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I. ORGANIZACION DE LA TESIS

Este trabajo esta dividido en tres secciones principales. En la primera de
ellas se revisan los efectos del estradiol (E;) y de la progesterona (P4) en el
hipocampo de la rata, las caracteristicas generales de las proteinas de
citoesqueleto MAP2 y Tau asi como los antecedentes mas relevantes sobre las
acciones del E; y la P4 en la regulacion de la expresion de MAP2 y Tau. Esta
seccion también incluye el planteamiento del problema, la hipotesis, los objetivos
generales y particulares, asi como la metodologia empleada para realizarlos.

En la segunda seccién se presentan los resultados obtenidos del trabajo
experimental, la discusion general del trabajo, las conclusiones, las perspectivas
de estudio en esta area y las referencias utilizadas en el mismo.

En la ultima secciéon se presentan los dos articulos derivados de este
proyecto, en ellos se detallan los materiales y métodos utilizados, los resultados
obtenidos, asi como la discusiéon de estos resultados. Uno de estos articulos
“Estradiol and progesterone modify microtubule associated protein 2 content in the
rat hippocampus” ya fue publicado en la revista indexada, arbitrada y de
circulacién internacional Brain Research Bulletin (indice de impacto: 2.28) en el
volumen 58 numero 6 paginas 607-612. El segundo “Changes in the content and
distribution of microtubule associated protein 2 in the hippocampus of the rat
during the estrous cycle” se encuentra en prensa en la revista Journal of

Neurobiology (indice de impacto: 3.43).
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Il. RESUMEN

Los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la regulacion de
la plasticidad neuronal y la neuroproteccion por el estradiol (E2) y la progesterona
(P4) no se conocen por completo. Considerando que ambos procesos involucran
cambios en la organizacion del citoesqueleto neuronal, en el presente trabajo se
estudiaron los efectos del E2 y la P4 en la expresion de dos proteinas que
participan en la organizacién de elementos del citoesqueleto: la proteina asociada
a microtubulos 2 (MAP2) y la proteina Tau en el hipocampo y en la corteza frontal
de ratas adultas ovariectomizadas y durante el ciclo estral mediante las técnicas
de Western blot, inmunohistoquimica y transcripcion reversa acoplada a la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). La expresion de la proteina Tau
no se modificd por los tratamientos con E2 y P4, o durante el ciclo estral. Un
incremento en el contenido de la proteina MAP2 en el hipocampo pero no en la
corteza frontal fue observado con los dos tratamientos. Durante el ciclo estral en el
hipocampo, el menor contenido de MAP2 fue encontrado en el dia del diestro y se
incremento significativamente en el proestro. Este incremento se mantuvo en los
dias del estro y el metaestro. En la corteza frontal, ni el contenido de MAP2 ni de
Tau se modificé significativamente por el tratamiento con E2 y P4 o durante el
ciclo estral. El analisis inmunohistoquimico mostré un incremento en el grosor de
las dendritas y en las ramificaciones de las mismas en la region CA1 del
hipocampo en el dia del proestro asi como también una agregacion de MAP2 en

las dendritas apicales cercanas a los somas de las neuronas piramidales en
13



comparacion con el diestro. En los otros dias del ciclo estral no hubo modificacion
en el patron de localizacion respecto al proestro aunque la inmunotincion fue
menor. A las 19 h, la inmunotincion de MAP2 fue mayor en el proestro, en
comparacioén con los otros dias del ciclo, sin embargo el nimero de ramificaciones
dendriticas aumenté en el diestro y disminuyo en el estro y metaestro respecto a
las 12 h. En la regién CA3 del hipocampo no hubo cambios en la inmunotincién de
MAP2 durante el ciclo estral. En la corteza cerebral el patron de distribucion de
MAP2 fue similar durante el ciclo estral. El analisis de la expresion del gen de
MAP2 por RT-PCR mostr6 que los tratamientos con el E2 y la P4 no modificaron la
expresion del RNA mensajero de MAP2 en el hipocampo o la corteza frontal.
Estos datos sugieren que los cambios en el contenido y la distribucién neuronal de
MAP?2 inducidos por el E2 y la P4 y durante el ciclo estral estan involucrados en la
regulacion de plasticidad neuronal del hipocampo de la rata por estas hormonas y

que la expresion de MAP2 es regulada por E2 y P4 a nivel postranscripcional.
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lll. ABSTRACT

The molecular and cellular mechanisms involved in the regulation of
synaptic plasticity in the hippocampus by estradiol (E2) and progesterone (P4) and
during the estrous cycle of the rat are not completely understood. Since this
process implicates changes in neuronal cytoskeleton, in the present work we
studied the effects of E2 and P4 in the expression of two proteins involved in the
organization of the cytoskeleton: microtubule associated protein 2 (MAP2) and Tau
protein in the hippocampus and the frontal cortex of ovariectomized adult rats and
during the estrous cycle by Western blot, immunohistochemistry and reverse
transcription coupled to polymerase chain reaction (RT-PCR). While Tau
expression was unaffected in either E2 and P4 treatments or during the estrous
cycle, an increase in MAP2 protein content in the hippocampus but not in the
frontal cortex was observed after E2 and P4 treatments. During the estrous cycle in
the hippocampus the lowest content of MAP2 was found on diestrus day, and it
significantly increased at proestrus. This increase was mantained on estrus and
metestrus days. In the frontal cortex, neither MAP2 nor Tau content was
significantly modified by E2 and P4 treatments or during the estrous cycle. The
immunohistochemical analysis showed an increase in dendrites thickness and in
dendritic branching in CA1 region on proestrus day as well as an aggregation of
MAP2 in apical dendrites near to pyramidal somata on this day in comparison with
diestrus. This branching pattern diminished during estrous and metestrus days.
The analysis during the evening (19 h) of each day of the estrous cycle, showed an
increase in immunostaining at proestrus in comparison with the other days the

estrous cycle. However, the branching was increased during the diestrus and a
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diminution was observed during the estrus and metestrus in comparison with 12 h.
In CA3 region of the hippocampus there were no differences in MAP2
immunostaining during the estrous cycle. In the cerebral cortex the distribution of
MAP2 pattern was similar during the estrous cycle. The analysis of MAP2 gene
expression by RT-PCR showed that E2 and P4 did not modify MAP2 mRNA
content in either the hippocampus or the frontal cortex. These data suggest that
the changes in the content and neuronal distribution of MAP2 induced by E2 and
P4 treatments and during the estrous cycle, are involved in the neuronal plasticity
regulated by these hormones in the hippocampus of the rat, and that MAP2

expression is regulated by E2 and P4 at a postranscriptional level.
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IV. INTRODUCCION

El estradiol (E2) y la progesterona (P4) estan involucrados en la regulacion
de la morfologia y la funcion neuronal en el sistema nervioso central. En el
hipocampo de ratas adultas el tratamiento con E2 incrementa la densidad de
espinas dendriticas en la regién CA1 del hipocampo de la rata y el tratamiento
conjunto con P4 después de 5 h, incrementa el efecto del E2. Durante el ciclo
estral, el nimero de espinas dendriticas presenta una disminucién del 30% en el
dia del estro respecto al dia del proestro en la region CA1 del hipocampo de la
rata, cuando las concentraciones de E2 y P4 son mayores durante el ciclo (Gould
y Woolley, 1990; Woolley y McEwen, 1990) . Estas modificaciones especificas en
la morfologia neuronal involucran cambios en las proteinas de citoesqueleto que
se conoce tienen una participacion importante en la formaciéon de axones y
dendritas como son las proteinas Tau y MAP2. Estudios in vitro utilizando cultivos
primarios de neuronas de hipocampo han mostrado que el E2 aumenta el nimero
de ramificaciones dendriticas (Audersik, et al., 2002) y en cultivos de neuronas
maduras de hipocampo tratadas con E2 se ha observado un aumento en la
expresion de MAP2 (Shah et al., 2003). Hasta el momento no se conoce si el E2 y
la P4 participan en la modificacién de la morfologia neuronal en el hipocampo de
la rata in vivo a través de la regulacion de la expresion o el contenido de proteinas
de citoesqueleto como MAP2 y Tau. El conocimiento de estos procesos permitira
establecer si las modificaciones en la morfologia neuronal que ejercen el E2 y la
P4 en el hipocampo de la rata in vivo involucran la participacion de las proteinas

antes mencionadas.
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V. ANTECEDENTES

5.1. Estructura de las hormonas esteroides

Las hormonas esteroides son moléculas lipidicas derivadas del colesterol
que incluyen a las progestinas como la P4 (del latin: pr=a favor y gestare=llevar),
los andrégenos, los glucocorticoides, los mineralocorticoides y los estrégenos
como el E2. La P4 y el E2 de 21 y 18 atomos de carbono respectivamente, se
sintetizan principalmente en el ovario (Gore-Langton y Armstrong, 1988).

La estructura quimica de la P4 y de sus metabolitos (derivados hidroxilados
o reducidos) es la del hidrocarburo pregnano, constituido por 21 atomos de
carbono (C-21; Fig. 1). La P4 se sintetiza principalmente en el reticulo
endoplasmatico liso de las células del cuerpo luteo del ovario, durante el ciclo
menstrual (Hsueh et al., 1984; Hutchison et al., 1986); otros 6rganos donde
también se ha demostrado su sintesis son la corteza adrenal, la placenta
(Goroscope et al., 1985; Perrot-Applanat et al., 1982), el testiculo, (Weisz et al.,
1980; Dalkin et al., 1992) y el cerebro (Zwain y Yen, 1999; Ukena, et al., 1999). Su
sintesis esta regulada por numerosas hormonas como la luteinizante (LH), la
hormona foliculo estimulante (FSH), las prostaglandinas y la adrenalina (Graham
et al., 1997).

La sintesis de P4 se inicia con la conversidn del colesterol a pregnenolona y
posteriormente a P4 (Fig. 1), por medio de distintas enzimas que se localizan en

los tejidos u 6rganos anteriormente citados.
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Fig. 1. Biosintesis de la P4. La biotransformacion de colesterol a P4 implica tres
cambios estructurales en la molécula: a) Pérdida de un fragmento de seis atomos de
carbono de la cadena lateral en el C-17 por medio de la enzima 20,22 esteroide liasa +(1), b)
la oxidacion del grupo alcohol en el C-3 por medio de la enzima 3B-OH-esteroide
deshidrogenasa (2) y c¢) La migracion del doble enlace del anillo B al anillo A) (Gore-
Langton, 1988).

Una vez que la P4 y sus metabolitos han llevado a cabo su funcién en el

organismo, su catabolismo ocurre en dos etapas secuenciales:

1. La reduccion en el carbono 20 lo que da lugar a la formacion de 20ay
20p dihidroprogesterona (con actividad biologica, que puede ser similar o diferente
a la de progesterona); posteriomente se reduce el anillo A en los carbonos 3y 5
dando lugar a la formacion de ocho pregnandioles o pregnantrioles.

2. La reduccién de los pregnandioles forma glucorénidos, lo que incrementa la
polaridad de la molécula formandose asi compuestos hidrofilicos que facilita su

excrecion por la orina (Fig. 2).
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Fig. 2. Principales catabolitos de la P4 (Renwick 1970).

La pregnenolona y la P4 pueden generar compuestos de 19 atomos de
carbono como la androstendiona que es el precursor de la testosterona. Estos
ultimos, pueden ser aromatizados en el anillo A mediante la enzima P450 aromatasa
formando compuestos con actividad estrogénica como la estrona y el E2 (Fig. 3).

La sintesis del E2 es regulada por la FSH y LH y se lleva a cabo en el reticulo
endoplasmatico liso en las células de la granulosa del ovario (Gore-Langton y
Armstong, 1988), en células de Sertoli y en el cerebro (Calixto y Brailowsky, 1999).

Una vez que los estrogenos llevan a cabo sus efectos, son transformados a
conjugados glucorénidos y sulfatados en el higado y junto con otros metabolitos del

colesterol son excretados en la orina (Ganong et al., 2002).

5.1.1. Mecanismos celulares de accion de la progesterona y el

estradiol

Los mecanismos celulares mediante los cuales el E2 y la P4 puede llevar a
cabo sus efectos se dividen en dos: gendémico y no genémico (Bramley, 2003). El

primero involucra la interaccion del E2 o la P4 con sus receptores nucleares
20
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Fig. 3. Biosintesis del E2. La sintesis del E2 puede ocurrir a partir de la
pregnenolona (PREG) y la progesterona (P4) utilizando como intermediario a la
androstendiona. A partir de la PREG, la P450-C17 (17a-hidroxilasa/17-20 liasa), cataliza
la 17-hidroxilacién y promueve el rompimiento de la uniéon 17-20 de la PREG para la
obtencion de dehidroepiandrosterona (DHEA). A partir de ésta y de la P4, la 33-HSD (3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasal/isomerasa) y P450-C17 genera androstendiona, la cual
por la 17B-HSD (17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/ceto esteroide reductasa) puede
generar testosterona, ambos esteroides por la P450-aromatasa (P450-aromatasa)
generan compuestos con actividad estrogénica como la estrona y el 17p-estradiol (E2).
Esquema modificado (Mellon, 1994; Burger, 2002).
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(RE y RP respectivamente) (Evans, 1988), mientras que el segundo requiere la
interaccién del E2 o la P4 al unirse a sitios de regulacion presentes en los receptores
a neurotransmisores como el GABAa, canales ibnicos, receptores de tipo tirosina
cinasa y receptores de siete dominios transmembranales (Fig. 4) (Camacho-Arroyo,

2003).

5.2. El ciclo estral de la rata
Los ciclos reproductivos de los mamiferos estan definidos generalmente por
el tipo de ovulacion que presentan: la ovulacién refleja y la ovulacion ciclica. Los
mamiferos con ovulacion refleja, requieren de la copula para ovular y la presentan
el conejo y el gato, entre otros (Ramirez y Beyer, 1985). La ovulacion ciclica
puede clasificarse dependiendo de la respuesta del epitelio uterino a la
estimulacién hormonal en los ciclos menstrual y estral.

Durante el ciclo menstrual las capas superficiales del endometrio se
desprenden acompafnadas de una hemorragia (menstruacion), mientras que en el
ciclo estral, el desprendimiento de las células endometriales no provoca esta
hemorragia. El ciclo estral se presenta en distintas especies de roedores y se

divide en varias etapas (Freeman, 1988).
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Fig. 4. Mecanismos celulares de accion de la P4 y el E2 (Modificado de Camacho-
Arroyo, 2003). Los efectos de la P4 y el E2 ocurren por 2 diferentes mecanismos
celulares: 1) en la membrana, incluyen receptores membranales y canales, cuya
activacion inicia cascadas de sefalizacion mediante la intervencion de mensajeros
intracelulares; 2) en el nucleo donde receptores a P4 y a E2 (RP y RE) que son
moduladores directos de la expresion génica, mediante la interaccion del complejo
hormona-receptor con elementos de respuesta hormonal, ubicados en las regiones
reguladoras de los genes blanco en el DNA. G: Proteina G, afy: Subunidades de la
proteina G, PKA: Proteina Cinasa A, RGABA4: Receptor a GABA tipo A, RP: Receptor a
P4, PLC: Fosfolipasa C, IP3: Inositol Trifosfato, DAG: Diacil glicerol, PKC: Proteina Cinasa
C, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PTK: Proteina de Tirosina Cinasa, MAPK: Proteina
Cinasa Activada por Mitogeno, MEK: Cinasa de MAPK, CI: Cloro, Ca®": Calcio, K":

Potasio.
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El ciclo estral de la rata se divide en cuatro etapas (proestro, estro,
metaestro y diestro) que se caracterizan de acuerdo a la concentracion de E2, P4,
FSH y LH y por la abundancia de diferentes tipos celulares que se encuentran en
un frotis vaginal. La duraciéon media del ciclo estral se ha considerado entre 4.4-
4.8 dias (Freeman, 1988). Durante el estro y el metaestro la concentracion de E2
en sangre es basal (~20 pg/ml), mientras que en la noche del diestro se presenta
un incremento (~40 pg/ml) hasta alcanzar su concentracion maxima (>50 pg/ml) al
medio dia del proestro (Freeman, 1988) (Fig. 5). Este incremento activa la
liberacion de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) por el hipotalamo
que a su vez desencadena la secrecion de la Hormona Luteinizante (LH) por la
hipéfisis. Durante la tarde del proestro la concentracion de E2 disminuye
rapidamente hasta alcanzar valores basales en las primeras horas de la mafana
del estro (Freeman, 1988).

El aumento significativo en la concentracion de LH es seguido por un
incremento en la secrecion de P4, unas horas después de este aumento se
presenta la ovulacion y el comportamiento sexual caracteristico de lordosis y
posteriormente ocurre la copula en la madrugada del estro. Durante el ciclo estral,
la concentracion de P4 se incrementa significativamente dos veces. Primero se
presenta un incremento de origen folicular durante la tarde del proestro (>50
ng/ml) y otro de origen luteal que ocurre alrededor del mediodia del metaestro
(~25 ng/ml), el cual se prolonga hasta la manana del diestro y regresa a

concentraciones basales en la tarde de ese mismo dia (Freeman, 1988) (Fig. 5).
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Fig. 5. Concentraciones séricas de E2 y P4 durante el ciclo estral de la rata. Las
concentraciones fueron obtenidas en intervalos de 2 horas a través de los 4 dias del ciclo
estral de la rata. Las barras negras representan los intervalos de oscuridad en la colonia
de ratas y los numeros en la base representan la hora del dia (Tomado de Freeman,
1988).

5.3. Efectos del estradiol y de la progesterona en el hipocampo de la rata

Diversos estudios han mostrado que el hipocampo es una de las regiones del
sistema nervioso central donde el E2 y la P4, inducen modificaciones en su
estructura y funcion.

La organizacioén celular del hipocampo fue descrita por Ramén y Cajal (1911)
y es la misma que se utiliza actualmente (Amaral y Witter, 1995). Esta estructura,
esta organizada en regiones que se denominan como CA (Cornu Amonis), el giro
dentado y el subiculum las cuales a su vez se dividen en regiones especificas que

presentan tipos celulares y proyecciones neuronales caracteristicas (Fig. 6). El
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hipocampo se ha relacionado directamente con el establecimiento de la memoria
espacial y el aprendizaje (Kandel et al. 2000) por el mecanismo de potenciacion a
largo plazo, el cual se conoce puede estar regulado por las concentraciones
endogenas de E2 en la rata (Good et al., 1999). Esta region es considerablemente
susceptible al dafio neuronal por diferentes agentes neurotoxicos (Holscher,
2003).

En los roedores adultos como la rata, los diferentes tipos celulares que
conforman esta estructura presentan diferentes respuestas al E2 y a la P4, los
cuales modifican la plasticidad neuronal del hipocampo, la cual esta relacionada
con cualquier cambio en la estructura y la funcion de las neuronas que pueda
contribuir al aprendizaje, la memoria y la recuperacion del dafo (Sanchez et al.,

2000).

5.3.1. Efectos del estradiol y de la progesterona en la plasticidad

neuronal en el hipocampo de la rata.

En modelos experimentales in vivo, el E2 y la P4 han sido ampliamente
utilizados como compuestos neuroprotectores en diversos paradigmas de dafio
neuronal. Se ha reportado que la administracién de E2 previa al dafio neuronal
producido por isquemia, disminuye el dafo neuronal en la region CA1 del
hipocampo del gerbo y de la rata asi como la expresion del RNAm de la proteina
precursora del péptido B-amiloide (Sudo, 1997; McCullough y Hurn, 2003, Shi, et
al., 1998) que en su forma agregada forma las placas seniles o amiloideas las

cuales son consideradas como un marcador histopatolégico en la enfermedad de
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Fig. 6. Morfologia y vias de conectividad intrinsecas del hipocampo de la
rata. Tincion de Nissl de un corte coronal del cerebro de la rata que muestra la morfologia
general del hipocampo (A) y las vias de conectividad intrinsecas del hipocampo (B). CA1-
CA3 Cornu Amonis 1-3. SO estratum oriens. P estratum piramidal. SR estratum radiatum.
SLM estratum lacunosum molecular. DB dendritas basales. DA dendritas apicales. GD
giro dentado. Mol estratum molecular, Po estratum polimérfico, G estratum granular. H
hilus (A). VP via perforante proveniente de la corteza entorrinal hacia G. VFM via de las
células musgosas proveniente de las células granulares del GD hacia P de CA3. VCSc
via de las colaterales de Schaffer de P de CA3 hacia P de CA1 (B) Las células
piramidales de CA1 proyectan de nuevo a la corteza entorrinal (Modificado de Amaral y
Witter, 1995).
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Alzheimer (EA) (Bonnefont, et al., 1998). Algunos estudios epidemiolégicos han
establecido una relacion que involucra la disminucion de las deficiencias cognitivas
asociadas a la EA en mujeres que reciben terapia de reemplazo hormonal en la
etapa postmenopausica (Paganini-Hill y Henderson, 1996. Green y Simpkins,
2000). En modelos murinos el los cuales se induce una desaferentacioén similar a
la que ocurre en la EA el crecimiento dendritico es potenciado por el E2 en ratas
ovariectomizadas (Stone et al., 2000; Rosovsky et al., 2002). Por otra parte el
tratamiento combinado de E2 y P4 tiene un efecto protector en contra del dafio
neuronal inducido por inyecciones intrahipocampales de colchicina en la rata
(Vongher y Frye, 1999). También diferentes estudios in vitro en los que se emplean
cultivos primarios de neuronas corticales e hipocampales han demostrado que el
E2 previene la muerte inducida por glutamato o por N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Reagan y Guo, 1997). En la linea celular hipocampal HT22, los efectos
neurotoxicos producidos por el péptido p-amiloide disminuyen por la
administraciéon de E2 (Bonnefont, et al., 1998).

Por otro lado, se conoce que el E2 y la P4 modifican la morfologia de la
region CA1 del hipocampo de la rata y del mono Cercopithecus aethiops sabaeus
(Gould y Woolley, 1990; Woolley y McEwen, 1990; Leranth et al., 2002). Estos
estudios demostraron que el E2 solo o en combinacion con la P4 aumentan el
numero de espinas de las dendritas apicales de la regién CA1 (estratum radiatum
y lacunosum molecular) del hipocampo de las ratas hembra en comparaciéon con
las ratas tratadas con vehiculo (Gould et al., 1990). Posteriormente Woolley y

McEwen (1990) reportaron que la densidad de espinas dendriticas en la region
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CA1 se modifica significativamente durante el ciclo estral, siendo 30% mayor en la
tarde del proestro cuando se presentan la concentracién maxima de E2 y P4
durante el ciclo estral en comparacion con el estro donde las concentraciones de
E2 y P4 disminuyen significativamente. En este estudio también se demostr6é que
existe un aumento significativo en el nimero de sinapsis entre axones y espinas
dendriticas en CA1 y no se registrd ningin cambio en los parametros antes
mencionados en alguna otra regioén del hipocampo (Woolley y McEwen, 1990;
Woolley y McEwen, 1993).

Estos estudios dieron la pauta para explorar los mecanismos celulares que
determinan los efectos mediados por el E2 y la P4 y las modificaciones
ultraestructurales que se originan por accién de estas hormonas.

Asi, uno de los mecanismos que se ha propuesto para explicar el aumento
en el nimero de espinas dendriticas, esta relacionado con la activacion de los
receptores a glutamato particularmente del tipo NMDA ya que al utilizar
antagonistas de este receptor como el 2-APV, pero no antagonistas para
receptores AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-methil-4-isoxazolpropionato) o kainato se
inhibe el efecto (Woolley y McEwen, 1994; Murphy y Segal, 1996).

Por otro lado se ha propuesto que la formacion de espinas dendriticas y el
establecimiento de sinapsis involucra también la participacion de los RE y RP ya
que el uso de antagonistas de E2 como el tamoxifen, el ICI182-780 y de P4 como
el RU-486 inhiben los efectos del E2 y la P4 ( Woolley y McEwen, 1993; McEwen

et al., 2001; Gazzalley et al., 2002).
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Entre las modificaciones ultraestructurales mas importantes que se han
descrito como consecuencia del aumento de espinas dendriticas por E2, se
encuentra el aumento en el nUmero de sinapsis que involucran botones sinapticos
multiples que se conectan con botones presinapticos existentes (Yankova et al.,
2001).

En ratas macho gonadectomizadas, el E2 no modifica el nimero de
espinas dendriticas en la region CA1 del hipocampo respecto a los tratados con
vehiculo a diferencia de la testosterona que induce significativamente el niumero
de espinas (Leranth et al., 2003; Leranth et al., 2004). Sin embargo, en el ratén
hembra se ha reportado que el E2 no modifica el nimero de espinas dendriticas
en la region CA1 del hipocampo respecto a los animales tratados con vehiculo (Li
et al., 2004). Estos reportes muestran que el E2 presenta un efecto especifico
dependiente del sexo y de la especie.

En cultivos primarios de hipocampo, se ha demostrado que el E2
incrementa al doble la densidad de espinas dendriticas en neuronas piramidales y
que este aumento es dependiente del tiempo (Murphy y Segal, 1996). Sin
embargo, la P4 bloquea este efecto a través de uno de sus metabolitos (la
tetrahidroprogesterona), el cual potencia la actividad GABAérgica aumentando la
inhibicion neuronal (Rudick y Woolley, 2001. Smith et al., 1998. Segal y Murphy,
2001).

Estos reportes demuestran que el hipocampo es una region
considerablemente plastica en respuesta al E2 y la P4 y que estos efectos ocurren
en sitios especificos en las neuronas como son las dendritas las cuales junto con

el axén determinan la polaridad neuronal (Barlett y Banker, 1984).
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El desarrollo de la polaridad neuronal fue caracterizado en detalle en
cultivos de baja densidad de neuronas hipocampales (Barlett y Banker, 1984) y la
caracterizacion de axones y dendritas incluyd su estructura sinaptica, receptores,
canales ionicos, contenido ribosomal, presencia de microcuerpos y la composicion
del citoesqueleto que es conservada en el cultivo (Kosik y Caceres, 1991.
Heidemann et al, 1981) lo que permitié la caracterizacion de los elementos del
citoesqueleto los cuales presentan una estructura y funcion especificas en cada

uno de los compartimentos neuronales (Solomon, 1992).

5.4 Organizacion del citoesqueleto.

El citoesqueleto neuronal esta constituido basicamente de tres elementos
filamentosos como son los filamentos de actina, los neurofilamentos y los
microtubulos de los cuales depende la morfologia neuronal tanto en el cerebro en
desarrollo como en adultos (Fig. 7) (Kandel et al., 2000).

La actina es la proteina del citoesqueleto mas abundante en todas las
células y en las neuronas estan presentes dos isoformas que son la  y y-actina
cuya proporcion en el cerebro de la rata es de 2:1. Esta proteina presenta diversas
modificaciones postraduccionales que dan origen a formas adicionales de actina
las cuales se conoce presentan una estructura globular bilobulada (Choo y Bray,
1978; Flanagan y Lin, 1979).

De los filamentos de tamafio intermedio del citoesqueleto, los
neurofilamentos, son las proteinas representativas. Las subunidades de

neurofilamentos se expresan diferencialmente en el desarrollo y se conoce que en
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la neurogénesis, las subunidades de neurofilamentos ligeros (NF-L) y medios (NF-
M) de 61 y 90 kDa respectivamente son coexpresadas, mientras que la expresiéon
de la subunidad de neurofilamentos pesados (NF-H) de 115 kDa se presenta
hasta el periodo postnatal.

Otro de los elementos del citoesqueleto determinantes de la forma neuronal

son los microtubulos los cuales se describiran a continuaciéon con mayor detalle.

5.4.1. Microtubulos y proteinas asociadas a microtibulos (MAPSs)

Los microtubulos estan conformados por heterodimeros de a y B-tubulina
conformando protofilamentos que a su vez conforman la pared cilindrica del
microttbulo. El nimero de protofilamentos puede variar de 9 a 16 in vitro y solo 13
in vivo (Chrétien y Wade, 1991; Nogales et al., 1998). Los microtubulos presentan
una organizacion en haces y su polaridad es distinta, presentando un extremo mas
(+) (plus end) de crecimiento rapido y un extremo menos (-) (minus end) de
crecimiento lento los cuales son determinantes en la funcion del microtubulo

(Alberts et al., 2002).
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FIG. 7. Elementos del citoesqueleto neuronal.

La formaciéon de un microtubulo requiere de monémeros de tubulina (o y B)
que presentan 40 % de similitud en su secuencia, contienen 450 aminoacidos y su
peso molecular es de 50 kDa. Una vez que éstos se dimerizan pueden formar un
microtubulo para lo cual, en la etapa inicial (nucleacion) se requiere de la
presencia de la y-tubulina la cual se ubica en el centro organizador de
microtubulos (MTOC) constituyendo un anillo que sirve como el sitio iniciador de la
union de dimeros de tubulina (Alberts et al., 2002).

La a tubulina siempre se encuentra asociada a un trifosfato de guanosina
(GTP) en un sitio no intercambiable (sitio-N), a diferencia de la  tubulina que
presenta un sitio-E donde el GTP puede ser intercambiado por difosfato de

guanosina (GDP). La unién de GTP a la tubulina, es determinante en la formacién
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de un microtubulo ya que favorece la asociacion de mondémeros adyacentes y el
crecimiento (polimerizacion) del microtibulo (Wade et al., 2001; Lynch et al.,
2000).

El dominio central de la tubulina esta constituido por los aminoacidos 207-
384 y presenta el dominio de union entre monémeros y protofilamentos.

Hacia el dominio carboxilo terminal (C-terminal) constituido por los
aminoacidos 384-450 se encuentra el sitio de unién a proteinas motoras y
proteinas estructurales asociadas a microtubulos (Nogales et al., 1998).

Las proteinas motoras asociadas a los microtubulos estan representadas
por las kinesinas y dineinas, las cuales regulan el transporte de organelos y
proteinas a través del microtubulo por un mecanismo dependiente de ATP. Las
proteinas estructurales asociadas a microtubulos estan representadas por la
catanina, la estatmina y las proteinas que promueven el ensamble de microtibulos
denominadas MAPs de las que MAP1A, MAP1B, MAP2 y la MAP Tau son las mas
estudiadas (Sanchez et al., 2000). Estas proteinas tienen como diferencia principal
la secuencia de interaccion con los microtabulos. MAP1A y MAP1B se unen a los
microtibulos por una secuencia que presenta repeticiones de aminoacidos del tipo
(KKE) (lisina, lisina y acido glutamico) (Faruki y Karsenti, 1994). MAP2 y Tau,
presentan 3 a 4 repeticiones de 18 aminoacidos separadas por inter-repeticiones
de 13 6 14 aminoacidos hacia el extremo C-terminal que conforman el dominio de
unién a la tubulina.

Las MAPs participan en la organizacion de la estructura del citoplasma
neuritico al estabilizar los microtibulos y promover su polimerizacion. Estas

proteinas en su mayoria, son termoestables y presentan diferentes sitios que son
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susceptibles de ser fosforilados o glicosilados promoviendo asi la unién y la
estabilizaciéon de los microtibulos (Matus, 1988; Avila et al., 1994). La fosforilacion
de estas proteinas es una de las modificaciones postraduccionales mas
importantes que afecta la capacidad de las MAPs para unirse a los microtubulos
ya que a mayor numero de grupos fosfato unidos, menor es la capacidad de unirse
a los microtubulos (Avila et al., 1994).

Estudios in vitro, han mostrado que el uso de oligonucleé6tidos antisentido
para algunos mRNA que codifican para proteinas MAP2 y Tau inhiben su
expresion y alteran de manera importante la plasticidad de las neuronas, ya que
los somas muestran una marcada inhibicion de la extension de neuritas y de la
formacién de dendritas y axones (Dinsmore y Solomon, 1991; Caceres y Kosik
1990; Gonzalez-Billault et al., 2002).

5.4.2. Expresion de la proteina MAP2 en el sistema nervioso central de

la rata

La proteina MAP2 es el tipo de MAP mas abundante en el cerebro. MAP2
presenta 4 isoformas generadas por procesamiento alternativo de un mismo gen
que se encuentra localizado en el cromosoma 2 y contiene 20 exones (Neve et al.,
1986, Sanchez et al., 2000) (Fig. 8).

Las isoformas de MAP2 en el mamifero se han denominado como de alto y
de bajo peso molecular. MAP2A (280 kDa) y MAP2B (270 kDa) son de alto peso
molecular (HMWMAPZ2) y son generadas por un mRNA de 9 Kb. Las de bajo peso
molecular (LMWMAP2) son MAP2C (70 kDa) y MAP2D (75 kDa) y se generan por

un mRNA de 6 Kb.
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Fig. 8. Estructura del gen de MAP2. Representacion esquematica de los exones
del gen de MAP2 en donde se sefalan los exones que codifican para la regiéon 5" no
traducida (5°'UTR), el dominio central (CD), el dominio de union a tubulina (TBD) asi como
la regién 3" no traducida (3'UTR) (Sanchez et al., 2000).

Todas las isoformas de MAP2 presentan un dominio de union a la
subunidad reguladora de la proteina cinasa A (PKA) localizado hacia el extremo N-
terminal, un dominio rico en prolinas (PRD) que se encuentra antes del dominio de
uniéon a tubulina, el cual se ha propuesto, regula la funcion del dominio de unién a
tubulina. La presencia del dominio central es la diferencia principal entre las
isoformas de MAP2 ya que esta ausente en las formas MWLMAP2 (Fig. 9).

Las isoformas de MAP2 se expresan de manera diferencial durante el
desarrollo en el cerebro de la rata. En homogenados totales de cerebro se ha
reportado que MAP2A se presenta desde etapas embrionarias y a los 10 dias de
edad alcanza su expresion maxima y permanece asi en animales adultos. El
contenido de MAP2B es constante desde etapas embrionarias hasta la edad

adulta (Matus, 1988).
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Fig. 9. Isoformas de MAP2. Las isoformas de MAP2 se denominan de alto peso
molecular (HMWMAP2) y de bajo peso molecular (LMWMAP2), el esquema muestra la
presencia del dominio de union a la subunidad regulatoria de la proteina cinasa A PKA
(RII), el dominio central (CD) en las formas HMWMAP2 a diferencia de las LMWMAP2 en
donde esta ausente. El dominio rico en prolinas (PRD) y el dominio de unién a tubulina
(TBD) esta presente en ambas isoformas (Modificado de Sanchez et al., 2000).

De las isoformas de bajo peso molecular detectadas en homogenados
totales de cerebros se ha reportado que MAP2C se presenta en alto contenido en
etapas embrionarias, manteniéndose constante hasta los 10 dias de la etapa
postnatal, posteriormente disminuye significativamente en etapas adultas. En este
estadio se ha reportado su expresion Unicamente en células del bulbo olfatorio y
en células de la retina (Tucker y Matus, 1988). La isoforma MAP2D se ha
detectado en el cerebro desde el dia 5 postnatal. MAP2A y MAP2B son las formas
de MAP2 predominantes en etapas adultas (Matus, 1988).

MAP2A y MAP2B, estan en su mayoria localizadas en los cuerpos
neuronales y en dendritas donde principalmente se asocian a microtubulos, los
estabiliza e incrementa su tamano lo cual constituye una base molecular para la

plasticidad morfolégica (Pryer et al., 1992; Avila et al., 1994). En las espinas
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dendriticas MAP2 también se ha encontrado asociada a actina lo que modifica la
estabilidad de los microfilamentos y probablemente la estructura de la espina
(Selden y Polard, 1983; Morales y Fifkova, 1989; Pedrotti e Islam, 1997). El
dominio central de MAP2A y MAP2B, se ha asociado con la permanencia de sus
RNAmM en las dendritas y la resistencia a ser transportados hacia los axones
(Kindler y Garner, 1994).

MAP2C y MAP2D se encuentran en cualquier compartimento neuronal y a
diferencia de los RNAm de las formas de alto peso molecular, los RNAm que
codifican para MAP2C y MAP2D no se presentan en las dendritas (Kindler y
Garner, 1994).

MAP2 participa en la remodelacién dendritica ya que las regiones que
presentan una alta inmunoreactividad a MAP2 estan asociadas a una mayor
arborizacion dendritica. Por otro lado se ha sugerido que MAP2 participa en la
plasticidad inducida por la potenciacién a largo plazo que es el mecanismo celular
que participa en el establecimiento de la memoria, esto debido a su localizacion y
a la interaccion con otros elementos determinantes de la potenciacién como
receptores a glutamato y PKA entre otros (Johnson y Jope, 1992; Kaech et al.,
2001).

Una de las evidencias mas importantes de la participaciéon de MAP2 en la
plasticidad neuronal fue obtenida al comparar la morfologia neuronal del
hipocampo de ratones que no expresan el gen de MAP2 [Knock Out (KO)] al
compararlos con los ratones silvestres. Los ratones KO para MAP2 mostraron
microtubulos desorganizados y una significativa disminucion en la longitud de las

dendritas apicales en comparaciéon con los ratones silvestres. Los animales KO
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para MAP2 no presentan mortalidad prematura, sin embargo presentan una
disminucion del peso corporal del 10 a 20% respecto a los animales silvestres
(Harada et al., 2002).

En el hipocampo del gerbo, la disminucién en el contenido de MAP2 se ha
asociado con el dafo neuronal provocado por isquemia (Yanagahara et al., 1985)
y la administracion intrahipocampal de NMDA en la rata, reduce significativamente
la inmunopositividad a MAP2, sin presentar cambios en la inmunopositividad para

la proteina Tau (Johnson y Jope, 1992).

5.4.3. Expresion de la proteina TAU en el sistema nervioso central de
la rata.

Tau es un tipo de MAP que se expresa principalmente en axones donde
promueve el ensamble de los microtubulos. En la rata, la proteina Tau presenta
seis isoformas generadas por procesamiento alternativo de un solo gen, el cual se
encuentra en el cromosoma 17 y presenta 16 exones (Kosik et al., 1989). Solo dos
isoformas de Tau han sido identificadas en el cerebro de la rata en etapas
prenatales. En el cerebro de la rata adulta, se han identificado de cuatro a seis
isoformas (Francon et al., 1982). Las isoformas de Tau presentan entre 353 a 441
aminoacidos y sus pesos moleculares van de 45 a 65 kDa. Tau puede presentar
diferentes modificaciones postraduccionales como son fosforilaciones o
glicosilaciones que son determinantes en la funcién de esta proteina.

La proteina Tau se une a los microtibulos por medio de 4 regiones
repetidas codificadas por los exones 9 a 12 que se disponen hacia el extremo C-

terminal. Durante etapas adultas, el dominio de unién a tubulina de Tau, presenta
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3 6 4 regiones repetidas de 18 aminoacidos que hacen mas eficiente el ensamble
de microtibulos a diferencia del dominio de unién a tubulina presente en etapas
fetales que solo presenta 3 repeticiones (Hirokawa et al., 1988). Existe una
diferencia mas en la proteina Tau en la etapa adulta que es la presencia de una o
dos inserciones de 29 aminoacidos en la regién amino terminal la cual conforma el
dominio de proyeccion de la proteina y puede regular la interaccion de Tau con
otros elementos del citoesqueleto, con las mitocondrias y con la membrana
plasmatica (Brandt et al., 1995; Goedert et al., 1989, Rendon et al., 1990). Los
dominios de proyeccion de las MAPs son también importantes por que determinan
el espacio entre los microtibulos ya sea de la dendrita o del axdén y pueden
incrementar el diametro de estas estructuras (Chen et al., 1992).

Tau presenta una expresion diferencial durante el desarrollo en el cerebro
de la rata y se considera que hacia los 20 dias de desarrollo postnatal, Tau juvenil
(TAU J) que se presenta desde etapas embrionarias disminuye considerablemente
y no se presenta durante la etapa adulta. Hacia este periodo de disminucion
significativa de TAU J se presenta Tau en su forma adulta (Matus, 1988).

En ratones KO para Tau, se ha observado que la MAP1A, puede
compensar la funcion de Tau. Sin embargo, el diametro del axon de las neuronas
disminuye considerablemente respecto a los animales control (Harada el al.,
1994). En las neuronas del sistema nervioso periférico que proyectan un axén muy
largo y de diametro mayor en comparacion con el de neuronas del sistema
nervioso central, se ha reportado la presencia de una secuencia adicional en el N-
terminal de Tau, por lo que se ha considerado ésta, como una isoforma diferente a

la cual se le denomina como Tau de alto peso molecular (Georgieff et al., 1993).
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Entre las modificaciones postraduccionales que presenta la proteina Tau se
encuentra la fosforilacion. En la secuencia de Tau, se han detectado por
anticuerpos monoclonales al menos 30 sitios como susceptibles de fosforilacion
(Levenstone y Reynols, 1997). El estado de fosforilacion de TAU es importante ya
que Tau en estado hiperfosforilado, (mas de nueve grupos fosfato asociados a la
proteina) promueve la formacion de filamentos helicoidales apareados que forman
las maranas neurofibrilares caracteristicas de la EA las cuales también han sido
descritas en pacientes con sindrome de Down y en pacientes con la enfermedad
de Parkinson que presentan demencia (Braak y Braak. 1991; Buée et al., 2000).

Los antecedentes anteriores muestran la importancia de las proteinas de
citoesqueleto MAP2 y tau en la regulacion de la morfologia neuronal, sin embargo,
no se conoce la relacion entre estas proteinas y su regulacioén in vivo porel E2 y la

P4 los cuales modifican la morfologia neuronal del hipocampo.

5.4.4. Papel del estradiol y de la progesterona en la regulaciéon de la
expresion de las proteinas MAP2 y Tau en el sistema nervioso
central de la rata.

La evidencia de los efectos del E2 y la P4 en la regulacion de MAP2 y Tau,
esta relacionada principalmente con estudios realizados in vitro. Estos estudios
han demostrado que el E2 aumenta la expresion de Tau y la inmunopositividad a
MAP2 en cultivos hipotalamicos pero no de tubulina (Ferrerira y Caceres, 1991;
Duenias et al., 1996). En cultivos primarios obtenidos de neuronas de la amigdala
de la rata, se ha observado que el E2 aumenta la inmunopositividad a MAP2

(Lorenzo et al., 1992).
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Recientemente, en cultivos primarios de neuronas de hipocampo tratadas
con las dosis de E2 que se conoce inducen un aumento en el nimero de espinas
dendriticas, se ha reportado un aumento en el numero de ramificaciones
dendriticas pero no en la longitud del axén o en el niumero de ramas del axon
(Audersirk et al., 2003).

En cultivos de neuronas maduras de hipocampo tratadas con E2 se ha
observado un aumento en la expresion de MAP2C, en conjunto con el aumento en
microtibulos inestables que participan en la polaridad neuronal (Shah et al., 2003).
En ensayos de polimerizacion-despolimerizacion para la obtencion de
microtubulos a partir de homogenados totales de cerebro de rata, se ha observado
que la P4 se une a MAP2 e inhibe el ensamble de microtibulos (Murakami et al.,
2000).

Estudios in vivo utilizando homogenados de hipéfisis de ratas tratadas con
E2 han mostrado que éste induce la expresion de MAP2 y Tau, pero no de
tubulina (Matsuno et al., 1998).

Los trabajos mencionados anteriormente, sugieren que el E2 y la P4
pueden tener una influencia importante en la plasticidad neuronal al regular la

expresion de MAPs o por la interaccion con otros elementos del citoesqueleto.
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VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se conoce que el E2 y la P4 modifican el nimero de espinas dendriticas en
la region CA1 del hipocampo de ratas ovariectomizadas que reciben reemplazo
hormonal asi como durante el ciclo estral. En los animales ovariectomizados y
tratados con E2 Y P4, el nimero de espinas dendriticas es mayor respecto a los
animales ovariectomizados tratados con vehiculo. Durante el ciclo estral de la rata,
el nimero de espinas dendriticas en la region CA1 del hipocampo es 30% mayor
durante el proestro cuando las concentraciones plasmaticas de E2 y P4 son

maximas.

Estos procesos implican modificaciones en elementos del citoesqueleto que
se conoce tienen un funcién importante en la forma neuronal como las proteinas
MAPs. Sin embargo, no se conoce si los efectos del E2 y la P4 relacionados con la
plasticidad neuronal tanto en condiciones de reemplazo hormonal como durante el
ciclo estral, pudieran estar mediados a través de la regulacién de la expresion de
proteinas del citoesqueleto como MAP2 y Tau que participan en la regulacién de la
funcion de los microtubulos en el sistema nervioso central de la rata y que tienen
una distribucion especifica en los compartimentos neuronales que confieren
polaridad a la neurona ya que como se menciond anteriormente MAP2 esta
localizada en las dendritas donde ocurren las modificaciones morfolégicas debidas
al E2 y la P4 y Tau en los axones, por lo que en este trabajo se estudiaron los
efectos del E2 y la P4 sobre la expresion de estas proteinas en el hipocampo de la

rata.
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VII. HIPOTESIS.

Si el aumento en el nimero de espinas dendriticas inducido por el E2 y la
P4 y observado durante el ciclo estral en el hipocampo de la rata, requiere de la
participacion de proteinas del citoesqueleto, entonces el E2 y la P4 regularan la
expresion de proteinas que participan en la estructura morfolégica de las dendritas

del hipocampo como MAP2 pero no de Tau.

VIil. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL.
Estudiar el efecto del E2 y de la P4 en la regulacion de la expresion
de las proteinas del citoesqueleto MAP2 y Tau en el hipocampo de la rata, asi

como los cambios en estas proteinas durante el ciclo estral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

-Conocer los efectos del E2y de la P4 en el contenido de MAP2 y Tau tanto a nivel
de la proteina, asi como del RNAm de MAP2 en el hipocampo y en la
corteza frontal de la rata.

-Determinar los cambios en el contenido de MAP2 y Tau en el hipocampo y en la
corteza frontal de la rata durante el ciclo estral.

-Conocer la distribucion regional de MAP2 durante el ciclo estral en el hipocampo

de la rata.
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IX. MATERIALES Y METODOS

9.1. Animales de experimentacion y tratamientos hormonales.

Hembras adultas de la cepa Wistar (230-250 g) fueron mantenidas en un
ciclo 12:12 h luz:oscuridad (encendido de luces a las 6:00 AM) con agua y comida
ad libitum en un ambiente de temperatura controlada (22°C). Los animales fueron
ovariectomizados bajo anestesia con ketamina (80 mg/kg). Dos semanas después
fueron aleatoriamente asignados a los siguientes grupos: (1) administracion diaria
por via subcutanea de vehiculo (aceite de maiz/etanol al 10%) por 2 dias ; (2) E2
(1.0, 2.5, 5.0 6 10.0 pg/100 g de peso corporal) por 2 dias, (3) P4 (0.1,0.2, 04 6
0.8 mg/100 g) y (4) E2 (5 ug/100 g) administrado como se sefialé anteriormente
seguido de P4 (0.4 mg/100 g) en el dia 3. Estas dosis de esteroides producen
concentraciones hormonales séricas similares a los reportados en el proestro
(McCarty et al., 1995; Bettini et al. 1992). Veinticuatro horas después de la ultima
dosis el hipocampo (subiculo, asta de Ammon y giro dentado) y la corteza frontal
se disecaron con base en el Atlas de Paxinos y Watson (1986) e inmediatamente
se procesaron para la extraccion de proteinas. En el caso de los experimentos de
expresion génica, las regiones cerebrales antes mencionadas se obtuvieron 6, 12,
y 24 h después de la ultima dosis. Todos los experimentos se realizaron en grupos
de 5 animales independientes en cada caso.

Para estudiar la expresion de MAP2 y Tau y la distribucion de MAP2
durante el ciclo estral, se determiné la etapa del ciclo estral por medio del analisis

citolégico de frotis vaginales. El dia del proestro se distinguié por la presencia de
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celulas epiteliales nucleadas, el dia del estro por células epiteliales cornificadas, el
dia del metaestro por células epiteliales cornificadas y leucocitos y finalmente el
dia del diestro por pocas células epiteliales cornificadas y leucocitos en
abundancia. Las ratas que presentaron 4 ciclos consecutivos fueron sacrificadas a
las 12:00 h y 19:00 h del proestro, estro, metaestro y diestro debido a que en estos
horarios se presentan las concentraciones maximas del E2 y la P4 durante el
proestro y metaestro. De cada grupo se disecaron el hipocampo y la corteza
frontal como en el experimento anterior. Se utilizaron 5 animales para cada dia del

ciclo estral y por cada condicién temporal.

9.2 Analisis de las proteinas MAP2 y TAU.

9.2.1. Extraccion y electroforesis de proteinas termoestables.

El hipocampo y la corteza frontal fueron homogenizados en un buffer de
piperazina-N,N -bis(acido 2-etanelsulfénico) (PIPES) (80 mM de NaCl, 1 mM de
EDTA, 1 mM de MgCl, y 100 mM de PIPES, pH 6.8, con los inhibidores de
proteinasas PMSF (0.1 mM) y leupeptina (0.1 mM). Las muestras fueron
centrifugadas a 4500 g por 10 min a 4°C, el sobrenadante fue obtenido, se
adicionaron 0.75 M de NaCl y 0.2% de R-mercaptoetanol, se calenté por 5 min a
95°C y fue centrifugado nuevamente a 12 000 g por 10 min (Herzog y Weber,
1978). La fraccion termoestable enriquecida de MAPs fue colectada y almacenada
a -20°C hasta su uso. La concentracion de proteinas fue determinada por el

procedimiento de Bradford (Bradford, 1976).
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Cinco microgramos de proteinas termoestables del hipocampo y de la
corteza frontal fueron depositados en un gel de SDS-poliacrilamida con un

gradiente de concentracion del 5 al 10% y separados a 50 mA (80 V).

9.2.2. Western blot con anticuerpos especificos para MAP2 y Tau.

Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa que se bloqueé con una solucién de PBS-albumina al 5% durante 2
h. La membrana se incub6 con un anticuerpo monoclonal dirigido contra MAP2 (5
pug/ml, clona AP20, Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN), o tau (tau-1,1 pg/ml,
clona PC1C6, Boheringer Mannheim, Indianapolis, IN) que reconoce todas las
isoformas de Tau, durante 18 h a 4°C y posteriormente se lavaron con PBS 3
veces durante 5 min. Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con 1gG
anti-ratén (1:500). Para revelar la reaccion antigeno-anticuerpo se utilizé el kit de
ABC-biotina-avidina-peroxidasa (Vector, Burlingame, CA), utilizando como sustrato
3-3’-diaminobencidina disuelta en Tris 100 mM y con H,0,. Los controles
negativos se realizaron al eliminar de la incubacion al anticuerpo primario. En
todos los experimentos se utilizd a a-tubulina como un control de carga de
proteinas ya que ésta no se modifica por la administracion de E2 y P4 (Ferreira y
Caceres, 1991; Murakami et al., 2001).

9.3. Analisis de la expresion del gen de MAP2 por RT-PCR.

9.3.1. Extraccién del RNA total.
El RNA total fue aislado del hipocampo y de la corteza cerebral mediante una

extraccion con isotiocianato de guanidina/fenol/cloroformo y precipitacion con

47



isopropanol. Los tejidos se homogenizaron con un politréon en TRIzol (reactivo que
contiene tiocianato de guanidina y fenol) a 4°C (1 ml de TRIzol por cada 100
(Chomczynski et al., 1987). La concentracion de RNA fue determinada por
absorbancia a 260 nm y la integridad fue verificada por electroforesis en geles de

agarosa desnaturalizantes al 1.1% en presencia de 2.2 M de formaldehido.

9.3.2. Transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la

polimerasa (RT-PCR)

Una vez que se comprobd que el RNA se encontraba integro, se procedié a
determinar las condiciones 6ptimas para realizar las amplificaciones por RT-PCR
de un fragmento de la region del dominio central de MAP2.

Las concentraciones de los reactivos en la técnica de trascripcion reversa

(RT) fueron las siguientes:

Concentracion final

RNA total 10 pg (pulmédn)
5 ug (utero)
Buffer RT 50 mM Tris-HCI (pH 8.3)
75 mM KCI
3 mM MgCl;
DTT 10 mM
dNTPs 0.5 mM de cada dNTP
RTM-MLV 400 unidades
Oligo dT 50 ng

La reaccion se incubé a 37°C por 60 min. y posteriormente los productos

obtenidos se congelaron a -20°C. De la reaccién de RT, 10 pl fueron utilizados
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para la PCR con el fin de amplificar un fragmento del gen de MAP2, mientras que
los otros 10 pl del cDNA fueron utilizados para amplificar simultaneamente un
fragmento del gen de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
que se utilizd6 como un control de carga de RNA. Las secuencias de los
oligonucleétidos especificos para la amplificacion de un fragmento de MAP2
fueron 5-[GGC TGG GTG GAA GGT CTG]-3" para el oligonucleétido sentido y
5[TGG TTT TAC GGG TTG GCT G ]3° para el oligonucleétido antisentido. Estos
oligonucleétidos se disefiaron en nuestro laboratorio y limitan una secuencia del
cDNA de MAP2 de la rata desde +1982 a +2499 con respecto al sitio de inicio de
la traduccion (Kindler et al., 1990). Los oligonucleétidos utilizados para la
amplificacion de GAPDH fueron: 5-[CCT GCA CCA CCA ACT GC]-3" para el
oligonucleétido sentido y 5-[CAA TGC CAG CCC CAG CA}-3" para el
oligonucleétido antisentido. Estos oligonucledtidos limitan una secuencia de cDNA
de +517 a +969 con respecto al sitio de inicio de la traduccién (Tso et al., 1985).
Para determinar la temperatura 6ptima de amplificacion del gen de
MAP2, se realizé una amplificacion a diferentes temperaturas (54 a 60°C), con
la finalidad de conocer cual de ellas era la 6ptima de hibridacion (Tm) del
templado con los oligonucleétidos disefiados para MAP2. Como se observa en
la figura 10, la Tm fue de 62°C. También se determiné el nimero de ciclos
optimo para realizar las amplificaciones del fragmento del gen MAP2 por PCR,
éstas se llevaron a cabo a 20, 25, 30, 35 y 40 ciclos. Lo anterior llevé a realizar
la técnica de PCR a 25 ciclos, ya que con estos ciclos las amplificaciones

obtenidas se encuentran en la fase exponencial de la curva (Fig. 10).
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La reaccion de PCR (50 pl) incluyé: 10 pl del cDNA previamente sintetizado

y los reactivos utilizados en el PCR en las siguientes concentraciones:

Concentracion Final

Buffer PCR 20 mM Tris-HCI (pH=8.4)
50 mM KCI

MgCl; 1mM

dNTPs 0.2 mM

Oligo sentido 0.5 uM

Oligo antisentido 0.5 uM

TAQ DNA polimerasa (Perkin-Elmer, New Jersey) 2.5 unidades

Un control negativo sin RNA y otro sin RNA sometido a transcripcion reversa

fueron incluidos en todos los experimentos.

Después de un paso inicial de desnaturalizacién a 95°C por 5 min, la
reaccion de PCR fue realizada durante 25 ciclos. El patron de ciclos de
amplificacion para MAP2 y GAPDH fue: 95°C, 1 min; 62°C, 1 min; y 72°C, 1 min.

Un ciclo final de extension fue realizado a 72°C.

9.3.3. Electroforesis de los productos de RT-PCR

Todos los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 2% y
se tifileron con bromuro de etidio, se observaron en un transiluminador de rayos
UV y la imagen fue capturada posteriormente en una pelicula fotografica Tipo 665

con negativo (Polaroid CO., Cambridge, MA).
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Fig. 10. Determinacion de la temperatura de union de los oligonucleétidos y
del namero de ciclos de amplificaciéon para el gen de MAP2. Se realiz6 la técnica de
RT-PCR para el gen de MAP2 a partir del RNA total del hipocampo de ratas hembra
adultas ovariectomizadas tratadas con E2. La reaccion de PCR se realizd a diferentes
temperaturas 56-64°C (A) y diferente numero de ciclos (20-40) (B) y la intensidad de las
bandas del gen de MAP2 fue cuantificada por un analisis densitométrico.

9.4. Analisis inmunohistoquimico de la proteina MAP2 durante el ciclo
estral de la rata.
9.4.1. Perfusion de animales y cortes cerebrales.

Las ratas que presentaron 4 ciclos regulares consecutivos fueron

anestesiadas con pentobarbital sédico y se perfundieron por via intraventricular a
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las 12 h y 19 h de cada dia del ciclo estral con 250 ml de de solucién salina (0.9%)
seguido por una solucién fijadora de paraformaldehido (10%) amortiguador de
fosfatos (0.1 M a pH 7.4). Los cerebros fueron removidos y se dejaron en la
solucion fijadora por 24 h, después se transfirieron sucesivamente a gradientes de
sacarosa (20% y 30%) en amortiguador de fosfatos 0.1 M por 24 h.
Posteriormente se obtuvieron cortes coronales de 40 pym utilizando un criostato y
fueron procesados para realizar la tincion de Nissl o para realizar la

immunohistoquimica.

9.4.2. Inmunohistoquimica.

Para realizar la técnica inmunohistoquimica para MAP2, se realiz6 primero la
tincion de Nissl (Violeta de cresilo 0.1%) en 6 cortes cerebrales de cada una de las
ratas obtenidos a las 12 y 19 h en los diferentes dias del ciclo estral, para
determinar si el tejido presentaba las condiciones para realizar la técnica
inmunohistoquimica.

Los cortes obtenidos a los que se les realizé la técnica inmunohistoquimica
se dejaron durante 30 min en una soluciéon de permeabilizaciéon y bloqueo de
peroxidasas enddgenas que contenia 0.25% triton X-100 y 0.3% H,0; disueltos en
amortiguador de fosfatos y salina (PBS). Al terminar este tiempo los cortes se
dejaron bloqueando en albumina-PBS durante 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente los cortes se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-MAP2
(3 pg/ml, clone AP20, Boehringer, Mannheim) durante 24 h a 4°C. Después de
este tiempo, los cortes se lavaron dos veces durante 5 min con PBS y se

incubaron con el anticuerpo secundario IgG anti-ratén (1:500) durante 2 h a
52



temperatura ambiente. Una vez concluida la incubacion, los cortes se lavaron 2
veces mas con PBS y se incubaron con el reactivo avidina/biotina (AB) (Vector,
Burlingame, CA) durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente la actividad
de la peroxidasa fue revelada con 3,3 tetrahidrocloruro de diaminobenzidina como
sustrato. Los controles negativos consistieron en eliminar el anticuerpo primario

del procedimiento.

9.4.3. Analisis de la distribucion de MAP2 por inmunohistoquimica.

Cada uno de los cortes cerebrales de cada un de los dias del ciclo estral fue
analizado utilizando un microscopio Nikon Eclipse E600 (Melville, NY). Cada uno
de los cortes fue observado a 100x, 200x, 400x y 1000x , en 3 diferentes campos
del hipocampo y la corteza cerebral de cada una de los cortes durante los
diferentes dias del ciclo estral y se observo el patron de las ramificaciones que

fueron marcadas por el anticuerpo anti-MAP2.

9.5. Determinacion de las concentraciones séricas de E2 y P4 por

radioinmunoanalisis.

Las concentraciones séricas de E2 y P4 se determinaron mediante
radioinmunoensayo (Camacho-Arroyo et al. 1998a), utilizando el kit Coat-A-Count
(Diagnostics Products Corporation) con base en la técnica de fase sélida con '?°l,
siguiendo el protocolo del fabricante. La sensibilidad de este método para la
deteccion del E2 fue de 5 pg/ml y de 0.2 ng/ ml para la P4. Los coeficientes de

variacion intra e inter ensayo fueron de 5.3 y 8% para el E2; y de 6.5 y 10% para la

P4, respectivamente.
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9.6. Analisis de resultados de Western blot y RT-PCR

La intensidad de las bandas de MAP2 y tau en los experimentos de
Western blot, asi como la de las bandas de MAP2 y GAPDH en los experimentos
de RT-PCR fue cuantificada por un analisis densitométrico mediante el programa
"Scion Image program for Windows" (2000 Scion Corporation, NIH, USA). La
expresion del gen de MAP2 y de las proteinas MAP2 y TAU fue normalizada
respecto a los valores obtenidos de GAPDH y de a-tubulina respectivamente
debido a que las concentraciones de E2 y P4 utilizadas en este trabajo no
modifican la expresion del gen de GAPDH ni de la proteina a-tubulina (Guerra-
Araiza et al. 2000; Ferreira et al., 1990; . El analisis estadistico de los datos se
realizé mediante la prueba de Analisis de Varianza de una sola via seguida por
una prueba de t de Student para los resultados obtenidos de los animales OVX y
tratados con E2 y P4 y de Tukey para los resultados obtenidos durante el ciclo
estral. El programa "Prism 2.01" (Graph Pad, CA) fue utilizado para obtener los

valores de probabilidad.
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RESULTADOS

10.1. Efectos del estradiol y de la progesterona en el contenido de MAP2

y Tau en el hipocampo y la corteza cerebral de la rata

En todos los experimentos de Western blot las formas de MAP2 de alto
peso molecular correspondientes a MAP2A y MAP2B (270-280 kDa) fueron
detectadas en el hipocampo y la corteza frontal.

En el hipocampo de la rata, un efecto dependiente de la dosis de E2 y P4,
sobre el contenido de MAP2 fue observado (Fig. 11). En las ratas tratadas con el
vehiculo, el contenido de MAP2, fue bajo y se incrementé con las diferentes dosis
de E2 y P4. Un incremento significativo (144, 165, y 159% sobre el vehiculo) en el
contenido de MAP2 se observé con las dosis de 2.5, 5.0 y 10.0 ug/100 g de peso
corporal, de E2 en el hipocampo (Fig. 11A). La P4, aunque tuvo un efecto menor
que el E; también presentdé un efecto dosis dependiente ya que incrementé el
contenido de MAP2 en el hipocampo (62, 64, y 67%) respecto al control con las
dosis de 0.2, 0.4 y 0.8 mg/100 g de P4 respectivamente (Fig. 11A). Por otro lado,
ni el E2 ni la P4 modificaron el contenido de MAP2 en a corteza frontal (Fig.11B).

Las dosis de E2 y P4 que presentaron maximo efecto en los niveles de
MAP2 fueron escogidas para evaluar los efectos combinados de estos esteroides.

El contenido de MAP2 aument6é significativamente (130, 118 y 125%)
después de los tratamientos con E2, P4, y E2+P4, respectivamente comparados
con el vehiculo en el hipocampo de la rata (100%) (Fig. 12A). Por el contrario no
se observaron cambios significativos en el contenido de MAP2 en la corteza frontal

después de los tratamientos hormonales (Fig. 12B). De manera interesante se
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observé que el contenido basal de MAP2 en el hipocampo de los animales

tratados con vehiculo fue menor comparado con el de la corteza frontal (Fig. 12).
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Fig.11. Contenido de la proteina MAP2 en el hipocampo y en la corteza frontal
de la rata después de la administracion de diferentes dosis de E2 y P4. Se muestra
un experimento representativo de Western blot de MAP2 de la fraccion citosélica
termoestable del hipocampo (A) y de la corteza frontal (B) de ratas adultas
ovariectomizadas y sacrificadas 24 h después del tratamiento con vehiculo (V), 17B-
estradiol (E2) (1.0, 2.5, 5.0 y 10.0 pg/100 g de peso corporal), y P4 (0.1, 0.2, 0.4 y 0.8
mg/100 g). Los histogramas muestran el analisis densitométrico del contenido de la

proteina MAP2 de cada tratamiento (media + E.S.) (n=3) *p<0.05 comparada con V.
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Fig. 12. Expresion de la proteina MAP2 en el hipocampo y en la corteza frontal
de la rata después del tratamiento con E2 y P4. Western blot representativo de MAP2
(280 kDa) y tubulina (50 kDa) realizado a partir de la fraccion citosoélica termoestable del
hipocampo (A) y de la corteza frontal (B) de ratas ovariectomizadas 24 h después del
tratamiento con V, E2 (5 ng/100g de peso corporal), P4 (0.4 mg/100g) y E2+P4 (5 pg + 0.4
mg/100 g) (parte superior). El analisis densitométrico del contenido de la proteina MAP2 se
muestra en la parte inferior. El contenido de MAP2 fue normalizado respecto al de tubulina.
Media+ E.S. (n=5). *P<0.05 comparado con V.

En el caso de la proteina Tau no se observaron modificaciones
significativas después de los tratamientos con los esteroides ni en el hipocampo ni

en la corteza frontal (Fig. 13).
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Fig. 13. Expresion de la proteina tau en el hipocampo y en la corteza frontal
de la rata después del tratamiento con E2 (5 ng/100g de peso corporal) y P4 (0.4
mg/100 g peso corporal). Se muestra un experimento representativo de Western blot de
Tau (45-65 kDa) y a-tubulina (50 kDa) a partir de la fraccion citosoélica termoestable del
hipocampo (A) y de la corteza frontal (B) de ratas ovariectomizadas tratadas como se
sefialé en la Fig. 12. El analisis densitométrico de la expresion de la isoforma de mayor
peso molecular se muestra en el panel de la derecha. El contenido de tau fue normalizado

respecto al contenido de a-tubulina. Media+ E.S. (n=5) p<0.05.

10.2. Expresion del mRNA de MAP2 en el hipocampo y la corteza

cerebral de la rata.

En todos los experimentos de RT-PCR se observaron bandas unicas de
517 y de 453 pb que correspondieron a los fragmentos esperados de los genes de
MAP2 y GAPDH respectivamente (Fig. 14). No se observaron bandas de
amplificacion en los controles negativos y la expresién del gen de MAP2 no se
modifico significativamente después de 24 h (Fig. 14). A tiempos mas cortos (6 h
y 12 h) tampoco hubo modificaciones en los niveles de RNAm de MAP2 después
del tratamiento con los esteroides (Fig. 15). En la corteza frontal se observé una

menor expresion del gen de MAP2 con respecto al hipocampo, sin embargo
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ninguno de los tratamientos hormonales modifica la expresion de esta a las 6, 12 6

24 h después del tratamiento (Fig. 16 y 17).
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Fig. 14. Expresion del gen de MAP2 en el hipocampo de la rata 24 h después
del tratamiento con E2 y P4 Se muestra un experimento representativo de un RT-PCR
simultaneo de MAP2 y GAPDH realizado a partir del RNA total del hipocampo de ratas
ovariectomizadas y tratadas como se sefial6 en la Fig. 12. Marcadores de peso molecular
de 100 pb (PM) (panel izquierdo). El analisis densitométrico de la expresion del gen de
MAP2 se muestra en el panel de |la derecha. La expresion del gen de MAP2 fue corregida
con base en la obtenida para GAPDH. Los resultados estan expresados como Media +
E.S (n=5).
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Fig. 15. Andlisis densitométrico de la expresion del gen de MAP2 en el
hipocampo a las 6 h (A) y 12 h (B), después de los tratamientos de E2 y P4. Los
animales fueron tratados como en la Fig. 2. La expresion del gen de MAP2 fue corregida con
base en la expresion obtenida para GAPDH. Los resultados estan expresados como Media +
E.S. (n=5).
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Fig. 16. Expresion del gen de MAP2 en la corteza cerebral de la rata 24 h
después de los tratamiento con E2 y P4. Se muestra un experimento representativo de
un RT-PCR simultaneo de MAP2 y GAPDH realizado a partir del RNA total de la corteza
cerebral de ratas ovariectomizadas y tratadas como se sefialé en la Fig. 12. Marcadores
de peso molecular de 100 pb (PM) (panel izquierdo). El analisis densitométrico de la
expresion del gen de MAP2 se muestra en el panel de la derecha. La expresién del gen
de MAP2 fue corregida con base en la obtenida para GAPDH. Los resultados estan

expresados como Media + E.S (n=5).
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Fig. 17. Analisis densitométrico de la expresion del gen de MAP2 en la corteza
cerebral alas 6 h (A) y 12 h (B), después de los tratamientos de E2 y P4. Los animales
fueron tratados como en la Fig. 12. La expresion del gen de MAP2 fue corregida con base en
la expresion obtenida para GAPDH. Los resultados estan expresados como Media + E.S.
(n=5).

10.3. Contenido de MAP2 y Tau en el hipocampo y la corteza cerebral de

la rata durante el ciclo estral

Durante el ciclo estral, los resultados mostraron que el contenido de la
proteina MAP2 en el hipocampo de la rata fue mayor durante el proestro
manteniéndose altos en el estro y el metaestro y disminuyendo en el diestro (Fig.

18. A), sin presentar cambios en la corteza frontal (Fig. 18 B).
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Fig. 18. Expresion de la proteina MAP2 en el hipocampo y en la corteza frontal
durante el ciclo estral de la rata. Western blot representativo de MAP2 (280 kDa) y
tubulina (50 kDa) realizado a partir de la fraccién citosélica termoestable del hipocampo (A) y
de la corteza frontal (B) de ratas sacrificadas a las 12 h del ciclo estral (lado izquierdo).

Diestro (D), proestro (P), estro (E) y metaestro (M). El analisis densitométrico del
contenido de la proteina MAP2 en cada fase del ciclo estral se muestra en el lado derecho.
El contenido de MAP2 fue normalizado respecto al de a-tubulina. Media+ E.S. (n=5).

*P<0.05 comparado con el diestro (D).

Al evaluar la expresion de la proteina Tau en el hipocampo (Fig. 19A) y la
corteza frontal (Fig. 19B) de la rata durante el ciclo estral los resultados obtenidos

mostraron que no hay cambios significativos en la expresion relativa y que esta se
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encuentra entre 1.8 y 2.1 en cualquiera de las regiones cerebrales estudiadas (Fig.

19).
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Fig. 19. Expresion de la proteina Tau en el hipocampo y en la corteza frontal
durante el ciclo estral de la rata. Western blot representativo de Tau y tubulina (50 kDa)
realizado a partir de la fracciéon citosolica termoestable del hipocampo (A) y de la corteza
frontal (B) de ratas sacrificadas a las 12 h de cada dia del ciclo estral (lado izquierdo).
Diestro (D), proestro (P), estro (E) y metaestro (M). El analisis densitomeétrico del contenido
de la proteina MAP2 en cada fase del ciclo estral se muestra en el lado derecho. El
contenido de MAP2 fue normalizado respecto al de a-tubulina. Mediat+ E.S. (n=5). *P<0.05

comparado con el diestro (D).
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10.4. Distribucion de la proteina MAP2 en el hipocampo de la rata
durante el ciclo estral

Durante el ciclo estral en el proestro y el diestro, la inmunotinciéon para MAP2
fue observada en todas las regiones del hipocampo (Fig. 20).

En el diestro cuando las concentraciones de E2 y P4 fueron menores (Tabla
1), MAP2 fue localizada en las dendritas del estratum radiatum donde las
dendritas fueron rectas y paralelas y practicamente ausente en las dendritas
apicales cercanas a los somas piramidales en la region CA1 (Fig. 20 A-C).
Durante el proestro se observaron cambios evidentes en la inmunotincién de
MAP2 en la region de CA1, cuando la concentracion de E2 fue mayor (Tabla 1)
respecto al diestro. En este dia las dendritas fueron mas gruesas y con una
estructura en forma de rosario a lo largo del estratum radiatum de la regién de
CA1 (Fig. 20 D-F). Esta forma de rosario se debe a que en la misma dendrita se
presentan zonas de engrosamiento y adelgazamiento alterno. En el estro y el
metaestro en la region CA1 (Fig. 21), la inmunotincion de MAP2 fue similar a la
observada durante el proestro aunque la estructura dendritica en el estratum
radiatum mostrd la presencia de ramas gruesas y una disminucioén en la presencia
de ramas delgadas tanto en el estro y metaestro (Fig. 21 A-C).

En la region CA3 del hipocampo, las dendritas presentan una apariencia mas
gruesa y son cortas en comparacion con las de la region CA1. Este patron es
similar en los diferentes dias del ciclo estral. La inmunotincion fue similar en los

diferentes dias del ciclo estral Fig. 22.
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DIESTRO PROESTRO

Fig. 20. Distribucién de MAP2 en el hipocampo durante el diestro y proestro a
las 12 h. Un incremento en la inmunotincion de MAP2 se muestra en el proestro (D-F)
comparado con el diestro (A-C) (n=5). Durante el proestro los somas de las células
piramidales de CA1 muestran una agregaciéon de MAP2 en las dendritas apicales a
diferencia del diestro (B y E) (flechas y flecha curva). Este detalle se muestra en los
insertos en B y E (1000x). Durante el proestro, también se encontraron dendritas con
apariencia de cuentas de rosario que se muestran en F (flechas) las cuales incluso
presentan una tincion mas intensa respecto al diestro y con ramificaciones abundantes
(cabezas de flecha y flecha curva en F). En el diestro se muestra un patrén de
ramificaciones dendriticas delgado (C) (flechas y flecha curva). Barras = 100 um (A, D) y
10 um en los insertos. P= stratum pyramidale; SR = stratum radiatum; SM = stratum
lacunosum-moleculare. Cada micrografia es representativa de 5 animales independientes.
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ESTRO METAESTRO

Fig. 21. Distribucién de MAP2 en el hipocampo de la rata durante el estro y el
metaestro a las 12 h. La distribucion de MAP2 se muestra en el estro (A-C) comparado
con el metaestro (D-F) (n=5). La imunotincién es similar a la observada en el proestro y
las dendritas observadas en el estro y metaestro presentan una apariencia mas gruesa.
(flechas) (B y E). La abundancia de las ramificaciones en el estro y metaestro es menor a
la observada en el proestro (Fig. 20. F) y estas son mas delgadas (inserto en C y F)
(flechas y flecha curva). Barras= 100 um (A) y 10 um (insertos) P= stratum pyramidale; SR
= stratum radiatum; SM = stratum lacunosum-moleculare. Cada micrografia es
representativa de 5 animales independientes.
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FIG. 22. Expresion de la proteina MAP2 en la regién CA3 del hipocampo del
rata durante el estro y el metaestro a las 12 h. La inmunotincién para MAP2 durante el
estro (A y B) y metaestro (C y D) mostré una agregacion hacia las dendritas apicales del
estratum radiatum (SR) las cuales a mayor aumento (200 X) se observan gruesas y cortas
tanto en el estro (B) como en el metaestro (D). Barras= 100 um (A) y 50 um (B). P=
stratum pyramidale; SO= stratum oriens; SR = stratum radiatum. Cada micrografia es

representativa de 5 animales independientes.

Los resultados obtenidos de los animales sacrificados a las 19 h durante el
ciclo estral, mostraron que en la regién CA1 la inmunotincion de MAP2 durante el
proestro presentd un ligero aumento en el estratum radiatum de CA1 en
comparacion con los demas dias del ciclo estral (Fig. 23).

El andlisis a mayor aumento (200X y 400X) en el estratum radiatum de CA1

durante los diferentes dias del ciclo estral, mostré que las dendritas son gruesas y
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con ramificaciones abundantes tanto en el diestro como en el proestro, (Fig. 23. C

y F respectivamente (insertos 1000x)).

DIESTRO PROESTRO

Fig. 23. Distribucién de MAP2 en la regién CA1 en el diestro y el proestro a
las 19 h. Un incremento en la inmunotincion de MAP2 fue observado en el proestro (D-F)
comparado con el diestro (A-C). Durante el diestro y el proestro se observaron dendritas
gruesas y rectas y las dendritas apicales de las neuronas piramidales presentaron
agregacion de MAP2, (A y B. D y E respectivamente). En el estratum radiatum (SR), las
dendritas gruesas presentan abundantes ramificaciones delgadas que se observan en
ambos dias del ciclo estral a mayor aumento (1000X) (flechas en B-C y E-F). Barras= 100
um y 10 um (insertos). P= stratum pyramidale; SO= stratum oriens; SR = stratum
radiatum; SM = stratum lacunosum-moleculare. Cada micrografia es representativa de 5
animales independientes.
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Durante el estro y el metaestro (Fig. 24) se observé la presencia de ramas
gruesas sin embargo, las ramificaciones provenientes de éstas, son menos
abundantes que en los otros dias del ciclo estral lo cual se muestra a mayor

aumento en los insertos (1000x) enla Fig. 24 Cy F.

ESTRO METAESTRO

Fig. 24. Distribucion de MAP2 en la regién CA1 del hipocampo en el estro y
el metaestro a las 19 h. Durante el estro y el metaestro las dendritas de la region CA1
son en apariencia gruesas (inserto en C) (flechas). En el estratum radiatum (SR), las
dendritas gruesas muestran pocas ramificaciones y delgadas en ambos dias del ciclo
estral lo cual se muestra en un analisis a mayor aumento (1000X). Barras= 100 um y 10
um en insertos. P= stratum pyramidale; SO= stratum oriens; SR = stratum radiatum; SM =
stratum lacunosum-moleculare. Cada micrografia es representativa de 5 animales
independientes (B y E aumento a 200X).
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Al igual que a las 12 h en CA3 no hubo cambios en la inmunotincion de MAP2 a lo

largo del ciclo estral (Fig. 25).
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Fig. 25. Distribucion de MAP2 en la regién CA3 del hipocampo de la
rata durante el estro (A-B) y durante el metaestro (C y D) a las 19 h. La inmunotincién
para MAP2 durante el estro (A y B) y metaestro (C y D) mostré una agregacién hacia las
dendritas apicales del estratum radiatum (SR) las cuales a mayor aumento (200 X) se
observan gruesas y cortas tanto en el estro (B) como en el metaestro (D). Escalas 100 um
(A) y 50 um (B). P= stratum pyramidale; SO= stratum oriens; SR = stratum radiatum. Cada
micrografia es representativa de 5 animales independientes.
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10.5. Concentraciones séricas de E2 y P4 durante el ciclo estral

Las concentraciones séricas de E2 y P4 obtenidas a las 12 h de cada dia del
ciclo estral por radioinmunoanalisis se encuentran en la tabla 1, donde se muestra
un aumento significativo en la concentracién de E2 en el proestro (57.03 + 6.38
pg/ml) respecto a los demas dias del ciclo estral. Un aumento significativo en la
concentracion de P4 se registré en el metaestro (14.58 + 2.40 ng/ml) a diferencia

de los demas dias del ciclo estral.

TABLA 1. Concentraciones séricas de E2 y P4 durante el ciclo estral.

Estradiol Progesterona

(pg/mi) (ng/mli)
Diestro 12.95 + 1.80 4.84 +1.10
Proestro 57.03 + 6.38" 7.50 +0.80
Estro 15.23 + 2.61 6.49 + 3.38
Metaestro 14.34 + 2.95 14.58 + 2.40*

Los datos representan la media + ES de 5 animales/grupo (12 h). *p<0.05

comparado con los otros dias del ciclo estral.
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XI. DISCUSION

11.1. Regulacién tejido-especifica del contenido de la proteina MAP2
por estradiol y progesterona y durante el ciclo estral de la rata
En este trabajo se determindé que el E2 y la P4 regulan la expresion de

MAP2 en el hipocampo de la rata. Las dosis empleadas en este trabajo fueron
elegidas debido a que en trabajos previos se habian utilizado como inductoras de
espinas dendriticas in vivo y por que producen concentraciones séricas similares a
las reportadas durante el dia del proestro del ciclo estral (Gould y Woolley, 1990;
Guerra-Araiza et al., 2000).

Diversos estudios in vitro empleando diferentes tipos de cultivos celulares
neuronales han mostrado que el E2 y la P4, modifican la morfologia neuronal al
regular la expresion de las proteinas MAPs (Ferreira et al., 1991; Lorenzo et al.,
1992; Shah et al., 2003). Sin embargo, los efectos del E2 y la P4 in vivo sobre la
expresion de las proteinas MAPs en el sistema nervioso central de la rata han sido
poco estudiados (Gazzalley et al., 1996; Matsuno et al., 1997).

Los resultados obtenidos mostraron que existe una regulacion de MAP2 por
el E2 y la P4 regién-especifica ya que en el hipocampo se observo un aumento en
el contenido de MAP2, no asi en la corteza frontal donde ni el E2 ni la P4 tuvieron
efectos significativos. Estos datos sugieren que existen factores que son
especificos de cada tejido, que son regulados por el E2 y la P4 y que pueden
participan en la regulacion de MAP2. Entre los mejor caracterizados se encuentra
el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) el cual es regulado por el E2 y la
P4 en el hipocampo pero no en la corteza frontal de la rata (Gibbs, 1999).

Respecto a la regulacion de MAP2, se conoce que el factor de crecimiento similar
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a la insulina (IGF-1) al actuar sobre su receptor induce la expresién de MAP2 en
cultivos celulares de células hipotalamicas (Duenas et al., 1996) y se ha reportado
que el E2 aumenta la expresiéon del mRNA del IGF-1 en células de hipocampo
inmortalizadas (Shingo y Kito, 2003).

Lo anterior sugiere que la regulacion de MAP2 por el E2 y la P4 en el
hipocampo puede estar relacionada con la presencia de estos factores
neurotroficos. Por otro lado, se ha reportado que la serotonina es uno de los
neurotransmisores que puede regular la expresion de MAP2 al unirse a su
receptor (Whitaker-Azmitia et al., 1995). En relacion con lo anterior se conoce que
el tratamiento con el E2 y la P4 a dosis que producen niveles séricos similares a
los que se presentan en el proestro incrementan la expresion del RNAm del
receptor a serotonina en el hipocampo pero no en la corteza frontal (Birzniece et
al., 2002).

Considerando que el E2 y la P4 presentan una influencia importante en la
morfologia del hipocampo aumentando el nimero de espinas dendriticas hasta en
un 30% en la region CA1 del hipocampo en el proestro (Woolley y McEwen, 1990;
Woolley y McEwen, 1993; Warren et al., 1995), en este trabajo se determiné la
expresion de la proteina MAP2 durante el ciclo estral observandose que el
contenido de MAP2 aumenté significativamente en el proestro.

Este aumento se mantiene durante el estro y el metaestro, lo cual podria
estar relacionado con un efecto a largo plazo (24-48 h) del E2 y la P4 cuya
concentracion aumenta significativamente en el proestro. Este efecto sostenido se
relaciona con el aumento observado en los animales ovariectomizados y tratados

con E2 durante 2 dias lo cual se demostré en la primera parte de este trabajo. Sin
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embargo, considerando que existe una disminuciéon significativa de espinas
dendriticas durante el estro, otras proteinas pueden estar involucradas en la
dinamica de las espinas dendriticas durante el ciclo estral (Kaech et al., 2001;

Milner et al., 2003).

11.2. Regulacion diferencial de la expresion del gen (mRNA) y de la
proteina MAP2 en el hipocampo de la rata por el estradiol y la
progesterona

Los resultados obtenidos respecto al incremento en el contenido de MAP2
por el E2 y la P4 en el hipocampo no se acompafan con un aumento en la
expresion del RNAm de MAP2, lo cual sugiere que la regulacién de MAP2 ocurre a
nivel postranscripcional. Es interesante mencionar que el gen de MAP2 no
presenta en su secuencia elementos de respuesta a E2 o P4 (Kastner et al., 1990;
Kindler et al., 1990). Un efecto similar ha sido previamente observado en la
regulacion de la subunidad R1 del receptor a (NMDA) por el E2 en células
piramidales de CA1 (Gazzaley et al., 1996).

El aumento en la expresion de MAP2, puede deberse también a un
aumento en la traduccién local de MAP2 inducida por el E2 y la P4 ya que el
RNAmM de MAP2 es uno de los pocos mensajeros que se presentan en las
dendritas y existen evidencias de un incremento localizado de MAP2 inducido por
la activacién sinaptica debido en parte a la sintesis local de proteinas (Steward et

al., 1999; Langnaese, et al., 1999).
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11.3. Distribucion diferencial de la proteina MAP2 en el hipocampo

durante el ciclo estral de la rata

Considerando que los efectos mas importantes del E2 y la P4 en el
hipocampo de la rata ocurren en las dendritas apicales de la regién CA1 en el
estratum radiatum (Woolley y McEwen, 1990; Woolley y McEwen, 1993; Leranth et
al., 2004) era importante conocer si existia una distribucion diferencial de la
expresion de MAP2 en el hipocampo debido a los efectos localizados del E2 y la
P4.

Pocos estudios han sido realizados respecto a la morfologia o actividad
sinaptica a diferentes tiempos durante un mismo dia del ciclo estral en el
hipocampo de la rata (Luquin et al., 1992; Shors et al., 1998).

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que durante el proestro
la inmunotincién de las dendritas es mayor y éstas son en apariencia mas gruesas
y con mayor numero de ramificaciones respecto a los demas dias del ciclo estral a
las 12 h. En algunos sitios del stratum radiatum incluso se observaron dendritas en
forma de rosario que se conoce tienen una participacién importante en el
establecimiento de contactos sinapticos ya que aumentan la posibilidad de la
presencia de ellos (Amaral y Witter, 1995). Este aumento en la inmunotincion,
correlaciona con el aumento en la expresion de MAP2 observado mediante la
tecnica de Western blot de los animales sacrificados a las 12 h, este aumento
puede también estar relacionado con el aumento en la concentracion de E2
determinada mediante radioinmunoanalisis, la cual fue mayor durante el proestro

respecto a los demas dias del ciclo estral.
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A las 19 h durante los diferentes dias del ciclo estral se observé que la
inmunotincién de MAP2 es similar a la observada durante el proestro a las 12 h,
sin embargo, las ramificaciones observadas durante el diestro aparentemente
aumentan respecto a las 12 h y este aumento se mantiene hasta la tarde del
proestro, a diferencia de lo que ocurre en el estro y el metaestro de las 12y 19 h
donde se observd una disminucién de las ramas dendriticas, aunque las que
probablemente son ramas primarias son en apariencia mas gruesas. Estos datos
pueden estar relacionados con los reportados por Leranth y col. (2002), en donde
al evaluar el diametro de las dendritas primarias de monos hembra
ovariectomizados éste fue mayor respecto a las hembras ovariectomizadas y
tratadas con E2, no asi en el diametro de las ramas secundarias.

En la regién CA3, tanto en los animales sacrificados a las 12 h como a las
19 h, se observé que las dendritas son gruesas y cortas hacia el inicio del
estratum radiatum a lo largo del ciclo estral. Este patrén de inmunotincion es
similar al reportado en ratas macho donde las ramas de las neuronas piramidales
se encuentran intensamente tefidas (De Camilli et al., 1984; Matus, 1988; Arias et
al., 1997). Esta region del hipocampo no presenta modificaciones en el nimero de
espinas dendriticas ni en el nimero de ramas en el estratum radiatum o en el
estratum oriens por el E2 y la P4 ni durante el ciclo estral (Gould et al., 1990;
Woolley et al., 1990; Woolley y McEwen, 1993), lo que demuestra el efecto

regional especifico que presentan el E2 y la P4 en el hipocampo.
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11.4. Regulacion de la proteina Tau en el hipocampo por el E2 y la P4
y durante el ciclo estral

La expresion de Tau que es una proteina que preferencialmente se
encuentra en axones, no se modificé por el tratamiento con el E2 o P4 o durante el
ciclo estral en el hipocampo o la corteza frontal.

A diferencia de los resultados obtenidos en este estudio, Ferreira y Caceres
(1991) han demostrado que el E2 incrementa el contenido de la proteina Tau en
cultivos de neuronas hipotalamicas, sin embargo solo una de las isoformas de Tau
(58 kDa), fue observada, a diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo
en donde se detectaron todas las isoformas de Tau. Por otro lado, se ha propuesto
que uno de los mecanismos por los que ocurre la plasticidad neuronal mediada
por esteroides y la interaccion de éstos con MAPs, involucra la presencia de una
region hidrofobica y polar en el extremo N-terminal de estas, la cual esta ausente
en la proteina TAU (Murakami et al., 2000; Laurine et al., 2003).

Como se menciond anteriormente, Tau presenta varias modificaciones
postraduccionales entre las que se encuentra la fosforilacién e incluso para esta
condicion se ha reportado que el E2 no modifica el estado de fosforilacion en

extractos de cerebro de rata (Papazosamenos et al., 1997).

11.5. Mecanismos de regulacién de la expresion de MAP2 por E2 y P4
Los efectos del E2 y la P4 en la regulacion del contenido de MAP2 puede

involucrar tanto mecanismos gendmicos como no genémicos. Aun cuando el
hipocampo expresa poca abundancia de los RE varias evidencias indican que la

isoforma 3 es la mas abundante en la region CA1 del hipocampo. La isoforma o ha
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sido localizada preferencialmente en el nucleo de las interneuronas y en sitios
extranucleares particularmente en las espinas dendriticas en CA1, lo cual sugiere
que el RE puede participar en los cambios de la morfologia dendritica (Shugrue et
al., 1997, Alves et al., 2000; Milner et al., 2001). La presencia de las isoformas del
RP (RPA y RPB), también ha sido documentada en las regiones estudiadas en
este trabajo (Camacho-Arroyo et al., 1998a; Guerra-Araiza et al., 2000). La
participacion de los receptores a hormonas esteroides en la regulacion de MAP2
ha sido demostrada por Duefias y col (1996) en la que demostré que el
antagonista del RE, ICI 182780 disminuye el nimero de neuronas inmunopositivas
a MAP2 en cultivos de neuronas hipotalamicas asi como también la extensiéon de
los procesos neuronales inmunopositivos a MAP2. Sin embargo, un mecanismo
indirecto mediado por el E2 y la P4 en la induccién de MAP2, esta relacionado con
la activacion de los receptores a NMDA los cuales se conocen presentan una
participacion importante en los cambios de la citoarquitectura neuronal observados
durante la potenciacién a largo plazo y el crecimiento de las neuritas (Durand et
al., 1996), lo que involucra directamente a los elementos del citoesqueleto. Lo
anterior esta reforzado por estudios de Woolley y McEwen (1994), en los que
emplearon antagonistas del receptor a NMDA y observaron que los efectos
inductores del E2 en la densidad de espinas dendriticas son inhibidos con estos
antagonistas. Estos mismos resultados han sido reportados por Segal y Murphy
(1996) en cultivos primarios de hipocampo.

Recientemente, se ha propuesto un mecanismo que regula la funcion de
MAP2 por la interaccion directa de los esteroides con la proteina. Este trabajo

demostrd que la dehidroepiandrosterona un precursor de la testosterona y del E2
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se une MAP2C mediante interacciones hidrofébicas y polares que se establecen
unicamente en el extremo N-terminal de las MAPs, el cual comparten todas las
isoformas de MAP2 pero no Tau, por lo que los esteroides ademas de la
interaccion con su receptor especifico pueden participar en la plasticidad cerebral

al asociarse a elementos del citoesqueleto (Laurine et al., 2003).
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XIl. CONCLUSION

Los cambios en el contenido y la distribucién neuronal de MAP2 estan
involucrados en las modificaciones morfologicas de las dendritas de la region CA1
del hipocampo de la rata y estos cambios estan relacionados con las
concentraciones de estradiol y progesterona tanto en condiciones de reemplazo

hormonal como durante el ciclo estral.
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XIl. PERSPECTIVAS
*Conocer el patrén de distribucién de MAP2 en la rata macho y compararlo

con el de las hembras

*Estudiar los mecanismos celulares por los cuales el E2 y la P4 regulan el

contenido de MAP2.

*Conocer si el aumento en el contenido de MAP2 debido al E2 y P4

depende de un aumento en la sintesis de la proteina o a una disminucién en la

degradacion.

*Determinar el efecto de la administracion tanto aguda como crénica del E2

y la P4 en la expresion de MAP2 en ratas ancianas de 20 a 24 meses de edad.
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ABSTRACT: The molecular mechanisms involved in the regula-
tion of synaptic plasticity and neuroprotection by estradiol (E3)
and progesterone (P4) are unknown. Because these processes
involve changes in cytoskeleton organization, we studied the
effects of E; and P4 in the expression of two cytoskeletal pro-
teins: microtubule associated protein 2 (MAP2) and tau in the
hippocampus and the frontal cortex of ovariectomized adult
rats. While tau expression was unaffected by Ez and P4, an in-
crease in MAP2 protein content in the hippocampus but not in
the cortex was observed after E; and P4 treatments. Interest-
ingly, these steroids did not modify MAP2 mRNA content in the
hippocampus. These data suggest that MAP2 is involved in the
structural changes induced by E; and P4 in the rat hippocam-
pus, and that MAP2 expression is regulated by these steroid
hormones at a postranscriptional level.

© 2002 Elsevier Science Inc. All rights reserved.

KEY WORDS: Estradiol, Progesterone, Hippocampus, MAP2,
Tau, Cytoskeleton.

INTRODUCTION

Estradiol (E;) and progesterone (Py) participate in the regulation
of several functions of the brain [3.23]. It has been reported that E;
increases the density of dendritic spines and induces the formation
of excitatory synapses in the rat hippocampus [14,36], thus mod-
ulating long-term potentiation [6,35]. E; enhances compensatory
sprouting in response to entorhinal cortex lesion, and a replace-
ment therapy based on estrogens reduces the risk of Alzheimer's
disease (AD) [10]. An acute (5h) Py treatment enhances the den-
dritic spine formation in the rat hippocampus induced by E, [14].
P, also diminishes neuronal loss produced by ischemia in the cat
hippocampus [13]. The combined treatment of E, and Py has a
neuroprotective role against damage induced by intrahippocampal
colchicine infusions in the rat [34].

The neuronal cytoskeleton is prominent in the development of
neuritic processes, polarity, and in the establishment and mainte-
nance of synaptogenesis. Microtubules and their associated pro-
teins (MAPs) play a significant role in the promotion of neurite
extension, the induction of distinctive morphology between ax-
ons and dendrites [29], neuronal plasticity and neurodegeneration

[2].

In the adult brain two high molecular mass protein (280 kDa),
MAP2a and MAP2b, have been identified in dendrites and
neuronal cell bodies where they are mainly associated with mi-
crotubules [2,21], as well as with actin in spines and postsynaptic
densities [9.19]. Tau protein consists of a family of developmen-
tally regulated polypeptides (45-55 kDa), preferentially located in
axons, which have been involved in the formation of neurofibril-
lary tangles in AD |2].

Because the molecular mechanisms involved in the regulation of
synaptic plasticity and neuroprotection by E; and Py are unknown,
and these processes may involve the participation of cytoskeletal
proteins such as MAP2 and tau, the aim of the present study was to
evaluate whether E; and Py, modify the expression of these proteins
in the rat hippocampus and the cerebral cortex in vivo.

MATERIALS AND METHODS
Surgery and Hormone Trearments

Eighty adult female Wistar rats (220-250 g) were maintained
under a 12:12h light:dark cycle (lights on at 0600 h) with food
and water ad libitum. Animals were ovariectomized under ke-
tamine (Galen, S.A. México) anesthesia (80 mg/kg). Two weeks
later they were randomly assigned (n = 5) to the following s.c.
treatments: (1) daily administration of vehicle (corn oil) for 2 days,
(2) E; (1.0, 2.5, 5.0 or 10.0 1g/100g) for 2 days, (3) Py (0.1,
0.2, 0.4 or 0.8 mg/100g), and (4) E> (5.0 £g/100 g) administered
as above followed by Py (0.4mg/100g) on day 3. These steroid
doses produce similar physiological serum levels to those found
on proestrus day. Twenty-four hours after the last dose the hip-
pocampus and the frontal cerebral cortex were excised according
to the Atlas of Paxinos and Watson [28] and immediately pro-
cessed for protein extraction. In the case of gene expression ex-
periments, other groups of rats (n = 5) treated as described before
were used, and brain regions were excised 6, 12, and 24 h after the
last dose.

Electrophoresis and Immunoblot

Heat-stable cytoplasm proteins were obtained according to the
method of Herzog and Weber [16]. The total amount of protein was
determined by a Bio-Rad (Richmond, CA) analytical procedure.
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Five micrograms of protein from the hippocampus and the frontal
cerebral cortex were loaded in a 5-10% gradient SDS-PAGE and
subsequently transferred to a nitrocellulose membrane. After 2h
incubation in PBS solution containing 5% albumin, blots were
incubated with monoclonal antibodies against MAP2 (5 jeg/ml,
clone AP20, Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) and tau
(1 peg/ml; tau-1, clone PC1C6, Boehringer Mannheim, Indianapo-
lis, IN), overnight at 4 C. Blots were then washed three times
with PBS (5 min each), incubated with an anti-mouse IgG (1:500)
and revealed with the ABC-biotin-avidin-peroxidase kit (Vector,
Burlingame, CA), with diaminobenzidine tetrahydrochloride as
substrate. Negative controls consisted in eliminating the primary
antibody from the procedure. The intensity of MAP2 and tau
bands in immunoblots was quantified by densitometry using Scion
Image program for Windows 2000 (Scion Corporation, NIH,
USA). MAP2 and tau densitometric values were normalized to
those obtained using an antibody against all isoforms of e-tubulin
(1 ptg/ml, Clone DM 1A, St. Louis, MO) [7], used as an internal
control.

REYNA-NEYRA ET AL.

RNA Isolation and RT-PCR

Total RNA was isolated from each region with the single-step
method based on guanidine isothiocyanate/phenol/chloroform ex-
traction using TRIzol reagent (Gibco-BRL, Inc., NY) [5]. RNA
concentration was determined by absorbance at 260 nm and its in-
tegrity was verified by electrophoresis on 1.1% denaturing agarose
gels in the presence of 2.2 M formaldehyde.

Total RNA was reverse transcribed to synthesize single strand
c¢DNA as previously described [4]. Ten microliters of RT reac-
tion were subjected to PCR in order to amplify a MAP2 gene
fragment, and the other 10 il of the cDNA were used to simul-
taneously amplify a fragment of the glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) gene which was used as internal control.
The sequences of the specific primers for MAP2 amplification
fragment were 5'-[GGC TGG GTG GAA GGT CTGJ-3' in the
sense primer and 5'-[TGG TTT TAC GGG TTG GCT G]-3" in the
antisense. These primers flanked the rat MAP2 ¢DNA sequence
from +1982 to +2499 relative to the start site of translation [18].
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FIG. 1. MAP2 protein content in the hippocampus and the frontal cortex of the rat after different doses of Ea
and Py. Representative Western blots of MAP2 from cytoplasmic protein fraction of (A) the hippocampus
and (B) the frontal cortex of ovariectomized adult rats 24 h after the treatment with vehicle (V), E; at 1.0,
2.5,5.0. and 10.0 ug/100 g, and Py at 0.1, 0.2, 0.4, and 0.8 mg/100 g are shown. The histograms show the
densitometric analysis of MAP2 protein of each treatment (mean £ SEM) from three independent animals;

(%) p < 0.05 compared with V.
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FIG. 2. MAP2 protein expression in the hippocampus and the frontal cortex of the rat after steroid
hormone treatments. A representative Western blot of MAP2 and ¢-tubulin from cytoplasm protein
fraction of (A) the hippocampus and (B) the frontal cortex of ovariectomized adult rats 24 h after
the treatment with V, E, Py, and E; + Py is shown. The histograms show the densitometric analysis
of MAP2 protein relative expression in each treatment normalized with respect to a-tubulin content
(mean + SEM) from five independent animals; (%) p < 0.05 compared with V.
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FIG. 3. Tau protein expression in the hippocampus and the frontal cortex of the rat after steroid
hormone treatments. A representative Western blot of tau and e-tubulin from cytoplasm protein
fraction of (A) the hippocampus and (B) the frontal cortex of ovariectomized adult rats treated
as in Fig. 1. The histograms represent the normalized content of the highest molecular weight
isoform of tau with respect to that of a-tubulin (mean = SEM) from five independent animals.
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The primers used for GAPDH amplification were 5'-[CCT GCA
CCA CCA ACT GCJ-3' in the sense and 5'-[CAA TGC CAG
CCC CAG CAJ-3" in the antisense. These primers flanked the rat
GAPDH cDNA sequence from +517 to 4969 relative to the start
site of translation [32]. The 50 ;21 PCR reaction included: 10 pl of
previously synthesized cDNA, 20 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM
KCI, 1 mM MgCl,, 0.2 mM of each dNTP, 0.5 M of each primer,
and 2.5U of Tag DNA polymerase (Perkin-Elmer, Branchburg,
NIJ). Negative controls without RNA and with nonretrotranscribed
RNA were included in all the experiments. After an initial denat-
uration step at 95°C for 5min, the PCR reaction was performed
for 25 cycles. The cycle profile for MAP2 and GAPDH genes
amplification was: 95°C, 1 min: 62°C. | min; and 72°C. | min. A
final extension cycle was performed at 72°C. The number of per-
formed cycles, previously determined, was within the exponential
phase of the amplification process. All PCR products were always
studied and analyzed together throughout the experiments. A total
of 25 ul of PCR products were separated on 2% agarose gel and
stained with ethidium bromide. The image was captured under a
UV transilluminator with a Type 665 negative film (Polaroid Co.,
Cambridge, MA). The intensity of MAP2 and GAPDH bands in
RT-PCR was quantified by densitometry using Scion Image pro-
gram for Windows 2000 (Scion Corporation, NIH, USA). MAP2
gene expression level was normalized to that of GAPDH.

Statistical Analysis

Data were analyzed by using a one-way ANOVA followed by
a Student’s 1 test. Prism 2.01 program (Graph Pad, CA) was used
for calculating probability values.

RESULTS

We assessed MAP2 and tau protein content as well as MAP2
gene expression in the hippocampus and the frontal cortex of
ovariectomized rats treated with E; and P; by Western blot and
RT-PCR,

The dose-response effects of steroids on MAP2 content in
both hippocampus and frontal cortex are shown in Fig. 1. In
vehicle-treated rats MAP2 content is low, and it was increased with
different doses of E; and P,. A significant increase (144, 165, and
159% over control) in MAP2 content was observed with the doses
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of 2.5, 5.0, and 10.0 tg/100 g of E; in the hippocampus (Fig. 1A).
Py also induced a dose-dependent increase in MAP2 levels in the
hippocampus that was 62, 64, and 67% over control after 0.2, 0.4,
and 0.8 mg/100 g of Py (Fig. 1A). Interestingly, neither E; nor Py
modify MAP2 content in the frontal cortex (Fig. 1B). The doses
of E; and Py that elicited maximal effects on MAP2 levels were
chosen to evaluate the effects of the combined treatment of these
steroids. These results were normalized with respect to e-tubulin
content (Fig. 2). The detected increase in MAP2 protein content
in the hippocampus was 1.3, 1.18, and 1.25 in relative units after
Ey, Py, and E; + Py as compared with the vehicle-injected animals
(0.5 relative units) (Fig. 2A). As it has been shown in Fig. 1, no
significant changes in MAP2 protein content were observed in the
frontal cortex after hormonal treatments (Fig. 2B). Tau content
was not significantly modified by steroid treatments in either the
hippocampus or the frontal cortex (Fig. 3).

To determine whether steroid-induced changes in MAP2 pro-
tein were associated with an increase in MAP2 gene expression,
we performed a series of experiments to determine MAP2 mRNA
content by RT-PCR. In these experiments single bands of 517 and
453 bp corresponding to the expected size fragments of MAP2 and
GAPDH, respectively were obtained (Fig. 4). No bands were ob-
served in the negative controls. The identity of each PCR prod-
uct was previously confirmed by nucleotide sequencing (data not
shown). Interestingly, MAP2 gene expression did not exhibit sig-
nificant changes after 6, 12, (not shown) or 24 h of steroid treat-
ments in any region (Fig. 4).

DISCUSSION

Our results demonstrate that E; and Py significantly increase
MAP2 protein content in the rat hippocampus in ovariectomized
rats at doses that regulate physiological processes in the brain
[3,14]. Although MAP2 induction by E, has been previously ob-
served in rat pituitary cells [20], this is the first evidence about the
regulation of MAP2 content by steroid hormones in the adult rat
brain. MAPs regulate microtubule lattice formation and dynam-
ics: hence they determine neuronal shape and control the balance
between rigidity and plasticity in neuronal processes. MAP2 can
also bind to actin and modifies microfilament stability in dendritic
spines [9].
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FIG. 4. MAP2 gene expression in the hippocampus of the rat after steroid hormone treatments. A representative
assay of a simultaneous MAP2 and GAPDH RT-PCR from total RNA of the hippocampus of ovariectomized
adult rats treated as in Fig. 1. Molecular weight marker of 100bp DNA ladder (MW) (left panel). The
densitometric analysis of MAP2 gene expression is depicted in the right panel. MAP2 gene expression was
corrected for that of GAPDH. Results are expressed as mean = SEM (n = 5).
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The expression of tau, a protein preferentially located in axons,
was not modified by steroid hormones either in the hippocampus
or the frontal cortex. In accordance with our results it has been pre-
viously reported that E> does not modify tau phosphorylation sta-
tus in rat cerebral extracts [27]. These results suggest that steroid
hormones effects in cytoskeletal organization in hippocampal neu-
rons mainly occur in dendrites where MAP2 regulate microtubule
organization.

The increase in MAP2 content by E; and Py may contribute to
the changes in dendritic spine density observed both on proestrus
day and in hippocampal cell cultures after steroids treatment
[26.36].

The increase in MAP2 protein content after steroid hormone
treatments was observed in the hippocampus but not in the frontal
cortex, suggesting that tissue-specific factors are involved in MAP2
regulation by steroids. In relation to this tissue-specific effect it has
been shown that both E; and P4 modity brain-derived neurotrophic
factor expression in the hippocampus but not in the frontal cortex
[11].

The effects of steroid hormones in MAP2 protein levels could
involve both genomic and nongenomic mechanisms. Several ev-
idences indicate that hippocampal cells poorly express estrogen
receptor isoforms (ERa and ERB). ERa is mainly located in hip-
pocampal interneurons whereas ERf is more abundant in subfield
CA1 of the hippocampus [22,30]. Both ER isoforms could partic-
ipate in the spine dendritic formation during the estrous cycle.

It has been recently reported that ERer exhibits an extranuclear
localization within dendritic spines on CA1 cells, suggesting that E;
can also exert its effects in the hippocampus through nongenomic
mechanisms [24].

The presence of both progesterone receptor (PR) isoforms
(PR-A and PR-B) has also been demonstrated in the hippocampus
and the frontal cortex of the rat [4,15]. PR-A gene expression is
regulated by E; in the hippocampus of ovariectomized adult rats
[4] but not in the hippocampus of knockout ERa mice [1]. Because
PR expression is very low in the hippocampus of ovariectomized
rats, it is possible that the effects of Py alone upon MAP2 are me-
diated through other mechanisms that do not involve classical PR.

Interestingly, it has been reported that steroids regulate
microtubules organization in hippocampal cell cultures. Preg-
nenolone, a Py precursor, increases both the rate and the extent
of MAP2-induced tubulin assembly, whereas P, counteracts these
pregnenolone effects [25]. We did not observe significant changes
in tubulin content after steroid treatments in any region. In accor-
dance with this result, it has been observed that in hypothalamic
cultures tubulin levels did not increase after a chronic E; treatment,
whereas an increase in the amount of MAP2 bound to the micro-
tubules was observed [7]. Thus, steroids can modify hippocampal
morphology by increasing both polymerization of microtubules
and MAP2 content. However, changes in dendrite morphology
induced by steroid administration or during estrous cycle may

be mechanistically related to the expression and stabilization of

several proteins, In fact, dendritic spines elongation is dependent
on protein synthesis [33], and it has been recently reported that
E, induces the expression of peripherin, a cytoskeletal protein, in
PCI12 cell line [12]. Although in the present work we only focused
on MAP2 protein due to its abundance and its stabilizing role in
dendrites, we cannot rule out that other proteins are regulated by
steroids in dendrites.

The increase in MAP2 protein content induced by E, and Py
in the hippocampus was not accompanied with an increase in
its mRNA content suggesting a postranscriptional effect of these
steroids. Interestingly, neither E; nor Py response elements have
been found in MAP2 gene [17,18]. A possible effect on local MAP2
translation induced by steroids could contribute to the increase in
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MAP2 protein. This postranscriptional effect has been previously
observed in the regulation of the N-methyl-d-aspartate (NMDA)
receptor subunit, NR1, by E, in CA1 pyramidal cells [8].

However, at the moment it is not known whether the increase
in MAP2 protein by E; and Py is due to a local increase in MAP2
protein synthesis or to a reduction in its degradation. MAP2 is a
protein whose mRNA is present in dendrites, and evidence exists
for a located increase in MAP2 after synaptic activation caused in
part by local protein synthesis [31].

Ovarian steroids could also regulate cytoskeletal elements by an
indirect mechanism probably mediated through excitatory amino
acids receptors such as NMDA receptor which has been involved in
cytoarchitectural changes observed during long-term potentiation
and neurite outgrow [6]. Supporting this notion it has been reported
that E; increases the sensitivity of hippocampal cells to NMDA
receptor-mediated synaptic input and that the increase in dendritic
spines produced by E; in ovariectomized adult rats is blocked by
NMDA receptor antagonists [37].

The present results suggest that MAP2 changes should con-
tribute to some of the effects of ovarian steroids in dendritic dy-
namics in the hippocampus.
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ABSTRACT: The molecular mechanisms involved in
the regulation of synaptic plasticity in the hippocampus
during the estrous cycle of the rat are not completely
understood. Because this process implicates changes in
neuronal cytoskeleton organization, we analyzed the con-
tent of microtubule associated protein 2 (MAP2) and Tau
in the hippocampus and the frontal cortex of the rat by
Western blot, as well as the hippocampal distribution of
MAP2 during the estrous cycle by immunohistochemistry.
In the hippocampus the lowest content of MAP2 was found
on diestrus day, and it significantly increased at proestrus.
This increase was maintained on estrus and metestrus
days. In the frontal cortex MAP2 content did not signifi-
cantly change during the estrous cycle. In contrast, the

content of Tau did not vary during the estrous cycle in
either the hippocampus or the frontal cortex. The immu-
nohistochemical analysis showed an increase in dendrite
thickness and in dendritic branching in the CA1 region on
proestrus day, as well as an aggregation of MAP2 in apical
dendrites near to pyramidal somata on this day in com-
parison with diestrus. We suggest that changes in the con-
tent and neuronal distribution of MAP2 are involved in the
structural changes that occur in the hippocampus of the
rat during the estrous cycle, and that these variations are
related to changes in estradiol and progesterone levels.
© 2004 Wiley Periodicals, Inc. J Neurobiol 00: 000-000, 2004

Keywords: hippocampus; MAP2; estradiol; progester-
one; synaptic plasticity

INTRODUCTION

Estradiol (E,) and progesterone (P,) modulate the
morphology and function of dendrites in the adult
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hippocampus of rats (Woolley et al., 1990; Gould et
al., 1990; McEwen, 2001), and exert neuroprotective
effects in this structure (Vongher and Frye, 1999;
Garcia-Segura et al., 2001; Green and Simpkins,
2000; Cervantes et al., 2002).

It has been reported that E, increases the density of
dendritic spines and induces the formation of excitatory
synapses in the rat hippocampus (Gould et al., 1990,
Woolley and McEwen, 1993), thus modulating long-
term potentiation (Warren et al., 1995; Durand et al.,
1996). In CAl pyramidal cells of the rat hippocampus
the dendritic spine density is 30% higher on proestrus
day than on estrus day (Woolley et al., 1990); however,
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2 Reyna-Neyra et al.

the molecular mechanisms involved in these changes are
not completely understood.

In the neuronal cytoskeleton, the microtubules and
their associated proteins (MAPs) play a key role in the
development of axons and dendrites. In the adult brain
MAP2a and MAP2b (280 and 270 kDa, respectively)
are the most abundant MAPs in dendrites and they
participate in dendritic outgrowth and branching,
postlesion dendritic remodeling, and the establish-
ment and maintenance of synaptogenesis (Johnson
and Jope, 1992: Matus, 1988; Sanchez et al., 2000).
Besides, MAP2 knockout mice exhibit a diminution
in the length of dendrites in the hippocampus com-
pared with those of wild-type mice (Harada et al.,
2002). Tau protein (45-65 kDa), another class of
MAP, is preferentially located in axons and it has
been involved in the formation of neurofibrillary tan-
gles in Alzheimer’s disease (Wood et al., 1986; Kosik
et al., 1988).

E, has been reported to increase neurite production
in hypothalamic and amygdala neurons in vitre, asso-
ciated with an increase in MAP2 expression (Duefias
et al., 1996; Lorenzo et al., 1992). In hypothalamic
neurons in culture, E; also increases Tau expression
(Ferreira and Caceres, 1991). In the hippocampus the
content of MAP2 but not that of Tau is increased after
E, and P, treatments in ovariectomized rats (Reyna-
Neyra et al., 2002).

The aim of this study was to evaluate MAP2 and
Tau content and distribution in the hippocampus dur-
ing the estrous cycle, which presents marked physio-
logical variation in E; and P, levels.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Forty adult female Wistar rats (220-250 g) maintained
under a 14:10 h light/dark cycle, lights on from 06:00 to
20:00, with food and water available ad libitum, which
presented at least four regular 4 day estrous cycles, as
determined by daily vaginal smears, were used. Twenty rats
(fiveleach day) were killed at 12:00 h on each day of the
estrous cycle, and the hippocampus (subiculum, Amon’s
horn, and dentate gyrus) and the frontal cortex were excised
according to the atlas of Paxinos and Watson (1998). All
regions were immediately processed for protein extraction
and electrophoresis.

Electrophoresis and Immunoblot

Heat-stable cytoplasm proteins were obtained according
to the method of Herzog and Weber (1978). The total

amount of protein was determined by a Bio-Rad (Rich-
mond, CA) analytical procedure. Five micrograms of
protein from the hippocampus and the frontal cerebral
cortex were loaded in a 5-10% gradient SDS-PAGE and
subsequently transferred to nitrocellulose membrane. Af-
ter 2 h incubation in PBS solution containing 5% albu-
min, blots were incubated with monoclonal antibodies
against MAP2 (5 pg/mL, clone AP20; Boehringer Mann-
heim, Indianapolis, IN) and Tau (1 pg/mL Tau-1, clone
PC1C6: Boehringer Mannheim) overnight at 4°C. Blots
were then washed three times with PBS (5 min each),
incubated with an antimouse 1gG conjugated to horserad-
ish peroxidase (Santa Cruz, CA), and detected by chemi-
luminescence. Negative controls consisted of eliminating
the primary antibody from the procedure. The intensity of
MAP2 and Tau bands in immunoblots was quantified by
densitometry using Scion Image program for Windows
2000 (Scion Corporation, NIH, USA). MAP2 and Tau
densitometric values were normalized to those obtained
using an antibody against all isoforms of a-tubulin (1
pg/mL; Clone DM 1A, St. Louis, MO; Ferreira and
Caceres, 1991), used as an internal control.

Immunohistochemistry

Twenty rats that presented at least four regular 4 day estrous
cycles, as determined by daily vaginal smears, were used.
The brains from these animals were processed for the im-
munohistochemical analysis as indicated below.

Rats were anesthetized with sodium pentobarbital and
transcardially perfused with 0.9% saline followed by fixa-
tive (10% formaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4).
Brains were removed and left in fixative for 24 h. They were
transferred successively to 20 and 30% sucrose (24 h each).
Coronal sections (40 pm) were cut in a cryostat and pro-
cessed by immunohistochemistry.

Free-floating sections were incubated at room temper-
ature for 30 min in phosphate-buffered saline (PBS)
containing 0.25% Triton X-100 and 0.3% H,0,. Then,
sections were left overnight at 4°C in 5% albumin-PBS.
Sections were incubated with 5% albumin-PBS solution
containing the MAP2 primary monoclonal antibody (3
pg/mL, clone AP20; Boehringer Mannheim) for 24 h at
4°C. Sections were washed twice with PBS (5 min each)
and incubated with the secondary antibody antimouse
IgG (1:500) and the ABC-biotin-avidin-peroxidase kit
(Vector, Burlingame, CA). Peroxidase activity was re-
vealed with 3,3" diaminobenzidine tetrahydrochloride as
substrate. Negative controls consisted of eliminating the
primary antibody for the procedure. Sections were ob-
served using a Nikon Eclipse E600 microscope (Melville,
NY).

Radioimmunoassay for E, and P,

Serum E, and P, concentrations were measured by radio-
immunoassay as previously described (Camacho-Arroyo et
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Figure 1 MAP2 protein expression in the hippocampus and the frontal cortex of the rat during the
estrous cycle. A representative Western blot of MAP2 from heat-stable cytoplasm protein fraction
of the hippocampus (A) and the frontal cortex (B) during the estrous cycle is shown (left panel).
Diestrus (D), proestrus (P), estrus (E), and metestrus (M). The histograms (right panel) show the
densitometric analysis of MAP2 protein expression in each phase of the estrous cycle. MAP2 protein
content was corrected for that of a-tubulin (mean =SEM) from five independent animals. One-way
analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey test was performed. *p < 0.05 compared with

(D).

al., 1998b), using the solid-phase '**I technique with the
Coat-A-Count kit (Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA), following the method described by the man-
ufacturer. Sensitivity for E, and P, with this method was 5.0
pg/mL and 0.02 ng/mL, respectively. The intra- and inter-
assay coefficients of variations were 5.3 and 8% for E, and
6.5 and 10% for P,. respectively.

Statistical Analysis

Data were analyzed using a one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by a Tukey test. The Prism 2.01 pro-
gram (Graph Pad, CA) was used for calculating probability
values.

RESULTS

MAP2 and Tau Content in the
Hippocampus and the Frontal Cortex

We assessed MAP2 and Tau protein content in the
hippocampus and the frontal cortex during the estrous
cycle of the rat by Western blot. In all immunoblots a
single band (280 kDa) corresponding to MAP2 was
observed during the estrous cycle.

In the hippocampus the lowest content of MAP2
was found on diestrus day (0.6 relative units) and it
significantly increased at proestrus (1.7 relative units).
This increase was maintained on estrus (1.3 relative
units) and metestrus days (1.4 relative units) [Fig.
1(A)]. In the frontal cortex, no significant changes in
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Figure 2 Tau protein expression in the hippocampus and the frontal cortex of the rat during the
estrous cycle. A representative Western blot of tau from heat-stable cytoplasm protein fraction of the
hippocampus (A) and the frontal cortex (B) during the estrous cycle is shown (left panel). Diestrus
(D). proestrus (P), estrus (E), and metaestrus (M). The histograms (right panel) show the densito-
metric analysis of tau protein expression in each phase of the estrous cycle. Tau protein content was

corrected for that of a-tubulin (mean =SEM) from five independent animals.

MAP2 protein content were observed during the es-
trous cycle [Fig. 1(B)]. Tau protein content did not
significantly change during the estrous cycle in either
the hippocampus or the frontal cortex (Fig. 2).

MAP2 Distribution in the CA1
Hippocampal Region

In female rats on diestrus and proestrus days, MAP2
immunoreactivity was observed in the dendritic fields
of all hippocampal regions, mainly in the apical den-
drites of the CA1 pyramidal neurons in the stratum
radiatum and their branches in the stratum moleculare
(Fig. 3).

On diestrus day, when E, and P, levels were the

lowest (Table 1), MAP2 was mostly located in the
dendritic field of the stratum radiatum where dendrites
were straight and parallel, and practically absent in
apical dendrites near to pyramidal neuronal somata in
the CA1l region [Fig. 3(A-C)]. Notable changes in
MAP2 immunostaining were observed in the CAl
field on proestrus, when E, levels were the highest
(Table 1). On this day the dendrites were thicker and
beaded along the stratum radiatum of the CAl region
as well as with a more intense MAP2 immunostaining
as compared with diestrus (Fig. 3). Interestingly,
some apical dendrites near neuronal pyramidal somata
showed MAP2 aggregation (Fig. 3). In negative con-
trols no MAP2 immunostaining was observed (data
not shown).
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Figure 3 MAP2 distribution in hippocampal CAl region on diestrus and proestrus days. An
increase in MAP2 immunostaining is observed on proestrus day (D-F) as compared with diestrus
(A—C). Note the lack of MAP2 near neuronal somata on diestrus day [arrows and curved arrow in
(B)]. in contrast with the aggregation of this protein in apical dendrites near neuronal somata on
proestrus day [arrows and curved arrow in (E)]. This detail is shown in inserts (1000X) in (B) and
(E). At a higher magnification (400X) dendrites appear beaded [arrows in (F)] and with a more
intense staining on proestrus day. A pattern of thin and abundant dendrite branching is observed
[arrowheads and curved arrow in (F)] on proestrus day compared with diestrus day (C). A higher
magnification (1000X) of this pattern is showed in the inserts in (C) and (F). Scale bars = 100 pum
(A,D) and 10 wm in inserts. P, stratum pyramidale; SR, stratum radiatum; SM, stratum lacunosum-
moleculare. Each micrograph is representative of five independent animals.
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Table 1 Estradiol and Progesterone Levels
during the Estrous Cycle

Estradiol Progesterone

(pg/mL) (ng/mL)
Diestrus 12.95 = 1.80 484 + 1.10
Proestrus 57.03 = 6.38%* 7.50 = 0.80
Estrus 15.23 = 2.61 6.49 = 3.38
Metestrus 14.34 + 295 14.58 + 2.40*

Data are presented as mean = SEM of five animals/group.
*p < 0.05 as compared to the other days of the cycle.

DISCUSSION

Our results demonstrate that MAP2 protein content
varies in the hippocampus of the rat during the estrous
cycle, accompanied with changes in the pattern of
dendritic branching in CA1 neurons. MAP2 has been
implicated in the outgrowth and the establishment of
neuronal polarity because it regulates microtubule
lattice formation and dynamics; hence it determines
neuronal shape, controls the balance between rigidity
and plasticity in neuronal processes, and participates
in dendrite branching (Sanchez et al., 2000). In the
CALl region of the hippocampus of MAP2-deficient
mice, apical dendrites were shorter than those of wild-
type animals (Harada et al., 2002).

Although changes in dendritic spines in the hip-
pocampus during estrus cycle have been extensively
studied (Good et al.,, 1999; Woolley et al., 1990;
Warren et al., 1995), in this work we demonstrated
that an increase in dendrite thickness and a dendritic
branching occurs in the CA1 region of the hippocam-
pus at proestrus.

It has been reported that MAP2 seems to be pref-
erentially located at the shaft of dendrites, where
MAP2 may have the capacity to regulate morpholog-
ical plasticity at a slow rate, compared with rapid
morphological changes regulated by actin in dendritic
spines in vitro (Kaech et al., 2001). Thus, MAP2
could regulate the morphological changes observed in
hippocampal dendrites during the estrous cycle in a
period of 24 h (diestrus to proestrus).

It has been reported that E, induces neurite pro-
duction in hypothalamic and amygdala neurons in
culture, and that this effect is associated with an
increase in MAP2 expression (Duefas et al., 1996;
Lorenzo et al., 1992). In rodent models of hippocam-
pal deafferentation that occurs in Alzheimer’s disease,
dendritic outgrowth is enhanced by E, in ovariecto-
mized rats (Stone et al., 2000; Rosovsky et al., 2002).
We provide evidence that dendritic branching occurs

in the rat hippocampus on proestrus day when the
levels of E, are the highest. The increase in dendrite
branching and thickness correlates with the increase
in the content of MAP2 protein detected by Western
blot.

Recently, we have demonstrated that E, and P,
significantly increase MAP2 protein content in the rat
hippocampus in ovariectomized rats at doses that reg-
ulate synaptic plasticity in the hippocampus (Reyna-
Neyra et al., 2002). The increase in MAP2 expression
observed during proestrus day is maintained during
estrus and metestrus probably due to a long-term
effect (24—48 h) of E, and P, that present a significant
increase during proestrus. However, the density of
dendritic spines diminishes on estrus after its increase
on proestrus, suggesting that other proteins, apart
from MAP2, participate in the dynamic of dendritic
spines in the hippocampus during the estrous cycle.
The distribution pattern of MAP2 immunoreactivity
in the hippocampus on diestrus day was similar to that
previously reported in ovariectomized rats (Gazzaley
et al., 1996).

Changes in MAP2 protein content were observed
in the hippocampus but not in the frontal cortex dur-
ing the estrous cycle, suggesting that tissue-specific
factors are involved in MAP2 regulation by steroids.
In line with this suggestion, the treatments with E,
and P, at doses that produce similar physiological
serum levels to those of proestrus day increase sero-
tonin receptor mRNA expression in the hippocampus
but not in the frontal cortex (Birzniece et al., 2002).

Ovarian steroids could regulate cytoskeletal ele-
ments by a direct mechanism through the interaction
with their receptors that have been located in the
hippocampus (Shugrue et al., 1997; Milner et al.,
2001; Camacho-Arroyo et al., 1998a; Guerra-Araiza
et al., 2000). In hypothalamic cultures it has been
demonstrated by Dueiias et al. (1996) that the estro-
gen receptor antagonist ICI 182780 diminishes the
number of MAP2 immunoreactive neurons and the
extension of immunoreactive neuronal processes. An
indirect mechanism probably mediated by excitatory
amino acid receptors, such as NMDA receptor, which
has been involved in cytoarchitectural changes ob-
served during long—term potentiation and neurite out-
growth (Durand et al., 1996), could be involved in the
regulation of cytoskeleton proteins. The highest de-
gree of potentiation related with learning and spatial
memory has been reported on proestrus day (Warren
et al., 1995).

In contrast with MAP2, the content of Tau, a
protein preferentially located in axons, did not vary
during the estrous cycle in either the hippocampus or



the frontal cortex. These results are in line with re-
cently published data (Reyna-Neyra et al., 2002),
where it was demonstrated that E, and P, adminis-
tered to ovariectomized rats did not modify Tau con-
tent. On the contrary, Ferreira and Caceres (1991)
have shown that E, increases Tau protein levels in
hypothalamic neurons in vitro. These differences
could be due to the presence of tissue-specific factors
involved in the regulation of Tau. In fact, in hypotha-
lamic cultures only one Tau isoform, which migrates
in a position similar to that of the 58 kDa isoform, was
detected, whereas we found all Tau isoforms in the
hippocampus. The present results suggest that MAP2
contributes to some of the effects of ovarian steroids
observed in dendritic dynamics in the hippocampus
during the estrous cycle.

We thank Flora Garefa-Formenti from CELE, UNAM
for the revision of the English manuscript and Suemy Es-
cobedo for assistance with the photographs.
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