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Resumen

Variaciones importantes en las concentraciones hormona-
les de progesterona (P4) y estradiol (E2) que ocurren durante el
embarazo, el parto y la lactancia pueden remodelar el cerebro
femenino, modificando la forma de las neuronas en algunas regio-
nes cerebrales y produciendo cambios estructurales. En roedores,
algunas de estas regiones como el area preoptica (APO), la cor-
teza frontal y el cerebelo estan involucradas en la regulacion de
conductas maternales como son: la construccién del nido, el aseo
de sus crias y la proteccién ante los depredadores. Sin embargo,
otras regiones que se ven afectadas por el embarazo son las in-
volucradas en el control de la memoria, el aprendizaje y de la res-
puesta al estrés como el hipocampo y el hipotdlamo. Ademas de
motivar a las hembras hacia el cuidado de sus crias, los cambios
cerebrales inducidos por las hormonas pueden mejorar las habi-
lidades de las madres en la busqueda de alimento, dando a sus
crias una mayor probabilidad de supervivencia. Sin embargo, aun
se desconocen los mecanismos involucrados en estos procesos de
plasticidad neuronal.

Estudios previos han demostrado que el E2 y la P4 son ca-
paces de modificar el contenido de la proteina Tau y su estado
de fosforilacion, sin embargo no existe ningun trabajo en el que
se haya caracterizado la expresién de la proteina Tau durante la
gestacion. La proteina Tau fosforilada, también conocida como
FosfoTau participa en el ensamblaje y estabilizacion de los mi-
crotubulos, los cuales contribuyen al mantenimiento de la forma
celular y sirven como via de transporte de moléculas a través de
los axones.

En este estudio se determiné el patron de expresion de Tau
y FosfoTau a los 2, 14, 18 y 21 dias de la gestacion y al dia 2 de la
lactancia en el Sistema Nervioso Central (SNC) de la rata por la
técnica de Western blot. Los resultados obtenidos muestran que
existen cambios en el contenido de Tau y FosfoTau durante el em-



barazo y la lactancia. En el hipotalamo y en el hipocampo aumenta
el contenido de Tau y su fosforilacion, mientras que en APO dismi-
nuyen al dia 21 de la gestacién. En la corteza también aumenta el
contenido de Tau mas no de FosfoTau y en el cerebelo disminuye el
contenido de Tau, pero aumenta su fosforilacidon. Estos resultados
sugieren que el patron de expresion de la proteina Tau y su fosfo-
rilacién varian durante la gestacion y lactancia de manera tejido-
especifica en el SNC de la rata.

Introduccion

El Sistema Nervioso Central (SNC) sufre muchos cambios a
través del desarrollo de un organismo, estos cambios son necesa-
rios para una adecuada modulacion de sefiales, establecimientos
de conductas e interacciones con el medio. El estradiol (E2) y la
progesterona (P4) regulan una gran variedad de funciones como
la diferenciacién sexual en el cerebro, la ovulacion, la conducta
sexual, el ciclo de suefio-vigilia, el estado de animo, el aprendizaje,
la memoria y la neuroproteccion.

La plasticidad neuronal es una adaptacién estructural de
las neuronas para sus necesidades funcionales y requiere formas
dindmicas del citoesqueleto cuyos componentes determinan la
morfologia neuronal, proporcionan un marco estructural para la
funcion de las neuronas y son blanco de numerosas sefiales ex-
tracelulares.

El patrén de expresién de las proteinas asociadas a microtu-
bulos (MAPs) se ha correlacionado con cambios ultraestructurales
inducidos por E2 y P4 en diferentes areas del cerebro bajo dife-
rentes edades y condiciones hormonales. En neuronas del hipota-
lamo medio basal mantenidas 4 dias en cultivo, el E2 aumenta los
niveles de la isoforma de la proteina Tau de 58 KDa, mas no asi de
tubulina. Tau es un tipo de MAP que se expresa principalmente en
axones donde promueve el ensamble de los microtubulos, entre
las modificaciones postraduccionales que presenta la proteina Tau
se encuentra la fosforilacion. La fosforilacion de Tau es importan-
te ya que en estado hiperfosforilado, promueve la formacién de



filamentos helicoidales apareados que forman las marafias neuro-
fibrilares caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer las cuales
también han sido descritas en pacientes con sindrome de Down y
en pacientes con la enfermedad de Parkinson que presentan de-
mencia.

Se han reportado cambios morfoldgicos y funcionales en el
cerebro de animales gestantes, observandose que existen modi-
ficaciones en la memoria espacial durante el embarazo en ratas,
siendo esta mejor al principio y a la mitad del embarazo que al
final de este periodo. De manera interesante, ratas prefiadas pre-
sentan un mejor desempefio en tareas de memoria espacial en
comparacion con los animales no gestantes, pero no se conocen
aun los mecanismos por los cuales se llevan a cabo estos proce-
Sos.

Antecedentes

a. Caracteristicas generales de la gestacidn

La gestacidén es una etapa que comprende desde la fecun-
dacion del 6vulo hasta el momento del parto, Metcalfe y cola-
boradores la consideran como una serie de procesos integrados,
resultando en el exitoso desarrollo y parto de uno o mas miem-
bros de la misma especie. Durante la gestacidon ocurren cambios
fisioldgicos y conductuales muy importantes para el éxito del pro-
ducto. En los mamiferos, las crias son incapaces de tener una vida
independiente al nacimiento; asi los compromisos de la reproduc-
cion contintan después del parto involucrando la lactancia y el
comportamiento maternal (Metcalfe, 1988).

En la rata de laboratorio (Rattus norvegicus) la gestacion
tiene una duracion de 21- 22 dias, y en el transcurso de ésta,
se presentan diferentes tipos de conductas que han sido amplia-
mente estudiadas por el grupo de Rosenblat (Rosenblatt, 1980;
Rosenblatt et al., 1988) entre otros. En la actualidad se conside-
ran 4 principales comportamientos caracteristicos de la conducta



Figura 1. Repre-
sentacién de las
4 principales ca-
racteristicas de
la conducta ma-
ternal: A) el aca-
rreamiento, B) el
amamantamien-
to, C) el lamido
ano-genital, D) la
construccion del
nido (modificado
de Martinez-Go-
mez, 2002).

maternal: el acarreamiento de las crias (cuando la madre mueve
de lugar a las crias, con los incisivos generalmente, para devolver
las crias al nido y no pierdan calor corporal), la construccién del
nido (la madre busca el lugar apropiado y escarba generando un
hueco en el cual estaran las crias), el lamido ano-genital (la madre
estimula la zona ventro-genital de las crias para que éstas pue-
dan orinar y no mueran por intoxicacién, se observa durante las 2
primeras semanas post-parto) y el amamantamiento de las crias
(se refiere a la postura encorvada que adquiere la madre cuando
amamanta a las crias) (Numan & Stolzenberg, 2009) (Fig. 1).

La exhibicion reciproca de las respuestas hacia la madre,
la estimulacion de las glandulas mamarias, la emisidon de sonidos
y olores, y todo el conjunto de cambios fisioldgicos y conductuales
promueven la resistencia inmunoldgica, la maduracioén fisica, y el
desarrollo emocional y social de las ratas jovenes (Fleming et al.,
1999).

Ademas de los comportamientos antes mencionados, du-
rante la gestacion se presenta una conducta de agresividad ante
los intrusos que se incrementa desde el dia 16 hasta el dia 19 y



Figura 2. Es-
qguema de las
concentraciones
plasmaticas de
estradiol, proges-
terona y prolacti-
na de la rata ges-
tante y lactante.
Arriba se indican
algunas de las
conductas que

se presentan en
estos periodos.
(E2, estradiol;
P4, progesterona)
(Martinez-Gémez,
2002).

gue tiene un maximo justo antes del parto cuando inician las con-
tracciones del Utero (Matthews-Felton et al., 1995).

Existen una gran cantidad de cambios fisiolégicos que ocu-
rren en la gestacién, como el incremento de sales retenidas en el
rifndn, el aumento en el volumen plasmatico, en la cantidad de eri-
trocitos, en el ritmo cardiaco, en el gasto caldrico, la disminucion
del volumen maximo de inspiracién, y una gran actividad del siste-
ma neuroenddcrino (Hodgen, 1988; Metcalfe, 1988; Risberg et al.,
2009). Dentro de las hormonas mas importantes en la regulacion
de la gestacion estan el E2 y la P4 las cuales, en la rata, presentan
un incremento en su concentracién plasmatica: el E2 de 50 pg/mL
aproximadamente, como pico maximo en el ciclo estral, se eleva
a mas de 100 pg/mL en la gestacién aumentando a mas de 500
pg/mL al momento del parto; mientras que la concentracién de
P4, de 10 a 35 ng/mL durante el ciclo estral, se incrementa hasta
120 ng/mL en la gestacidn. El dia del parto la concentracion de P4
disminuye y se observa un pico significativo en la concentracion
de E2 (Fig. 2).
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Los cambios hormonales que ocurren durante la gestacion,
principalmente de E2 y P4, son indispensables para que los pulmo-
nes, los rifiones, el higado, las glandulas adrenales y otros 6rganos
del feto puedan madurar (Genuth, 2006).

La P4 es fundamental en el desarrollo de la gestacién ya
que mantiene las funciones de la placenta, engrosa el endometrio,
disminuye las contracciones basales del Utero, estimula el creci-
miento de la glandula mamaria, fortalece el moco del cérvix que
previene las infecciones, fortalece las paredes uterinas preparan-
dolas para el trabajo de parto (Houdebine et al., 1985; Mahesh
et al., 1996). Ademas se ha demostrado que los receptores a P4
(RP) son muy importantes en el desarrollo del epitelio ductal en
la gldndula mamaria y son esenciales para la diferenciacién de los
I6bulos alveolares que ocurre durante la gestacion (Klopper, 1982;
Seagroves et al., 2000).

El incremento en el peso corporal de ratas gestantes se ha
relacionado al efecto anoréxico que tiene el E2 y al efecto orexigé-
nico de la P4. En el caso de la P4 se ha visto que ésta incrementa
la ingesta de alimentos tanto en ratas ovariectomizadas como en
las intactas (Augustine et al., 2008).

Se ha reportado que conductas, como el lamido ano-geni-
tal, estan inicialmente bajo el control de hormonas, como el E2 y
la P4. Aunque la importancia de estas hormonas en la conducta
maternal disminuye después de la primer semana post-parto y
posteriormente el comportamiento se mantiene gracias al apren-
dizaje y al reforzamiento (Fleming et al., 1999).

El eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) tiene un papel
muy importante en los cambios fisiolégicos que ocurren en la ges-
tacion y la lactancia por que los cambios en la cantidad de adre-
nocorticotropina (ACTH) incrementan la concentracién de cortisol
promoviendo la sintesis de E2 y de P4 en la placenta, la cantidad
de ACTH disminuye después del parto (Fig. 3). Durante la gesta-
cion los niveles de la hormona liberadora de corticotropina (CRH)



se incrementan notablemente ya que la placenta y las membranas
fetales la producen, esta secrecion se estimula por los estrogenos.
En esta etapa la hipdfisis incrementa su tamafio (30%) pero sus
funciones permanecen intactas (Mastorakos & Ilias, 2003).

La gestacion se establece y mantiene, durante la primera
mitad de ésta, por las hormonas secretadas por la hipdéfisis, que a
su vez actlan en los ovarios, pero en la segunda mitad de la ges-
tacion la placenta controla la accion sobre los ovarios inhibiendo
la accion luteolitica hasta el final de la gestacion, cuando inicia el
parto (Taya & Greenwald, 1981). Los niveles elevados de estroge-
nos permiten el incremento de los niveles de la globulina de unién
a corticosteroides resultando en una baja en el catabolismo del
cortisol por el higado y el incremento de la vida media de este en
el plasma. Ademas las glandulas adrenales se hipertrofian (Masto-

rakos & Ilias, 2003).
Figura 3. Re-

presentacion
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En la etapa post-parto los niveles de cortisol disminuyen y
el eje HHA vuelve al estado pre-gestante. En un estudio se mostro
gue a las 3 y 6 semanas post-parto hubo una supresion transitoria
de la secrecion de CRH recuperandose a la semana 12 (Magiakou
et al., 1996). Los cambios fisiolégicos y conductuales a los que
se enfrenta la madre durante el embarazo causan estrés en ella
que se puede manifestar en conductas de ansiedad, lo anterior se
comprobd usando el modelo de laberinto de cruz elevada, presen-
tandose un incremento de la ansiedad desde el dia 15 hasta el fin



de la gestacion, aunque en el dia 18 hubo una disminucidén que es
comparable con el nivel de ansiedad de ratas virgenes (Numan et
al., 1998).

La conducta maternal desaparece en el momento del des-
tete que ocurre entre los dias 22 y 28 post-parto, a pesar de que
se conocen las variaciones hormonales durante la lactancia, aun
no es claro si las hormonas sexuales participan directamente en
la disminucion de la conducta maternal cercana al destete (Marti-
nez-Gémez, 2002). El efecto que puede llegar a tener la conducta
maternal en el desarrollo de la descendencia ha sido ampliamente
estudiado. El comportamiento materno es critico en el desarrollo
de diferentes componentes del SNC, se ha visto que el lamido
ano-genital es muy importante para la maduracion de eje HHA
de la descendencia (Caldji et al., 1998). También se ha visto que
el comportamiento materno aumenta la densidad neuronal en el
hipocampo de las madres, lo cual, a su vez, puede incrementar el
aprendizaje espacial en ellas (Bredy et al., 2003).

b. El Sistema Nervioso Central durante la gestacion

El SNC es la parte del sistema nervioso que coordina mu-
chas de las actividades del organismo y modula las diferentes con-
ductas de un individuo y se compone, basicamente, por la médula
espinal y el encéfalo, los cuales estan protegidos por las meninges
(Bear, 2007). El SNC tiene siete partes basicas: la médula espinal,
el bulbo raquideo, la protuberancia, el cerebelo, el mesencéfalo,
el diencéfalo y los hemisferios cerebrales. El bulbo raquideo, la
protuberancia y el mesencéfalo se denominan en conjunto: tallo
cerebral, el encéfalo anterior estd conformado por el diencéfalo y
los hemisferios cerebrales (Purves D., 2007).

La notable variedad del comportamiento animal, que de-
pende en gran medida de la capacidad de relacionarse con el am-
biente, depende de un sofisticado sistema de receptores sensoria-
les conectado a una organizacion neuronal altamente flexible, un
cerebro que es capaz de discriminar una enorme variedad de los
acontecimientos en el medio ambiente (Kandel ER. et al., 2000). El



SNC tiene dos principales tipos de células: las células nerviosas o
neuronas y las células de soporte llamadas neurogliales o gliales.

En la figura 4 se muestran algunos tipos de morfologia de las cé-
lulas del SNC (Purves D., 2007).
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Figura 4. Algunos
tipos de morfolo-
gia de las células
del SNC. A) Neu-
ronas, B) células
gliales (Bear,
2007).
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La organizacidn celular basica de las neuronas se asemeja
a la de otras células; sin embargo, se distinguen con claridad por
la especializacion para la comunicacién intracelular. El signo mas
evidente de especializacién neuronal para la comunicacién es la



ramificacidén extensa de las neuronas. El aspecto mas sobresalien-
te de esta ramificacion en las células nerviosas tipicas es la arbo-
rizacion compleja de dendritas que surgen del cuerpo de la célula
neuronal, también llamadas ramas dendriticas o prolongaciones
dendriticas. Las dendritas son el blanco primario de las eferencias
sinapticas desde otras neuronas y también se distinguen por su
alto contenido en ribosomas y proteinas especificas de citoesque-
leto que reflejan su funcion en la recepcién y en la integracion de
la informacidn proveniente de otras neuronas (Purves D., 2007).

La informacién transmitida por las sinapsis a las dendritas
es recibida e integrada en el origen del axén, porcién de la célula
nerviosa especializada en conduccion de sefiales hacia el sitio si-
guiente de interaccidn sinaptica. El axon es una extension singular
del cuerpo de las células neuronales que puede viajar varios mi-
crometros. Ademas, el axdn posee un citoesqueleto caracteristico
cuyos elementos son fundamentales para su integridad funcional
(Purves D., 2007).

El SNC presenta muchos cambios a través del desarrollo de
un organismo. Estos cambios son necesarios para un adecuado
manejo de la informacidn, establecimiento de conductas e interac-
ciones con el medio. A los cambios en los que involucran alteracio-
nes morfoldgicas en las células del SNC, ya sea por el reacomodo
de conexiones sinapticas, la neurogénesis o el cambio en células
gliales, se le conoce como plasticidad cerebral, la cual es indispen-
sable en la funcionalidad del SNC en sus diferentes areas (Magis-
tretti, 2006; Toro & Deakin, 2007).

El SNC sufre modificaciones importantes durante la gesta-
cion. Asi, se ha observado que diferentes regiones del cerebro son
fundamentales en el desarrollo y mantenimiento de la gestacion
tales como el hipocampo y el area predptica (APO) (Kinsley, 2008).
En la figura 5 se muestran algunas areas que participan en la ma-
nifestacion de diferentes conductas en la gestacién.
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Figura 5. Esque-
ma del cerebro
de rata. Se dife-
rencia las areas
del cerebro que
podrian estar
relacionadas con
la conducta ma-
ternal.

HIPOCAMPO
HIPOTALAMO

AREA PREOPTICA
CORTEZA
CEREBELO

i. El Hipotalamo

El hipotalamo se localiza en la base del cerebro y constituye
la prolongacidn rostroventral del tallo cerebral, se halla situado por
debajo del talamo. En el eje rostrocausal se distinguen las regio-
nes preodptica, anterior, tuberal y mamilar. El hipotalamo participa
en la regulacién de procesos asociados con el mantenimiento de la
homeostasis y los ritmos bioldgicos, ademas de que es una regidn
donde se integran procesos que controlan la alimentacioén, la in-
gestion de agua, la reproduccidn, el suefio y la conducta materna
(Aguilar Roblero, 2002; Bear MF et al., 2007).

ii. El drea predptica

El area predptica (APO) es uno de los nucleos que conforman
al hipotdlamo, se encuentra en la parte mas rostral del mismo, en-
tre el diencéfalo y el telencéfalo justo en la base del encéfalo. El
APO recibe informacién de la mayoria de las modalidades senso-
riales, y es por eso que integra la informacion medio ambiental. El
APO, en general es el centro de regulacion de muchas funciones
autondmicas como la temperatura corporal, la sed, el hambre, el
comportamiento sexual y maternal (Aguilar Roblero, 2002; Baltha-
zart & Ball, 2007; Bear MF et al., 2007).
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Figura 6. Flujo
sindptico del hipo-
campo. Los impul-
sos viajan desde la

corteza entorrinal
hacia el giro den-
tado por la via
perforante luego
hacia la region CA3
y luego a CA1; tam-
bién puede viajar
hacia CA3 a través
de la via temporo-
amonica. Al final los
impulsos pueden
viajar de vuelta a

la corteza entorri-
nal. (Neves et al.,
2008).

El APO es fundamental para el establecimiento de la con-
ducta materna durante el embarazo. Se ha reportado que al indu-
cir dafo especifico en esta region la manifestacion de la conducta
maternal no se presenta, ademas la administracién de E2 o de
prolactina en el APO estimula la manifestacion de esta conducta
(Numan, 1988; Bridges et al., 1990). Lesiones en el APO media de
rata inducidas por el acido N-metil aspartico bloquean la construc-
cion del nido (Kalinichev et al., 2000).

iii. El Hipocampo

El hipocampo es una estructura simétrica y bilateral, seme-
jante a una corteza primitiva compuesta sélo por 3 capas de célu-
las, se localiza en la cara interna del I6bulo temporal a lo largo de
la circunvolucién que lleva su nombre, participa en la orientacién y
el aprendizaje espacial, en la formacién de memoria a corto plazo
y su consolidacién, motivo por el cual tiene un papel fundamental
en el establecimiento de la conducta materna (Aguilar Roblero,
2002; Bear MF et al., 2007).

En el hipocampo, la informacién llega desde la corteza ento-
rrinal, se comunica con el giro dentado, éste transmite hacia CA3
y después a CA1, tal como se indica en la figura 6 (la informacion
también puede llegar de las conexiones que tiene con el septum).

Informacion
sensorial polimodal

Hipocampo Corteza
Via
temporoamonica

Axones Colaterales de Schaffer

Media

]
1]

Axones

Entrada modulante
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iv. La corteza frontal

La corteza frontal es la corteza de asociacién que esta ubi-
cada en el Iébulo frontal. A pesar de que la corteza no puede ser
considerada como una entidad anatomica o funcionalmente ho-
mogénea, es factible distinguir laminas y columnas como patrones
basicos de su organizacion. Hay 6 laminas paralelas a la superficie,
caracterizadas por el tamafo o densidad de las neuronas que con-
tienen. Por otra parte, las columnas constituyen la unidad basica
de procesamiento de informacién ya que varias laminas se conec-
tan entre si conformando un eje vertical (Aguilar Roblero, 2002;
Bear MF et al., 2007).

Particularmente, la corteza frontal no puede ser definida por
la entrada de informacién de un sistema sensorial predominante.
Krettek y Price realizaron un estudio a profundidad de la citoarqui-
tectura de la corteza frontal diferenciando 4 areas principales: el
area precentral, area rostral prelimbica, el area orbital, y el area
insular agranular (Krettek & Price, 1977). Tiempo después Kolb
agrupod las diferentes areas y sub-areas en 3 zonas intentando
relacionarlas con las aferencias y eferencias de éstas: zona frontal
media (mPFC), zona frontal ventral y la zona motora y pre-motora
(Kolb, 1984).

Se ha visto que la mPFC, que corresponde al area rostral
prelimbica, es importante en la manifestacién de la conducta ma-
terna durante el embarazo y la construccién del nido ya que cuan-
do se realizaron lesiones en esta zona del cerebro estas conductas
fueron alteradas (Stamm, 1955). Esta zona es muy importante
porque tiene aferencias hacia las regiones de los nucleos ventro
medial y medio dorsal y la zona del medialis anterior en el talamo.
También se ha reportado que contribuye a la toma de decisiones,
a la supervision, al auto-control, al cambio de tareas y a la secuen-
cia de comportamiento (Dalley et al., 2004). Afonso y colaborado-
res evaluaron la participacién de la mPFC en el comportamiento
materno induciendo lesiones con N-metil aspartato. Ellos encon-
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Figura 7. Compo-
nentes del citoes-
queleto (Alberts
B., 2008).

traron que solo las conductas del lamido anogenital y del acarreo
fueron alteradas mientras que la construccién del nido fue similar
al compararlos con el grupo control (Afonso et al., 2007).

v. El cerebelo

El cerebelo se localiza dorsal al tallo cerebral, esta dividi-
do en varios lobulos separados entre si por fisuras. Se divide en
tres regiones, arquicerebelo (mas antigua y mejor conservada),
paleocerebelo y neocerebelo (mas reciente en la filogenia). El ce-
rebelo se encuentra intimamente relacionado con todas las regio-
nes involucradas en el movimiento y desempefia una importante
funcion como coordinador e integrador de la actividad motora vo-
luntaria e involuntaria. El cerebelo puede detectar errores en el
movimiento antes de que se ejecuten ya que posee aferencias y
eferencias hacia la corteza, el tallo cerebral y la médula espinal.
También se ha relacionado al cerebelo con el lenguaje y proce-
sos de aprendizaje y memoria asociados con habilidades motoras
(Aguilar Roblero, 2002; Bear MF et al., 2007).

c. Caracteristicas del citoesqueleto

El citoesqueleto es el principal determinante intrinseco de
la forma de las neuronas y es el responsable de la distribucién
asimétrica de los organelos en el citoplasma. Esta constituido por
tres estructuras filamentosas: los filamentos de actina, los fila-
mentos intermedios (en las neuronas, neurofilamentos) y los mi-
crotubulos (Figura 7). Estos filamentos y sus proteinas asociadas
representan aproximadamente el 25% del total de las proteinas
neuronales (Kandel ER., 2000).

FILAMENTOS DE ACTINA FILAMENTOS INTERMEDIOS MICROTUBULOS

e

25 nm 25 nm
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Los filamentos de actina o microfilamentos estan formados
por una doble cadena de actina denominada actina F (filamento-
sa). La actina es la proteina del citoesqueleto mas abundante en
todas las células, en las neuronas estan presentes dos isoformas
gue son la B y y-actina cuya proporcion en el cerebro de la rata es
de 2:1. Los filamentos de actina se encuentran en la zona proximal
a la membrana y determinan en parte la flexibilidad de la membra-
na en una célula. Esta proteina presenta diversas modificaciones
postraduccionales que dan origen a formas adicionales de actina
las cuales presentan una estructura globular bilobulada (Choo &
Bray, 1978; Flanagan & Lin, 1979).

Los filamentos intermedios (IF) del citoesqueleto presentan
diferentes proteinas dependiendo el tejido que se esté estudiando.
En las neuronas existen otro tipo de IF, los cuales se expresan
diferencialmente en el desarrollo, se conoce que en la neurogé-
nesis, las subunidades de neurofilamentos ligeros (NF-L) y medios
(NF-M) de 61 y 90 kDa respectivamente son coexpresadas, mien-
tras que la expresién de la subunidad de neurofilamentos pesados
(NF-H) de 115 kDa se presenta hasta el periodo postnatal (Lee &
Cleveland, 1996).

Los microtubulos estan conformados por heterodimeros de
a y B-tubulina conformando protofilamentos que a su vez confor-
man la pared cilindrica del microtubulo. El nimero de protofila-
mentos puede variar de 9 a 16 in vitro y solo 13 in vivo (Chretien
& Wade, 1991; Nogales et al., 1998). Los microtubulos presentan
una organizacién en haces y su polaridad es distinta, presentando
un extremo mas (+) (plus end) de crecimiento rapido y un ex-
tremo menos (-) (minus end) de crecimiento lento los cuales son
determinantes en la funcién del microtubulo (Figura 8) (Alberts B.,
2008).

La formacion de un microtubulo requiere de monémeros de
tubulina (a 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 microtibulo para
lo cual, en la etapa inicial (nucleacion) se requiere de la presencia
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Figura 8. Estruc-
tura de un mi-
crotubulo y sus
subunidades. La
molécula de GTP
en el monéme-
ro de a-tubulina
esta estrecha-
mente unida y es
considerada una
parte integral de
la proteina. Sin
embargo, la mo-
lécula de GTP en
el mondémero de
B-tubulina esta
menos unida y
tiene un impor-
tante papel en la
dinémica de fila-
mentos (Alberts
B., 2008).

de la y-tubulina la cual se ubica en el centro organizador de mi-
crotubulos (MTOC) constituyendo un anillo que sirve como el sitio
iniciador de la unién de dimeros de tubulina (Alberts B., 2008).

La a-tubulina siempre se encuentra asociada a un trifosfato
de guanosina (GTP) en un sitio no intercambiable (sitio-N), a dife-
rencia de la B-tubulina que presenta un sitio-E donde el GTP puede
ser intercambiado por difosfato de guanosina (GDP). La union de
GTP a la tubulina, es determinante en la formacién de un microta-
bulo ya que favorece la asociacion de monémeros adyacentes y el
crecimiento (polimerizacidn) del microtubulo (Meurer-Grob et al.,
2001).

B-tubulina

a
heterodimero de tubulina

protofilamento

plus
end

minus
end

a-tubulina
50 nm

El dominio central de la tubulina estd constituido por los
aminoacidos 207-384 y presenta el dominio de unién entre mo-
nomeros y protofilamentos. Hacia el dominio carboxilo terminal
(C-terminal) constituido por los aminoacidos 384-450 se encuen-
tra el sitio de union a proteinas motoras y proteinas estructurales
asociadas a microtubulos (Nogales et al., 1998).

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

Las MAPs participan en la organizacion de la estructura del
citoplasma de las neuronas al estabilizar los microtiubulos y pro-
mover su polimerizacion. Estas proteinas en su mayoria, son ter-
moestables y presentan diferentes sitios que son susceptibles de
ser fosforilados o glicosilados promoviendo asi la unién y la estabi-
lizacion de los microtubulos (Garner et al., 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 microtibulos ya que a mayor nimero de
grupos fosfato unidos, menor es la capacidad de unién (Avila et
al., 1994).

Estudios in vitro, han mostrado que el uso de oligonucledti-
dos antisentido para algunos mRNAs 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 inhibicién de la extensién de neuritas y de la formacion
de dendritas y axones (Caceres et al., 1991; Dinsmore & Solomon,
1991; Gonzalez-Billault et al., 2002).
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Figura 9. Estructura
del gen de Tau y
sus productos de

empalme alterna-
tivo. El gen de Tau
tiene 16 exones, el
primer exén (-1) es
parte del promotor.
Los exones 4A, 6 y
8 no se expresan
en el cerebro hu-
mano. Los exones

2, 3y 10 se empal-
man alternativa-

mente produciendo

seis diferentes
mRNAs. El mRNA

con o sin el exén 10

codifica para la pro-

teina Tau con cua-

tro repetidos (4R) o

con tres repetidos
(3R), respectiva-
mente (Zhou et al.,
2008).

d. Proteina Tau

Tau forma parte de la familia de MAPs, y se expresa princi-
palmente en los axones de las neuronas. La clonacién y secuen-
ciacion del gen de Tau ha demostrado que existen seis isoformas
generadas por procesamiento alternativo de un solo gen, el cual
se encuentra en el cromosoma 17 en la posicién 17g21 y presenta
16 exones (Kosik et al., 1989). En la figura 9 se encuentra repre-
sentada la estructura gendmica de Tau asi como sus productos del
procesamiento alternativo.

10

mRNAs Tau
+2+3+10

-2+3+1n} — 4R

-2-3+10

+243-10
-2+3-103— 3R
-2=-3-1

Solo dos isoformas de Tau han sido identificadas en el ce-
rebro 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 ami-
noacidos 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 fun-
cion de esta proteina.

La proteina Tau se une a los microtubulos por medio de 4
regiones repetidas codificadas por los exones 9 a 12 que se dis-
ponen hacia el extremo C-terminal. Durante la etapa adulta, el
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dominio de union a tubulina de Tau, presenta 3 6 4 regiones repe-
tidas de 18 aminoacidos que hacen mas eficiente el ensamble de
microtubulos a diferencia del dominio de unidén 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 aminoa-
cidos en la regidon amino terminal la cual conforma el dominio de
proyeccion de la proteina y puede regular la interaccién de Tau con
otros elementos del citoesqueleto, con las mitocondrias y con la
membrana plasmatica (Goedert et al., 1989b; Jancsik et al., 1989;
Brandt et al., 1995). Los dominios de proyeccidon de las MAPs son
también importantes por que determinan el espacio entre los mi-
crotubulos ya sea de la dendrita o del axén y pueden incrementar
el diametro de estas estructuras (Chen et al., 1992).

Tau presenta una expresion diferencial de sus isoformas du-
rante el desarrollo en el cerebro de la rata. La isoforma llamada
Tau juvenil (Tau J) cuya estructura carece de los exones 2,3 y 10
que se presenta desde etapas embrionarias y hasta aproximada-
mente los 20 dias del desarrollo postnatal, periodo durante el cual
se observa un intenso crecimiento de las neuritas en la que Tau
J podria ser necesaria para construir los axones en crecimiento.
La expresion de esta isoforma disminuye considerablemente y no
se presenta durante la etapa adulta en la que las otras isoformas
conocidas de Tau contribuyen a la estabilizacién de los axones
(Francon et al., 1982; Tucker & Matus, 1988).

En ratones KO para Tau (es decir, ratones con el gen Tau
inactivado), se ha observado que la MAP1A, puede compensar la
funcion de Tau. Sin embargo, el didmetro del axén de las neuronas
disminuye considerablemente respecto a los animales control (Ha-
rada et al., 1994). En las neuronas del sistema nervioso periférico
gue proyectan un axén muy largo y de diametro mayor en compa-
racion con las neuronas del SNC, 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 que se denomina
como Tau de alto peso molecular (Georgieff et al., 1993).
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i. Fosforilacion de la Proteina Tau

Entre las modificaciones postraduccionales que presenta la
proteina Tau se encuentra la fosforilacion. La isoforma mas gran-
de de Tau humana contiene 441 residuos, incluyendo 79 residuos
putativos de serina y treonina y 5 residuos de tirosina localiza-
dos en dos regiones ricas de prolina (Johnson & Stoothoff, 2004).
La fosforilacién de estos residuos afecta la uniéon de Tau a los
microtubulos provocando disfuncion que finalmente resulta en la
muerte celular (Goedert et al., 1989a; Johnson & Stoothoff, 2004;
Hernandez & Avila, 2007).

En el cerebro normal el equilibrio entre fosforilacion y des-
fosforilacion de Tau origina cambios estructurales y conformacio-
nales, lo que regula la estabilidad del citoesqueleto y consecuente-
mente la morfologia axonal. Estudios previos han demostrado que
el proceso de fosforilacion/desfosforilacion puede controlar no sélo
la funcionalidad bioldgica de Tau, sino también de otras proteinas
que forman parte del citoesqueleto en plaguetas y endotelio como
es la filamina, filamina no muscular o ABP-280 (Jay & Stracher,
1997; Jay D. et al., 2000).

El estado de fosforilacion de Tau es importante ya que en
estado hiperfosforilado, (mdas de nueve grupos fosfato asociados
a la proteina) promueve la formacion de filamentos helicoidales
apareados que forman las marafas neurofibrilares caracteristicas
de la enfermedad de Alzheimer las cuales también han sido des-
critas en pacientes con sindrome de Down y en pacientes con la
enfermedad de Parkinson que presentan demencia (Buee et al.,
2000; Braak et al., 2006). Durante el desarrollo de la enfermedad
de Alzheimer, Tau comienza a fosforilarse en multiples sitios para
dar lugar a las marafias neurofibrilares (NFTs por sus siglas en in-
glés) en la figura 10 se muestra una representacién esquematica
de la funcion estabilizadora de FosfoTau en los microtubulos y del
estado hiperfosforilado de la proteina.

La hiperfosforilacion de Tau es el resultado del desequilibrio
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de la accién de diferentes cinasas y fosfatasas. Las principales
cinasas involucradas en las modificaciones de Tau han sido dividi-
das en dos grupos: proteinas cinasas dirigidas a prolina o motivos
prolina-serina/treonina (P-ST), como son las proteinas cinasas ac-
tivadas por mitégenos (MAPK), cinasa 3B de la glicdbgeno sintetasa
(GSK3p), cinasa tau-tubulina, cinasa dependiente de ciclina (cdc2 y
cdk5), cinasas activadas por estrés (SAPK) y cinasas que fosforilan
motivos distintos de P-ST, las cuales incluyen cinasa reguladora de
afinidad a microtubulos (MARK), proteina cinasa II dependiente de
Ca*/calmodulina (CaMPK II), proteina cinasa dependiente de AMPc
(PKA) y cinasa II de la caseina (Buee et al., 2000).

La desfosforilacion de FosfoTau esta mediada principalmen-
te por proteinas fosfatasas (PPs) entre las que PP2A es conside-
rada la principal fosfatasa de Tau in vivo (Gong et al., 2000; Liu et
al., 2005).

Figura 10. Re-
presentacion
esquematica de
la funcion es-
tabilizadora de
FosfoTau en los
microtubulos y
del estado hiper-
fosforilado de la
proteina (modi- - Subunidades
ficado de (Biote- *-® : A

chacademy.dk, ‘J .

2011). R .’

i

Micrablbuls en desinegracion

Microbibuk

Tau

."-‘f"“ r. hiperiostariada
’/ g Miaraias

(NTFs}

2]



ii. Papel del E2 y de la P4 en la regulacion de la expresion de
las proteinas MAPs
La evidencia de los efectos del E2 y la P4 en la regulacion
de las MAPs, esta relacionada principalmente con estudios reali-
zados in vitro. Estos estudios han demostrado que el E2 aumenta
la expresion de Tau pero no de tubulina en cultivos hipotalamicos
(Ferreira & Caceres, 1991; Duenas et al., 1996). Recientemente
se demostrdé que en cultivos primarios de neuronas de hipocam-
po tratadas una dosis 10 nM de E2 se induce un aumento en el
numero de espinas dendriticas y en el numero de ramificaciones
dendriticas pero no en la longitud o en el nimero de ramas del
axoén (Audesirk et al., 2003).

En cultivos de neuronas maduras de hipocampo tratadas
con E2 se ha observado un aumento en la expresiéon de MAP2C,
en conjunto con el aumento en microtubulos inestables que parti-
cipan en la polaridad neuronal (Shah et al., 2003). Estudios in vivo
utilizando homogenados de hipdfisis de ratas tratadas con E2 han
mostrado que éste induce la expresion de MAP2 y Tau, pero no de
tubulina (Matsuno et al., 1997).

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado
que el tratamiento con P4 a ratas ovariectomizadas a corto plazo
disminuye el contenido de MAP2 en la corteza prefrontal, mientras
un tratamiento a largo plazo incrementa el contenido de MAP2 en
esta regién y en el hipocampo, e incrementa el contenido Tau en
la corteza frontal. También se observa que el E2 aumenta el con-
tenido MAP2 en el hipocampo (Camacho-Arroyo et al., 2011)

En cuanto al efecto de la P4 en la fosforilacién de distintas
proteinas, se sabe que modula la actividad de cinasas como ERK,
PI3K y GSK3 (Singh, 2001; Nilsen & Brinton, 2003; Ballare et al.,
2006; Guerra-Araiza et al., 2007; Dressing et al., 2009; Guerra-
Araiza et al., 2009). Estas cinasas participan en la accion de la
P4 en la diferenciacién, funciéon neuronal, conducta reproductiva
y en la neuroproteccion. Particularmente se ha reportado que la
P4 esta involucrada en la fosforilacién de Tau (Carroll et al., 2007;
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Guerra-Araiza et al., 2007). Segun datos que reportan Zhang y
colaboradores el E2 también es capaz de modificar el estado de
fosforilacion de Tau (Zhang & Simpkins, 2010).

Otros estudios en nuestro laboratorio demuestran que exis-
te un patrén de expresion diferencial de la proteina acidica fibrilar
glial (GFAP) que es la principal proteina de FI en astrocitos diferen-
ciados y es importante en la modulacién de la motilidad del astro-
cito y proporciona su forma y estabilidad estructural, en el cerebro
de la rata durante la gestacion y el inicio de la lactancia y que esta
expresion diferencial puede estar asociada con cambios en la fun-
cion del cerebro durante este estado reproductivo (Gomora-Arrati
et al., 2010)

Planteamiento del problema

Los procesos involucrados en la regulacion de la plasticidad
sindptica en el SNC de madres gestantes y lactantes que son fun-
damentales para la posterior supervivencia de las crias, implican
cambios en la organizacion del citoesqueleto neuronal.

El patron de las MAPs se ha visto correlacionado con cam-
bios ultraestructurales inducidos por E2 y P4 en diferentes areas
del cerebro a diferentes edades y bajo distintas condiciones hor-
monales. Estudios previos han demostrado que en neuronas del
hipotdlamo, el E2 aumenta los niveles de Tau, mas no asi de tu-
bulina.

En la gestacién los niveles de E2 y P4 se encuentran elevados
y se sabe que el contenido de las MAPs puede ser modificado por
estas dos hormonas esteroides, sin embargo, se desconoce si el
contenido de Tau y su estado de fosforilacidon se modifican durante
el embarazo en el SNC de la rata. Por lo que en este trabajo se
estudiard el patrén de expresién de Tau y su fosforilacion durante
la gestacion y al inicio de la lactancia en el hipotalamo, el APO, el
hipocampo, la corteza frontal y el cerebelo de la rata. Esta infor-
macién es indispensable para entender los mecanismos a través
de los cuales actuan las hormonas sexuales en el SNC durante la
gestacion.
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Hipotesis

Objetivo

Ya que la expresion de Tau y su fosforilacion pueden ser re-
guladas por E2 y P4, se espera que el contenido de Tau y la forma
fosforilada de ésta se modifiquen durante la gestacidn y el inicio
de la lactancia en el SNC de la rata.

Conocer el patron de expresion de la proteina Tau total y su
forma fosforilada en el hipotdlamo, el APO, el hipocampo, la corte-
za frontal y el cerebelo a los 2, 14, 18 y 21 dias de gestacion vy al
dia 2 de la lactancia de la rata.

Metodologia

a. Animales de experimentacion

A lo largo de este estudio se utilizaron ratas hembra adultas
de 230 - 250 g de peso de la cepa Sprague Dawley que se mantu-
vieron en un ciclo de luz-oscuridad 12:12 horas, con agua y comida
ad libitum a 22°C de temperatura ambiente.

Las hembras fueron apareadas con un macho experto y a
los 2, 14, 18 y 21 dias de la gestacion y a los 2 dias de la lactancia
(n=4 ratas por grupo) se sacrificaron por decapitacién y se dise-
caron el hipotdlamo, el APO, el hipocampo, la corteza frontal y el
cerebelo. Todas las regiones fueron procesadas inmediatamente
para la extraccidon de proteinas totales.
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b. Extraccion y cuantificacidn de proteinas

Se realizé la extraccion de las proteinas totales de las di-
ferentes regiones del SNC de las ratas gestantes y lactantes me-
diante la técnica que se explica a continuacioén:

1. En tubos estériles, se homogenizaron los tejidos en
estudio en 1 mL de solucidon amortiguadora de lisis
Ripa (Tris HClI 50 mM, NaCl 150 mM, Triton 1%, SDS
1%, aprotinina 2 pg/mL PMSF 1 mM y EDTA 1 mM).

2. Las muestras homogenizadas se transfirieron a tubos
eppendorf de 1.5 mL y se centrifugaron a 14000 rpm
durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante se depo-
sité en un nuevo tuvo eppendorf de 1.5 mL.

La concentracion se determind por un método espectrofoto-
métrico con un Nanodrop, el cual midié la absorbancia a una lon-
gitud de onda de 280 nm. El aparato estd acoplado a un software
gue calcula directamente la concentracion de las proteinas en las
muestras.

c. Western blot

Para cada muestra se prepard el volumen necesario para
cargar 100 ug de proteina total mezclandolo con el amortiguador
de carga (Tris base 50 mM, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%, bro-
mofenol 0.1%, glicerol 10%) en una relacién 1:1 volumen-volumen
y se hirvieron durante 5 minutos.

Se depositaron 100 ug de proteina total en un gel desnatu-
ralizante de poliacrilamida al 7.5%, las proteinas fueron separadas
por electroforesis a 90 volts por 3 horas. Enseguida se transfi-
rieron a una membrana de nitrocelulosa a 60 mA por membrana
durante 2.5 horas en una camara de transferencia semihiumeda.
Posteriormente se incubd con un agente bloqueador de membrana
(General Electric) en TBS 1x (NaCl, Tris,-Base, pH 7.4) + Tween
0.1% durante 2 horas.
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Se incubd con el anticuerpo primario, anti-Tau (Cell Signa-
ling) en una dilucién 1:1000 (concentraciéon 1 ug/mL) o con el an-
ticuerpo primario anti-Tau [(phospho S396, abcam)] que reconoce
especificamente la serina 396 fosforilada ya que se ha encontrado
gue éste es un sitio critico para el ensamblaje de microtibulos en
una dilucién 1:1000 (concentracion 1 ug/mL) por 24 horas a 4°C.
Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con una solucién de TBS +
Tween 0.1%. Posteriormente se incubd con el anticuerpo secun-
dario anti-ratén acoplado a peroxidasa (IgG-HRP) (Santa Cruz) o
con el anticuerpo secundario anti-conejo (Santa Cruz) respectiva-
mente en una dilucion de 1:5000 durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS + Tween
0.1% y las membranas se colocaron en TBS para continuar con la
deteccidn.

Las proteinas que fueron reconocidas por el anticuerpo pri-
mario se detectaron mediante una técnica de quimiolumiscencia
de alta sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech). Con este
sistema el peréxido de luminol y un activador son sustratos de la
peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario que cuando reac-
ciona genera una sefal de luminiscencia que se puede cuantificar
utilizando placas radiograficas.

Para corregir las posibles diferencias en la cantidad de pro-
teina cargada, se utilizé6 una proteina cuyo contenido no se modi-
fica en la etapa de estudio, en este caso a-tubulina. Se realizé un
lavado con glicina acida (0.1 M, pH 2.5) por 30 minutos a 60°C. Se
bloqued con una solucién de leche al 5% en TBS. Se incubd con
anti-tubulina (Sigma) en una dilucion de 1:10000 toda la noche.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS +
Tween 0.1%. Se incubd con anticuerpo anti-ratén (Santa Cruz) en
una dilucion de 1:5000 durante 1 hora. Se realizaron 3 lavados de
5 minutos con TBS + Tween 0.1% vy se utilizdé el método de alta
sensibilidad antes descrito.
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Resultados

Figura 11. Cambios en

d. Analisis densitométrico y estadistico

Cada placa fue sometida a un analisis densitométrico para
cuantificar las bandas que corresponden al contenido de Tau, Fos-
foTau y a-tubulina mediante el programa Scion Image. El valor
gue arrojo el programa para densitometria para Tau y FosfoTau
fue divido entre el valor para a-tubulina para corregir el error de
carga. A los datos obtenidos se les aplicé una ANOVA de una via
y posteriormente una prueba de t-student, se utilizé el programa
GraphPad Prism 5 para calcular los valores de probabilidad.

En este estudio se caracterizé el patron de expresion de la
proteina Tau asi como de su forma fosforilada, es decir FosfoTau
durante la gestacién y el inicio de la lactancia. En el hipotalamo
se observé un aumento significativo en el contenido de Tau en los
dias 2 y 18 de la gestacion en comparacion con los dias 14 y 21 de
la gestacion y el dia 2 de la lactancia. El contenido de FosfoTau au-
mento significativamente el dia 21 del periodo gestante (Fig. 11).
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El contenido de Tau en el APO de ratas gestantes y lactan-
tes no mostré cambios significativos, sin embargo, el contenido de
FosfoTau presentd una disminucion estadisticamente significativa
el dia 21 de la gestacion en comparacién con los dias 2, 14 y 18 de
la gestacion y el dia 2 de la lactancia (Fig. 12).
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En el hipocampo de ratas gestantes el contenido de Tau dis-
minuyod a partir del dia 14 y se mantuvo relativamente constante
hasta el dia 21 de la gestacidén, sin embargo, al dia 2 de la lactan-
cia el contenido de Tau aumentd en comparacion con los dias 14,
18 y 21 de la gestacidn. El contenido de FosfoTau aumento progre-
sivamente mientras transcurre la gestacion llegando a un maximo
al dia 21 de la gestacion (Fig. 13).
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Figura 13. Cambios en
el contenido de Tau y
FosfoTau en el hipocam-
po de la rata durante la
gestacion y el inicio de
la lactancia. Western
blot representativo de
Tau, FosfoTau y de a-
tubulina a los 2 (G2),
14 (G14), 18 (G18) y 21
(G21) dias de la gesta-
cién y al dia 2 (L2) de la
lactancia. Las graficas
muestran el analisis
densitométrico del con-
tenido de Tau y Fosfo-
Tau para cada dia de
estudio. (*) P<0.05 vs.
G14 y G18; (**) P<0.05
vs. G14; (&) P<0.05 vs.
G2. Media £ SEM, n=4.
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El contenido de Tau al dia 21 de la gestacion disminuyd sig-
nificativamente en la corteza cerebral de las ratas en comparacion
con los dias 2, 14 y 18 de la gestacién en los que el contenido de
Tau se mantuvo constante. Asi mismo, se observd un aumento
significativo en el contenido de Tau al dia 2 de la lactancia en
comparacion con la gestacion. FosfoTau no mostré cambios signi-
ficativos durante la gestacién ni al dia 2 de la lactancia (Fig. 14).

Finalmente, en el cerebelo el contenido de la proteina Tau
disminuyd en el dia 14 y se mantuvo hasta el dia 21 comparado
con el dia 2 de la gestacién. Se observé también, un incremen-
to significativo en el contenido de Tau en el dia 2 de la lactancia
en comparacién con los dias 14, 18 y 21 de la gestacién, mas
no en comparacién con el dia 2 de la gestacién. Similar a lo que
se observo en el hipocampo, la proteina Tau fosforilada aumento
progresivamente conforme progresa la gestacién, llegando a un
maximo al dia 21 de la gestacidon que se mantuvo al dia 2 de la
lactancia (Fig. 15).
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Figura 14. Cambios en
el contenido de Tau y
FosfoTau en la corteza
frontal de la rata du-
rante la gestacion y el
inicio de la lactancia.
Western blot represen-
tativo de Tau, FosfoTau
y de a-tubulina a los
2(G2), 14 (G14), 18
(G18) y 21 (G21) dias
de la gestacion y al dia
2 (L2) de la lactancia.
Las graficas muestran el
analisis densitométrico
del contenido de Tau y
FosfoTau para cada dia
de estudio. (*) P<0.05
vs. todos los grupos;
(**) P<0.05 vs. G18.
Media £ SEM, n=4.
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Teniendo en cuenta que la forma fosforilada de la proteina

Tau es la que cumple con las funciones anteriormente descritas,
una relacion entre el contenido de la proteina fosforilada y Tau to-
tal podria brindar una mejor idea de lo que ocurre durante la ges-
tacion y el inicio de la lactancia con respecto no sélo al contenido
de la proteina, sino que también a la actividad de Tau.

Figura 15. Cambios en
el contenido de Tau y
FosfoTau en el cerebelo
de la rata durante la
gestacion y el inicio de
la lactancia. Western
blot representativo de
Tau, FosfoTau y de
a-tubulina a los 2 (G2),
14 (G14), 18 (G18) y
21 (G21) dias de la ges-
tacién y al dia 2 (L2) de
la lactancia. Las graficas
muestran el analisis
densitométrico del con-
tenido de Tau y Fosfo-
Tau para cada dia de
estudio. (*) P<0.05 vs.
todos los grupos; (**)
P<0.05 vs. G21. Media
+ SEM, n=4.
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Figura 16. Variacion
en la relacion de
FosfoTau/Tau en
el hipotalamo, el

APO, el hipocampo,
la corteza frontal
y el cerebelo de

ratas a los 2 (G2),

14 (G14), 18 (G18)

y 21 (G21) dias

de la gestacion y

al dia 2 (L2) de la
lactancia. Las gra-
ficas muestran una
relacién entre el
contenido de Tau y
su fosforilacion en
los dias de estudio
(**) P<0.05 vs.
todos los otros gru-
pos; (&&) P<0.05
vs. todos los otros
grupos; (&) P<0.05
vs. todos los otros
grupos; (#) P<0.05
vs. todos los otros
grupos; (*) P<0.05
vs. todos los otros
grupos. Media +
SEM, n=4.

En el hipotdlamo de la rata la relacion FosfoTau / Tau au-
mento significativamente hacia el término de la gestacion, es de-
cir, al dia 21, y este aumento se mantuvo el dia 2 de la lactancia.
En el APO en contraste con lo observado en el hipotalamo dicha
relacién disminuyd conforme progresa la gestacién siendo signifi-
cativamente diferente a partir del dia 18, sin embargo, en el dia 2
de la lactancia la relacién entre la FosfoTau-Tau volvié a aumentar
significativamente. En el hipocampo se observd que la relacion
aumenta significativamente a partir del dia 18 de la gestacién y se
mantuvo asi hasta el dia 2 de la lactancia. En la corteza frontal se
observé un aumento significativo de la relacién en los dias 2 y 21
de la gestacion en comparacion con los dias 14 y 18 de la gesta-
cion y el dia 2 de la lactancia. Por ultimo, en el cerebelo se obser-
vO que la relacién entre la proteina fosforilada y la total aumentd
conforme progresa la gestacién alcanzando un maximo el dia 21
de la gestacidn y posteriormente en el dia 2 de la lactancia, ésta
disminuyé (Figura 16).
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Discusion

En este trabajo se demostrd patrén diferencial de expresion
y fosforilacién de la proteina Tau en algunas regiones del cerebro
durante la gestacion y el inicio de la lactancia. La expresién dife-
rencial en el contenido de la proteina asi como en el contenido de
FosfoTau observado en las areas de estudio sugieren que factores
tejido-especificos participan en la regulacién de la expresion de
Tau asi como de su fosforilacién.

Diversos cambios en la funcion y organizacién del cerebro
han sido observados durante la gestacién, incluyendo modifica-
ciones en la memoria y aprendizaje (Galea et al., 2000; Keyser-
Marcus et al., 2001; Shingo et al., 2003; Furuta & Bridges, 2005).

Matsuno y colaboradores encontraron que en ratas hembra
adultas tratadas con E2 aumenta la expresién de Tau en la glandu-
la pituitaria (Matsuno et al., 1997). En este trabajo se obtuvieron
resultados similares en algunas regiones cerebrales, ya que se
observd un aumento en el contenido de Tau en el hipotalamo en
los dias 2 y 18 de la gestacion, en el hipocampo y en el cerebelo
al segundo dia de la gestacién y en la corteza frontal observamos
también niveles mas altos los dias 2, 14 y 18 de la gestacion. Estas
modificaciones en la expresién de Tau podrian estar relacionadas
con el incremento en las concentraciones de E2 observadas du-
rante la gestacion, las cuales son mayores incluso comparandolas
con las concentraciones que se alcanzan en el pico maximo en el
proestro durante el ciclo estral (Rosenblatt et al., 1988). Por otra
parte, podria ser que el aumento en la expresion de la proteina
Tau en el hipocampo, la corteza frontal y en el cerebelo el dia 2 de
la lactancia esté relacionado con cambios en las concentraciones
de otras hormonas como por ejemplo la prolactina, que se incre-
menta considerablemente después del parto, o incluso a la res-
puesta de estimulos externos como la interaccién entre la madre
y las crias.

Se analizé el contenido de Tau y FosfoTau los dias 2, 14, 18 y
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21 de la gestacion por los marcados cambios en las concentracio-
nes de E2 y P4 observados en estos dias. En el dia 2 los niveles de
E2 y P4 son bajos. La secrecién ovarica de P4 aumenta alrededor
del dia 14, el mayor nivel de P4 se observa entre los dias 16-18,
con una evidente disminucién en el dia 21 y un incremento signi-
ficativo de los niveles de E2 en este dia (Rosenblatt et al., 1988).

Es interesante observar que en ninguna de las regiones de
estudio se observaron niveles elevados de la proteina Tau en el
dia 21 de la gestacion, dia en el que el E2 alcanza los niveles mas
altos durante todo el embarazo en ratas, este dato de manera
preliminar nos llevaria a sospechar que las modificaciones en la
expresion de esta proteina se producen a concentraciones bajas
de esta hormona y no en concentraciones muy altas, fenémeno
contrario al que se observa en cuanto al contenido de la proteina
fosforilada, ya que la mayor parte de los cambios observados su-
ceden en este dia.

La capacidad de Tau de ensamblar a los microtubulos es
regulada post-traduccionalmente por la fosforilacién en serina/
treonina. La hiperfosforilacién de estos residuos afecta la unién de
Tau a los microtubulos provocando disfuncion que finalmente po-
dria resultar en la muerte celular (Goedert et al., 1989a; Johnson
& Stoothoff, 2004; Hernandez & Avila, 2007). En este trabajo se
encontraron importantes cambios en el contenido FosfoTau en la
mayoria de las regiones estudiadas.

En los resultados mostrados en este trabajo se observa una
expresion diferencial de la proteina Tau fosforilada en cada una de
las regiones en estudio. Se sabe que el E2 y la P4 son capaces de
modificar la fosforilacion de la proteina Tau, como se ha observado
en algunos trabajos como en los de Carroll y colaboradores o en
los de Guerra-Araiza en donde se demuestra que la P4 aumenta la
fosforilacion de Tau, o en los estudios de Zhang y Simpokins que
mencionan que el E2 es capaz de disminuir el contenido de Fosfo-
Tau (Zhang & Simpkins, 2010; Carroll et al., 2007; Guerra-Araiza
et al., 2007).
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En el hipotalamo e hipocampo es evidente un aumento en
el contenido de FosfoTau en el dia 21 de la gestacion que podria
estar relacionado con las concentraciones de P4 alcanzadas du-
rante este dia, por el contrario, de manera muy interesante en el
mismo dia pero en el APO el contenido de FosfoTau disminuyd en
comparacion con el resto de la gestacién y el inicio de la lactancia.
La disminuciéon del contenido de FosfoTau en al APO coincide con
resultados obtenidos por Zhang y colaboradores que han demos-
trado que el E2 es capaz de prevenir la fosforilacion de Tau (Zhang
& Simpkins, 2010).

En el cerebelo se observd que la expresion de FosfoTau au-
menté conforme progresa la gestacion, lo cual puede estar rela-
cionado con el incremento en las concentraciones de P4 que ocu-
rren durante la gestacién, siendo maximas entre los dias 16-18.
Este resultado se relaciona con datos en los que reportan que la
P4 aumenta la fosforilacién de Tau (Carroll et al., 2007; Guerra-
Araiza et al., 2007).

Tau puede fosforilarse en multiples sitios, sin embargo, se
sabe que la fosforilacion en la serina 396 es un sitio critico para el
ensamblaje de microtubulos y ésta puede ser fosforilada por cina-
sas como JNK, p38, protein cinasa Tau I (TPKI) y protein cinasa
Tau II (TPKII) por lo que decidimos detectar esta serina fosforilada
en nuestro estudio (Evans David B. et al., 2000; Reynolds et al.,
2000).

Aunque muchas proteinas cinasas son capaces de fosfori-
lar Tau in vitro, se cree que solo algunas como GSK3B o TPK Iy
cdk5 o TPK II son las que realizan la fosforilacion in vivo, fueron
aisladas por primera vez de microtubulos de cerebro bovino por lo
gue son las mas estudiadas (Ishiguro et al., 1992; Ishiguro et al.,
1993; Uchida et al., 1994). Por el momento no podemos saber cual
o cudles son las proteinas cinasas que podrian fosforilar a Tau du-
rante el embarazo, sin embargo, se ha encontrado que la P4 y sus
metabolitos pueden estar involucrados en la fosforilacidon de Tau y
en la actividad de GSK3pB en el cerebro y que el E2 puede preve-
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nir la fosforilacién de Tau via cdk5 (Amorim et al., 2010; Zhang &
Simpkins, 2010; Guerra-Araiza et al., 2007; Guerra-Araiza et al.,
2009).

Finalmente, la relacion entre FosfoTau y Tau nos podria in-
dicar el contenido de proteina que se encuentra interactuando
con los microtubulos y muy probablemente originando cambios
estructurales en el SNC durante la gestacién y el inicio de la lac-
tancia y que podrian estar relacionados con la conducta maternal
gue se observa en la rata. En el hipotadlamo de la rata encontra-
mos que esta relacion aumenta significativamente en el dia 21 y
este aumento se mantiene al dia 2 de la lactancia, lo cual puede
estar relacionado con los procesos que ocurren en algunos nu-
cleos hipotaldmicos durante la gestaciéon, como lo reportan Purves
y colaboradores para el nucleo supreéptico (Purves D., 2007). El
hipotalamo participa en la regulacién de procesos asociados con el
mantenimiento de la homeostasis y los ritmos bioldgicos, ademas
de que es una regién donde se integran procesos que controlan la
alimentacién, la ingesta de agua, la reproducciéon y el suefio que
se ven modificados durante la gestacién y en mayor grado unos
dias antes del momento del parto, y es muy probable que el incre-
mento en la relacion FostoTau / Tau en el dia 21 de la gestacién y
2 de la lactancia estén relacionados con estos procesos (Aguilar
Roblero, 2002; Bear MF et al., 2007).

Por otra parte se sabe que la agresién es un proceso emo-
cional en donde esta involucrado el hipotdlamo, entre otras regio-
nes cerebrales (Olivier & Mos, 1992). Ademas, se ha reportado que
hacia el final de la gestacién la madre presenta un comportamien-
to agresivo que Mathews y colaboradores observaron y que podria
estar relacionado con el incremento en la relacién FosfoTau / Tau
gue se observé el dia 21 de la gestacion y el dia 2 de la lactancia
(Matthews-Felton et al., 1995).

Se sabe que lesiones en el APO medial bloquean la cons-
truccion del nido, ademas el APO es en general el centro de re-
gulacidon de muchas funciones autondmicas como la temperatura
corporal y la sed, que son de gran importancia para el cuidado
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y supervivencia tanto de la madre como de las crias, por lo que
es necesario una remodelacién sinaptica en esta area. Se ha ob-
servado que la construccién del nido empieza aproximadamente
alrededor del dia 18 de la gestacion, por lo que podemos sugerir
gue esta remodelacion sinaptica esta relacionada con la disminu-
cion de la relacion FosfoTau / Tau que se observé en los dias 18 y
21 de la gestacién (Kalinichev et al., 2000; Aguilar Roblero, 2002;
Balthazart & Ball, 2007; Bear MF et al., 2007).

En el hipocampo se observd que la relacién FosfoTau / Tau
aumenta significativamente a partir del dia 18 de la gestacién y se
mantiene asi hasta el dia 2 de la lactancia, durante esta etapa la
madre debe memorizar sitios de abastecimiento para alimentarse
por lo que el incremento en la relacién FosfoTau / Tau podria estar
relacionado con la actividad sinaptica en el hipocampo en esta
etapa. Estos resultados apoyan los trabajos de Kinsley y colabo-
radores en los que se ha demostrado que ratas madre resuelven
en un menor tiempo laberintos en comparacién con ratas virgenes
(Kinsley et al., 1999).

En la corteza frontal se observé un aumento significativo de
la relacion FosfoTau / Tau los dias 2 y 21 de la gestacion en compa-
racion con los dias 14 y 18 y el dia 2 de la lactancia. A pesar de que
la corteza no tiene una entrada sensorial predominante, existe
una region relacionada con el comportamiento materno durante la
gestacion que es la mPFC que, entre otras funciones, interviene en
el proceso de atencién. Es probable que los cambios observados
en la relacion FosfoTau / Tau al final de la gestacién puedan estar
relacionados con las conductas del lamido anogenital y del acarreo
que son alteradas al inducir lesiones con N-metil aspartato en la
mPFC (Afonso et al., 2007).

Por ultimo en el cerebelo se observa que la relacidén entre la
proteina Tau fosforilada y Tau total aumentd conforme progresa la
gestacién alcanzando un maximo el dia 21 de la gestacion. Este in-
cremento podria estar relacionado con la memoria motriz, la cual
sabemos que es indispensable por ejemplo para la construccion
del nido. También se ha relacionado al cerebelo con procesos de
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aprendizaje y memoria asociados con habilidades motoras, estas
dos habilidades son necesarias para la supervivencia de la madre
y de las crias (Aguilar Roblero, 2002; Bear MF et al., 2007).

Los cambios que ocurren en el contenido de Tau y FosfoTau
podrian ser Utiles en la comprensiéon del proceso de la plasticidad
neuronal en el llamado cerebro maternal.
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Conclusiones

Existen cambios en el contenido de Tau y FosfoTau en el
cerebro de la rata durante la gestacién y el inicio de la
lactancia.

El patrén del contenido de Tau y FosfoTau varian de ma-
nera tejido-especifica en el SNC de la rata durante la
gestacién y el inicio de la lactancia.
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