054; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 1.001, p =
0.324). Como indicador adicional de la preferencia por el agujero meta, se comparé su
exploracién porcentual en cada grupo experimental con el porcentaje esperado al azar
(5.5%; prueba t-student con una sola muestra; Figura 39B). Se encontré que los
animales sin estrés e inyectados con vehiculo exploraron el agujero meta por encima
del azar (Estrés-/VEH: tg) = 3.163, p = 0.013), pero no asi los animales estresados
inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH: tg = 2.009, p = 0.071). Por el contrario, los
animales tratados con TSA, bien sin estrés (Estrés-/TSA: tg) = 7.720, p < 0.001) o con
estrés (Estrés+/TSA: tg = 4.611, p = 0.001), mostraron una preferencia por el agujero

meta por encima del azar.
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Figura 39. La TSA previno la pérdida de preferencia relativa por el agujero meta
inducida por el estrés. A) tiempo de exploracion del agujero meta, B) tiempo relativo
de exploracién del agujero meta. C) tiempo de exploracion de la zona meta, D) tiempo
relativo de exploracion de la zona meta. Abreviaturas: * diferencias significativas entre
grupos; § diferencias significativas con relacién al valor de exploracion al azar (---).
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El tiempo de exploracién de la zona meta (agujero meta y adyacentes) en los
grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 39C) fue alterado por el tratamiento
farmacoldgico (Fq, 1= 7.571, p = 0.010) y el estrés (F, 1) = 4.145, p = 0.049), pero no
por la interaccion farmaco-estrés (Fq, 35 = 0.806, p = 0376). Los analisis post-hoc
mostraron que la TSA incrementd la exploracion de la zona meta en animales sin
estrés (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 2.580, p = 0.015), teniendo un efecto distinto
en los animales estresados (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 2.074, p = 0.046). No se
observaron otras diferencias significativas entre grupos experimentales (Estrés+/VEH
vs Estrés-/VEH: t = 0.805, p = 0.427; Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 1311, p =
0.119).

De nuevo, en tanto la administracion de TSA tendié a aumentar el tiempo total de
exploracién de todos los agujeros del laberinto, se comparé el porcentaje de tiempo
de exploracion de la zona meta entre los grupos experimentales.

El tiempo de exploracion porcentual de la zona meta (ANOVA 2 vias; Figura
39D) fue alterado por el tratamiento farmacoldgico (F, 1y= 10.583, p < 0.001), pero no
por el estrés, (Fq, 1= 2.057, p = 0.161) o la interaccion farmaco-estrés (F(, 35y = 0.361,
p = 0.552). Los analisis post-hoc mostraron que la TSA inyectada a animales
estresados increment6 el tiempo de exploracién de la zona meta (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 2.725, p = 0.01). No se observaron otras diferencias significativas
entre grupos experimentales (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t =1.876, p = 0.070;
Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 1.439, p = 0.160; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t =
0.589, p = 0.560). Como indicador adicional de la preferencia por la zona meta, se
compar6é su exploracion porcentual en cada grupo experimental con el porcentaje
esperado al azar (16.5%; prueba t-student con una sola muestra). Se encontrd que los
animales de todos los grupos experimentales exploraron la zona meta por encima del
nivel del azar (Estrés-/VEH: tgy = 3.475, p = 0.008; Estrés+/VEH: tg = 3.354, p =
0.011; Estrés-/TSA: tg) = 5.152, p < 0.001; Estrés+/TSA: tg = 6.460, p < 0.001).

4.2.3. Niveles de corticosterona después de la prueba de memoria

Las concentraciones de corticosterona en plasma en los grupos experimentales
fueron significativamente diferentes de los valores de linea de base (valores
observados en animales inyectados con vehiculo 24 horas antes de la recoleccion de
la muestra; ANOVA 1 via: Fu, 149 = 16.379, p < 0.001; Figura 40). Los analisis post-hoc
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mostraron que los niveles de corticosterona en todos los grupos experimentales
fueron superiores a los niveles basales (Estrés-/VEH: t = 4.798, p = 0.001;
Estrés+/VEH: t = 7.573, p < 0.001; Estrés-/TSA: t = 6.252, p < 0.001; Estrés+/TSA: t =
4.683, p < 0.001).

Los niveles de corticosterona en los grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura
40) fueron afectados por la interaccién farmaco-estrés (Fs, 11)= 7.645, p = 0.024), pero
no por el estrés (F, 1= 0.589, p = 0.465) o la TSA (F@, 1= 0.835, p = 0.387) actuando
de forma independiente. Los analisis post-hoc mostraron que los animales estresados
inyectados con vehiculo tuvieron incrementos mayores en las concentraciones de
corticosterona (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t =2.498, p = 0.037), efecto prevenido
por la inyeccién de TSA (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 2.601, p = 0.032). No se
observaron otras diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t
=1.309, p = 0.227; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 1.413, p = 0.195).
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Figura 40. La TSA previno que el estrés aumentara los niveles de corticosterona
inducidos en respuesta a la prueba de memoria. Abreviaturas: * diferencias
significativas entre grupos; 8 diferencias significativas con relacién a la linea de base;
— linea de base.

4.2.3.1 Correlaciones entre niveles de corticosterona y desempefio en la prueba
Los niveles de corticosterona en plasma se correlacionaron significativamente
con los indicadores comportamentales de la latencia a meta (ras) = 0.795, p =

0.002), errores (ras) = 0.775, p = 0.003), errores ponderados (ras) = 0.741, p = 0.006),
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distancia recorrida (raes) = 0.679, p = 0.015) y velocidad media de desplazamiento (r(e)
=-0.705, p = 0.011) en la prueba de memoria (Figura 41). No hubo relacion entre los
niveles de la hormona y la latencia de inicio (r = 0.125, p = 0.699), el tiempo total de
exploracién (r = 0.483, p = 0.111), el tiempo de exploracion del agujero meta (total: r =
0.059, p = 0.854; %: r = 0.355, p = 0.258) 0 el tiempo de exploracion de la zona meta
(total: r = 0.156, p = 0.627; %: r = 0.076, p = 0.815).
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Figura 41. La concentraciéon de corticosterona en plasma se asocié con el
desempefio en la prueba de memoria. Abreviaturas: * valores significativos; — linea
de tendencia.

4.2.4. Acetilacion de lisina 14 de la histona H3 en tejido cerebral
4.2.4.1. Corteza prelimbica

Los niveles de acH3K14 en la corteza prelimbica en los grupos experimentales
fueron significativamente diferentes del nivel basal (ANOVA 1 via; Fa, 19y = 3.708, p =
0.027; Figura 42). Los analisis post-hoc mostraron que el estrés antes del
entrenamiento redujo los niveles de acH3k14 en animales inyectados con vehiculo
(Estrés+/VEH: t = 3.649, p = 0.002). No se observaron otras diferencias significativas
entre los grupos experimentales y el nivel basal (Estrés-/VEH: t = 1.957, p = 0.069;
Estrés-/TSA: t = 0.983, p = 0.341; Estrés+/TSA: t = 2.090, p = 0.054). El nivel de
acH3K14 en los grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 42) fue afectado por el
tratamiento farmacologico (F, 15 = 11.517, p = 0.005) y el estrés (F, 15 = 14.057, p =
0.003), pero no por la interaccion farmaco-estrés (F¢, 15y = 0.613, p = 0.449). Los
analisis post-hoc mostraron que el estrés en animales inyectados con vehiculo redujo
los niveles de acH3K14 (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 3.205, p = 0.008), efecto
prevenido por la TSA (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 2.953, p = 0.012). No se
observaron otras diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t
= 1.846, p = 0.090; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 2.098, p = 0.058).
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Figura 42. La TSA previno que el estrés indujera la reduccion del nivel de
acH3K14 en la corteza prelimbica. A. Microfotografias ilustrativas de la fascia
dentada. B. Nivel de acH3K14. Resultados expresados como veces del nivel basal.
Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; § diferencias significativas con
respecto a la linea de base.

Los niveles de acH3K14 en la corteza prelimbica correlacionaron con los
indicadores comportamentales (Figura 43) de latencia a meta y (ras) = -0.501, p =
0.048), velocidad (r1e = 0.563, p = 0.023), exploracién del agujero meta (tiempo: rie) =
0.582, p = 0.018; porcentaje de tiempo: ras) = 0.608, p = 0.012), exploracion de la zona
meta (tiempo: rie = 0.591, p = 0.015; porcentaje de tiempo: rues = 0.546, p = 0.028) y
tiempo total de exploracion de los agujeros en el laberinto (rzs = 0.523, p = 0.037) en

la prueba de memoria.
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Figura 43. El nivel de acH3K14 en la corteza prelimbica se asoci6é con el
desempeiio durante la prueba de memoria. Abreviaturas: * valores significativos; —
linea de tendencia.
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4.2.4.2. Hipocampo

Los niveles de acH3K14 en la fascia dentada en los grupos experimentales
difirieron significativamente del nivel basal (ANOVA 1 via; Fu, 199 = 5.293, p = 0.007;
Figura 44). Los analisis post-hoc mostraron que el estrés antes del entrenamiento
redujo los niveles de acH3K14 en animales inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH: t =
2.333 p = 0.034); por el contrario, la TSA increment6 los niveles de acH3K14 en
animales estresados por encima de la linea de base (Estrés+/TSA: t = 2.228, p =
0.041). No se observaron cambios en la expresion de acH3K14 en los demas grupos
(Estrés-/VEH: t = 0.069, p = 0.952; Estrés-/TSA: t = 0.461, p = 0.652). Los niveles de
acH3K14 en los grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 44) fueron afectados
por el tratamiento farmacologico (F, 15y = 11.410, p = 0.005) y la interaccion entre
farmaco-estrés (F, 15y = 8.027, p = 0.015), pero no por estrés actuando de forma
independiente (F@, 15 = 0.182, p = 0.677). Los andlisis post-hoc mostraron que el
estrés antes del entrenamiento redujo los niveles de acH3K14 (Estrés+/VEH vs
Estrés-/VEH: t = 2.305, p = 0.040), efecto prevenido por la TSA (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 4.392, p = 0.001). No se observaron otras diferencias entre grupos
(Estrés+TSAvs Estrés+/VEH: t =0.385, p = 0.707; Estrés+/TSAvs Estrés+/TSA: t=1.702, p= 0.115).
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Figura 44. La TSA previno que el estrés agudo indujera la reduccion de los
niveles de acH3K14 en la fascia dentada. A. Microfotografias ilustrativas. B. Nivel de
acH3K14. Resultados expresados como veces del nivel basal. Abreviaturas: *
diferencias significativas entre grupos; 8 diferencias significativas con respecto a la
linea de base.
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Los niveles de acH3K14 en la fascia dentada se correlacionaron con los
indicadores comportamentales de latencia al agujero meta (ries) = -0.499, p = 0.050) y
la velocidad (ras) = 0.512, p = 0.042) en la prueba de memoria (Figura 45). No se
observaron otras relaciones significativas entre los niveles de acetilacién de histonas y

los demas indicadores comportamentales en la prueba.
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Figura 45. Los niveles de acH3K14 se asociaron con el desempefio durante la
prueba de memoria. Abreviaturas: * valores significativos; -~ linea de tendencia.

Los niveles de acH3K14 en CAl de los grupos experimentales difirid
significativamente de la linea de base (ANOVA 1 via; (Fa, 19)= 8.881, p < 0.001; Figura
46). Los andlisis post-hoc mostraron que los niveles de acH3K14 en todos los grupos
con entrenamiento espacial estuvieron por debajo de los niveles basales (Estrés-
IVEH: t = 4.676, p < 0.001; Estrés+/VEH: t = 5.335, p < 0.001; Estrés-/TSA: t = 2.850,
p = 0.012; Estrés+/TSA: t = 2.305, p = 0.035). Los niveles de acH3K14 en los grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 46) fueron afectados por el tratamiento
farmacoldgico (F, 15y = 15.681, p = 0.002), pero no por el estrés (Fq, 15 = 0.008, p =
0.928) o la interaccion farmaco-estrés (F(, 15)= 0.965, p = 0.354). Los andlisis post-hoc
mostraron que la TSA atenud la reduccion de los niveles de acH3K14 en animales
estresados (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 3.495, p = 0.004). No se observaron
otras diferencias significativas entre grupos experimentales (Estrés+/VEH vs Estrés-
IVEH: t = 0.760, p = 0.462; Estrés-/TSA vs Estrés-/TSA: t = 0.148, p = 0.541; Estrés-
IVEH vs Estrés-/TSA: t = 2.105, p = 0.057).
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No se observaron correlaciones significativas entre los niveles de acH3K14 en

CAly los indicadores comportamentales durante la prueba de memoria.
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Figura 46. La TSA aminoré la reduccién en los niveles de acH3K14 en CA1l en
animales estresados. A. Microfotografias ilustrativas. B. Nivel de acH3K14.
Resultados expresados como veces del nivel basal. Abreviaturas: * diferencias
significativas entre grupos; ¢ diferencias significativas con respecto a la linea de base.

4.2.4.3. Amigdala

Los niveles de acH3K14 en el nlucleo basolateral de la amigdala en los grupos
experimentales no fue significativamente diferente del nivel basal (Fa, 19 = 0.383, p =
0.817; Figura 47). Los niveles de acH3K14 en los grupos experimentales (ANOVA 2
vias; Figura 47) no fueron alterados por el tratamiento farmacoldgico (F, 15)= 0.101, p
= 0.756), el estrés (F, 15 = 0.077, p = 0.786) o la interaccion farmaco-estrés (F, 15 =
1.255, p = 0.284).

No se observaron correlaciones significativas entre los niveles de acH3K14 en

nacleo basolateral de la amigdala y los indicadores comportamentales durante la

prueba de memoria.
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Figura 47. Los tratamientos experimentales no afectaron los niveles de acH3K14
en el nacleo basolateral de la amigdala. A. Microfotografias ilustrativas. B. Nivel de
acH3K14. Resultados expresados como veces del nivel basal. Abreviaturas: *
diferencias significativas entre grupos; 8 diferencias significativas con respecto a la
linea de base.

4.2.5. Expresion y co-localizacion de GR y HDAC2 en tejido cerebral
4.2.5.1. Corteza Prelimbica

La expresion de GR en la corteza prelimbica en los grupos experimentales fue
significativamente diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; Fq, 199 = 9.810, p <
0.001; Figura 48). Los analisis post-hoc mostraron que el entrenamiento en la tarea
espacial incremento la expresion de GR (Estrés-/VEH: t = 4.305, p < 0.001), asi como
la administracion de TSA a animales estresados antes del entrenamiento
(Estrés+/TSA: t = 2.748, p = 0.014). La expresion de GR en los otros grupos no fue
diferente de la linea de base (Estrés+/VEH: t = 1.310, p = 0.210; Estrés-/TSA: t =
1.158, p = 0.265). La expresiéon de GR en los grupos experimentales (ANOVA 2 vias;
Figura 48B) fue alterada por el estrés (Fq, 15 = 6.974, p = 0.022) y la interaccion
farmaco-estrés (F, 15y = 22.341, p < 0.001) pero no por el tratamiento farmacologico
actuando de forma independiente (F, 15y = 0.358, p = 0.561). Los analisis post-hoc
mostraron que el estrés antes del entrenamiento redujo la expresion de GR
(Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t =5.210, p < 0.001), y que la TSA previno ese efecto
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Figura 48. La TSA evitd que el estrés indujera la reduccién en la expresion de
GR, pero no de HDAC2, en la corteza prelimbica. A. Imagenes representativas. B.
Nivel de expresion de GR. C. Nivel de expresion de HDAC2. Resultados expresados
como veces del nivel basal. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; 8
diferencias significativas con respecto a la linea de base.
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(Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 3.765, p = 0.003). La TSA redujo la expresion de
GR en animales no estresados (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 2.919, p = 0.013),
pero no hubo observaron diferencias entre animales estresados y no estresados
tratados con TSA (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 1.475, p = 0.166).

La expresion de GR en la corteza prelimbica se asocié positivamente con la
velocidad de desplazamiento en la prueba de memoria (rie = 0.674, p = 0.004); sin
embargo, no se observaron otras relaciones significativas entre la expresion de GR y
el comportamiento.

La expresion de HDAC2 en la corteza prelimbica en los grupos experimentales
fue diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; Fu, 19)= 5.611, p = 0.006; Figura 48C).
Los analisis post-hoc mostraron que el estrés antes del entrenamiento espacial redujo
la expresion de HDAC?2, independientemente de si recibieron vehiculo (Estrés+/VEH: t
= 2.883, p = 0.011) o TSA (Estrés+/TSA: t = 2.686, p = 0.016). Los otros grupos
experimentales no mostraron cambios respecto al nivel basal (Estrés-/VEH: t = 0.972,
p = 0.346; Estrés-/TSA: t = 0.957, p = 0.354). La expresion de HDAC2 en los grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 48C) fue alterada por el estrés (Fq, 15)= 12.823,
p < 0.001), pero no por el tratamiento farmacologico (F(, 15y = 1.234, p = 0.288) o la
interaccion farmaco-estrés (F, 15y = 1.858, p = 0.198) no tuvo efectos. Los analisis
post-hoc mostraron que el estrés redujo la expresion de HDAC2 en animales
inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t =3.496, p = 0.004) y TSA
(Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 0.178, p = 0.861). No se observaron otras
diferencias significativas entre pares de grupos experimentales (Estrés-/TSA vs
Estrés-/VEH: t = 1.749, p = 0.106; Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 1.568, p = 0.143).
La expresion de la HDAC2 en la corteza prelimbica no correlaciono
significativamente con ningun indicador comportamental en la prueba de memoria.

La expresion de GR correlacion6 positivamente con la expresion de HDAC2 en la
corteza prelimbica (Figura 49A; (rasy = 0.795, p < 0.001). Sin embargo, la co-
localizacion de GR y HDAC2 (Figura 49B; ANOVA 2 vias), no fue alterada por el
tratamiento farmacologico (F, 15 = 1.209, p = 0.293), el estrés (Fq, 15y = 1.716, p =
0.215), o la interaccion farmaco-estrés (F(, 15)= 0.007, p = 0.932).
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Figura 49. La expresion de GR y HDAC2 correlacion6 positivamente en la
corteza prelimbica, pero los tratamientos experimentales no afectaron su co-
localizacion. A. Correlacion entre niveles de expresion. B. Co-localizacién de
proteinas en el nacleo. Abreviaturas: * valores significativos; - linea de tendencia.

4.2.5.2. Hipocampo

La expresiéon de GR en la fascia dentada de los grupos experimentales fue
significativamente diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; Fga, 199 = 3.563, p =
0.013; Figura 50B). Los analisis post-hoc mostraron que el estrés antes del
entrenamiento redujo la expresion de GR (Estrés+/VEH: t = 3.706, p = 0.002). No se
observaron cambios en la expresion de GR en los demas grupos experimentales
comparados con el nivel basal (Estrés-/VEH: t = 0.632, p = 0.537; Estrés-/TSA: t =
0.185, p = 0.856; Estrés+/TSA: t = 1.430, p = 0.173). La expresiéon de GR en los
grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 50B) fue alterada por el estrés (F, 15 =
8.677, p = 0.012), pero no por el tratamiento farmacologico (F, 15 = 3.447, p = 0.088)
o la interaccion farmaco-estrés (F, 15y = 1.556, p = 0.236). Los analisis post-hoc
mostraron que el estrés indujo un incremento en la expresion de GR (Estrés+/VEH vs
Estrés-/VEH: t = 2.965, p = 0.012), y que la TSA previno tal efecto (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 2.195, p = 0.049). No se observaron otras diferencias significativas
entre pares de grupos experimentales (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.431, p =
0.674; Estrés-/TSA vs Estrées+/TSA: t = 1.201, p = 0.253).

La expresion de GR en la fascia dentada no correlacioné con ningun indicador

comportamental durante la prueba de memoria.
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Figura 50. La TSA evitd que el estrés incrementara la expresion de GR, pero no
de HDAC2 en la fascia dentada. A. Imagenes representativas. B. Nivel de expresion
de GR. C. Nivel de expresién de HDAC2. Resultados expresados como veces del
nivel basal. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; § diferencias
significativas con respecto a la linea de base.
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La expresion de HDAC?2 en la fascia dentada en los grupos experimentales fue
significativamente diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; Fga, 190 = 4.795, p =
0.011; Figura 50C). Los analisis post-hoc mostraron que el entrenamiento espacial
redujo la expresion de HDAC2 (Estrés+/VEH: t = 2.738, p = 0.015), mientras que los
otros grupos mostraron niveles comparables al basal (Estrés/TSA: t = 0.856, p = 0.406;
Estrés+TSA: t = 0.174, p = 0.864; Estrés-VEH: t = 1.528, p = 0.147). La expresiéon de HDAC2
en los grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 50C) fue alterada por el estrés
(F@, 15 = 14.744, p = 0.002) y la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15y= 7.736, p = 0.017),
pero no el tratamiento farmacoldgico actuando de forma independiente (F(, 15)= 0.019,
p = 0.891). Los analisis post-hoc mostraron que el estrés evitd la reduccion en la
expresion de HDAC2 observada en los animales entrenados (Estrés+/VEH vs Estrés-
IVEH: t = 4.682, p < 0.001). No se observaron otras diferencias significativas entre
pares de grupos experimentales (Estrés+TSA vs Estrés+VEH: t = 1.867, p = 0.086; Estrés-
[TSAvs Estrés-VEH: t = 2.066, p = 0.061; Estrés-/TSAvs Estrés+/TSA: t =0.748, p = 0.469).

No se encontrd correlacién significativa entre la expresion de HDAC?2 en la fascia
dentada y los indicadores comportamentales durante la prueba de memoria.

La expresion de GR correlacion6 de forma positiva con la expresiéon de HDAC2 en
la fascia dentada (Figura 51A; raes) = 0.675, p = 0.004). Sin embargo, la co-localizacion
de GR y HDAC2 (Figura 51B) no fue alterada por el tratamiento farmacologico (F, 15
= 1.471, p = 0.248), el estrés (F, 15 = 1.218, p = 0.291), o la interaccion farmaco-
estrés (Fq, 15 = 3.347, p = 0.092).
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Figura 51. La expresion de GR y HDAC2 correlacioné positivamente en la fascia
dentada, pero los tratamientos experimentales no alteraron su co-localizacion.
A. Correlacion entre niveles de expresion. B. Co-localizaciéon de proteinas en el
nucleo. Abreviaturas: * valores significativos; — linea de tendencia.
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La expresion de GR en CALl en los grupos experimentales fue significativamente
diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; Fa, 109) = 3.305, p = 0.039; Figura 52B). Los
andlisis post-hoc mostraron que la TSA redujo la expresion de receptores GR por
debajo del nivel basal (Estrés-/TSA: t = 2.631, p = 0.019). Los otros grupos
experimentales mostraron valores que no fueron significativamente diferentes del
basal (Estrés+VEH: t=0.907, p =0.379; Estrés+HTSA: t = 0.654, p = 0.523; Estrés-/\VEH: t =0.081, p
= 0.937). La expresion de GR en los grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura
52B) fue alterada por la interaccion farmaco-estrés (F, 15) = 8.834, p = 0.012), pero no
por el tratamiento farmacoldgico (Fq, 15y = 0.642, p = 0.439) o el estrés (Fq, 15) = 2.554,
p = 0.136) actuando de forma independiente. Los analisis post-hoc mostraron que la
TSA redujo la expresion de GR en animales no estresados (Estrés-/TSA vs Estrés-
IVEH: t = 2.668, p = 0.020), teniendo efectos distintos en animales estresados y no
estresados (Estrés+/TSA vs Estrés-/TSA: t = 3.232, p = 0.007). No se observaron
otras diferencias significativas entre grupos experimentales (Estrés+/TSAvs Estrés+/VEH:
t=1.535, p=0.151; Estrés+/VEH vs Estrés+/VEH: t =0.972, p = 0.350).

La expresion de GR en CA1l no correlacion6 de forma significativa con ningan
indicador comportamental durante la prueba de memoria.

La expresion de HDAC2 en CA1 en los grupos experimentales fue diferente de la
linea de base (ANOVA 1 via; F, 19 = 4.883, p = 0.010; Figura 52C). Los analisis post-
hoc mostraron que el entrenamiento (Estrés+/VEH: t = 2.587, p = 0.020), el estrés
antes del entrenamiento (Estrés+/VEH: t = 3.866, p = 0.001) y la TSA administrada
después del entrenamiento (Estrés-/TSA: t = 3.277, p = 0.005) redujeron la expresion
de HDAC2. Solo en los animales entrenados después del estrés y tratados con TSA
no mostraron cambios en la expresion de HDAC2 con respecto a la linea de base
(Estrés-/VEH: t = 1.282, p = 0.219). La expresion de HDAC2 en los grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 52C) fue alterada por la interaccion farmaco-
estrés (Fq, 15 = 5.858, p = 0.032), pero no por el tratamiento farmacologico (F, 15 =
1.960, p = 0.187) o el estrés (Fu 15 = 0.281, p = 0.606) actuando de forma
independiente. Los analisis post-hoc mostraron que la TSA previno la reduccion de los
niveles de HDAC2 inducida por estrés (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 2.701, p =
0.019). No se observaron otras diferencias significativas entre pares de grupos
experimentales (Estrés+VEH vs Estrés-\VEH: t = 0.530, p = 0.606; Estrés-/TSAvs Estrés-VEH: t =
0.722, p=0.484; Estrés-/TSAvs Estrés+/TSA: t = 2.086, p = 0.059).
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Figura 52. La TSA redujo la expresion de GR en CAl, mientras previno el
decremento en la expresion de HDAC2 en animales estresados. A. Imagenes
representativas. B. Nivel de expresion de GR. C. Nivel de expresion de HDAC?2.
Resultados expresados como veces del nivel basal. Abreviaturas: * diferencias
significativas entre grupos; § diferencias significativas con respecto a la linea de base.
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No se encontrd correlacion entre la expresion de HDAC2 en CA1l y los indicadores
comportamentales durante la prueba de memoria

La expresion de GR correlaciond positivamente con la expresion de HDAC2 en
CA1 (rue) = 0.586, p < 0.017; Figura 53A). Sin embargo, la co-localizacion de GR y
HDAC2 (Figura 53B) no fue alterada por el tratamiento farmacologico (Fq, 15y = 0.197,
p = 0.665), el estrés (F, 15 = 0.525, p = 0.483), o la interaccion farmaco-estrés (F(, 15
=0.103, p = 0.754).

1.2 4 ® - 0.586* 1.0
]
‘0
® 'S
- e
J [ L N
o 0.8 Py //_, & 5
2 o8 2
P 1 .5 .
[a) e o ©® o
= I 2ad o o
044 -® e o I
2
-
W=
0 T 0
0.3 0.7 11 1.5 Estrés- Estrés+ Estrés- Estrés+
GR VEH TSA

Figura 53. La expresion de GR y de HDAC2 correlacion6 significativamente en
CAl, pero los tratamientos experimentales no alteraron su co-localizacion. A.
Correlacion entre niveles de expresion. B. Co-localizacion de proteinas en el nucleo.
Abreviaturas: * valores significativos; — linea de tendencia.

4.2.5.3. Amigdala

La expresion de GR en el nucleo basolateral de la amigdala en los grupos
experimentales fue significativamente diferente de los valores de base (ANOVA 1lvia;
Fa, 19) = 6.447, p = 0.003; Figura 54B). Los andlisis post-hoc mostraron que todos los
grupos experimentales tuvieron una reduccion en la expresién de GR (Estrés-/VEH: t
= 4,229, p < 0.001; Estrés-/TSA: t = 4.035, p = 0.001; Estrés+/TSA: t = 4.055, p =
0.001; Estrés+/VEH: t = 2.548, p = 0.022). La expresion de GR en los grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 54B) no fue alterada por el tratamiento
farmacolégico (F, 15 = 0.720, p = 0.413), el estrés (F@, 15 = 1.154, p = 0.304) o la
interaccion farmaco-estrés (Fq, 15y= 1.210, p = 0.293).

La expresion de GR en la amigdala basolateral correlacion6 con la latencia a la
meta (ras) = 0.529, p = 0.035) en la prueba de memoria; sin embargo, no se

observaron relaciones significativas entre GR y otros indicadores comportamentales.
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Figura 54. El entrenamiento espacial redujo la expresién de GR y HDAC2 en la
amigdala. La TSA atenuo los efectos del estrés sobre la expresion de HDAC2. A.
Iméagenes representativas. B. Nivel de expresion de GR. C. Nivel de expresion de
HDAC2. Resultados expresados como veces del nivel basal. Abreviaturas: *
diferencias significativas entre grupos; 8 diferencias significativas con respecto a la
linea de base.
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La expresion de HDAC2 en la amigdala basolateral en los grupos
experimentales fue significativamente diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; (Fq,
19) = 36.587, p < 0.001; Figura 54C). Los analisis post-hoc mostraron que todos los
grupos entrenados en la tarea espacial redujeron la expresion de HDAC2 (Estrés-/VEH: t
= 10.074, p < 0.001; Estrés-/TSA: t = 8129, p < 0.001; Estrés+HTSA: t = 10.240, p < 0.001;
Estrés+VEH: t = 9.047, p < 0.001). La expresion de HDAC2 en los grupos experimentales
(ANOVA 2 vias; Figura 54C) fue alterada por la interaccion farmaco-estrés (F, 15 =
22.382, p < 0.001), pero no por el tratamiento farmacoldgico (Fq, 15 = 1.285, p =
0.279), o el estrés (Fq, 15 = 2.667, p = 0.128) actuando de forma independiente. Los
andlisis post-hoc mostraron que el estrés antes del entrenamiento incrementd la
expresion de HDAC2 (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 2.191, p = 0.049), este efecto
fue prevenido por la TSA (Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 2.544, p = 0.026). La TSA
atenuo el decremento en la expresion de HDAC2 en animales no estresados (Estrés-
ITSA vs Estrés-/VEH: t = 4.147, p = 0.001), y los efectos de la TSA fueron diferentes
en animales estresados y no estresados (Estrés-/TSAvs Estrés+HTSA: t =4.500, p < 0.001).

La expresion de HDAC2 en la amigdala basolateral no correlacion6 con ningun
indicador comportamental durante la prueba de memoria.

La expresion de GR no correlacioné con HDAC2 en la amigdala (rasy= 0.347, p =
0.188; Figura 55A) y su co-localizacion (Figura 55B) no fue alterada por el
tratamiento farmacolégico (F, 15y = 0.174, p = 0.684), el estrés (Fq, 15y = 0.021, p =
0.887), o la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15)= 1.687, p = 0.218).
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Figura 55. La expresion de GR y HDAC2 no se asoci6 en la amigdala basolateral.

Los tratamientos experimentales no alteraron la co-localizacion de GR y HDAC2.
A. Correlacion entre niveles de expresion. B. Co-localizaciéon de proteinas en el
ndcleo. Abreviaturas: * valores significativos; — linea de tendencia.
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4.2.5.4. Asociaciéon entre acH3K14, GR y HDAC2

Los niveles de acH3K14 correlacionaron significativamente con la expresion de
GR (Figura 56) en la corteza prelimbica (ras) = 0.574, p = 0.020) y la fascia dentada
(rae) = -0.534, p = 0.033), pero no en CAl (ras) = -0.124, p = 0.648) o la amigdala
basolateral (rqs) = 0.126, p = 0.643). No se encontrd correlacion significativa entre los
niveles de acH3K14 y HDAC2 en la corteza prelimbica (ras) = 0.411, p = 0.114), el
hipocampo (fascia dentada: rge) = -0.134, p = 0.622; CAL: rue =-0.281, p = 0.293) 0 la
amigdala (rie = -0.402, p = 0.123).
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Figura 56. La expresion de GR se asocio de forma significativa con la expresion
de acH3K14 en la corteza prelimbica y la fascia dentada. Abreviaturas: * valores
significativos; — linea de tendencia.

4.2.6. Expresion génica en tejido cerebral
4.2.6.1. Corteza prefrontal

La expresion de Nr3cl en la corteza prefrontal fue diferente en los grupos
experimentales comparados con la linea de base (ANOVA 1 via; Fg, 190 = 13.785, p <
0.001; Figura 57A). Los analisis post-hoc mostraron una reduccién en la transcripcion
en todos los grupos (Estrés-/VEH: t = 6.510, p < 0.001; Estrés+NVEH: t = 3.923, p = 0.001; Estrés-
[TSA: t =5.254, p < 0.001; Estrés+/TSA: t = 6.076, p < 0.001). La transcripcién de Nr3cl en los
grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 57A) fue alterada por la interaccion
farmaco-estrés (F, 15) = 8.795, p = 0.012), pero no por el tratamiento farmacologico
(F@, 15 = 0.609, p = 0.450) o el estrés (F, 15y = 2.360, p = 0.150) actuando de forma
independiente. Los analisis post-hoc mostraron que el estrés atenuo el decremento en
la transcripcién de Nr3cl inducido por el entrenamiento (Estrés+VEH vs Estrés-/VEH: t =
3.183, p = 0.008), efecto prevenido por la TSA (Estrés+/TSA vs Estrés+VEH: t = 2.649, p =
0.021). No se observaron otras diferencias significativas entre grupos (Estrés-/TSA vs
Estrés-/VEH: t = 1.545, p = 0.148; Estrés-/TSAvs Estrés+TSA: t=1.011, p = 0.332).
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La expresion del gen Hdac2 en la corteza prefrontal en los grupos entrenados en la
tarea espacial fue significativamente diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; F,
19) = 6.189, p = 0.004; Figura 57B). Los analisis post-hoc mostraron que los animales
de todos los grupos experimentales redujeron la transcripcion del gen (Estrés-/VEH: t =
4453, p <0.001; Estrés+VEH: t = 2.599, p = 0.020; Estrés-/TSA: t = 3.975, p = 0.001; Estrés+/TSA: t
= 3457, p = 0003). Sin embargo, la transcripcion de Hdac2 en los grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 57B) no fueron efectos significativamente
alterados por el tratamiento farmacologico (F(, 15y = 0.059, p = 0.811), el estrés (F(, 15)
= 2.316, p = 0.154) o la interaccién farmaco-estrés (F, 15)= 0.736, p = 0.408).
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Figura 57. El entrenamiento espacial redujo a largo plazo la transcripcion de
Nr3cly Hdac?2 en la corteza prefrontal. La TSA revirtio el efecto del estrés en la
transcripcion de Nr3cl. A. Expresion relativa de Nr3cl. B. Expresion relativa de
Hdac2. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; 8 diferencias
significativas con respecto a la linea de base.

La transcripcion de Nr3cl y Hdac2 correlaciond de forma significativa en la
corteza prelimbica (rues = 0.697, p = 0.002).

Para analizar el efecto de los tratamientos experimentales sobre marcadores de
plasticidad sinaptica, se evalud la transcripcion de genes que codifican para las
subunidades NR1 (Grinl), NR2A (Grin2a) y NR2B (Grin2b) del receptor NMDA.

La expresion de Grinl en la corteza prefrontal difirid en los grupos de animales
entrenados con respecto a la linea de base (ANOVA 1 via; Fq, 190 = 4.968, p = 0.009;
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Figura 58A). Los andlisis post-hoc mostraron que los animales de todos los grupos
redujeron la transcripcion del gen (Estrés-/VEH: t = 3.933, p = 0.001; Estrés+/VEH: t =
2.417, p = 0.028; Estrés-/TSA: t = 3.775, p = 0.001; Estrés+/TSA: t = 2.459, p =
0.026). Sin embargo, la expresion de Grinl en los grupos experimentales (ANOVA 2
vias; Figura 58A) no fue alterada por el tratamiento farmacoldgico (F, 15y = 8.795, p =
0.012), el estrés (Fq, 15y = 0.609, p = 0.450), o la interaccién farmaco-estrés (F, 15 =
2.360, p = 0.150).

La expresion de Grin2a en la corteza no fue significativamente diferente de la linea
de base en los grupos experimentales con entrenamiento en la tarea espacial (ANOVA
1 via; Fa, 190 = 2.079, p = 0.135; Figura 58B). Sin embargo, la transcripcion de Grin2a
en los grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 58B) fue alterada por el
tratamiento farmacoldgico (F, 15) = 5.642, p = 0.035), pero no por el estrés (Fq, 15 =
0.219, p = 0.648), o la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15y = 0.859, p = 0.372). Los
andlisis post-hoc mostraron que la TSA incrementé la expresion de Grin2a (Estrés-
ITSA vs Estrés-/VEH: t = 2.335, p = 0.038). No se encontraron otras diferencias
significativas entre pares de grupos (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 0.986, p =
0.344; Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 1.024, p = 0.326; Estrés-/TSA vs
Estrés+/TSA: t = 0.325, p = 0.751).

La expresion del gen Grin2b en la corteza prefrontal en los grupos experimentales
entrenados en la tarea espacial mostré diferencias significativas con la linea de base
(ANOVA 1 via; Fg, 199 = 20.733, p < 0.001; Figura 58C). Los andlisis post-hoc
mostraron que los animales de todos los grupos redujeron la transcripcion del gen
(Estrés-/VEH: t = 7.949, p < 0.001; Estrés+/VEH: t = 4.591, p < 0.001; Estrés-/TSA: t =
7.117, p < 0.001; Estrés+/TSA: t = 6.898, p < 0.001). La expresion de Grin2b en los
grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 58C) fue alterada por el estrés (F, 15 =
6.884, p = 0.022) y la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15) = 5.298, p = 0.040), pero no
por el tratamiento farmacologico actuando de forma independiente (F, 15y= 1.171, p =
0.300). Los analisis post-hoc mostraron que el estrés atenué la reduccion en la
expresion de Grin2b inducida por el entrenamiento espacial (Estrés+/VEH vs Estrés-
IVEH: t = 3.483, p = 0.005), efecto prevenido por la TSA (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 2.393, p = 0.034). No se encontraron otras diferencias significativas
entre pares de grupos (Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 0.862, p = 0.405; Estrés-/TSA
vs Estrés+/TSA: t = 0.228, p = 0.824).
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Figura 58. El entrenamiento espacial redujo la transcripcién de Grinl y Grin2b
en la corteza prefrontal. La TSA previno el efecto del estrés sobre la
transcripcion de Grin2b. A. Expresion relativa de Grinl. B. Expresion relativa de
Grin2a. C. Expresion relativa de Grin2b. Abreviaturas: * diferencias significativas entre
grupos; § diferencias significativas con respecto a la linea de base.

Se encontré una correlacion significativa entre la expresion de Grinl y Grin2a (r(e)
= 0.600, p = 0.014) y de Grinl y Grin2b (r@e = 0.707, p = 0.002), pero no de Grin2a y
Grin2b (rie = 0.480, p = 0.059), en la corteza prelimbica.

La expresion relativa de Grin2b con relacion a Grin2a (Grin2b/Grin2a) mostro
diferencias significativas entre los grupos que recibieron entrenamiento en la tarea
espacial y la linea de base (ANOVA 1 via; Fu, 190 = 24.438, p < 0.001; Figura 59). Los
analisis post-hoc mostraron que los animales de todos los grupos experimentales
redujeron significativamente la transcripcién de Grin2b en proporcion con la de Grin2a
(Estrés-VEH: t = 5.853, p < 0.001; Estrés+/VEH: t = 4.543, p < 0.001; Estrés-/TSA: t = 8.662, p <
0.001; EstrésHTSA: t = 8256, p < 0.001). La razén Grin2b/Grin2a en los grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 59) fue alterada por el tratamiento
farmacologico (F, 15) = 24.832, p < 0.001), pero no por el estrés (Fq, 15 = 1.721, p =
0.214) o la interaccion farmaco-estrés (F, 15)= 0.477, p = 0.503). Los andlisis post-hoc
mostraron que la TSA en animales estresados (Estrés+/TSA vs Estrés+VEH: t =4.012, p =
0.002) y no estresados (Estrés-/TSAvs Estrées/VEH: t = 3.035, p = 0.010) acentud la reduccion
relativa de Grin2b. No se observaron otras diferencias entre grupos (Estrés+/VEH vs

Estrés+/VEH: t=1.416, p = 0.182; Estrés-/TSAvs Estrés+/TSA: t = 0.440, p = 0.668).
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Figura 59. El entrenamiento espacial redujo la expresién de Grin2b con relacién
a Grin2a en la corteza prefrontal. La TSA acentu6 tal reduccion. Abreviaturas: *
diferencias significativas entre grupos; 8 diferencias significativas con respecto a la
linea de base.

4.2.6.2. Hipocampo

La expresion de Nr3cl en el hipocampo en los grupos experimentales entrenados
en la tarea espacial mostrd diferencias significativas con la linea de base (ANOVA 1
via; Fu, 19)= 21.517, p < 0.001; Figura 60A). Los analisis post-hoc mostraron que todos
los grupos redujeron la transcripcion del gen (Estrés-/VEH: t = 5.228, p < 0.001;
Estrés+/VEH: t = 6.163, p < 0.001; Estrés-/TSA: t = 2.563, p = 0.021; Estrés+/TSA: t =
8.467, p < 0.001). La expresion de Nr3cl (ANOVA 2 vias; Figura 60A) fue alterada por
el estrés (Fq, 15y = 25.329, p < 0.001) y la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15y = 13.368, p
= 0.003, pero no por el tratamiento farmacolégico actuando de forma independiente
(F@, 15 = 0.070, p = 0.795). Los analisis post-hoc mostraron que la TSA atenud la
reduccion de la transcripcion del gen en animales no estresados (Estrés-/TSA vs
Estrés-/VEH: t = 2.773, p = 0.017), pero la acentu6 en animales estresados
(Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 2.398, p = 0.034), siendo su efecto dependiente de
la presencia o ausencia de estrés (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 6.144, p < 0.001);
sin embargo, el estrés solo no tuvo efectos significativos (Estrés+/VEH vs Estrés-
IVEH: t = 0.973, p = 0.350).
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La expresion de Hdac2 en el hipocampo en los grupos experimentales fue
significativamente diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; Fq, 190 = 3.475, p =
0.034; Figura 60B). Los analisis post-hoc mostraron que los animales estresados
antes del entrenamiento que luego recibieron TSA tuvieron un incremento en la
transcripcion del gen (Estrés+/TSA: t = 3.385, p = 0.004), mientras que los demas
grupos no mostraron cambios (Estrés-/VEH: t = 0.587, p = 0.566; Estrés+/VEH: t =
1.575, p = 0.136; Estrés-/TSA: t = 2.057, p = 0.057). La transcripcion de Hdac2
(ANOVA 2 vias; Figura 60B) no fue alterada por el tratamiento farmacolégico (F, 15 =
4.612, p = 0.053), el estrés (F, 15 = 2.298, p = 0.155) o la interaccion farmaco-estrés
(F, 15 = 0.049, p = 0.827).

La transcripcion de los Nr3cl y Hdac2 en el hipocampo no correlacion6 de forma
significativa (raes) = -0.146, p = 0.590).
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Figura 60. El entrenamiento espacial redujo la transcripcion de Nr3cl en el
hipocampo. La TSA atenud la reduccion de Nr3cl en animales no estresados,
pero la acentud en estresados. La interaccion entre estrés y TSA incremento la
trascripcion de Hdac2. A. Expresion relativa de Nr3cl. B. Expresion relativa de
Hdac2. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; 8 diferencias
significativas con respecto a la linea de base.

Al igual que en la corteza, se cuantificé la trascripcion de los genes Grinl, Grin2a 'y

Grin2b en el hipocampo.
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La expresion de Grinl en los grupos de animales entrenados fue significativamente
diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; Fa, 19)= 4.901, p = 0.010; Figura 61A). Los
andlisis post-hoc mostraron que la transcripcion del gen se redujo en todos los grupos
(Estrés-/VEH: t = 2.754, p = 0.014; Estrés+/VEH: t = 2.849, p = 0.012; Estrés+/TSA: t
= 3.977, p = 0.001), con excepcion del grupo de animales tratados solo con TSA
(Estrés-/TSA: t = 1.156, p = 0.266). La expresion de Grinl (ANOVA 2 vias; Figura 61A)
fue alterada por el estrés (Fq, 15y = 6.509, p = 0.025) y la interaccion farmaco-estrés
(F@, 15 = 5.689, p = 0.034), pero no por el tratamiento farmacoldgico actuando de
forma independiente (F, 15 = 0.170, p = 0.688). Los analisis post-hoc mostraron que
la TSA actud de forma distinta en animales estresados y no estresados (Estrés-/TSA
vs Estrés+/TSA: t = 3.491, p = 0.004), pero no se observaron otras diferencias
significativas entre grupos experimentales (Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 0.118, p =
0.908; Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 1.395, p = 0.188; Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH:
t=1.978, p = 0.071).
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Figura 61. El entrenamiento redujo la transcripcion de Grinl, Grin2ay Grin2b en
el hipocampo. La TSA tuvo efectos distintos en animales estresados y no
estresados. A. Expresion relativa de Grinl. B. Expresion relativa de Grin2a. C.
Expresion relativa de Grin2b. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; §
diferencias significativas con respecto a la linea de base.

La expresion de Grin2a en el hipocampo en los grupos experimentales entrenados

en la tarea espacial fue significativamente diferente de la linea de base (ANOVA 1 via;
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Fu, 190= 13.179, p < 0.001; Figura 61B). Los andlisis post-hoc mostraron que en todos
los grupos se redujo la transcripcion del gen (Estrés-/VEH: t = 3.261, p = 0.005;
Estrés+/VEH: t = 5.012, p < 0.001; Estrés+/TSA: t = 6.463, p < 0.001), con excepcion
del grupo de animales tratados solo con TSA (Estrés-/TSA: t = 1.710, p = 0.108). La
expresion de Grin2a en los grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 61B) fue
alterada por el estrés (F@, 15 = 18.181, p < 0.001), pero no por el tratamiento
farmacoldgico (F, 15y = 0.004, p = 0.948), o la interaccion farmaco-estrés (F, 15 =
3.874, p = 0.073). Los analisis post-hoc mostraron que la TSA tuvo efectos diferentes
en animales estresados y no estresados (Estrés-/TSA vs Estrés+/TSA: t = 4.407, p <
0.001); no se encontraron otras diferencias significativas entre grupos experimentales
(Estrés+/VEH vs Estrés-/VEH: t = 1.623, p = 0.130; Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t =
1.439, p = 0.176; Estrés+/TSA vs Estrés+/VEH: t = 1.345, p = 0.204).

La expresion Grin2b en el hipocampo en los grupos entrenados en la tarea
espacial fue diferente de los valores basales (ANOVA 1 via; Fga, 109) = 4.044, p = 0.020;
Figura 61C). Los andlisis post-hoc mostraron que la transcripciéon del gen se redujo en
todos los grupos experimentales (Estrés-/VEH: t = 2.326, p = 0.034; Estrés+/VEH: t =
2.410, p = 0.029; Estrés+/TSA: t = 2.902, p = 0.010), con excepcion del tratado solo
con TSA (Estrés-/TSA: t = 0.037, p = 0.971). La transcripcién de Grin2b en los grupos
experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 61C) no fue alterada significativamente por el
tratamiento farmacologico (Fq, 15y = 1.777, p = 0.207), el estrés (Fq, 15y = 4.638, p =
0.052), o la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15)= 4.137, p = 0.065).

La expresion de las subunidades Grinl, Grin2a y Grin2b en el hipocampo mostré
correlaciones significativas: Grinl y Grin2a (rues) = 0.864, p < 0.001), Grinl y Grin2b
(rasy=0.881, p < 0.001) y Grin2a-Grin2b (re = 0.854, p < 0.001).

La expresion de Grin2b con relacion a Grin2a (Grin2b/Grin2a) en los grupos
experimentales fue significativamente diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; Fq,
19) = 12.348, p < 0.001; Figura 62). Los andlisis post-hoc mostraron que los animales
estresados antes del entrenamiento incrementaron la transcripcion relativa de Grin2b
tanto si fueron inyectados con vehiculo (Estrés+/VEH: t = 2.805, p = 0.013) o TSA
(Estrés+/TSA: t = 6.129, p < 0.001); los otros grupos experimentales no mostraron
cambios con respecto a los valores de base (Estrés-/VEH: t = 0.271, p = 0.790;
Estrés-/TSA: t = 1.618, p = 0.126). La expresion relativa de Grin2b en los grupos

experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 62) fue alterada por el factor tratamiento
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farmacoldgico (Fq, 15y = 9.521, p = 0.009) y el estrés (F, 15y = 21.656, p < 0.001), pero
no por la interaccion farmaco-estrés (F, 15y = 1.705, p = 0.216). Los analisis post-hoc
mostraron que el estrés incremento la expresion de Grin2b (Estrés+/VEH vs Estrés-
IVEH: t = 2.367, p = 0.036), efecto que fue acentuado por la TSA (Estrés+/TSA vs
Estrés+/VEH: t = 4.214, p = 0.001). La TSA en animales no estresados no tuvo efecto
(Estrés-/TSA vs Estrés-/VEH: t = 1.258, p = 0.232), por lo que los efectos de la TSA
fueron diferentes en animales estresados y no estresados (Estrés-/TSA vs
Estrés+/TSA: t = 3.105, p = 0.009).
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Figura 62. El estrés incremento la expresion de Grin2b con relacion a Grin2a en
el hipocampo y la TSA acentu¢ tal efecto. Abreviaturas: * diferencias significativas
entre grupos; & diferencias significativas con respecto a la linea de base.

4.2.6.3. Formacién amigdalina

La expresion del gen Nr3cl en la amigdala en los grupos experimentales
entrenados en la tarea espacial fue significativamente diferente de la linea de base
(ANOVA 1 via; F, 19 = 3.506, p = 0.030; Figura 63A). Los analisis post-hoc mostraron
que la transcripcion de Nr3cl se redujo en todos los grupos experimentales (Estrés-
IVEH: t = 3.232, p = 0.005; Estrés+/VEH: t = 2.850, p = 0.012; Estrés-/TSA: t = 2.867,
p = 0.011; Estrés+/TSA: t = 2.790, p = 0.013). Sin embargo, la expresién de Nr3cl

(ANOVA 2 vias; Figura 63A) no fue alterada por el tratamiento farmacolégico (F, 15 =
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0.084, p = 0.776), el estrés (F, 15 = 0.098, p = 0.759) o la interaccion farmaco-estrés
(F@, 15 = 0.043, p = 0.838).

La expresion de Hdac2 en la amigdala en los grupos experimentales entrenados
en la tarea espacial no mostré diferencias significativas con respecto a los valores
basales (ANOVA 1 via; Fu, 190 = 0.860, p = 0.510; Figura 63B). La transcripcion de
Hdac2 en los grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura 63B) no fue alterada
significativamente por el tratamiento farmacolégico (Fq, 15 = 1.190, p = 0.297), el
estrés (F, 15) = 0.433, p = 0.523) o la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15y = 1.152, p =
0.304).

La expresion de los Nr3cl y Hdac2 en la amigdala correlacion6 de forma positiva
(rae)= 0.600, p = 0.014).
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Figura 63. El entrenamiento redujo la transcripcion de Nr3cl en el hipocampo. A.
Expresion relativa de Nr3cl. B. Expresion relativa de Hdac2. Abreviaturas: *
diferencias significativas entre grupos; ¢ diferencias significativas con respecto a la
linea de base.

Tal como se hizo en la corteza y el hipocampo, se evaluoé la trascripcién de Grinl,
Grin2a y Grin2b en la amigdala en respuesta a los tratamientos experimentales.

La expresion de Grinl en la amigdala en los grupos experimentales entrenados en
la tarea espacial no fue diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; F,190= 1.524, p =
0.245; Figura 64A). La transcripcion de Grinl en los grupos experimentales (ANOVA 2

vias; Figura 64B) no fue alterada por el tratamiento farmacoldgico (Fq, 15y = 0.444, p =
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0.518), el estrés (Fq, 15 = 0.363, p = 0.558) o la interaccion farmaco-estrés (Fq, 15 =
0.671, p = 0.429).

La expresion de Grin2a en el hipocampo en los grupos de animales entrenados en
la tarea espacial no fue diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; F, 19)= 0.807, p =
0.539; Figura 64B). La transcripcion de Grin2a en los grupos experimentales (ANOVA
2 vias; Figura 64B) no fue alterada por el tratamiento farmacolégico (F, 15y = 0.017, p
= 0.897), el estrés (F, 15y = 0.357, p = 0.561) o la interaccion farmaco-estrés (F, 15 =
1.059, p = 0.324).

La transcripcion de Grin2b en la amigdala en los grupos experimentales
entrenados en la tarea espacial no fue significativamente diferente de la linea de base
(ANOVA 1 via; Fga, 19 = 2.898, p = 0.058; Figura 64C). La transcripcion de Grin2b
(ANOVA 2 vias; Figura 64C) no fue alterada por el tratamiento farmacolégico (F, 15 =
0.193, p = 0.668), el estrés (F, 15y = 0.212, p = 0.653); o la interaccion farmaco-estrés
(F@, 15)= 0.000, p = 0.988).
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Figura 64. El entrenamiento espacial redujo la transcripcion de Grin2b en la
amigdala. A. Expresion relativa de Grinl. B. Expresion relativa de Grin2a. C.
Expresion relativa de Grin2b. Abreviaturas: * diferencias significativas entre grupos; $
diferencias significativas con respecto a la linea de base.

La transcripcion de Grinl, Grin2a y Grin2b correlacion6 de forma significativa en la
amigdala: Grinl y Grin2a (raes) = 0.554, p = 0.025), Grinl y Grin2b (rae = 0.653, p =
0.006) y Grin2a y Grin2b (raes = 0.601, p = 0.013).
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La transcripcion de Grin2b con relacion a Grin2a (Grin2b/Grin2a) en los grupos
experimentales con entrenamiento en la tarea espacial no fue significativamente
diferente de la linea de base (ANOVA 1 via; Fu4, 19) = 0.765, p = 0.564; Figura 65). La
transcripcion relativa de Grin2b en los grupos experimentales (ANOVA 2 vias; Figura
65) no fue alterada por el tratamiento farmacolégico (F(, 15y = 0.654, p = 0.434), el
estrés (F, 15y = 0.058, p = 0.813) o la interaccidon farmaco-estrés (Fq, 15y = 1.702, p =
0.217).
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Figura 65. Los tratamientos experimentales no alteraron la expresion relativa de
Grin2b con relacion a Grin2a en la amigdala.
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4.3. Resumen de Resultados

Efectos del estrés y la TSA en animales sin entrenamiento en la tarea espacial
(Tabla 5):

1. El estrés agudo increment6 a largo plazo los niveles de acH3K14 en la corteza
prelimbica, el hipocampo (fascia dentada y CAl) y la amigdala basolateral. La

TSA previno estos efectos.

2. El estrés redujo la expresion de GR en la corteza prelimbica, mientras la
incrementd en la fascia dentada. El estrés, ademas, redujo la transcripcién de
Nr3cl en la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala. La TSA previno estos

efectos.

3. El estrés redujo la expresion de HDAC2 en la corteza prelimbica, la amigdala y
CAl, pero la incrementé en la fascia dentada. El estrés, ademas, redujo la
transcripcion de Hdac2 en la corteza prefrontal y la amigdala. La TSA previno

estos efectos.

4. La expresion de GR y HDAC2 se asocio de forma directa en la corteza y el
hipocampo (fascia dentada y CAl), pero no en la amigdala, mientras que la
expresion de Nr3cl y Hdac2 se asocié de forma directa en estas tres regiones del

cerebro.

5. Los niveles de GR y acH3K14 se asociaron de forma inversa en la corteza
prelimbica, pero de forma directa en la fascia dentada.

6. Los niveles de HDAC2 y acH3K14 se asociaron de manera inversa en la corteza

prelimbica, pero de forma directa en el hipocampo (fascia dentada y CA1).

7. Los niveles expresion de HDAC2 o GR no se asociaron significativamente con los

niveles de acH3K14 en la amigdala basolateral.

8. El estrés no altero la co-localizacion de GR y HDAC2 en ninguna de las regiones

cerebrales estudiadas.
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9. EIl estrés redujo la expresion de Grinl y Grin2b en la corteza prefrontal, el
hipocampo y la amigdala, y de Grin2a en la amigdala. La TSA no revirtid estos

efectos.

10. El estrés no afectd la proporcion Grin2b/Grin2a en ninguna de las estructuras

cerebrales estudiadas.

Tabla 5. Resultados en animales sin entrenamiento espacial.

Variable VEH Estrés TSA Estrés/TSA
N Sangre
b: Plasma Corticosterona
Corteza Prelimbica acH3K14
GR L
HDAC2 JoF
Prefrontal Nr3c1 N Py
4 3 Hdac2 NP
Grinl N
Grin2a
Grin2b N b4
Hipocampo Fascia Dentada 3cH3K14
GR
HDAC2
CA1 acH3K14 N
GR v i
HDAC2 AL
L y Entero Nr3ci1 $b* NN AL
Hdac2
Grinl N v
Grin2a N
Grin2b J* NP
Amigdala Basolateral acH3K14
GR
HDAC2 D v v
Entera Nr3Ci1 NP PN
5 y Hdac2 J*
Grinl J*
Grin2a J*
Grin2b b ¥

Abreviaturas: *Efecto significativo del estrés; ® previene o ® acentla
significativamente el efecto del estrés. Las flechas indican la direccién y magnitud de
cambios significativos con relacion a la linea de base. La linea de base corresponde a
los valores observados en el grupo de animales a los que solo se les administrd
DMSO 18% i.p. como vehiculo.
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11.

12.

13.

La expresion de Grinl se asoci6 de forma directa con la expresion de las
subunidades Grin2a y Grin2b en la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala.
La expresion de Grin2a y Grin2b se asocio en la corteza prefrontal y la amigdala,

pero no en el hipocampo.

La TSA por si sola redujo la expresion de GR en CAL, la expresion de HDAC2 y
su co-localizacion con GR en la amigdala, mientras incremento la expresion de

Hdac2 en el hipocampo.

La induccion de estrés agudo en conjuncion con la administracion de TSA
incrementd los niveles de corticosterona en plasma, mientras redujo la expresion

de Grin2a en el hipocampo y la proporcién Grin2b/Grin2a en la corteza prefrontal.

Efectos del estrés y la TSA en animales entrenados en la tarea espacial (Tabla 6):

El entrenamiento en la tarea espacial indujo a largo plazo multiples cambios en
los indicadores analizados, incluyendo: a) reduccion de los niveles de acH3K14
en CAl, b) incremento en los niveles de corticosterona en plasma después de la
prueba de memoria, c) incremento en la expresion de GR en la corteza
prelimbica, pero reduccién en la amigdala, d) reduccién en la expresion de
HDAC?2 en el hipocampo (FD y CAl) y la amigdala, e) reduccion en la expresion
de Nr3cl en la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala, f) reduccion en la
expresion de Hdac2 en la corteza prefrontal, g) reduccién en la expresiéon de
Grinl en la corteza prefrontal y el hipocampo, h) reduccion de la expresion de
Grin2a en el hipocampo, i) reduccién de la expresion de Grin2b en la corteza
prefrontal, el hipocampo y la amigdala, j) Reduccion en la proporcién

Grin2b/Grin2a en la corteza prefrontal.

El estrés agudo incrementd la latencia a meta y el nUmero de errores, mientras
redujo la velocidad de desplazamiento y la preferencia relativa por el agujero y

zona meta en la prueba de memoria. La TSA revirtio estos efectos.

El estrés acentud el incremento en los niveles de corticosterona en plasma

inducido por la prueba de memoria. La TSA previno este efecto.
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Tabla 6. Resultados en animales entrenados en la tarea espacial.

Entrenamiento
Variable
VEH Estrés TSA Estrés/TSA
Comportamiento Prueba de  |arencia a meta
Memoria Errores Ponderados
Velocidad media NP
Agujero Meta (%)
Zona Meta (%)
Exploracion Total
Plasma Corticosterona
Corteza Prelimbica 3cH3K14 bb*
GR
HDAC2 N J
Prefrontal  pr3c1 b bF Jid NANR (P)
3 ) Hdac2 v L L i
Grin1 b L= v v
GrinZa
Grin2b Yid 4 Yiv v ®
Hipocampo Fascia acH3K14 Jo*
Dentada GR
HDAC2 NE
CAl acH3K14 i NN NE LR
GR NP
g HDAC2 4 N N
1 Entero w3 Yl Yy \Z AR 2
Hdac2
Grinl N N J
Grin2a ‘l/ ~l¢ \L \1/ ‘l/
Grin2b J J J
Amigdala Basolateral 3.H3k14
GR Y v v 2
HDAC2 Vil Yt ¥ NN
Entera Nr3ci NE A A A
& e Hdac2
Grinl
GrinZa
Grin2b ¥ ¥ ¥ ¥

Abreviaturas: *Efecto significativo del estrés; P previene, ® reduce, o ® acentla
significativamente el efecto del estrés. Las flechas indican la direccion y magnitud de
cambios significativos con relacién a la linea de base. La linea de base para las
variables de comportamiento corresponde a los valores observados en el Ultimo
ensayo de entrenamiento o la probabilidad al azar. La linea de base en los andlisis
bioquimicos corresponde a los valores observados en el grupo de animales a los que
solo se les administré DMSO 18% i.p. como vehiculo.
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10.

11.

Las concentraciones de corticosterona en plasma se asociaron de forma directa
con los indicadores comportamentales de latencia a meta, errores ponderados y
distancia recorrida, pero de forma inversa con la velocidad de desplazamiento

durante la prueba de memoria.

El estrés redujo los niveles de acetilacion de acH3K14 en la corteza prelimbica y
el hipocampo (fascia dentada y CA1). La TSA revirtio estos efectos del estrés.

Los tratamientos experimentales (farmaco, estrés, interaccion farmaco-estrés) en
animales entrenados en la tarea espacial no alteraron los niveles de acH3K14 en

la amigdala.

El nivel de acH3K14 en la corteza prelimbica se asocid de forma directa con los
indicadores de preferencia relativa por el agujero y zona meta y la velocidad de
desplazamiento en la prueba de memoria; mientras se relacioné de forma inversa
con la latencia a meta. El nivel de acH3K14 en la fascia dentada se asocié de
forma directa con la velocidad de desplazamiento y de forma inversa con la
latencia a meta. Los niveles de acH3K14 en CAl o la amigdala basolateral no

tuvieron relacién con ningun indicador comportamental.

El estrés agudo redujo la expresibn de GR en la corteza, pero incrementé la
transcripcion de Nr3cl. El estrés incremento la expresion de GR en la fascia

dentada. La TSA previno estos efectos.

El estrés agudo redujo la expresion de HDAC2 en la corteza prelimbica y CA1,
mientras la incrementd en la fascia dentada y la amigdala. La TSA revirtié los
efectos del estrés en CAl y la amigdala, pero no en la corteza prelimbica o la

fascia dentada.

La expresion de GR y HDAC2 se asoci6 de forma directa en la corteza prelimbica
y el hipocampo (FD y CAl), pero no en la amigdala. Sin embargo, la expresion de

Nr3cl y Hdac2 se asocié de manera directa en la corteza prefrontal y la amigdala.

La expresion de GR en la corteza prelimbica se asocié con la velocidad de

desplazamiento en la prueba de memoria, mientras que su expresién en la
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

amigdala se relacion6 con la latencia a meta. La expresion de GR en el

hipocampo (FD y CA1) no se relaciono con ningun indicador comportamental.

La expresion de HDAC2 en la corteza, el hipocampo (FD y CA1l), o la amigdala no

se relaciond con ningun indicador comportamental.

Los tratamientos experimentales no afectaron la co-localizaciéon de HDAC2 y GR
en los nucleos de las células de la corteza prelimbica, el hipocampo (FD y CAl) o

la amigdala.

No se encontré asociacion entre los niveles de acH3K14 con la expresion de
HDAC2 en la corteza prelimbica, el hipocampo (fascia dentada y CAl) o la

amigdala basolateral.

Sin embargo, los niveles de acH3K14 se asociaron de manera directa con la
expresion de GR en la corteza prelimbica, y de manera inversa en la fascia

dentada del hipocampo.

La TSA previno el incremento de la expresion Grin2b inducido por el estrés en la

corteza prefrontal.

La TSA previno la tendencia del estrés a incrementar la proporcion Grin2b/Grin2a
inducida por el estrés en la corteza prefrontal, pero acentlo este incremento en el

hipocampo.

La expresion de las subunidades Grinl, Grin2a y Grin2b del receptor NMDA se

asocio de manera directa en la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala.

Los tratamientos experimentales no alteraron la expresion de las Grinl, Grin2a,

Grin2b, o la proporcién Grin2b/Grin2a en la amigdala.

La TSA en animales entrenados en la tarea espacial provocé: a) incremento en la
exploracion de los agujeros en el laberinto, la exploracién del agujero meta y la
zona meta, b) reduccién de la expresion de GR en CA1l, pero incremento en la
expresion de Nr3cl en el hipocampo, c¢) incremento en la expresion de HDAC2 en

la amigdala, d) incremento en la expresién de Grin2a en la corteza prefrontal y de
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grin2b en el hipocampo, y e) reduccién en la relacion Grin2b/Grin2a en la corteza

prefrontal.

21. La administracion de TSA en conjuncion con el estrés provoco en el hipocampo:
a) incremento en la expresion de Hdac2, b) reduccion en la expresion del Nr3cl,

Grinl y Grin2a, y c¢) incremento en la proporcion Grin2b/Grin2a.

Comparando los resultados obtenidos en los experimentos desarrollados con
animales entrenados y no entrenados en la tarea espacial (Tabla 7 y Anexo E:
andlisis de los efectos del farmaco, el estrés y el entrenamiento como factores
independientes usando una prueba ANOVA de 3 vias con los ocho grupos

experimentales) encontramos que:

1. El entrenamiento espacial, analizado como factor: a) increment6 los niveles de
corticosterona en plasma en respuesta a la prueba de memoria, b) redujo los
niveles de acH3K14 en la corteza prelimbica, el hipocampo y la amigdala, c)
incrementd la expresion de GR en la corteza prelimbica, pero la redujo en la
amigdala basolateral, d) redujo la expresion de Nr3cl en la corteza prefrontal y el
hipocampo, e) redujo la expresion de HDAC2 en el hipocampo y la amigdala
basolateral, f) redujo la expresion de Hdac2 en la corteza prefrontal, mientras la
incrementd en el hipocampo, g) redujo la expresion de Grinl y Grin2b en la

corteza prefrontal y de Grinl y Grin2a en el hipocampo.

2. El estrés agudo alter6 de manera persistente los niveles de acH3K14 en la
corteza prelimbica y el hipocampo (fascia dentada y CA1) de animales entrenados
(hipoacetilacion) y no entrenados (hiperacetilacion) en la tarea espacial; analizado
como factor en los grupos de los experimentos con y sin entrenamiento espacial,
el estrés agudo incrementd los niveles de acH3K14 en la amigdala. De forma
notable, la TSA previno los cambios en el nivel de acH3K14 inducidos por el

estrés tanto en animales entrenados como no entrenados.

3. El estrés agudo redujo a largo plazo la expresion de GR en la corteza prelimbica,
mientras la aumentd en la fascia dentada de animales tanto entrenados, como no

entrenados en la tarea espacial. Analizado como factor, en los 8 grupos
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experimentales incluidos en el estudio, el estrés agudo incremento la expresion de
GR en la amigdala basolateral. La TSA previno los cambios en la expresion de

GR inducidos por estrés.

4. El estrés agudo incrementd la transcripcion de Nr3cl en la corteza prefrontal de
animales entrenados, pero la redujo en animales no entrenados (decremento). En
el hipocampo, el estrés redujo la expresion de Nr3cl tanto en animales
entrenados como no entrenados, mientras que en la amigdala redujo su
expresion en animales no entrenados. Analizado como factor, teniendo en cuenta
los grupos de los experimentos con y sin entrenamiento espacial, el estrés agudo
redujo la expresion de Nr3cl en el hipocampo y en la formaciéon amigdalina. La
TSA previno los cambios inducidos por el estrés en la expresion de Nr3cl en la

corteza y la amigdala, pero de forma inesperada, los acentué en el hipocampo.

Tabla 7. Efectividad de la TSA para prevenir los efectos del estrés agudo.

Estructura Cerebral
Corteza Prefrontal Hipocampo Amigdala
Entrenamiento - | Entrenamiento + | Entrenamiento - | Entrenamiento +| Entrenamiento - | Entrenamiento +
Previno Previno Previno Pr@:\:flno Previno El Estrés No Tuvo
acH3K14 Incremento en FD Reduccion en FD
Incremento Decremento Incremento Efecto
y CA1l y CA1l
Previno Previno Previno Previno El Estrés No Tuvo El Estrés No Tuvo
GR Decremento Decremento Incremento en FD Incremento en FD Efecto Efecto
Nr3cl Previno Previno Acentud Acentud Previno El Estrés No Tuvo
Decremento Incremento Decremento Decremento Decremento Efecto
Previno
: . Previno Decremento en : :
HDAC2 Previno No Previno Incremento en FD CAL Previno Previno
Decremento Decremento Decremento Incremento
y CA1 pero no
deremento en FD
Hdac2 Previno No Previno El estrés No Tuvo El Estrés No Tuvo Previno El Estrés No Tuvo
Decremento Incremento Efecto Efecto Decremento Efecto
Grint No Previno No previno No Previno El Estrés No Tuvo No Previno El Estrés No Tuvo
Decremento Incremento Decremento Efecto Decremento Efecto
GrinZa El Estrés No Tuvo El Estrés No Tuvo | El Estrés No Tuvo No Previno No Previno El Estrés No Tuvo
Efecto Efecto Efecto Decremento Decremento Efecto
. No Previno Previno No Previno El Estrés No Tuvo No Previno El Estrés No Tuvo
CLLE Decremento Incremento Decremento Efecto Decremento Efecto

Abreviaturas: FD: fascia dentada; CAL: region CAl del hipocampo. Los efectos del estrés
prevenidos o invertidos por la TSA se sefialan en verde, mientras que aquellos que no fueron
prevenidos se sefialan en rojo. Los efectos del estrés acentuados por la TSA se sefialan en azul.
Se sefiala en gris la carencia de efecto del estrés.
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10.

El estrés agudo redujo la expresion de HDAC?2 en la corteza prelimbica, pero la
incrementd en el hipocampo (fascia dentada y CAl) de animales tanto entrenados
como no entrenados en la tarea espacial; este efecto fue confirmado al analizar el
estrés como factor con los 8 grupos experimentales. En la amigdala, el estrés
redujo la expresion de HDAC2 en animales sin entrenamiento, pero la incrementé
en animales entrenados. La TSA previno los efectos inducidos por estrés, con
excepcion del incremento en la expresion de HDAC2 en la corteza prelimbica de

animales entrenados.

De manera consistente, la TSA previno la reduccion en la expresién de Hdac2 en
la corteza prefrontal y la amigdala inducida por estrés en animales sin
entrenamiento. Sin embargo, la TSA no previno el incrementd en la transcripcion

del gen en la corteza prefrontal de animales entrenados en la tarea espacial.

El estrés redujo la expresion de Grinl en la corteza prefrontal, el hipocampo y la
amigdala en animales sin entrenamiento espacial, mientras que la incrementé en
la corteza prefrontal de animales entrenados. Analizado como factor, con los 8
grupos experimentales, el estrés agudo redujo la expresion de Grinl en la

corteza, el hipocampo y la amigdala. La TSA no previno ninguno de estos efectos.

El estrés agudo redujo la transcripcion de Grin2a en el hipocampo de animales
entrenados en la tarea espacial y en la amigdala de animales sin entrenamiento.
Analizado como factor, el estrés redujo la expresion de Grin2a en el hipocampo y

la amigdala. La TSA no previno ninguno de estos efectos.

El estrés agudo redujo la transcripcién de Grin2b en la corteza prefrontal, el
hipocampo y la amigdala de animales sin entrenamiento espacial, mientras la
incrementd en la corteza prefrontal de animales entrenados. Analizado como
factor, el estrés redujo la expresion de Grin2b en el hipocampo y la amigdala. La
TSA solo previno el incremento en la expresion de Grin2b inducida por estrés en

la corteza prefrontal de animales entrenados.

Analizado como factor, con los ocho grupos experimentales incluidos en el

estudio, el tratamiento con TSA redujo la acetilacion de histonas en la corteza
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prelimbica y la amigdala; ademas, la TSA redujo la expresion de GR en el
hipocampo y la expresion de HDAC2 en el hipocampo y la amigdala basolateral,
mientras incremento la expresion de Hdac2 en el hipocampo y la expresion de

Grin2a en la corteza prefrontal.

11. Al analizar el conjunto de los resultados se encontr6 que el entrenamiento
espacial, el estrés y la inhibicion de las HDACs con TSA tuvieron efectos

complejos, muchos de ellos dependientes de sus interacciones (ANEXO E).

En conjunto, la TSA fue efectiva para prevenir muchos de los efectos del estrés
agudo, incluyendo cambios en los niveles de acetilacién de la H3, expresién de GR y
HDAC?2 en la corteza y el hipocampo de animales entrenados y no entrenados en una
tarea espacial. Sin embargo, la TSA no evitd los cambios inducidos por el estrés
agudo sobre la expresion de genes codificantes para subunidades del receptor
NMDA, con excepcion del incremento en Grin2b en animales entrenados. Los efectos
del estrés en la amigdala fueron evidentes en los animales no entrenados en la tarea
espacial, donde la TSA fue efectiva para prevenir la hiperacetilacion de la H3 y la
reduccion en la expresion de Nr3cl y HDAC2/Hdac2, pero no para prevenir la
reduccion en la transcripcion de subunidades del receptor NMDA.

Estos resultados muestran que la inhibicion de las HDACs de tipo | y Il es efectiva
para prevenir los efectos deletéreos del estrés agudo sobre la memoria espacial y los
cambios en multiples marcadores moleculares en distintas regiones del cerebro, a la
vez que subrayan la complejidad de los efectos del estrés en interaccion con otras
variables y dependiendo del contexto celular.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES
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5.1. Discusién

5.1.1. La inhibicion de las HDACs previene que el estrés agudo deteriore la
consolidacién de la memoria espacial

De forma consistente con lo reportado en la literatura (Kim et al.,, 2001, 2005;
Diamond et al., 2006; Park et al., 2008), encontramos que el estrés agudo inducido
antes del entrenamiento en una tarea espacial deteriora la consolidacion de la
memoria espacial, efecto evidenciado por el incremento en la latencia para encontrar
el agujero meta, en los errores cometidos antes de encontrar la meta, y en la falta de
preferencia por el agujero meta. En estudios previos se demostré que el estrés agudo
impide que el entrenamiento espacial induzca incrementos en la densidad de espinas
dendriticas, la fosforilacion de CAMK-Il y CREB y el incremento en la expresion de
CAMKII, c-Fos, BDNF, NCAM y Arc en el hipocampo o la corteza prefrontal de
roedores (Kim et al., 2001, 2005; Sandi et al., 2005; Diamond et al., 2006; Park et al.,
2008; Vanelzakker et al.,, 2011; Almaguer-Melian et al., 2012; Zoladz et al., 2012;
Sardari, Rezayof and Khodagholi, 2015); sin embargo, ningun estudio previo habia
descrito mecanismos epigenéticos subyacentes a los efectos deletéreos del estrés
agudo sobre la memoria. En la presente investigacion, encontramos que la
administracion sistémica de un inhibidor de las HDACs de tipo | y Il evita que el estrés
agudo afecte la consolidacion de la memoria, lo que indica un papel central de la
acetilacion de histonas como mecanismo epigenético que media los efectos

deletéreos del estrés agudo sobre la memoria.

El hecho de que la inhibicion de las HDACs prevenga el efecto deletéreo del estrés
agudo sobre la memoria espacial estd en concordancia con recientes estudios en
roedores que muestran que la administracion sistémica de TSA atenla los efectos
deletéreos inducidos por la deprivacién de suefio (Duan et al., 2016) o la dieta alta en
grasa (Sharma, Taliyan and Ramagiri, 2015) sobre la consolidacién de la memoria
espacial. La inhibicion de las HDACs también revierte el deterioro de la consolidacion
de la memoria inducido por el bloqueo de receptores de péptido liberador de gastrina
(Petry et al., 2016), infecciones (Barichello et al., 2015; Steckert et al., 2015),
anestesia (Zhong et al., 2014) o envejecimiento (Peleg et al., 2010; Reolon et al.,
2011). De manera interesante, en modelos de enfermedades neurodegenerativas se

ha encontrado que la inhibicion farmacoldgica de las HDACs o, el silenciamiento de

140



HDAC?2, evita la hipoacetilacién de las histonas y el decremento en la expresion
génica (Fontan-Lozano et al., 2008; Fischer et al., 2010; Graff, Rei, et al., 2012; Graff
and Tsai, 2013b; Rumbaugh et al., 2015), ademas de rescatar o aminorar el déficit
cognitivo (Resumen en tabla 4). Dado que el estrés crénico es un factor de riesgo
tanto para el deterioro cognitivo asociado al envejecimiento, como para
enfermedades neurodegenerativas (Jeong et al., 2006; Carroll et al., 2011; Popp et al.,
2015), los efectos protectores de la TSA acé reportados siguieren un potencial uso de
este farmaco (o farmacos similares) para prevenir los efectos deletéreos acumulativos
de los eventos estresantes. De otra parte, la administracion de inhibidores de las
HDACs también previene otros efectos del estrés, tales como el incremento en el
despliegue de conductas defensivas, o comportamientos del espectro depresivo, asi
como trastornos gastrointestinales o cardiacos (Weaver et al., 2004; Covington et al.,
2009, 2012, 2015; McKinsey, 2012; Miyagawa, Tsuji and Takeda, 2012; Tran et al.,
2013, 2014; Moloney et al., 2015).

5.1.2. La inhibicién de las HDACs no mejora la consolidacion de la memoria
espacial en animales no estresados, pero favorece la conducta exploratoria

Se ha reportado que la inhibicion de las HDACs mejora la consolidacion de la
memoria en tareas que, si bien son adquiridas a corto plazo, no se recuperan a la
largo plazo (entrenamiento sub-umbral) (Stefanko et al., 2009; Intlekofer et al., 2013;
Malvaez et al., 2013). Sin embargo, en el presente estudio la administracion de TSA
no mejord la consolidacién de la memoria espacial en animales no estresados. Es
probable que la falta de efecto de la TSA se deba a un efecto de techo, en tanto los
animales entrenados sin estrés recuperaron exitosamente la memoria 24 horas
después del entrenamiento, limitando la posibilidad de que la TSA mejorara ain mas
la memoria. Sin embargo, en animales entrenados (estresados y no estresados), la
TSA mejor6 el desempefio durante la prueba de memoria, lo que esta de acuerdo con
los reportes antes mencionados, que subrayan la facilitacion de la consolidacion de la
memoria por la inhibicion de las HDACs.

De forma interesante, se encontré que los animales a los que se les administro la
TSA después del entrenamiento espacial exploraron con mayor persistencia los
agujeros del laberinto durante la prueba de memoria, aln a pesar de no encontrar la

caja meta repetidamente y no poder escapar de la situacion aversiva. Tal incremento
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en la persistencia para explorar el laberinto sugiere que la TSA podria incrementar la
motivacion de los animales para escapar de una situacién aversiva (prueba de
memoria). En este sentido, multiples estudios han reportado que la inhibicion de las
HDACs incrementa la motivacion, la busqueda de refuerzo y reduce sintomas en
modelos de depresion si se administra en el hipocampo, la corteza prefrontal, la
amigdala, o el nucleo accumbens (Schroeder et al., 2007; Covington et al., 2009,
2011, 2015; McQuown and Wood, 2010), y que tal efecto se asocia al incremento
persistente en la acetilacion de histonas en el nacleo accumbens (Covington et al.,
2009; Heller et al., 2014). En este mismo sentido, en el laboratorio de Neurofisiologia
Comportamental se ha observado que animales tratados con TSA después del
entrenamiento espacial (independientemente de ser o no sometidos a estrés antes del
entrenamiento) presentan incrementos en los niveles de acetilacion de histonas en el
nacleo accumbens 24 horas post-tratamiento (Vargas-Lopez, Lamprea and Mudnera,
2016).

5.1.3. La inhibicion de las HDACs previene los cambios en la acetilacion de la
histona H3 inducida por estrés en animales entrenados y no entrenados

La induccién de estrés agudo antes del entrenamiento espacial provoco a largo
plazo una importante reduccion de la acetilacién de la histona H3 en la corteza y el
hipocampo, la cual, sin embargo, fue evitada por la administracion de TSA. De forma
interesante, se observd que cuanto mayor fue la reducciébn en los niveles de
acetilacion de la H3 en la corteza y el hipocampo, peor fue el desempefio de los
sujetos en la prueba de memoria espacial (incremento en la latencia, reduccion de la
velocidad, menor preferencia por el agujero y la zona meta). Por el contrario, en
animales sin entrenamiento, el estrés agudo indujo un aumento de la acetilacién de la
histona H3 en la corteza, el hipocampo y la amigdala, el cual, sin embargo, también
fue prevenido por la inhibicién de las HDACs.

Hasta ahora, los mecanismos epigenéticos relacionados con la consolidacion de la
memoria espacial y el estrés agudo se habian descrito de forma independiente. Se
conocia que el incremento en la acetilacion de las histonas se relaciona con mejoras
en la memoria espacial (Korzus, Rosenfeld and Mayford, 2004; Maurice et al., 2008;
Stefanko et al., 2009; Bousiges et al., 2010; Dagnas and Mons, 2013; Intlekofer et al.,

2013; Carter et al., 2015; Dagnas et al., 2015) y que la facilitacién de la consolidacion
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de la memoria por inhibidores de las HDACs se relaciona con la hiperacetilacion de
las histonas en estructuras como la corteza y el hipocampo (Murphy et al., 2001;
Vecsey et al., 2007; Bredy and Barad, 2008; Fontan-Lozano et al., 2008; Guan et al.,
2009; Hawk, Florian and Abel, 2011). Por el contrario, el incremento en la expresion
y/o actividad de las HDACs induce la desacetilacion de las histonas en el hipocampo y
deteriora la formacion de la memoria (Maurice et al., 2008; Guan et al., 2009; Graff,
Rei, et al., 2012).

Por su parte, los efectos del estrés sobre los niveles de acetilacion de histonas son
variados, dependiendo de factores como su intensidad, duracion y frecuencia, entre
otros (Hunter, 2012; Stankiewicz, Swiergiel and Lisowski, 2013; Reul, 2014). Asi,
mientras que el estrés agudo breve (15 minutos de nado forzado) promueve la rapida
acetilacion de las histonas en el hipocampo (Bilang-Bleuel et al., 2005; Roozendaal et
al., 2010; Carter, Mifsud and Reul, 2015), el estrés intenso o la elevacién pronunciada
en los niveles de glucocorticoides incrementan la actividad de las HDACs en el
hipocampo, el hipotdlamo o las células alveolares (Ito, Barnes and Adcock, 2000;
Barnes, Adcock and Ito, 2005; Fuchikami et al., 2009; Miller et al., 2011; Sailaja et al.,
2012; Tran et al., 2014) y reducen la acetilacion de la histona H4 (K12) y la fosfo-
acetilacion de H3 (pS10/acK9) en el hipocampo (Ferland and Schrader, 2011). De
forma semejante, el estrés crénico prenatal (Benoit, Rakic and Frick, 2015), post-natal
(Weaver et al., 2004; Weaver, Meaney and Szyf, 2006; Weaver, 2007) o en la edad
adulta (Rei et al., 2015) induce una hipoacetilacion de las histonas en el hipocampo
dorsal, efecto que puede ser persistente (Hollis et al., 2010; Covington et al., 2012) y
se asocia a la apariciéon de conductas tipo-ansiedad y tipo-depresion.

En este contexto, los hallazgos aca presentados sugieren que el estrés agudo, al
igual que el estrés intenso o crénico, altera el balance de la acetilacion de histonas en
regiones del cerebro que sustentan la formacién de la memoria a largo plazo,
interfiriendo probablemente con la induccion de patrones de expresidn génica
requeridos para permitir la consolidacion de la memoria espacial y para responder a
subsiguientes demandas ambientales. Ademas, la hiperacetilacion de las histonas
inducida en la amigdala por el estrés agudo podria relacionarse con el incremento de
conductas defensivas evaluadas en el laberinto en cruz elevado, asi como el
incremento de los niveles de corticosterona en plasma después de la exposicion al

laberinto (ANEXO A). En este sentido, se ha encontrado que la consolidacién de
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memorias aversivas requiere de la hiperacetilacion de las histonas en el nucleo
basolateral de la amigdala (Monsey et al., 2011; Whittle and Singewald, 2014).

El hecho de que el estrés agudo tenga efectos opuestos sobre la acetilacion de
histonas en animales entrenados y no entrenados sefala la importancia de la
interaccion de los mecanismos moleculares activados por el estrés y por el
entrenamiento espacial, asi como la dinamica temporal de los mismos. Sin embargo,
el hecho de que la inhibicion de las HDACSs resulte efectiva para prevenir los cambios
en los niveles de acetilacion inducidos por estrés, en animales entrenados y no
entrenados, sefala que el balance de la acetilacion de histonas resulta ser un evento
central en la regulacion de los efectos del estrés. Explicar los efectos opuestos del
estrés agudo sobre los niveles de acetilacion de las histonas en animales entrenados
y no entrenados requerira experimentos adicionales que analicen las dindmicas
temporales de los cambios en la acetilacion de histonas inducidos por los tratamientos
de forma separada y en interaccion, asi como el andlisis de la actividad y expresion de
proteinas con actividad HAT y HDAC vy el impacto de la inhibicion de las HDACs por
TSA en tal dinamica.

5.1.4. El efecto del estrés agudo sobre la memoria espacial depende del

momento de su induccién

El efecto deletéreo del estrés agudo inducido antes del entrenamiento en la tarea
espacial, contrasta con el efecto de mejora que produce cuando se induce
inmediatamente después del entrenamiento (Urefia, 2016), y con los efectos
benéficos de la administracion intraperitoneal de dosis moderadas de corticosterona
(0.125 mg/kg) post-entrenamiento (Ceron and Lamprea, 2016). Multiples estudios en
modelos animales, y también con personas, han indicado que los efectos del estrés
agudo sobre la memoria dependen de manera critica de su relacion temporal
(McEwen, 2007; Sandi and Pinelo-Nava, 2007; Cadle and Zoladz, 2015; Shields et al.,
2017). Se ha observado que los efectos deletéreos del estrés aparecen cuando éste
se induce con suficiente anticipacion al entrenamiento, mientras que cuando se induce
después del entrenamiento, se da un efecto de mejora (McEwen, 2007; Sandi and
Pinelo-Nava, 2007; Cadle and Zoladz, 2015). Algunos modelos se han propuesto para
explicar estas diferencias asociadas a la relacibn temporal entre estrés vy

entrenamiento (ver figura 5). En términos generales, se plantea que la liberacion de
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inicial de adrenalina y glutamato inducida por el estrés agudo promueve la
excitabilidad de las neuronas en hipocampo y favorece la consolidaciéon de la
memoria; por el contrario, cuando la induccion del estrés ocurre con anticipacion al
entrenamiento, la excitabilidad inicial ha pasado y promovido una fase refractaria
debida a la desensibilizacion de receptores de glutamato tipo NMDA y a los efectos
gendémicos de la corticosterona en neuronas del hipocampo, lo que previene la
consolidacién de la memoria. Estos modelos, sin embargo, no han incluido posibles
mecanismos epigenéticos, tales como cambios dinamicos en la acetilacion de
histonas en el hipocampo, que también parecen estar mediando estos efectos
(Covington et al., 2009, 2012, 2015; Gréaff, Woldemichael, et al., 2012). Al analizar
nuestros resultados en este contexto hipotetizamos que, dado que el estrés agudo por
1 hora de restriccion de movimientos induce a corto plazo una hipoacetilacion de la
histona H3 (Urefia, 2016), es probable que este efecto contrarreste la hiperacetilacion
que induce el entrenamiento espacial a corto plazo y, por tanto, se deteriore la
consolidacién de la memoria. Ahora, la hipoacetilacion de las histonas inducida por
estrés también podria tener un papel benéfico en la consolidacion de la memoria
espacial. En este sentido, una vez que el entrenamiento ha inducido el patrén de
expresion génica que permite la consolidacion de la memoria a largo plazo, la
hipoacetilacion evitaria la interferencia de nueva informacion, favoreciendo por tanto la
mejor consolidacion de la informacién a largo plazo. En este sentido, en el Grupo de
Neurofisiologia Comportamental ha encontrado que el entrenamiento espacial en el
laberinto de Barnes induce inicialmente la hiperacetilacion de la H3 en el hipocampo y
la corteza (1 hora post-entrenamiento), pero poco después (2 horas) produce una
hipoacetilacion en estas mismas regiones (Urefia, 2016). Ademas, se ha reportado
recientemente que la induccién de la expresion génica pone en marcha mecanismos
compensatorios que reprimen activamente dicha expresién poco después de su
induccién (Cho et al., 2015; Yang et al., 2016; Yu and Kaang, 2016). En este sentido,
el intercambio de la H2A por su variante H2A.Z reprime la expresion después de la
transcripcion (Yang et al., 2016). De manera consistente, también se ha encontrado
que, el incremento en los niveles de acetilacion de histonas induce el incremento en la
expresion de proteinas de complejos co-represores como REST o Sin3A que se
asocian a proteinas con actividad desacetilasa como HDAC2 y HDAC3 (Lopez-
Atalaya et al., 2013).
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5.1.5. El entrenamiento espacial, el estrés agudo y la inhibicién de las HDACs
alteran de forma dindmica el balance de acetilacion de las histonas

En el presente estudio analizamos los efectos a largo plazo del entrenamiento
espacial, estrés e inhibicion de las HDACs sobre los niveles de acetilacion de histonas
en la corteza, el hipocampo y la amigdala (ANEXO E).

Al analizar en conjunto los resultados de todos los grupos experimentales (con y sin
entrenamiento), encontramos que el entrenamiento espacial disminuye la acetilacion
de las histonas en la corteza, el hipocampo y la amigdala. Esta reduccion, que en
principio resulta contraria a lo esperado, pues la consolidacién de la memoria espacial
se asocia a incrementos en la acetilacion de histonas, tiene sentido al entender la
dinamica que permite el mantenimiento de la acetilacion de histonas en niveles
optimos. En este sentido, estudios recientes en el Laboratorio de Neurociencias de la
Universidad Nacional de Colombia mostraron que el entrenamiento espacial en el
laberinto de Barnes induce un incremento rapido en los niveles de acH3K14 en la
corteza prelimbica y el hipocampo 1 hora después de terminado el entrenamiento
(datos sin publicar), mientras que 2 horas después del entrenamiento se observa una
reduccién en los niveles de acetilacién por debajo del nivel basal (Urefia, 2016). Estos
resultados apuntan, como se sefialé antes, a que el incremento inicial en los niveles
de acetilacion de las histonas inducido por el entrenamiento espacial activa
mecanismos homeostéaticos que conducen a la tardia hipoacetilacibn compensatoria
que se observa hasta 24 horas después de terminado el entrenamiento.

De manera semejante a lo observado con el entrenamiento, también encontramos
que la inhibicién de las HDACs con TSA produjo a largo plazo una reduccion en los
niveles de acetilacion de la H3 en la corteza prelimbica, efecto que contrasta con su
accion de evitar la desacetilacién de las histonas a corto plazo (ANEXO B). En este
sentido, se ha reportado previamente que la exposicion de células en cultivo a
inhibidores de las HDACs induce respuestas compensatorias que conducen a la
hipoacetilacibn demorada de las histonas. En un estudio pionero, Covault y
colaboradores (1982) expusieron células de hepatoma (HTC) al inhibidor de las
HDACs butirato de sodio, y siguieron los cambios en los niveles de acetilacion de
histonas en presencia del inhibidor y luego de su retirada. Como se esperaba, el
butirato de sodio incrementd inicialmente los niveles de acetilacion en las histonas

H2a, H2b, H3 y H4, pero al retirarse el farmaco, se observaron reducciones
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progresivas en los niveles de acetilacion de histonas, incluso por debajo de los niveles
basales (14-h), efecto que se atribuy6 a la reduccion en la expresion de proteinas con
actividad HAT (Covault et al., 1982). En este mismo sentido, se ha encontrado que la
exposicion a inhibidores de las HDACs, como SAHA o &cido valprdico, reduce la
expresion de genes que codifican para proteinas con actividad HAT en linfoblastos
humanos en cultivos (Halsall et al., 2015). Efectos compensatorios para mantener el
balance de acetilacién de las histonas se han reportado incluso en plantas. Se reporto
que células de alfalfa (Medicago sativa) en cultivo expuestas a TSA muestran una
hiperacetilacion inicial de las histonas H2b, H3 y H4, efecto que es seguido de
incrementos progresivos en la actividad desacetilasa, que conducen a la
hipoacetilaciéon de las histonas hasta por 18 horas (Waterborg and Kapros, 2002). De
forma notable, también se ha reportado que ratones adultos a los que se les
administré de forma sistémica TSA, expresan un programa genético relacionado con
la desacetilacion de las histonas y la condensacion de la cromatina en el hipocampo
(Lopez-Atalaya et al., 2013).

Finalmente, al analizar el estrés como factor comun en los grupos experimentales
con y sin entrenamiento, encontramos que éste induce la hiperacetilacion de la H3 en
la amigdala, pero sus efectos en la corteza y el hipocampo dependen de su
interaccion con el entrenamiento, provocando una hiperacetilacion tardia en los
animales sin entrenamiento espacial, pero una hipoacetilacion tardia en los animales
entrenados. Como se discutio antes, es probable que la hiperacetilacion de la H3 en la
amigdala se asocie al incremento de conductas defensivas e hiperactividad del eje
HPA en respuesta a nuevos desafios ambientales que se han observado tras la
restriccion de movimientos durante 1 hora (ANEXO A). La hiperacetilacion de la
histona H3 en la corteza y el hipocampo inducida por estrés en animales no
entrenados parece resultar de activacion de mecanismos compensatorios. En la
presente investigacion encontramos que el estrés agudo induce a largo plazo una
hiperacetilacion de la H3 en la corteza prelimbica y el hipocampo, efectos que
contrastan la hipoacetilacion de la H3 inducida por este mismo protocolo de estrés 1
hora después de terminada su induccion (Urefa, 2016). Efectos compensatorios en la
acetilacion de las histonas inducidos por estrés han sido descritos en un modelo de
estrés crénico. Covington y colaboradores han descrito que el desafio social repetido

durante 10 dias consecutivos induce una rapida hipoacetilacién de H3 en la lisina 14
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en el nacleo accumbens de ratones C57BL/6J, una hora después de terminado el
protocolo de estrés, y que, sin embargo, 1 6 10 dias después de terminado el estrés
se presentan reducciones persistentes en la acetilacion de histonas, efecto que se
asoci6 a la reduccion en la expresion de HDAC2 en esta region del cerebro
(Covington et al., 2009).

Estos resultados sugieren que los cambios en la acetilacion de las histonas
inducidos por el entrenamiento espacial, el estrés o la inhibicion de las HDACs, se
asocian con la activacion de mecanismos compensatorios que regulan de forma
dinamica el balance de acetilacion de histonas, por lo que las interacciones entre los
tratamientos resultan complejas y dependen de forma critica del momento de su
induccién. En conjunto, estos resultados permiten inferir un papel dinAmico de la
acetilacion de las histonas como mecanismo epigenético subyacente a los efectos del

estrés agudo sobre la consolidacion de la memoria espacial.

5.1.6. La inhibicion de las HDACs previene los cambios en HDAC2/Hdac?2
inducidos por el estrés agudo Unicamente en animales sin entrenamiento en la
tarea espacial

Se ha descrito que la sobre-expresion de HDAC2 en el hipocampo deteriora la
consolidacién de la memoria espacial (Guan et al., 2009) y que el estrés prenatal o
cronico inducen su sobre-expresion, provocando la reduccion de los niveles de
acetilacion de histonas en el hipocampo dorsal y deteriorando la consolidacion de la
memoria (Benoit, Rakic and Frick, 2015; Rei et al., 2015). Mdltiples reportes indican
gue el incremento en los niveles de glucocorticoides induce la expresiéon de HDAC?2
(Guan et al., 2009; Penney and Tsai, 2014; Rei et al., 2015; Duan et al., 2016; Wang et
al., 2017), proteina que, ademas, puede asociarse con el receptor de glucocorticoides,
reprimiendo la transcripcion de genes con secuencias GRE en su promotor, o
induciendo la trans-represién de genes sin esta secuencia (Ito, Barnes and Adcock,
2000; Barnes, Adcock and Ito, 2005). Sin embargo, los efectos del estrés agudo sobre
la expresion de HDAC2 y su relaciéon con la consolidacion de la memoria espacial y la
acetilacion de histonas no se habian estudiado antes. En el presente estudio
exploramos si los cambios a largo plazo en la acetilacion de las histonas inducidos por
los tratamientos experimentales se relacionaban con cambios en la traduccion o la

transcripcion de HDAC?2 en la corteza, el hipocampo y la amigdala.
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En términos generales, encontramos que el estrés agudo alteré a largo plazo la
expresion de HDAC2 en la corteza, el hipocampo y la amigdala de animales
entrenados y no entrenados en la tarea espacial, cambios que, sin embargo, se
evitaron con la inhibicion de las HDACs, s6lo en animales sin entrenamiento. De
forma llamativa, la expresion de HDAC?2 en la corteza y el hipocampo de animales sin
entrenamiento se asocio con el nivel de acetilacion de la histona H3 en estas mismas
regiones. Al analizar la transcripcion de Hdac2, encontramos que el estrés redujo su
expresion en la corteza y la amigdala de animales no entrenados, y que la inhibicion
de las HDACSs previno este efecto. Sin embargo, en animales con entrenamiento en la
tarea espacial, el estrés incrementd la expresion de HDAC2 en la corteza, pero la
redujo en el hipocampo, mientras que indujo el incrementé Hdac2 en la corteza,
efectos que no se previnieron con la inhibicion de las HDACs. Estos resultados
sefialan que, como se esperaba, el estrés agudo altera la expresién de HDAC2 y que
la expresion de esta proteina se asocia con cambios en los niveles de acetilacion de
las histonas. Sin embargo, dado que la inhibicién de las HDACs no resulté efectiva
para prevenir estos cambios en animales entrenados, la regulacion de la expresion de
HDAC2 por el estrés agudo parece depender, ademas de la acetilacion de histonas,
de otros mecanismos activados por el entrenamiento en la tarea espacial. Se conoce
gue el entrenamiento espacial en el laberinto de Barnes altera de forma dinamica la
actividad de proteinas quinasas y fosfatasas en el hipocampo (Ortiz-Montero, 2011)
las cuales pueden fosforilar/desfosforilar las histonas, y que el entrenamiento en otros
modelos de memoria induce cambios en la metilacién de las histonas (Gupta et al.,
2010; Kim and Kaang, 2017) y del DNA (Rodrigues, Schafe and LeDoux, 2004; Roth
et al., 2015; Oliveira, 2016) en el hipocampo y la corteza, por lo que es probable que
estas otras modificaciones epigenéticas tengan un papel en la regulacién de la
expresion de HDAC2.

También se encontr0 que el entrenamiento espacial, analizado como factor,
provoca reducciéon de la expresién de HDAC2 e incremento de la expresion de Hdac2
en el hipocampo, cambios que sugieren la participacion de mecanismos
compensatorios en la expresion de esta desacetilasa de histonas. En apoyo a esta
posibilidad, también se observd, por una parte, que la inhibicibn de las HDACs
provoca reducciones de la expresiéon de HDAC2 e incremento de la transcripcion de

Hdac2 en el hipocampo y, por otra, que el estrés agudo provoca aumento de la
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expresion de HDAC2 y reduccion de la expresion de Hdac2 en el hipocampo. Si bien
se ha descrito que el complejo GR/glucocorticoide se une a la secuencia GRE en el
promotor de HDAC?2 para inducir su transcripcion (Guan et al., 2009; Penney and Tsai,
2014; Rei et al.,, 2015; Wang et al.,, 2017), se desconocen los mecanismos
epigenéticos que regulan la expresion de HDAC2. Sin embargo, nuestros resultados
sefialan que la induccién de la expresion de HDAC2 por estrés agudo esta regulada
por la acetilacion de las histonas y que probablemente, otros mecanismos
epigenéticos también lo hacen; de hecho, cabe la posibilidad de que los incrementos
en HDAC2 puedan posteriormente reducir la acetilacion de las histonas en su
promotor, reduciendo su transcripcion de manera homeostatica.

Finalmente, dado que la inhibicibn de las HDACs no previno los cambios en la
expresion de HDAC2 en animales con entrenamiento espacial y que en estos
animales la expresion de HDAC2 no se asocié con el desempefio en la prueba de
memoria o los niveles de acetilacion de la histona H3, es muy probable que el efecto
benéfico de la inhibicion de las HDACs sobre la memoria en animales estresados esté
mediado por otras desacetilasas de histonas. En este sentido, se ha identificado que
otras HDACs de tipo | y Il, como la HDAC1, HDAC3, HDAC5 o HDACSG, regulan la
respuesta de estrés (White and Wood, 2014) y la consolidacién de la memoria (Graff
and Tsai, 2013b). Sera entonces interesante explorar los cambios inducidos por el
estrés, el entrenamiento y la inhibicion de las HDACs sobre estas otras desacetilasas

en el hipocampo y la corteza.

5.1.7. La inhibicion de las HDACs previene que el estrés agudo altere la
expresion de GR/Nr3cly los niveles de corticosterona en plasma después de la
prueba de memoria

Dado que la expresion y/o actividad de HDAC?2 esta regulada por la activacion de
los receptores de glucocorticoides, y que la respuesta de estrés depende de la
activacion y densidad de GR en regiones del cerebro que regulan la actividad del eje
HPA y participan en la consolidacion de la memoria, resultdé esencial conocer los
efectos del estrés agudo sobre los niveles de corticosterona y la expresion de

GR/Nr3cl, asi como su asociacion con HDAC?2.
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Se ha descrito que el estrés post-natal (Palma-Gudiel et al., 2015), el estrés crénico
en la adultez (Kitraki, Karandrea and Kittas, 1999; Meyer et al., 2001; Fuchsl and
Reber, 2016), el estrés agudo intenso asociado a estrés post-traumatico (Liberzon et
al., 1999; Vukojevic et al., 2014), y el estrés agudo breve (Mifsud et al., 2016) alteran
la expresion de GR/Nr3cl en el hipocampo de forma dinamica y persistente, alterando
la regulacion negativa de la respuesta de estrés ante nuevas demandas ambientales.

En concordancia con estos estudios, en la presente investigacion se encontré que
el estrés alter6 la expresion de GR y Nr3cl en la corteza y el hipocampo;
especificamente, el estrés agudo redujo la expresion de GR en la corteza y la
aumento en el hipocampo de animales entrenados y no entrenados, mientras redujo la
expresion de Nr3cl en la corteza y el hipocampo de animales sin entrenamiento, pero
la increment6 en animales entrenados. Ademas, el estrés agudo mejord el incremento
en los niveles de corticosterona en plasma en respuesta a la prueba de memoria;
aumento asociado con un peor desempefio en la prueba de memoria (incremento en
la latencia a meta y disminucion de la velocidad media de desplazamiento). De forma
notable, la inhibicion sistémica de las HDACs evitd estos cambios. Estos resultados
indican que la modificacion la expresion del receptor de glucocorticoides en la corteza
y el hipocampo y la facilitacion de la liberacién de corticosterona durante la prueba de
memoria provocadas por un estrés agudo son mediadas por alteracion del balance de
acetilacion de las histonas. En apoyo de esta afirmacion, también se encontré que la
expresion de GR se asocié de forma positiva con los niveles de acH3K14 en la
corteza, y de forma negativa en el hipocampo. El papel de la acetilacion de histonas
en la regulacion de la respuesta de estrés y la consolidacion de la memoria habia sido
previamente investigado por Maurice y colaboradores (2008), quienes encontraron
qgue la delecion de PCAF (factor asociado a p300/CBP), una proteina con actividad
HAT, provoca en ratones un fenotipo caracterizado por una respuesta exagerada del
eje HPA 'y deterioro de la memoria (Maurice et al., 2008).

Otros mecanismos epigenéticos, ademas de la acetilacion de las histonas, se han
relacionado con los efectos del estrés sobre la regulacion de la expresion de
GR/Nr3cl. Por ejemplo, el trato negligente de las madres a sus hijos durante el
periodo de lactancia induce metilacion del DNA en el promotor del exdn 17 del gen
Nr3cl en el hipocampo, ademas de hipoacetilacion de la histona H3(K9), lo que

provoca en la edad adulta una respuesta exacerbada del eje HPA e incremento de
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conductas defensivas (Weaver et al., 2004; Weaver, Meaney and Szyf, 2006; Weaver,
2007). Estos cambios en la metilacién del promotor 17 del gen Nr3cl también se
observaron en el hipocampo de animales adultos que experimentaron estrés prenatal
(Mueller and Bale, 2008), en hombres suicidas con historia de maltrato infantil
(McGowan et al.,, 2009), en leucocitos de personas adultas que crecieron en
circunstancias adversas (Tyrka et al., 2012) y en células del cordon umbilical de recién
nacidos cuyas madres sufrieron depresion durante el dltimo trimestre del embarazo
(Oberlander et al., 2008). De forma notable, la administracion intracerebroventricular o
intrahipocampal de TSA durante siete dias consecutivos revirtid los cambios en la
expresion de Nr3cl, la desregulacion del eje HPA, y la expresion de conductas tipo-
ansiedad en ratones adultos hijos de madres negligentes (Weaver et al., 2004;
Weaver, Meaney and Szyf, 2006; Weaver, 2007).

Finalmente, en el presente estudio se encontré que, por lo general, los cambios en
la expresion de GR inducidos por el estrés agudo tuvieron un sentido opuesto a los
cambios en la expresion de Nr3cl. Estos resultados concuerdan con el fendmeno
denominado regulacion homologa a la baja del receptor de glucocorticoides, el cual
constituye un mecanismo homeostético auto-regulatorio para lidiar con cambios en los
niveles de glucocorticoides asociados al ritmo circadiano, la administracion de
corticoides exdgenos o la activacién de la respuesta de estrés (Dong et al., 1988;
Oakley and Cidlowski, 1993; Liberzon et al., 1999; Yao et al., 2006; Mifsud et al.,
2016). En este sentido, se ha descrito que Nr3cl tiene en su promotor una secuencia
reguladora de respuesta a los glucocorticoides con efecto negativo (hnGRE), la cual
permite reprimir su expresion tras incrementos de los niveles de glucocorticoides y la
activacion de GR (Kadmiel and Cidlowski, 2013; Vandevyver, Dejager and Libert,
2014; Mifsud et al., 2016; Wiley, Higgins and Athey, 2016).

En conjunto, estos resultados sugieren que el estrés afecta la memoria y la
actividad del eje HPA a través de la regulacion epigenética de la expresion de
Nr3cl/GR en estructuras como el hipocampo y la corteza cerebral. Identificar las
HDACs especificas que median los cambios inducidos por el estrés sera relevante
para probar inhibidores selectivos de las HDACs como herramienta terapéutica para

prevenir sus efectos deletéreos.
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5.1.8. Existe una asociacion entre la expresiéon de HDAC2 y GR, pero su co-
localizacion no es alterada por los tratamientos experimentales

Dado que la expresién y actividad de HDAC2 esta regulada por la activacion de GR
(Ito, Barnes and Adcock, 2000; Barnes, Adcock and Ito, 2005; Guan et al., 2009;
Penney and Tsai, 2014; Rei et al., 2015; Duan et al., 2016; Wang et al., 2017), se
explord la relacién entre la expresibn de HDAC2 y la de GR, asi como su co-
localizacion nuclear en respuesta al estrés, el entrenamiento espacial y la inhibicion
de las HDACs.

Se encontrd que la expresion de HDAC2 y GR se asocian de forma positiva en la
corteza prelimbica y el hipocampo (fascia dentada y CA1), independientemente de si
los animales recibieron o no entrenamiento en la tarea espacial. Ademas, la expresién
de Hdac2 y Nr3cl también se asocian de forma positiva, e independiente del
entrenamiento, en corteza prelimbica y amigdala, mientras que en el hipocampo esta
correlacion solo ocurrié en animales no entrenados. Estos resultados sugieren que la
expresion de HDAC2/Hdac2 y GR/Nr3cl puede ser regulada por mecanismos
comunes que inducen o reprimen la transcripcidon de ambas proteinas; una segunda
posibilidad, es que ambas proteinas se regulen mutuamente. En este sentido, es
posible proponer que incrementos en la expresion y activacion de GR inducen la
transcripcion de Hdac2, y que los incrementos en HDAC?2 inducen la desacetilacion de
las histonas alrededor de Nr3c1l; incluso, se podria plantear que HDAC2 y GR forman
un complejo con afinidad por la secuencia nGRE en el promotor de Nr3cl,
reprimiendo asi su transcripcion. Esta regulacion bidireccional podria servir como
mecanismo de regulacién negativa de Hdac2 y Nr3cl, y explicaria las correlaciones
observadas en el presente estudio. Experimentos adicionales deberan desarrollarse
para evaluar esta hipotesis. Si bien, no hay reportes de que el complejo HDAC2/GR
se ubique en la secuencia nGRE del promotor de Nr3cl en neuronas, si se ha
identificado que este complejo puede reprimir la expresiéon de multiples genes en
células alveolares expuestas a glucocorticoides como la dexametasona (Ito, Barnes
and Adcock, 2000; Barnes, Adcock and Ito, 2005).

Dado que HDAC2 y GR pueden formar parte de complejos represores (Ito, Barnes
and Adcock, 2000; Barnes, Adcock and Ito, 2005), se exploré la co-localizacion de
estas proteinas en el nucleo de células de la corteza prelimbica, el hipocampo y la

amigdala en respuesta a los distintos tratamientos experimentales. En términos
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generales, se encontré que, si bien HDAC2 y GR estan co-localizados en el nacleo de
las células de la corteza, el hipocampo y la amigdala, los tratamientos experimentales
no modifican de forma sistematica la co-localizacion de estas proteinas,
independientemente de si los animales fueron o no entrenados en la tarea espacial.
De forma aislada, se observo que, en animales estresados, que no fueron entrenados
en la tarea espacial, la co-localizacion de HDAC2 y GR en el hipocampo (fascia
dentada y CAl) fue significativamente menor; por otra parte, en animales entrenados
en la tarea espacial la co-localizacién de estas proteinas en la amigdala basolateral
fue significativamente menor.

En conjunto, estos resultados sugieren que, a largo plazo, si bien el estrés altera a
la expresion de HDAC2 y GR, no modifica su co-localizacion nuclear. Este hecho no
descarta que ocurran cambios en asociacibn de estas proteinas a corto plazo,

posibilidad que tendra que ser evaluada mediante experimentos adicionales.

5.1.9. La inhibicién de las HDACs no previene que el estrés altere a largo plazo
la expresion de sub-unidades del receptor NMDA

El deterioro en la consolidacion de la memoria dependiente del hipocampo inducida
por estrés cronico se asocia con la reduccion en la expresion de genes que codifican
para subunidades del receptor NMDA, como Grin2a y Grin2b (Rei et al., 2015), asi
como con la reduccién en la proporcion Grin2b/Grin2a en el hipocampo (Costa-Nunes
et al., 2014). Es probable que estos cambios inducidos por estrés dependan de
incrementos en los niveles de corticosterona, en tanto que la perfusion con 5.0 nM de
corticosterona en rodajas de hipocampo induce una disminucién en la expresion de
Grinl y Grin2b, asi como la razén Grin2b/Grin2a (Mahmoud and Amer, 2014).
Ademas, la expresion de Grinl, Grin2a y Grin2b también se ve disminuida en la
corteza prefrontal de ratas expuestas estrés cronico (Lee and Goto, 2011). Dados
estos antecedentes, se evalué si, el efecto deletéreo del estrés sobre la memoria, y su
reversion por la inhibicion de las HDACs, se relaciona con cambios en la expresion de
subunidades del receptor NMDA en la corteza, el hipocampo o la amigdala.

De forma semejante a lo reportado en estudios con estrés cronico, el estrés agudo,
por si solo, redujo la expresion de Grinl y Grin2b en el hipocampo y la corteza
prefrontal, ademas de reducir la expresion de Grinl, Grin2a y Grin2b en la amigdala.

Sin embargo, la inhibicién de las HDACs de tipo | y Il no previno tales cambios, lo que
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sugiere la participacion de mecanismos distintos o adicionales al desbalance en
acetilacion de las histonas en la regulacién de la expresion de subunidades del
receptor NMDA por estrés agudo. De forma interesante, se observé que el
entrenamiento espacial indujo la reduccién de la expresion de Grinl y Grin2b en la
corteza y el hipocampo, y que el estrés en animales entrenados atenuo tales
reducciones en la corteza, pero no en el hipocampo. La inhibicién de las HDACs solo
previno el efecto del estrés sobre Grin2b en la corteza, pero no sobre Grinl, lo que de
nuevo sugiere que los efectos del estrés agudo sobre la expresion de subunidades del
receptor NMDA estéa regulada por mecanismo adicionales a la alteracién del balance
de acetilacion de las histonas por las HDACs de tipo | y Il. En este sentido, se ha
descrito que el estrés induce otras modificaciones epigenéticas, que incluyen cambios
en la expresion de las HDACs de tipo Il (sirtuinas) (Ferland and Schrader, 2011) y la
metilacion del DNA (Klengel et al., 2014; Rodrigues et al., 2015) o las histonas (Hunter, 2012).
Por otra parte, si bien la induccion de la plasticidad sinaptica y el aprendizaje
espacial depende de la activacion de receptores de glutamato, particularmente
receptores de tipo NMDA (Rezvani, 2006; Morris, 2013), el papel de este tipo de
receptor en la consolidaciéon de la memoria ha sido menos explorado. Se ha descrito,
sin embargo, que el entrenamiento espacial induce a corto plazo reducciones en la
expresion de la subunidad NR1 del receptor NMDA, subunidad necesaria para la
conformacion de receptores funcionales, pero una mayor proporciéon de la subunidad
NR2B con respecto de NR2A en el hipocampo (Cavallaro, D’Agata and Alkon, 2002;
Loftis and Janowsky, 2003), cambios que supondrian una reduccion del nimero de
receptores NMDA funcionales, los cuales, sin embargo, tendrian la propiedad de
permanecer abiertos por mas tiempo. En el presente estudio, se encontré que el
entrenamiento espacial indujo la reduccion a largo plazo de la expresion de los genes
Grinl en la corteza y el hipocampo, lo que es concordante con los estudios antes
mencionados; sin embargo, el entrenamiento también indujo la reduccion de la
expresion de Grin2b en estas mismas regiones, ademas de reducir la proporcion
Grin2b/Grin2a en la corteza. Estas observaciones sugieren que la expresion de genes
codificantes para receptores NMDA probablemente esté sujeta a regulacion
homeostatica manteniendo la excitabilidad de los circuitos neuronales de la corteza y
el hipocampo en un rango éptimo. En este sentido, se ha descrito que los cambios en

el nimero de las sinapsis y su fuerza inducidos por el aprendizaje supone un desafio
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para mantener la actividad neuronal en un rango estable, lo que requiere la activacion
de mecanismos de plasticidad sinaptica homeostatica (Turrigiano, 2012; Fox and
Stryker, 2017), como por ejemplo, la regulacion del trafico de receptores de glutamato
en sitios sinapticos en respuesta a cambios en las tasas de disparo de la célula a
través de un conjunto de sensores dependientes de calcio (Turrigiano, 2012).

En conjunto, estos resultados sugieren que es poco probable que los efectos
deletéreos del estrés agudo sobre la consolidacion de la memoria espacial se
relacionen con cambios en la expresion de subunidades del receptor NMDA. Sin
embargo, indican que los cambios en la expresion de estos genes, inducidos por
estrés agudo, involucran mecanismos adicionales a la desacetilacion de las histonas.
Por otra parte, estos resultados plantean la posibilidad de que el estrés agudo y el
entrenamiento espacial puedan interferir a largo plazo con la adquisicion de nueva

informacion al reducir la densidad de receptores NMDA y alterar su conformacion.

5.1.10. Los efectos del estrés agudo estdn mediados epigenéticamente por la
alteracion del balance de la acetilacion de las histonas

En conjunto, estos resultados sugieren que la inhibicion de las HDACs contrarresta
la hipoacetilacion inicial inducida por el estrés agudo, evitando los cambios en el
balance de acetilacién de las histonas, asi como los cambios en la expresién del
GR/Nr3cl y HDAC2/Hdac2 en la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala de
ratas Wistar macho adultas (Figura 66).

iHDACs iHDACs previene los cambios inducidos por estrés en:

Acetilacion de la histona H3
Expresion del receptor GR
Expresion de HDAC2

acH3K14

Estrés

Tiempo
Figura 66. Modelo explicativo de la efectividad de la inhibiciéon de las HDACs
para prevenir los efectos del estrés agudo en animales no entrenados en la tarea
espacial.
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Por su parte, la hipoacetilacién de las histonas, inducida por el estrés agudo antes
del entrenamiento espacial, competiria con la hiperacetilaciéon inducida por el
entrenamiento, interfiriendo con la consolidacion de la memoria. Sin embargo, la
inhibicion de las HDACs prevendria la desacetilacion de las histonas y evitaria el
desbalance de los niveles de acetilacion de las histonas y los cambios en la expresion
de GR/Nr3cl, permitiendo la consolidacion de la memoria y evitando los incrementos

en los niveles de corticosterona ante nuevas demandas ambientales (Figura 67).

iHDACs Previene los cambios inducidos por estrés en:
Acetilacion de histonas

Expresion del receptor GR

Niveles de corticosterona en plasma

Memoria espacial

Entrenamiento

acH3K14

Estrés

Tiempo
Figura 67. Modelo explicativo de la efectividad de la inhibicién de las HDACs

para prevenir los efectos del estrés agudo en animales entrenados en el
laberinto espacial de Barnes.

5.1.11. Preguntas de investigacion derivadas de los resultados obtenidos

A partir de los hallazgos aca discutidos surgen nuevas preguntas acerca de los
mecanismos que regulan la expresion de GR, HDAC2 y subunidades del receptor
NMDA. En la figura 68 se representan de forma grafica las preguntas relacionadas
con los efectos del estrés agudo y la inhibicion de las HDACs en animales no
entrenados en la tarea espacial, mientras que en la figura 69 se representan las

preguntas surgidas de los resultados obtenidos con animales entrenados.

Dados los efectos del estrés agudo sobre la acetilacion de histonas, la expresion
de GR, HDAC2 y subunidades del receptor NMDA, asi como la efectividad de la
inhibicion de las HDACs de tipo | y Il para prevenir la mayoria de estos efectos en
animales no entrenados en la tarea espacial (Figura 67), se plantean las siguientes

preguntas:
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1. ¢El estrés agudo por restricciéon de movimientos durante 1 hora induce incrementos
en los niveles de corticosterona que activan los receptores GR y se unen al
elemento GRE en el promotor de HDAC?2 induciendo su expresion?

2. ¢La expresion de Nr3cl es reprimida por el complejo GR/HDAC2 unido a la
secuencia NnGRE en su promotor?

3. ¢Lareduccion en GR afecta de forma negativa la expresion de Hdac2?

4. ¢La HDAC2 reprime la expresion de subunidades de NMDA por la desacetilacion
de las histonas proximas a sus promotores?

5. ¢La activacion de GR dada por incrementos en los niveles de glucocorticoides
después del estrés agudo activa otros mecanismos epigenéticos, como la
metilacion del DNA, en los promotores de subunidades del receptor NMDA?

6. ¢La HDAC2 desacetila las histonas ubicadas en proximidad su promotor, actuando
como un mecanismo de auto-regulacion de su expresion?

7. ¢La prevencion de los efectos del estrés se da por su accion sobre HDAC2?

& Estrés ¢

i ey ‘.;.\:\'.-::‘\‘-a.'.'.'.‘M.'.lr.'.'.'-".'-'\'-'.'u'.'ﬂ’:'.t.*.l.ﬂ;p,:,n,:,,wﬂ
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+
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¢
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Figura 68. Preguntas de investigacion derivadas de los experimentos realizados
en animales sin entrenamiento espacial. Los numeros sefialan la pregunta
formulada en el texto. Abreviaturas: GC: glucocorticoides; GR: receptor de
glucocorticoides; H3: histona H3; HATs: acetil-transferasa de histonas; DNMTSs:
desmetilasas de DNA; P: fosforilacion; Ac: acetilacion *: metilacion; GRE: elemento
de respuesta a los glucocorticoides; NnGRE: elemento negativo de respuesta a los
glucocorticoides; CRE: elemento de union CREB. TSA: Tricostatina A. Las flechas en
azul indican induccién, mientras que las flechas en rojo indican desacetilacion. La
inhibicion de HDAC2 por la TSA se sefiala en forma de T en color blanco.
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Dada la efectividad de la inhibicion de las HDACs de tipo | y Il para prevenir
algunos de los efectos del estrés sobre la acetilacion de histonas y la expresion de
GR/Nr3cl en animales entrenados en la tarea espacial (Figura 68), se plantean las
siguientes preguntas:

8. ¢La desacetilacion de las histonas por HDAC2 inducida por estrés antes del
entrenamiento reprime la expresion de subunidades del receptor NMDA?

9. ¢El incremento en los niveles de corticosterona inducidos por el entrenamiento
espacial alteran la expresion de Hdac2?

10. ¢El entrenamiento induce la activacion de proteinas fosfatasas que
desfosforilan las histonas promoviendo la represion de la expresion génica?

11.  ¢Elincremento de los niveles de corticosterona inducidos por el entrenamiento

espacial afectan la expresion de Nr3c1?

Entrenamiento

7 sy
e i
T

Figura 69. Preguntas de investigacion derivadas de los experimentos realizados
en animales entrenados en la tarea espacial. Los numeros sefialan la pregunta
formulada en el texto. Abreviaturas: NMDA-R: receptor NMDA; AMPA-R: receptor
AMPA; Ca?*: Calcio; Na*: Sodio; CaMKIl: calcio-calmodulina quinasa-ll; ERK1/2:
proteinas quinasas activadas por mitdgenos 1/2; GC: glucocorticoides; GR: receptor
de glucocorticoides; H3: histona H3; HATs: acetil-transferasa de histonas; DNMTSs:
desmetilasas de DNA; P: fosforilacion; Ac: acetilacion *: metilacion; GRE: elemento
de respuesta a los glucocorticoides; nGRE: elemento negativo de respuesta a los
glucocorticoides; CRE: elemento de union CREB. TSA: Tricostatina A. Las flechas en
azul indican induccién. La inhibicién de HDAC2 por la TSA se sefala en forma de T en
color blanco.
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12.  ¢La recuperacion de la expresion de GR depende de la inhibicibn de HDAC?2
por TSA?

13.  ¢La expresion de HDAC?2 y de subunidades de NMDA estan reguladas por la
metilacion del DNA o la desfosforilacion de las colas de las histonas, por lo que la
inhibicion de las HDACs no es efectiva para revertir los efectos del estrés en su
expresion?
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5.2. Conclusiones

El estrés agudo por si sélo provoca, 24 horas después de su induccion, incremento
en los niveles de acetilacion de histonas en la corteza y el hipocampo y la amigdala;
cambios que se contraponen a la hipoacetilacion inducida por el entrenamiento
espacial en estas mismas regiones. De forma notable, el estrés agudo inducido antes
del entrenamiento espacial potencia la hipoacetilacion de las histonas inducida por el
entrenamiento.

El estrés agudo induce la expresion de GR y HDAC2 en el hipocampo, mientras la
reprime en la corteza prelimbica, independientemente de si los animales fueron o no
entrenados en la tarea espacial. La expresion de GR y HDAC2 en la corteza y el
hipocampo se relaciona de manera significativa con los niveles de acetilacion de la
histona H3.

La induccién del estrés agudo antes del entrenamiento espacial deteriora el
desempefio en la prueba de memoria a largo plazo, y tal desmejora se relaciona con
reduccion en los niveles de acetilacion de la histona H3 en la corteza y el hipocampo.
Ademas, el estrés agudo, inducido antes del entrenamiento, potencia el incremento en
las concentraciones de corticosterona plasmatica en respuesta a la prueba de
memoria.

La alteracion del balance de acetilacion de las histonas mediante la inhibicién de
las desacetilasas de tipo | y Il, previene que el estrés deteriore la consolidacién de la
memoria espacial, potencie el incremento en los niveles de corticosterona después de
la prueba de memoria, e induzca cambios a largo plazo en la acetilacion de la histona
H3 y en la expresion de GR y HDAC2 en distintas regiones del cerebro; esto, a pesar
de que la inhibicion de las desacetilasas por si sola tiene escasos efectos, y no mejora
sustancialmente la consolidacion de la memoria espacial.

Los efectos tardios del estrés agudo son, al menos parcialmente, atribuibles a
cambios en la actividad desacetilasa en regiones del cerebro que sustentan la
consolidacién de la memoria y regulan la actividad del eje HPA, mecanismo que altera
epigenéticamente la expresion de GR y HDAC2, pero no de subunidades del receptor
NMDA. Estos efectos de la actividad desacetilasa dependen del contexto celular y de
su interaccion con los cambios moleculares inducidos por el estrés y/o el

entrenamiento espacial.
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5.3. Perspectivas Futuras

Evaluar en el modelo in vivo los cambios inducidos por estrés agudo,
entrenamiento espacial, e inhibicion de las HDACs (pocas horas después del
tratamiento) sobre los niveles de acetilacion de histonas, activacion de GRs
(fosforilacion) y HDAC2 (actividad enzimatica), expresion de Nr3cl, Hdac2, Grinl,
Grin2a y Grin2b (por hibridacion in situ), y posible asociacién de HDAC2 y GRs (por
ChIP) a los promotores de estos (Nr3cl y Hdac2) en la corteza pre-limbica, fascia

dentada, CA1l y amigdala basolateral en ratas Wistar macho adultas.

Evaluar la efectividad de inhibidores selectivos de las HDACs (p.e. HDAC?2),
administrados en el hipocampo o la corteza prefrontal, para prevenir los efectos del
estrés sobre la memoria y en los demas marcadores evaluados en esta

investigacion.

Evaluar en modelo in vivo o ex vivo (rodajas de tejido cerebral de ratas Wistar), la
efectividad de la inhibicion de las HDACs sobre los cambios inducidos por la
administracion de corticosterona en la plasticidad sinaptica (potenciacién a largo
plazo) en la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala de ratas Wistar y los

cambios asociados en la acetilacion de histonas y la expresion de GR y HDAC2.

Evaluar en cultivos de neuronas piramidales la efectividad del silenciamiento o
inhibicion de selectiva de HDACs para prevenir los efectos de la exposicion a
corticosterona sobre los niveles de acetilacion de histonas, activacion de GRs
(fosforilacion) y HDAC?2 (actividad enzimética), expresion de Nr3cl y Hdac2 (por
hibridacion in situ), y la posible asociacién de HDAC2 y/o GRs a los promotores de

estos genes (ChIP).
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ANEXO A: Efectos Demorados de la Restriccion de Movimientos Sobre la
Conducta Defensiva y los Niveles de Corticosterona

Se realizé un experimento piloto para determinar los efectos tardios (24 horas post-
induccion) del estrés agudo por 1 hora de restriccibn de movimientos sobre la
conducta defensiva evaluada en el laberinto en cruz elevado (LCE, Figura Al). Para
esto se compar6 la frecuencia de entradas al brazo abierto y el tiempo que
permanecieron los animales en él, dependiendo de si habian sido previamente
estresados (Estrés-1h, n = 5), o no (Control, n = 6) usando pruebas t-student. Se
encontré que el estrés agudo redujo a largo plazo el numero de entradas al brazo
abierto del LCE (t@) = 2.301, p = 0.047), y los animales también permanecieron menos
tiempo en él durante los 5 minutos de duracion de la prueba (to) = 2.658, p = 0.026).

Estos resultados indican que el estrés agudo incrementa a largo plazo la conducta

defensiva.
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Figura Al. El estrés agudo induce a largo plazo incrementos en la conducta
defensiva. Porcentaje de tiempo y frecuencia de exploracion del brazo abierto del
LCE. Abreviaturas: *, diferencia significativa entre grupos.

Se analizé, ademas, el efecto a largo plazo del estrés agudo sobre los niveles de
corticosterona en plasma inmediatamente después de la exposicion al LCE. Como
linea de base se us6 un grupo de animales que no fueron estresados, ni se
expusieron al LCE (Basal, n = 6). Se encontrd que la exposicion al laberinto y el estrés
alteraron los niveles de corticosterona en plasma (Figura A2; ANOVA 1 via; Fp, 15) =
12.460, p < 0,001). Los andlisis post-hoc mostraron que la exposicion al laberinto en
animales no estresados (Control vs Basal: t = 3.089, p = 0.008), o estresados (Estrés-

1h vs Basal: t = 4.957, p < 0.001) indujo incrementos en los niveles de corticosterona
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en plasma; incremento que fueron mayor en los animales estresados, pero sin superar
el nivel de significancia (Estrés-1h vs Control: t = 2.089, p = 0.057).
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Figura A2. La exposiciéon al LCE induce incrementos en los niveles de
corticosterona en plasma, especialmente en los animales estresados 24 horas
antes. Abreviaturas: *, diferencia significativa entre grupos.
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ANEXO B: Hiperacetilacién a Corto Plazo Inducida por la Inhibicion de las
HDACs con TSA

Se realiz6 un experimento piloto para verificar que la inhibicion sistémica de las
HDACs de tipo | y Il indujera a corto plazo (30 minutos) la hiperacetilacion de la
histona H3 en el cerebro de las ratas (Figura B1l). Para esto se inyecto
intraperitonealmente una dosis de 1mg/kg de TSA (n = 3) una hora antes de la toma
de las muestras. Los resultados de los niveles de acetilacion en la fascia dentada de
animales inyectados con TSA se compararon con una prueba t-student con los niveles
en animales inyectados con vehiculo (18% DMSO, n = 3). Se encontrdé que la TSA
incrementd de manera significativa los niveles de acetilacion de la lisina 14 de la
histona H3 (t4) = 2.939, p = 0.042).
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Figura B1. La inhibicion sistémica de las HDACs con TSA incrementa los niveles
de acetilacion de la histona H3 en el hipocampo. Microfotografias representativas
del giro dentado (izquierda); unidades relativas de densidad Optica (derecha).
Abreviaturas: *, diferencia significativa entre grupos.
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ANEXO C: Efectos Tardios de la Inyeccién Intraperitoneal de DMSO

Se evalud la posibilidad de que la inyeccion de DMSO 18%, utilizado como
vehiculo en los experimentos, pudiera tener efectos intrinsecos a largo plazo (24
horas post-administracion). Para esto se compararon los niveles de corticosterona y
de acetilacién de histonas, asi como la expresion de GR, HDAC2, Nr3cl, Hdac2,
Grinl, Grin2a y Grin2b en animales inyectados con DMSO 18% (DMSO; n = 4) con
animales que no recibieron ningun tratamiento (Basal; n = 4). Los andlisis con pruebas
t-student (Tabla C1) mostraron que la inyeccion de DMSO tuvo efectos pequefios,
pero significativos sobre los niveles plasmaticos de corticosterona y la acetilacion de

la histona H3 en el giro dentado del hipocampo y en la amigdala basolateral.

Técnica Variable Tejido t p
ELISA Corticosterona Plasma -2,596 0,041*
Corteza Prelimbica 0,344 0,742
& Hipocampo (DG) 0,612 0,563
Hipocampo (CA1) -1,316 0,236
) Amigdala (BLA) -1,995 0,093
Inmunofluorescencia -
Corteza Prelimbica 1,739 0,133
Hipocampo (DG) -0,517 0,623
HDAC2 -
Hipocampo (CA1) -0,216 0,836
Amigdala (BLA) -2,135 0,077
Corteza Prelimbica 0,852 0,427
Inmunohistoquimica  |acH3K14 H!pocampo (bG) 2,487 0,047*
Hipocampo (CA1) 0,987 0,362
Amigdala (BLA) 2,656 0,038*
Corteza -0,310 0,764
Nr3c1 Hipocampo -0,0426 0,967
Amigdala -1,101 0,303
Corteza -0,121 0,907
Hdac2 Hipocampo -0,0557 0,957
Amigdala -0,667 0,524
Corteza -0,685 0,513
Grinl Hipocampo -0,243 0,815
Amigdala -1,041 0,328
Corteza 0,851 0,420
gRT-PCR Grin2a Hipocampo 0,607 0,561
Amigdala -1,200 0,264
Corteza -0,778 0,459
Grin2b Hipocampo -0,345 0,739
Amigdala -0,955 0,368
Corteza -0,771 0,463
Gabral Hipocampo -1,064 0,318
Amigdala 0,301 0,771
Corteza 0,121 0,907
Gabra2 Hipocampo -0,125 0,904
Amigdala 0,358 0,730

Tabla C1. La inyeccion i.p. de DMSO tiene escasos efectos a largo plazo.
Abreviaturas: *, diferencias significativas entre grupos.
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ANEXO D: Efectos de la Administracion Intraperitoneal de DMSO o Solucién
Salina sobre la consolidacion de la memoria espacial

Se determind el efecto de la administracion de una inyeccion de vehiculo (DMSO o
solucion salina) sobre la consolidacion de la memoria espacial en animales tanto
estresados como no estresados (Figura D). Para esto se us6 una prueba ANOVA de
una via comparando la latencia al agliero meta, el nimero de errores ponderados y el
porcentaje de tiempo de exploracion del agujero meta durante la prueba en: 1)
animales entrenados en la tarea espacial pero que no recibieron inyeccion después
del entrenamiento (n = 10), 2) animales inyectados con solucién salina al 0,9% (n = 6),
3) animales inyectados con DMSO al 18% en solucién salina (n = 9), 4) animales
sometidos a estrés antes del entrenamiento sin inyeccion (n = 9), 5) 4) animales
sometidos a estrés antes del entrenamiento que recibieron solucion salina (n = 6) y 6)
animales estresados y entrenados inyectados con DMSO al 18% (n = 9).

Se encontré que los tratamientos experimentales alteraron la latencia al agujero
meta en la prueba (Figura D1-A; F, 45y = 4.447, p = 0,002). Los andlisis post-hoc
mostraron que la inyeccion de solucién salina incremento la latencia al agujero meta
en animales estresados (t = 4.103, p < 0.001), pero no en animales no estresados (t =
0.147, p = 0.883). De manera semejante, la inyeccibn de DMSO incrementd la
latencia en animales estresados (t = 3.288, p = 0.002), pero no en animales sin estrés
(t = 0.072, p = 0.943). No se encontraron diferencias significativas entre animales
estresados tratados con solucién salina o DMSO (t = 1.153, p = 0.255).

El numero de errores ponderados también fue alterado por los tratamientos
experimentales (Figura D1-B; Fs, 48 = 2.597, p = 0,049). Especificamente se encontrd
que la inyeccion de solucién salina incrementé el nUmero de errores en animales
estresados (t = 3.058, p = 0.003), pero no en animales no estresados (t = 0.058, p =
0.954). De manera semejante, la inyeccion de DMSO increment6 los errores en
animales estresados (t = 2.076, p = 0.043), pero no en animales sin estrés (t = 0.485,
p = 0.630). No se encontraron diferencias significativas entre animales estresados
tratados con solucién salina o DMSO (t = 1.186, p = 0.242).

El porcentaje de tiempo de exploracion del agujero también se alter6 por los
tratamientos experimentales (Figura D1-C; Fs, 45y = 5.063, p < 0,001). Especificamente
se encontré que la inyeccién de solucién salina redujo el porcentaje de exploracion del

agujero meta en animales estresados (t = 2.981, p = 0.004), pero no en animales no
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estresados (t = 0.158, p = 0.875). De manera semejante, la inyeccion de DMSO redujo
la exploracion del agujero meta en animales estresados (t = 3.248, p = 0.002), pero no
en animales sin estrés (t = 1.564, p = 0.125). No se encontraron diferencias
significativas entre animales estresados tratados con solucién salina o DMSO (t =
0.089, p = 0.929).
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Figura D1. La inyeccion i.p. de solucion salina o DMSO empeoro la
consolidacién de la memoria espacial en animales estresados antes del
entrenamiento. A) Latencia a meta. B) Errores ponderados. C) % tiempo al agujero
meta. Abreviaturas: *, diferencia significativa entre grupos.
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ANEXO E: Efectos Globales de la Inhibicién de las HDACSs, el Estrés Agudo y el
Entrenamiento Espacial

Para determinar el efecto global del estrés agudo, en entrenamiento espacial y la
inhibicion de las HDACSs, al considerar los ocho grupos experimentales incluidos en la
investigacion, se realizaron pruebas ANOVA de 3 vias. Este analisis permitio
identificar el efecto de cada tratamiento como factor, asi como los efectos de sus
interacciones. En la tabla E1 se presentan los resultados del analisis de varianza.

Se encontré que el entrenamiento espacial: 1) indujo incrementos en los niveles
de corticosterona en plasma después de la prueba de memoria, 2) redujo la
acetilacion de histonas en la corteza prelimbica, el hipocampo y la amigdala, 3)
incrementd la expresion de GR en la corteza prelimbica, pero la redujo en la amigdala
basolateral, 4) redujo la expresion de Nr3cl en la corteza prefrontal y el hipocampo, 5)
redujo la expresion de HDAC?2 en el hipocampo y la amigdala basolateral, 6) redujo la
expresion de Hdac2 en la corteza prefrontal, pero la incrementa en el hipocampo, 7)
redujo la expresion de Grinl y Grin2b en la corteza prefrontal y de Grinl y Grin2a en
el hipocampo.

Por su parte el estrés agudo: 1) increment6 la acetilacion de histonas en la
amigdala, 2) redujo la expresion de GR en la corteza prelimbica, pero la incremento
en la fascia dentada del hipocampo y en la amigdala basolateral, 3) redujo la
expresion de Nr3cl en el hipocampo y la amigdala, 4) redujo la expresion de HDAC2
en la corteza prelimbica, pero la aumenta en la fascia dentada del hipocampo, 5)
redujo la expresion de Grinl en la corteza prefrontal, y Grinl, Grin2a y Grin2b en el
hipocampo y la amigdala.

Finalmente, la inhibicion de las HDACs: 1) redujo la acetilaciéon de histonas en la
corteza prelimbica y la amigdala, 2) redujo la expresion de GR en el hipocampo, 3)
redujo la expresion de HDAC2 en el hipocampo y la amigdala basolateral, 4)
incrementd la expresion de Hdac2 en el hipocampo, 5) incrementd la expresion de
Grin2a en la corteza prefrontal.

Una representacion grafica de los efectos globales de cada uno de los factores
incluidos en el disefio experimental (Estrés, Entrenamiento Espacial, Tratamiento

farmacoldgico) se representan en la figura E1.
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Figura D1. Efectos globales de los Factores Estrés, Entrenamiento espacial y
Tratamiento farmacolégico.

La interaccién entrenamiento y estrés indujo cambios en: 1) la acetilacion de
histonas en la corteza prelimbica y la amigdala basolateral, 2) la expresion de Nr3cl
en la corteza prefrontal y la amigdala, 3) la expresion de Hdac2 en la corteza
prefrontal y el hipocampo, 4) la expresion de Grinl y Grin2b en la corteza prefrontal y
la amigdala, y 4) la expresion de Grin2a en la amigdala.

La interaccion entrenamiento e inhibicion de las HDACs indujo cambios en: 1)
la acetilacion de la histona H3 en la corteza y el hipocampo, 2) la expresién de
HDAC?2 en la corteza prelimbica y el hipocampo y la amigdala.

La interaccién estrés e inhibicion de las HDACs provocé cambios en: 1) los
niveles de corticosterona en plasma, 2) la acetilacion de histonas en la corteza
prelimbica, la regiéon CA1 del hipocampo y la amigdala basolateral, 3) la expresion de
GR en la corteza prelimbica y el hipocampo, 4) la expresion de Nr3cl en el
hipocampo, 4) la expresion de HDAC2 en la corteza prelimbica la fascia dentada del
hipocampo y la amigdala basolateral, y 5) la expresion de Grin2a en el hipocampo.

Ademas, la interaccion entrenamiento, estrés e inhibicion de las HDACs alteré:
1) los niveles de corticosterona en plasma, 2) la acetilacion de histonas en la corteza
prelimbica, el hipocampo y la amigdala, 3) la expresibn de GR en la corteza
prelimbica, 4) la expresion de HDAC2 en la corteza prelimbica, la region CA1 del
hipocampo y la amigdala basolateral, y 5) la expresion de Nr3cl y Grin2b en la

corteza prefrontal.
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Tabla E1. ANOVA de tres vias para cada factor y sus interacciones.
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Acute stress induced before spatial training impairs memory consolidation. Although non-epigenetic
underpinning of such effect has been described, the epigenetic mechanisms involved have not yet been
studied. Since spatial training and intense stress have opposite effects on histone acetylation balance, it is
conceivable that disruption of such balance may underlie acute stress-induced spatial memory consoli-
dation impairment and that inhibiting histone deacetylases prevents such effect. Trichostatin-A (TSA, a
histone deacetylase inhibitor) was used to test its effectiveness in preventing stress’ deleterious effect
on memory. Male Wistar rats were trained in a spatial task in the Barnes maze; 1-h movement restraint
was applied to half of them before training. Immediately after training, stressed and non-stressed animals
were randomly assigned to receive either TSA (1 mg/kg) or vehicle intraperitoneal injection. Twenty-four
hours after training, long-term spatial memory was tested; plasma and brain tissue were collected imme-
diately after the memory test to evaluate corticosterone levels and histone H3 acetylation in several brain
areas. Stressed animals receiving vehicle displayed memory impairment, increased plasma corticosterone
levels and markedly reduced histone H3 acetylation in prelimbic cortex and hippocampus. Such effects
did not occur in stressed animals treated with TSA. The aforementioned results support the hypothesis

that acute stress induced-memory impairment is related to histone deacetylation.

@© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Although it is usually an adaptive response, depending on its
intensity or reiteration stress can enhance or impair
hippocampus-dependent memory (Sandi & Pinelo-Nava, 2007). It
has been described that intense or chronic stress impairs spatial
memory (Kim & Diamond, 2002). In this sense, acute stress
induced before spatial training has a deleterious effect on spatial
memory consolidation without affecting spatial acquisition
(Almaguer-Melian et al., 2012; Diamond et al.,, 2006; Kim, Koo,
Lee, & Han, 2005; Kim, Lee, Han, & Packard, 2001; Park, Zoladz,
Conrad, Fleshner, & Diamond, 2008; Sandi et al., 2005); such
stress-induced consolidation impairment in spatial as well as in
non-spatial tasks has been associated to cellular and molecular
alterations, including significant reduction of total and phosphory-
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lated Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase Il (pCAMK-II),
phosphorylated cAMP response element-binding (pCREB), tran-
scription factor c-fos expression, brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), neural cell adhesion molecule (NCAM), activity-regulated
cytoskeleton-associated protein (Arc), and dendritic spine density
in the hippocampus (Almaguer-Melian et al., 2012; Diamond
et al.,, 2006; Sandi et al., 2005; Sardari, Rezayof, & Khodagholi,
2015; Vanelzakker et al., 2011; Zoladz et al., 2012). By contrast,
epigenetic mechanisms involved in acute stress-induced memory
impairment have not been reported.

Due to the emerging interest in the epigenetic mechanisms
involved in learning and memory, it has been found that training
in several hippocampus-dependent learning tasks promotes his-
tone acetylation in rodents’ hippocampus and prelimbic cortex
several hours after training (Bousiges et al., 2010; Dagnas,
Micheau, Decorte, Beracochea, & Mons, 2015; Dagnas & Mons,
2013; Griff, Woldemichael, Berchtold, Dewarrat, & Mansuy,
2012; Levenson et al, 2004). On the other hand, it has been
reported that persistent or high intensity stress reduces histone
acetylation (Benoit, Rakic, & Frick, 2015; Miller et al., 2011; Rei
et al, 2015; Sailaja, Cohen-Carmon, Zimmerman, Soreq, &
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