
 
 

 

 

 

 

 

 

MECANISMO DE CONTROL SOBRE LA PLASTICIDAD 

NEURONAL MEDIANTE LA 

FOSFORILACIÓN/DESFOSFORILACIÓN DE WAVE 1 

 

 

 

Tesis presentada para optar al título de Doctor en Biología de la Universidad Nacional 

de Cuyo 

 

 

Lic. Ivonne Denise Uzair 

 

Director: Dr. Angel Matias Sanchez 

Co-Directora: Dra. Graciela Alma Jahn 

 

Laboratorio de Transducción de Señales 

Instituto de Medicina y Biología Experimental de Cuyo 

Centro Científico y Tecnológico - CONICET Mendoza 



 
 

Agradecimientos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

…A cada una de las personas que fueron parte de mi vida durante éste arduo 

trabajo, todas ellas fueron clave para concluirlo… 

 

Un especial agradecimiento para mis directores, para todo el personal del 

IMBECU, para mi comité tutorial, para PROBIOL y la Universidad Nacional de 

Cuyo.  

Un especial agradecimiento para mi familia y amigos, maravillosas personas que 

me acompañaron y me dieron su apoyo para llegar hasta la meta.  

 

 

 

 

 



 Página 1 
 

ÍNDICE 

ÍNDICE…………………………………………………………………………………………..1 

LISTA DE ABREVIATURAS………………………………………………………………….4 

RESUMEN………………………………………………………………………………………6 

ABSTRACT……………………………………………………………………………………..7 

CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN……………………………………………………………..8 

1.1 Plasticidad Neuronal y Plasticidad Sináptica…………….………………………………………..8 

1.2 Estrógenos, progestágenos y la plasticidad de espinas dendríticas………….………………10 

1.3 Espinas dendríticas, su morfología y el citoesqueleto de actina……………………………...10 

1.3.1 Espinas dendríticas, contribuciones de Santiago Ramón y Cajal…………………………..10 

1.3.2 Formación de las espinas dendríticas………………………………………………………….11 

1.3.3 Dinámica de los filamentos de actina: pasos en la formación de ED………………………13 

1.3.4 Dinámica de los filamentos de actina: vías de señalización que regulan la  

formación de ED…………………………………………………………………..…………...14 

1.3.5 Integradores de señales, paxilina y Rac1 GTPasa………………………………….………..18 

1.4 WAVE1 y la formación de espinas dendríticas…………………………………………….……20 

1.5 El switch On-Off: Cdk5 y PP2A……………………………………………………………………23 

1.5.1 Rol de Cdk5 en la fosforilación de WAVE1……………………………………………………23 

1.5.2 PP2A y la desfosforilación de WAVE1…………………………………………………………24 

1.6 WAVE1, Cortactina y Arp2/3……………………………………………………………...……….26 

 

CAPÍTULO 2: OBJETIVOS E HIPÓTESIS………………………………………………..28 

2.1 Fundamentación del problema de investigación……………………………..…………………28 

2.2 Objetivo general e hipótesis de trabajo……………………………………………….………….28 

2.3 Objetivos específicos……………………………………………………………………………….29 

 

CAPÍTULO 3: MATERIALES Y MÉTODOS………………………………………………31 



 Página 2 

3.1 Lista de abreviaturas………………………………………………………...……………………..31 

3.2 Sistema de estudio…………………………………………………………..……………………..32 

3.3 Metodología…………………………………………………………………….…………………...32 

3.3.1 Cultivo primario de células neuronales corticales embrionarias……………….……………32 

3.3.2 Seguimiento del cultivo a partir del día de siembra…………………………..………………34 

3.3.3 Tratamientos……………………………………………………………………….……………..34 

3.4 Inmunoensayos: detección mediada por anticuerpos (Ac)…………………………………….37 

3.4.1 Western blot…………………………………………………………………….…………………37 

3.4.2 Inmunofluorescencia…………………………………………………………...………………...41 

3.4.2.1 Análisis y cuantificación de las espinas dendríticas………………………………………..41 

3.4.2.1a Selección de neuronas y dendritas…………………………………………………………41 

3.4.2.1b Cuantificación de espinas dendríticas…………………………………………..………….43 

3.4.3 Inmunoprecipitación……………………………………………………………………...………44 

3.5 Análisis estadístico………………………………………………………………………...……….44 

 

CAPÍTULO 4: RESULTADOS………………………………………………………………46 

4.1 Resultados del primer objetivo especifico…………………………………………46 

4.1.1 Regulación de las hormonas sexuales E2 y P4 en la formación de ED en neuronas 

corticales…………..…………………………………………………………………..……….46 

4.1.2 Src/FAK/Paxilina son claves en la activación de Rac1 y en la formación  

de ED impulsadas por E2 y P4……………………………...……………………….………48 

4.1.3 E2 y P4 regulan la formación de ED mediada por WAVE1 a través  

del switch molecular quinasa Cdk5/fosfatasa PP2A……………………………..……….51 

4.1.4 E2 y P4 estimulan la fosforilación de PP2A y WAVE1 y la  

formación de ED………………………………………………………………..……………...51 

4.2 Resultados del segundo objetivo especifico………………………………………54 

4.2.1 La expresión exógena de constructos mutantes de PP2A alteran la  

fosforilación de WAVE1 y la formación de ED mediada  



 Página 3 

por E2 o P4…………………………………………………………………………….……….54 

4.2.2 La fosforilación de PP2A en Y307 dependiente de E2 y P4 es mediada  

por Src quinasa……………………………………………………………………..………….54 

4.3 Resultados del tercer objetivo especifico………………………………………….56 

4.3.1 Cortactina participa en la formación de ED mediada por E2/P4 a través  

de una vía dependiente de Rac1/PAK1……………………………………………………..56 

4.3.2 E2 y P4 promueven la fosforilación de Cortactina y Arp2 y una disrupción  

de la interacción de Cortactina con Arp3………………………………………….………..58 

4.3.3 E2 y P4 regulan la fosforilación de Arp2 dependiente de WAVE1 y Cortactina…………..59 

4.3.4 E2 y P4 impulsan la formación de ED a través del complejo Arp2/3……………………….61 

4.3.5 Las hormonas E2 y P4 inducen la formación de ED a través de  

WAVE1/Complejo Arp2/3 vía sus receptores…………………………..……..……………61 

 

CAPÍTULO 5: DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES…………………………………………64 

5.1 Discusión………………………………………………………………………….…………………64 

5.2 Conclusiones…………………………………………………………………..……………………75 

 

CAPÍTULO 6: REFERENCIAS……………………………..............................................76 

 

CAPÍTULO 7: ANEXO……………………………………………………………………….84 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Página 4 

LISTA DE ABREVIATURAS 

ADP: adenosina difosfato 

Arp: proteína relacionada a la actina 

ARPC1-5: proteínas del complejo Arp2/3, subunidades de la 1 a la 5 

ATP: adenosina trifosfato 

cAMP: adenosina monofosfato cíclica 

Cdc42: Cell división control protein 42, GTPasa de la de proteínas familia Rho 

Cdk5: proteína quinasa dependiente de ciclina 5 

CIP2A: proteína inhibitoria de PP2A del tipo cancerosa 

CTTBP2: proteína de unión a cortactina tipo 2 

E2: 17-β-estradiol 

ED: espinas dendríticas 

ES: esteroides sexuales 

FAK: quinasa de adhesiones focales 

GAP: proteína activadora de GTPasas 

GDP: guanosina difosfato 

GEF: factor intercambiador de GTP 

GPCR: receptor de superficie celular acoplado a proteína G 

GTP: guanosina trifosfato 

GTPasa: enzima guanosina trifosfatasa 

ICAM: molécula de adhesión intercelular, receptor de superficie celular 

LTD: depresión a largo plazo 

LTP: potenciación a largo plazo 

MRCK: quinasa de unión a Cdc42 relacionada con la distrofia miotónica 

NMDA: N-metil-D-aspartato 

NPF: factor promotor de la nucleación actínica.  

N-WASP: proteína WASP neural 



 Página 5 

P4: progesterona 

PAK1: quinasa activada por Rac1 

PIX: PAK-interacting exchange factor, proteína GEF de Rac1 

PKA: proteína quinasa A 

PP2A: proteína fosfatasa 2A 

PP2B: proteína fosfatasa 2B 

Rac1: GTPasa de la familia de proteínas Rho 

RhoA: GTPasa de la familia de proteínas Rho 

ROCK: quinasa asociada a la GTPasa Rho 

RTK: receptor tirosina quinasa 

SET: proteína inhibitoria de PP2A 

SH2: dominio homólogo a Src, secuencia específica de aminoácidos que reconocen residuos de 

tirosina fosforilados. 

SNC: sistema nervioso central 

Src: tirosina quinasa relacionada con el virus del sarcoma 

TLR: receptor de superficie celular de tipo toll 

WASP: proteína del síndrome de Wiskott-Aldrich 

WAVE1: proteína Wiskott-Aldrich syndrome Verprolin Homologue-1 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Página 6 

RESUMEN 

Este trabajo se focalizó en el estudio del mecanismo molecular implicado en la regulación de la 

formación de espinas dendríticas (ED). Las mismas constituyen la base, tanto estructural como 

funcional para el establecimiento de conexiones sinápticas entre neuronas. Este proceso es 

altamente dinámico y está sujeto a la regulación de importantes neuromoduladores que 

determinan el accionar de las proteínas responsables en promover la formación de ED. El 

objetivo general de este trabajo radicó en estudiar la vía de señalización de las hormonas 17-β-

estradiol (E2) y progesterona (P4) hacia la plasticidad neuronal, a través del mecanismo que 

controla la fosforilación de WAVE1 (activador clave del complejo Arp2/3, último responsable 

de la formación de ED) y su regulación sobre la formación dendrítica en neuronas corticales de 

rata. La hipótesis de trabajo plantea que el switch molecular quinasa Cdk5/fosfatasa PP2A 

controla la formación de ED, modulando la actividad de WAVE1 a través de su 

fosforilación/desfosforilación, respectivamente. Se determinó que las hormonas E2 y P4 

regulan la morfología de neuronas corticales incrementando significativamente el número de 

ED. Este proceso ocurre través de un control preciso sobre WAVE1 mediado por Cdk5 y PP2A.  

Tanto E2 como P4, promueven la fosforilación/activación de Cdk5 (evidenciado por un 

aumento en los niveles de p-Cdk5Y15) e inactivación de PP2A (incremento en los niveles de p-

PP2AY307), afectando el estado fosforilado/desfosforilado de WAVE1 regulando de esta manera 

la densidad dendrítica. Además, E2 y P4 inducen la fosforilación de cortactina (un segundo 

activador clave de Arp2/3), y de Arp2 mediando la formación de ED. Como conclusión de este 

estudio, las hormonas E2 y P4 promueven la formación de ED regulando la actividad de 

proteínas claves de nucleación actínica como WAVE1 y cortactina, contribuyendo así al 

desarrollo de procesos de plasticidad sináptica en el sistema nervioso central. 
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ABSTRACT 

This work focused on the study of the molecular mechanism involved in the regulation of 

dendritic spine (DS) formation. These structures are responsible for structural and functional 

establishment of synaptic connections between neurons. This process is highly dynamic and is 

subjected to an important regulation by neuromodulators that determine the activity of 

proteins responsible for promoting DS formation. The general objective of this work was to 

study the signaling pathway of 17-β-estradiol (E2) and progesterone (P4) hormones in 

neuronal plasticity, through the mechanism that regulate WAVE1 phosphorylation (key 

activator of the Arp2/3 complex responsible for actin nucleation) and its regulation on 

dendritic spines formation in rat cortical neurons. The working hypothesis was that the 

molecular switch Cdk5 kinase/PP2A phosphatase controls DS formation, modulating the 

activity of WAVE1 through phosphorylation mechanisms. E2 and P4 regulated cortical neurons 

morphology by significantly increasing the number of DS. This process was mediated by Cdk5 

and PP2A through WAVE1 phosphorylation. Both E2 and P4 promoted Cdk5 

phosphorylation/activation (evidenced by an increase in p-Cdk5Y15 levels) and PP2A 

inactivation (increase in p-PP2AY307 levels) affecting WAVE1 phosphorylated/ 

dephosphorylated state of and thus regulating dendritic spine density. Furthermore, E2 and P4 

induced Cortactin and Arp2 phosphorylation (a second key step in the activation of Arp2/3 

complex). The conclusions of this study state that E2 and P4 promote DS formation by 

regulating the activity of key actin nucleation proteins such as WAVE1 and Cortactin, thus 

contributing to the development of synaptic plasticity processes in the central nervous system. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Plasticidad Neuronal y Plasticidad Sináptica 

El cerebro es un importante blanco de los esteroides sexuales (ES), los cuales desempeñan 

múltiples funciones regulatorias como la proliferación, supervivencia y diferenciación celular 

[1]. Una de las acciones más interesantes de estas hormonas es el control que pueden ejercer 

sobre la plasticidad neuronal, proceso fundamental para el desarrollo de funciones cognitivas 

como la memoria y el aprendizaje [2]. Se define a la plasticidad neuronal como la capacidad del 

cerebro de modificar sus circuitos neuronales, su función y/o estructura en respuesta a la 

actividad generada por algún estímulo [3]. De esta manera, se producen modificaciones que 

pueden afectar el pensamiento, los sentimientos, emociones y comportamiento. La plasticidad 

neuronal puede ocurrir en diferentes niveles estructurales en el sistema nervioso central (SNC) 

(Figura 1) [4]. Aquellos más relevantes son la neurogénesis; el crecimiento y remodelamiento 

dendrítico (arborización y pruning); la sinaptogénesis, fortaleza sináptica y los cambios que 

modifican la expresión génica (plasticidad genómica) [5].  

 
 
Figura 1. Niveles de plasticidad neuronal. Distintos estímulos pueden provocar modificaciones en cada 

uno de ellos. Durante la neurogénesis, nuevas neuronas se integran a circuitos neuronales 

preexistentes. La arborización y el pruning constantemente permiten el remodelamiento de las 

dendritas, en ellas se establecen microfilamentos (líneas punteadas) que pueden dar a origen o no, a 
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espinas dendríticas. La sinaptogénesis ocurre entre dos neuronas a partir de las extensiones de dichos 

microfilamentos, aquellos que logran conectarse constituyen una sinapsis (recuadro) mientras que 

aquellos que no lo logran son eliminados (pruning). La fortaleza sináptica, o transferencia de 

información a través de las sinapsis puede regularse a través de LTP o LTD (potenciación o depresión a 

largo plazo, por sus siglas en inglés long term potentiation o depression, respectivamente); donde las 

sinapsis activas son fortalecidas por LTP y las inactivas o inadecuadas se eliminan por LTD. Finalmente, 

en la plasticidad genómica, los estímulos en el SNC pueden regular la transcripción de genes 

involucrados en cada uno de estos procesos de plasticidad neuronal. Con modificaciones de Castrén & 

Hen, 2013. [4].   

 

Una de las acciones más interesantes desarrolladas en el sistema nervioso es el proceso de 

sinapsis. La sinapsis consiste en sitios de unión entre dos neuronas por la cual se transmite un 

impulso nervioso. Las sinapsis están sujetas a procesos de plasticidad sináptica, que implican 

modificaciones en la fuerza o eficacia de la transmisión de la señal que proviene de una 

sinapsis preexistente [6]. La plasticidad sináptica es el proceso por el cual el cerebro convierte 

una experiencia transitoria en rastros de memoria persistentes [6]. También ocupa un rol 

fundamental en el desarrollo de los circuitos neuronales. Por lo tanto, aquello que afecte la 

plasticidad sináptica puede desencadenar desordenes neurodegenerativos diversos [7]. Es así, 

que el estudio de los mecanismos moleculares que subyacen a la plasticidad sináptica en 

cualquier área del cerebro, es fundamental para comprender las bases neurales de la función 

cerebral normal y anormal. 

Los ES cumplen un rol preponderante no sólo en las primeras etapas del desarrollo neuronal, 

sino también en las neuronas maduras, para el mantenimiento y la reorganización de las 

estructuras dendríticas [8]. Las dendritas son los principales sitios celulares en donde las 

neuronas reciben, procesan e integran las múltiples señales pre-sinápticas [9]. Tanto la 

ramificación, densidad, como también la forma de sus espinas, pueden sufrir cambios 

significativos durante el desarrollo y la vida de una neurona. Las espinas dendríticas (ED) se 

componen de microfilamentos de actina sometidos a una remodelación dinámica necesaria 

para el desarrollo de circuitos neuronales que están sujetos a la regulación de varios estímulos 

tanto externos como internos al organismo [10]. Las hormonas sexuales, como estrógenos y 

progestágenos, están implicadas en la formación de las ED durante eventos de plasticidad 

estructural en la sinapsis de las neuronas maduras, incrementando la densidad de las mismas a 

través del control dinámico de los filamentos de actina [11]. 

Estudios clínicos sugieren que niveles deficientes de ES podrían contribuir a la degeneración de 

las células neuronales, y esto podría estar relacionado con las diferencias género-específicas 

y/o aparición o la progresión de enfermedades neurodegenerativas como la demencia, 

Alzheimer o Parkinson [12]. En estas enfermedades se observan importantes deterioros 

cognitivos que podrían estar relacionados con alteraciones o fallas en los procesos de 



 Página 10 

plasticidad sináptica [12]. Interesantemente, estas mismas patologías están correlacionadas 

con la falta de ES, o alteraciones en sus niveles, [13]. Por ello, los estrógenos y progestágenos 

son importantes moduladores de la morfología celular del SNC, y se piensa que son críticos 

para la función y disfunción cerebral [14, 15]. 

 

1.2 Estrógenos, progestágenos y la plasticidad de espinas dendríticas 

Los ES ejercen importantes funciones regulatorias en el cerebro. Actúan a nivel de neuronas, 

células gliales, en el tejido endotelial y sirven para adaptar la actividad neuronal a las 

condiciones fisiológicas cambiantes [3]. Entre ellos, el 17-β-estradiol (E2) y la progesterona (P4) 

son neuromoduladores del tejido cerebral. Estas hormonas tienen acciones homeostáticas, 

entre ellas la cognición, para la cual la plasticidad sináptica es fundamental. 

Los procesos de plasticidad sináptica también pueden ocurrir en distintos niveles de 

organización del sistema nervioso central. Uno de ellos, es a nivel de las espinas dendríticas. 

Las mismas son microestructuras que se encuentran en neuronas tanto excitatorias como 

inhibitorias, que incluyen a las neuronas piramidales de la corteza cerebral y del hipocampo, 

también en las neuronas de Purkinje en el cerebelo y en neuronas espinosas de tamaño medio 

del cuerpo estriado [16]. Es en las ED donde se establecen puntos de conexión sináptica entre 

las neuronas. Por esta razón, las mismas son el sustrato de procesos de plasticidad sináptica 

que pueden alterar tanto la estructura como la función de la sinapsis excitatoria. Por ello 

también, han suscitado un gran interés, ya que podrían ser el origen de patologías cerebrales 

ante una desregulación en su establecimiento [13].  Los ES tienen considerables efectos en la 

regulación de la formación de ED. El componente estructural fundamental de las ED es el 

citoesqueleto de actina, que subyace y controla el correcto desarrollo y morfología de las 

espinas [2]. 

De acuerdo con este concepto, Sanchez, AM y col. han demostrado que tanto  E2 como P4 

controlan el remodelamiento del citoesqueleto actínico, la formación de complejos de 

adhesión focal y la ramificación actínica, con el desarrollo de estructuras de membrana 

especializadas, tales como la formación de espinas dendritas en neuronas corticales [17, 18].  

 

1.3 Espinas dendríticas, su morfología y el citoesqueleto de actina 

1.3.1 Espinas dendríticas, contribuciones de Santiago Ramón y Cajal 

Santiago Ramón y Cajal fue un neurólogo e histólogo español que en 1888, aplicando el 

método de tinción de Golgi describió la presencia de “espinas” sobre las dendritas de neuronas 

de Purkinje en el cerebelo de aves (Figura 2). En su estudio titulado Estructura de los centros 
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nerviosos de las aves de 1888, las espinas dendríticas fueron definidas y descriptas como tal 

por este investigador, quien sembró las bases para los miles de estudios posteriores que se 

realizaron sobre estas estructuras [19].  

 

Figura 2. Láminas de Santiago Ramón y Cajal sobre su estudio de las espinas dendríticas. A. 

Microfotografía de una dendrita de neurona piramidal de uno de sus preparados con la tinción de Golgi. 

B. Ilustraciones de las espinas dendríticas a partir de sus preparados. C. Ilustración de espinas de conejo 

(A), de un niño (B), de un gato (C) y de una neurona motora (D). A partir de estas imágenes, Ramón y 

Cajal indagó sobre la funcionalidad de estas estructuras en las neuronas, y a pesar de no contar con la 

tecnología suficiente para comprobarlo de manera experimental, sugirió que las espinas podrían ser 

sitios receptores para conexiones axonales.  Propuso la idea de que las espinas se debieran extender en 

gran medida por toda la superficie de las dendritas y, por lo tanto, esto aumentaría drásticamente su 

capacidad para recibir las conexiones axonales. A demás Cajal propuso que los cambios físicos en las 

espinas podrían estar asociadas con la función neuronal y el aprendizaje, premisa que actualmente se 

encuentra comprobada por numerosos estudios. Todos ellos basados en los descubrimientos de este 

notable investigador. Modificado de [19].  

1.3.2 Formación de espinas dendríticas 

La morfología de las espinas es altamente variable. Se ha determinado que los cambios 

morfológicos de las ED se correlacionan con la fuerza que tiene una sinapsis, y esto contribuye 

a fortalecer la memoria de una red neuronal [20].  

En las ED se distinguen tres compartimientos distintos: la base (o eje dendrítico) es la unión 

entre la dendrita y el cuello de la espina. El cuello propiamente dicho en la parte media, y 

finalmente una cabeza bulbosa (Figura 3A). Estas estructuras se presentan en una gran 

variedad de formas y de tamaños [21]. De manera convencional, a través de estudios de 

microscopia se han establecido tres categorías principales de ED basadas en su morfología; 

espinas finas (thin spines), de cuello largo y cabeza angosta; espinas pequeñas (stubby spines), 

que son cortas sin un cuello definido; y espinas fungiformes, con un cuello angosto y una 
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cabeza ancha (mushroom spines) (Figura 3). A pesar del continuo consenso por clasificar estas 

estructuras de acuerdo a la morfología, las ED pueden presentarse en una amplia variedad de 

formas (incluidas filopodios y espinas con cabeza ramificada) y, dependiendo de la 

estimulación recibida pueden cambiar de una forma a otra (Figura 3B). 

 

Figura 3. Estructura y morfología de las espinas dendríticas. A) Esquema de una espina dendrítica 

fungiforme, en el mismo se muestran los compartimientos típicos de estas espinas y también algunos 

componentes celulares básicos que las forman: microtúbulos (en amarillo), filamentos de actina (en 

negro), endosomas (en rosa), y la densidad postsináptica (en azul) que incluye a proteínas de adhesión y 

receptores de neurotransmisión. Nótese que los filamentos de actina se extienden desde la base, se 

mantienen comprimidos de forma lineal en el cuello y se ramifican en la cabeza (en rojo se indican los 

extremos positivos* que permiten la polarización de los filamentos). Adaptado de Hotulainen & 

Hoogenraad, 2010 [21].  B) El esquema superior ejemplifica los tipos de ED que se encuentran en 

neuronas de corteza cerebral y los parámetros geométricos a tener en cuenta para su distinción. En la 

parte inferior se muestra una fotografía de un segmento de dendrita de neurona piramidal donde se 

señalizan los diferentes morfotipos con flechas de colores correspondientes al tipo de espina. La barra 

de escala corresponde a una longitud de 5 µm. Adaptado de Risher et al. 2014, [22] y de Sorra & Harris, 

2000 [23].  *Los filamentos de actina se caracterizan por poseer extremos polarizados, esto es un 

extremo de crecimiento rápido o extremo positivo y el extremo opuesto de crecimiento lento o extremo 

negativo. Los monómeros de actina G se incorporan al extremo positivo de un filamento y se 

desprenden por el extremo negativo [24].  

 

Si bien no existe un consenso universal en cuanto a las dimensiones de cada componente de 

una espina para realizar una clasificación, los autores Sorra & Harris, 2000 [23] mediante 

estudios de microscopia electrónica establecieron desde temprano los parámetros que se 

indican en la Figura 3B (parte superior) para clasificar ED en los morfotipos anteriormente 

mencionados. Así, una prolongación fina de la dendrita de más de 2 µm de extensión y sin 

cabeza, es considerada un filopodio, una espina con un cuello de longitud entre 2 y 1 µm, es 

fina, si carece de cuello y su ancho es menor a 1 µm es pequeña, y si posee un cuello fino y 

una cabeza de ancho superior a 0,6 µm es fungiforme.  
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Los cambios estructurales que sufren las ED influyen en su función. Al ser ricas en filamentos 

de actina, que a su vez sufren cambios dinámicos de ensamblaje y desensamblaje, se entiende 

que tanto la estructura como la función de las ED es dictada por los cambios dinámicos que 

puede sufrir la actina. Existen miles de proteínas asociadas a la actina, cuyas interacciones 

funcionales constituyen un área activa de investigación [25]. Los cambios en la plasticidad se 

producen en respuesta a estímulos específicos e implican una señalización intracelular hacia 

esas proteínas que modulan la organización actínica de las ED  [26].  

 

1.3.3 Dinámica de los filamentos de actina: pasos en la formación de ED  

Durante el desarrollo del cerebro, en las etapas postnatales tempranas, se produce un rápido 

desarrollo de sinapsis excitatorias [27]. Esto es posible, gracias a una explosión masiva en la 

formación de filopodios a partir de los ejes dendríticos [21]. Estas estructuras son cruciales 

para alcanzar y mantener una correcta densidad de ED, ya que comienzan a contactar con 

axones, y esto permite que se transformen en espinas maduras y establezcan sinapsis. Por 

ejemplo durante el pruning (constante depleción de contactos inapropiados o innecesarios), 

los brotes de microespinas son modelados y transformados en la base para formar las ED, 

dependiendo de los inputs que reciban [28]. 

La dinámica del citoesqueleto de actina en las ED ha sido foco de numerosas investigaciones 

[29] que cada vez se realizan con mayor nivel de detalle. Por ejemplo, se ha determinado que 

en espinas maduras están presentes dos reservorios de filamentos de actina, uno estable que 

ocupa un 5-25% de la espina localizándose en la base de la cabeza constituyendo el esqueleto 

central de la misma con una tasa de recambio de 17 minutos; el otro, un reservorio dinámico 

que representa el 80-95% del volumen con una tasa de recambio de tan solo 40 segundos [30]. 

Los estudios en este activo campo de investigación, comenzaron con la determinación de los 

pasos que permiten el establecimiento de estas estructuras. La formación de las ED se 

encuentra marcada por una serie de transformaciones progresivas comenzando en los ejes 

dendríticos (Figura 4) [21]. Para que una espina emerja de estos puntos, ciertas proteínas  se 

adhieren a la membrana de la dendrita ocasionando su curvatura, con posterior desarrollo de 

fuerzas mecánicas que empujan la membrana hacia el exterior de la dendrita [21]. Este paso es 

posible gracias a la naturaleza de la actina G (monómero) y su capacidad de polimerizarse para 

formar filamentos perpendiculares al eje dendrítico que proporcionan la fuerza necesaria para 

iniciar la formación de un filopodio (Figura 4A), fina protuberancia sin cabeza, considerados 

como precursores de ED. La formación de una espina continua con la elongación del filopodio 

(Figura  4B) y la formación de su cabeza (Figura 4C). En este paso las ED son delgadas, largas y 

de cabeza pequeña (espinas finas). A partir de este punto, y dependiendo de los estímulos 
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fisiológicos que reciban, las ED son sitios activos de plasticidad (Figura 4D), donde pueden 

aumentar o disminuir de tamaño, de número y/o de morfología.  

 

Figura 4. Mecanismos moleculares durante la formación de ED. A. Formación de filopodios. A partir de 

los filamentos de actina existentes en el eje dendrítico, las proteínas de las familia WASP (como WAVE1) 

activan al complejo Arp2/3 que permite la ramificación de los mismos previa inactivación de la proteína 

Eps8 que impide la polimerización de los filamentos en los extremos libres. B. Elongación de filopodios. 

En este paso las proteínas forminas permiten la polimerización en la punta de los filamentos, miosina II 

regula la longitud de los filamentos permitiendo su contractilidad, cofilina los estabiliza desde la base y 

el complejo Arp2/3 continua promoviendo la ramificación de los mismos. C. Formación de la cabeza de 

la espina. Para esto ocurre una ramificación masiva de los filamentos a cargo del complejo Arp2/3. D. 

Plasticidad de la espina. Las ED pueden alcanzar un morfotipo maduro (espinas fungiformes) que 

albergan numerosas proteínas reguladoras de la actina (por ejemplo, profilinas que permiten el cambio 

de ADP-actina a ATP-actina fundamental para la polimerización) y que en respuesta a los estímulos 

recibidos permiten que las ED sean estructuras sumamente dinámicas que constantemente crecen, se 

encogen o cambian de forma. Adaptado de Hotulainen & Hoogenraad, 2010  [21].    

 

1.3.4 Dinámica de los filamentos de actina: vías de señalización que regulan la formación de 

ED 

Las ED son estructuras altamente dinámicas. Su formación, maduración y plasticidad depende 

especialmente del remodelamiento del citoesqueleto de actina [31].  

La vasta mayoría de los estudios sobre la formación dendrítica son acompañados por 

determinaciones de las proteínas involucradas, ya sea estudiando vías de señalización o 
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enfocándose en proteínas claves de unión a actina (para un mayor nivel de detalle en cuanto a 

las proteínas involucradas en la formación de ED, se recomienda el review de Sala & Segal, 

2014) [32]. Esta tesis comprende el estudio de vías de señalización impulsadas por hormonas, 

como estradiol y progesterona, hacia la reorganización del citoesqueleto de actina en cultivos 

primarios de neuronas corticales de rata. Una de nuestras principales inquietudes es elucidar 

la vinculación entre las proteínas que disparan el inicio y el recambio de estructuras ricas en 

actina, como sucede en la formación de las espinas dendríticas [33]. El estudio detallado de 

estas vías de señalización proporcionan importante avances en la comprensión de los 

mecanismos de regulación de la reorganización de los filamentos actínicos en la formación 

dendrítica, y su asociación con las funciones cognitivas (aprendizaje y memoria) en un contexto 

hormono-dependiente [33].  

Estudiar una vía de señalización completa, implica evaluar el efecto de una señal inicial, su 

interacción con el receptor de la misma, la consecuente transducción de señal que implica 

diversos mecanismos de codificación y finalmente culmina con una respuesta celular (Figura 5) 

[34].  

 

Figura 5. Pasos que requiere una vía de señalización para la formación de ED. 1 y 2. Frente a un 

estímulo o señal inicial, distintos tipos de receptores inician una señalización mediada por diversos 

mecanismos. 3 y 4. Luego, proteínas integradoras de señales como quinasas y proteínas andamio 

modulan la actividad de los GEFs, factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (activadores de 

GTPasas) y GAPs, proteínas activadoras de actividad GTPasa (inhibidores de GTPasas) regulando así la 
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activación de las GTPasas. 5. La señalización continúa cascada abajo hacia los reguladores actínicos que 

son proteínas efectoras de las GTPasas. 6. Las mismas pueden ser también proteínas quinasas y 

andamio pero su función es estrictamente la regulación de la formación de estructuras actínicas como 

las espinas dendríticas. Adaptado de Steffen et.al. 2017 [34] y de Bolognin et al. 2014 [35].  

Un nodo central de las vías de señalización relacionadas con la actina es la acción ejercida por 

las pequeñas GTPasas de la familia Rho. Estas proteínas regulan los procesos bioquímicos que 

afectan la formación de diversas estructuras de actina, incluidas las espinas dendríticas. La 

familia de las Rho GTPasas comprende aproximadamente 20 miembros en mamíferos. De 

ellas, las más estudiadas son RhoA, Rac1 y Cdc42. Cada una de ellas tiene una función 

específica en lo que respecta a la reorganización del citoesqueleto actínico (Figura 5) [34].  

Si tomamos como señal inicial la estimulación de E2/P4, y como respuesta celular la formación 

de ED, tenemos en el medio una vía de transducción de señales para decodificar. Partimos de 

una señal inicial que debe llegar hasta el complejo Arp2/3 pasando por el nodo de las GTPasas. 

Para dilucidar este camino evaluamos el rol de una serie de proteínas cuya función y relación 

con la formación de ED se resumen en la siguiente tabla (Tabla 1).   

Tabla 1. Proteínas involucradas en la señalización de E2 y P4 hacia la formación de ED 

Integradores de señales 

Proteínas Función Implicancia en la formación de ED 

 
 
 
 
 
 Src y FAK 

Proteínas quinasa no receptoras. Regulan 
numerosas vías rápidas de señalización 
implicadas en la progresión del ciclo celular, la 
diferenciación, la respuesta inmune, el 
desarrollo neuronal y la reorganización del 
citoesqueleto a través de mecanismos de 
fosforilación. Interactúan con una gran 
variedad de factores de crecimiento, 
integrinas y receptores celulares que disparan 
su activación. Ambas forman un complejo, tras 
su activación por fosforilación en Tirosina (Y) 
419 (Src) y 397 (FAK) [36, 37]. 

El tratamiento de neuronas tanto de 
corteza cerebral como de hipocampo, 
mediante el uso del inhibidor específico 
de Src (PP2), impide la formación de ED 
y afecta la sinaptogénesis [38, 39]. 
La fosforilación de FAK en Y397 permite 
la formación y estabilización de ED 
fungiformes, mediante receptores 
tirosina quinasa, y su silenciamiento 
disminuye la densidad dendrítica en 
neuronas de hipocampo [40]. 
 

 
 
 
  Paxilina 

Proteína de andamio. Cumple un rol en las 
adhesiones focales reclutando a numerosas 
moléculas estructurales y de señalización del 
citoesqueleto actínico, tras su fosforilación 
específica en residuos de tirosina y serina. 
Además, regula la activación de las pequeñas 
GTPasas Cdc42, Rac1 y RhoA, al reclutar GEFs y 
GAPs, tras su fosforilación en Y118 [41].  

Paxilina es reclutada por Src y FAK en 
neuronas de hipocampo, vía receptores 
tirosina quinasa, y tras su fosforilación 
se localiza en sitios de formación de ED 
[42]. 
Forma parte de las adhesiones focales 
durante la formación de ED en neuronas 
de hipocampo, vía receptores de 
integrinas [43]. 

GTPasas 

Proteína Función Implicancia en la formación de ED 

 GTPasa clave en numerosas vías de El tratamiento con diversos inhibidores 
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     Rac1 

señalización que regulan el citoesqueleto de 
actina. Muta de un estado inactivo (unida a 
GDP) a uno activo (unida a GTP). Su activación 
está sujeta a la acción de proteínas corriente 
arriba, que la reclutan, activan, desactivan y/o 
estabilizan. Tras su activación interactúa con 
proteínas efectoras como Cdk5, PAK1 y 
proteínas WASP (descriptas en la próxima 
sección) [44]. 
Su fosforilación en Serina (S) 71 regula su 
actividad GTPasa y la unión con sus proteínas 
efectoras. [45]. 
 

de Rac1 disminuyen la densidad 
dendrítica en neuronas de hipocampo. 
[46]. 
En neuronas de corteza cerebral, la 
expresión de un constructo dominante 
negativo de Rac1 impidió la transmisión 
sináptica, afectando la polimerización 
actínica en las ED [47]. 
La ausencia de Rac1 provoca una 
disminución en la formación y 
maduración de espinas dendríticas en 
cultivos de neuronas de hipocampo [48].   

Reguladores actínicos 

Proteína Función Implicancia en la formación de ED 

 
 
 
 
 
     Cdk5 

Es una quinasa de Serina (S)/Treonina (T) 
dependiente de ciclinas, que regula numerosas 
vías de señalización directamente implicadas 
con el remodelamiento actínico en el SNC [49]. 
Su activación depende de la interacción con 
las proteínas p35 y p39, junto a su 
fosforilación específica en Y15 [50].  
Entre sus diversas proteínas blanco se 
encuentra WAVE1 que es fosforilada en S310, 
S397 y S441 [51].  

El uso de su inhibidor Roscovitina impide 
la formación de ED en neuronas de 
corteza mediada por E2 y P4. [18, 52].  
Ratones knockout para las proteínas p35 
y p39 exhiben una disminución en la 
densidad dendrítica en corteza e 
hipocampo [53].  
La fosforilación de Cdk5 sobre Karilina7, 
proteína GEF  de Rac1 regula la 
morfología y densidad de ED en 
neuronas corticales [54].  
 

     
 
 
     PAK1 

Quinasa S/T con una elevada expresión en 
cerebro. Regula vías directamente implicadas 
en la reorganización actínica. Su fosforilación 
en T423, presente en su sitio catalítico, 
permite su activación. IPA-3 es un inhibidor 
alostérico de dicha proteína [55]. 
 

La expresión del constructo mutante 
constitutivamente activo vs. PAK1 
incrementa la densidad dendrítica en 
neuronas de corteza [56].  

 
 
 
 
 
 
 
  WAVE1 

 
 
 
 
 
Factor promotor de la nucleación actínica tipo 
I. Su función y características se explican con 
detalle en la próxima sección.  

En neuronas de hipocampo 
provenientes de ratones knock-out para 
WAVE1 se observa un acortamiento 
marcado en la extensión de dendritas y 
axones, con una baja densidad de ED 
[57]. 
El silenciamiento de WAVE1 en 
neuronas de corteza e hipocampo, y en 
ratones  disminuye drásticamente la 
densidad dendrítica [51]. 
La sobreexpresión de WAVE1, en 
neuronas estriatales restaura la 
densidad de espinas dendríticas [58]. 
 

 
 
 
Cortactina 

 
 
Factor promotor de la nucleación actínica tipo 
II. Su función y características se explican con 
detalle en la próxima sección. 

La sobreexpresión de Cortactina 
restaura los niveles de densidad 
dendrítica en neuronas de hipocampo 
silenciadas para su proteína reguladora 
CTTBP2 [59]. 
Cortactina estabiliza y se localiza en ED 
de neuronas de hipocampo que 
sobreexpresan la quinasa Abl2/Arg [60]. 
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Complejo 
Arp2/3 

(Arp: actin 
related 
protein) 

Complejo multiproteico compuesto por 7 
subunidades: Arp2, Arp3, ARPC1-5. Su función 
es generar redes de filamentos de actina 
entrecruzados en procesos vitales como la 
motilidad celular, el tráfico de vesículas, la 
formación y establecimiento de uniones 
adherentes, entre otros [61]. Su actividad es 
regulada por la unión de proteínas inhibidoras 
y activadoras, las últimas conocidas como 
factores promotores de la nucleación actínica 
o NPFs [62]. 
La fosforilación en la subunidad Arp2, en el 
residuo específico T237, es clave para la 
completa activación del complejo, junto con la 
interacción con los NPFs [63]. 
 

El silenciamiento de ARPC3 produce una 
pérdida en el número de sinapsis y ED 
de neuronas de corteza cerebral de 
ratón [64] y de hipocampo [65]. 
En muestras de corteza cerebral de 
pacientes con esquizofrenia se detectó 
una baja expresión de los componentes 
del complejo Arp2/3, junto a una escasa 
densidad de ED [66]. 

 

1.3.5 Integradores de señales, paxilina y Rac1 GTPasa 

Durante la formación de estructuras de membrana basadas en filamentos de actina, las 

proteínas quinasas Src y FAK cumplen un rol preponderante en la integración de señales 

extracelulares. Las mismas actúan reclutando señales que comunican a proteínas adaptadoras 

como paxilina, y pequeñas GTPasas como Rac1. Una vez activada Rac1, cumple un rol esencial 

regulando proteínas claves del citoesqueleto, como cortactina y WAVE1. Src es la principal 

tirosina quinasa no receptora de su familia, y junto a FAK,  forma parte de un complejo 

responsable en la formación de adhesiones focales. Ambas proteínas poseen un papel 

importante como proteínas señalizadoras en los procesos que involucran la diferenciación, 

adhesión, migración e invasión celular [36, 67]. La estructura, función e interacción entre  Src  

y FAK, junto a sus implicancias clínicas frente a un desbalance en su actividad quinasa, han sido 

ampliamente estudiadas en el desarrollo de distintos tipos de cáncer, debido a su rol como 

activadoras del citoesqueleto de actina durante la invasión celular [68, 69]. Ambas proteínas se 

encuentran en una conformación tridimensional “cerrada” dada por interacciones 

intermoleculares que ocultan el dominio quinasa regulando de esta manera su actividad. Por 

ello, la activación de las mismas consiste en “abrir” dichas conformaciones y exponer los 

dominios quinasas [36, 67]. Dos eventos permiten la activación de Src y FAK en respuesta a 

estímulos extracelulares, en primer lugar FAK se autofosforila en Y397, esto permite reclutar a 

Src que se une a FAK mediante un dominio SH2 (que reconoce y permite la unión a residuos de 

Y fosforilados). Esta interacción provoca un cambio conformacional en Src, seguido de su 

autofosforilación en Y416. De esta manera, Src es reclutada y activada y posteriormente 

fosforila a FAK en Y576 y Y577 en su dominio quinasa, lo que provoca una mayor activación de 

FAK. Por lo tanto, Src y FAK trabajan estrechamente para formar un complejo molecular, que 

regula numerosas vías de señalización, en particular las relacionadas a la motilidad celular 
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junto con otras proteínas adaptadoras como paxilina y pequeñas GTPasas de la familia Rho, 

como Rac1 [70].  

Otra proteína reclutada por FAK quinasa es la proteína andamio Paxilina. La misma se 

encuentra conformada por múltiples dominios conservados entre diferentes especies 

(mamíferos, aves e insectos), y posee un rol fundamental en la regulación del citoesqueleto de 

actina [41]. Entre ellos, presenta cinco motivos ricos en leucina (repeticiones LD) y cuatro 

dominios LIM dispuestos en tándem que median la localización de paxilina en las adhesiones 

focales [41]. Las repeticiones LD permiten que paxilina interactúe con proteínas de unión a 

actina, quinasas y proteínas GEF y GAP de las GTPasas de la familia Rho [41]. Es por ello que 

paxilina es una proteína adaptadora presente en las adhesiones focales junto con FAK, con 

quien se asocia tras su fosforilación en Y118 y es necesaria para la migración de distintos tipos 

de células, incluidas neuronas de corteza en pleno desarrollo [71]. Paxilina es regulada 

mediante su fosforilación, la cual controla su actividad biológica y le permite coordinar la 

activación espacio-temporal de diversas GTPasas, como RhoA, Cdc42, y Rac1. Paxilina recluta a 

GEFs y GAPs específicos y esto le permite regular la adhesión durante la migración celular 

polarizada [41].  Asimismo, se ha descripto también que la activación de receptores tirosina 

quinasa puede conducir al reclutamiento y fosforilación de Src, FAK, y paxilina, iniciando una 

vía de señalización corriente abajo que incluye a GTPasas en el ensamblaje de filamentos de 

actina durante la formación de espinas dendríticas en cultivos de neuronas de hipocampo [42]. 

Es por ello, que paxilina podría resultar un nexo clave entre las señales que transmiten Src y 

FAK hacia reguladores actínicos como Rac1. Se ha descripto que tras su fosforilación en Y118, 

por Src/FAK, recluta a la proteína PIX (un GEF de Rac1), y a PAK1 (quinasa efectora de Rac1) 

para el establecimiento de adhesiones focales mediadas por Rac1 durante la protrusión de 

lamelipodios (estructuras de membrana basadas en filamentos de actina) [72]. Paralelamente, 

estudios previos de nuestro laboratorio determinaron que Rac1 es un componente 

fundamental en la organización del citoesqueleto de actina durante la formación de ED tras ser 

reclutado por Src y FAK [17, 18]. A nivel cerebral, Rac1 cumple un importante rol en diferentes 

aspectos del desarrollo neuronal, incluyendo la migración neuronal, extensión y ramificación 

de neuritas (axones y dendritas), y sinaptogénesis [73].  

De esta manera, Src y FAK son esenciales en integrar y transmitir señales provenientes desde 

diversos tipos de receptores a proteínas reguladores de la reorganización citoesqueleto 

actínico como  paxilina y Rac1.  

A nivel neuronal, Src, FAK, paxilina y Rac1 cumplen un rol crucial en la organización estructural 

de las neuronas, modulando distintos procesos como: la migración neuronal durante el 

desarrollo de la corteza [74], del hipocampo [75] y del cerebelo [76]; el guiado de neuritas [77, 
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78] y la estabilización de contactos sinápticos a través de la formación de ED  [39, 40, 79]. Por 

ello, la regulación de la actividad de éstas proteínas resulta ser crítica para un preciso y 

delicado funcionamiento neuronal.   

 

1.4 WAVE1 y la formación de espinas dendríticas 

Existe un importante mecanismo de nucleación del citoesqueleto actínico mediado por 

proteínas pertenecientes a la familia de las proteínas Wiskott-Aldrich Syndrome Protein 

(WASP), entre ellas se encuentra la proteína de la familia WASP con dominio verproline 

homologo tipo 1 o WAVE1 [80]. Esta familia comprende varios miembros que comparten 

similitudes estructurales entre ellas (Figura 6).  

  

Figura 6. Esquema estructural de la familia de las proteínas WASP. Cada color indica los distintos 

dominios de estas proteínas. Todas ellas comparten el dominio rico en prolina (PRD) indicado en celeste, 

y en verde se muestra, en el extremo C-terminal, el dominio VCA (también llamado WA o WCA) por el 

cual se caracterizan. El mismo contiene tres secuencias: la secuencia (V) que permite unir monómeros 

de actina G, la secuencia conectora (C) y la secuencia (A) que permite la unión con el complejo Arp2/3. 

Nótese que WAVE carece del dominio GBD (lila) de unión a GTPasa y posee en su extremo N-terminal el 

dominio homologo WAVE (naranja). En el texto principal se indica la función del mismo.  Adaptado de 

Burianek & Soderling, 2013 [81].  

 

Existen tres isoformas de WAVE, WAVE1-3, todas ellas comparten los mismos dominios (Figura 

6). Su diferencia radica en los tejidos donde se expresan y en el caso de WAVE1, su expresión 

es elevada en el SNC [82]. WAVE1 es una proteína reguladora del citoesqueleto, la cual 

desempeña un importante rol en la formación de andamios actínicos. Esta proteína une 

filamentos actínicos y promueve el proceso de polimerización/despolimerización, por medio 

de su estado fosforilado/desfosforilado, respectivamente [51]. WAVE1 transmite señales 

desde GTPasas específicas (como Rac1), hacia el complejo Arp2/3, dando lugar a la 

polimerización actínica [83]. Este proceso es fundamental para la rápida formación de redes de 

actina hacia la periferia de la célula, proporcionando la fuerza de protrusión necesaria para la 

formación de las espinas dendríticas durante la plasticidad y transmisión neuronal [84] (Figura 

7).  



 Página 21 

 

Figura 7. Mecanismo de activación de las proteínas WAVE. En un estado basal, permanecen en una 

conformación “cerrada”, mediante la interacción con las proteínas regulatorias Sra1, Nap1, HSPC300 y 

Abl formando un complejo. En este estado, el domino VCA necesario para la activación de Arp2/3 se 

encuentra resguardado por la unión con Sra1. A través de la interacción con Rac1 se produce un cambio 

conformacional que rompe la interacción de Sra1 con el dominio VCA, liberándolo para que se una al 

complejo Arp2/3 y  lo active.   Adaptado de Kuriso & Takenawa, 2009 [85], y Burianek & Soderling, 2013 

[81].  

 

La regulación sobre la actividad de WAVE1 resulta de total interés, debido a que la falta de 

control sobre la activación de WAVE1 podría ser perjudicial para procesos cognitivos [51]. De 

hecho, ratones knock-out para el gen WAVE1 exhiben un déficit en el aprendizaje y la memoria 

[86], formulando una interesante hipótesis que postula que la prevalencia de un incremento 

en el deterioro cognitivo y algunos desordenes degenerativos observados en condiciones de 

disminución o perdida de estrógenos y/o progestágenos podrían deberse, en cierta medida, a 

la falta de activación y control de WAVE1 por estas hormonas [18, 52].  

Si bien el mecanismo de señalización del E2 y P4 en el control de la formación dendrítica vía 

moesin, FAK y WAVE1, fue recientemente elucidado por nuestro grupo de trabajo, estos 

resultados sugieren que existe un “preciso mecanismo de control” que regula la formación 

dendrítica a través del estado fosforilado/desfosforilado de WAVE1 [17, 18]. Cdk5 (cyclin-

dependent kinase 5) es la proteína quinasa responsable en la fosforilación y activación de 

WAVE1 en tres sitios específicos (Ser310, Ser397 y Ser441), promoviendo la formación de espinas 
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dendríticas [51]. Un antecedente clave en el estudio de la fosforilación de WAVE1 es el de 

Ceglia y col. 2010 quienes, estudiando la formación de ED mediada por neurotransmisores, 

demostraron que frente a ligandos como Forskolina, la fosforilación de WAVE1 disminuye de 

forma notable [84], regulando la densidad dendrítica [51]. Esta desfosforilación de WAVE1 no 

es causada por la inhibición de Cdk5, sino por la estimulación de proteínas fosfatasas que 

actúan a través de una vía de señalización dependiente de AMPc [51]. Estas fosfatasas 

involucradas en la desfosforilación de WAVE1 son la fosfoproteína fosfatasa 2A  (PP2A) y 

fosfoproteína fosfatasa 2B (PP2B), que tras la acción de Forskolina conducen hacia la 

desfosforilación de los tres residuos serínicos de WAVE1. La acción de cada fosfatasa es 

específica sobre WAVE1, PP2A se encuentra estrictamente involucrada en la desfosforilación 

de los residuos Ser310 y Ser397, mientras que PP2B solo actúa a nivel de Ser441 [84] (Figura 8).  

 

Figura 8. Rol de las fosfatasas PP2A y PP2B en la fosforilación de WAVE1 durante la formación de ED. 

WAVE1 posee tres residuos de serina continuos que se encuentran en el dominio rico en prolina. Ésta 

proteína atraviesa ciclos de fosforilación/desfosforilación regulados por Cdk5 y las fosfatasas PP2A y 

PP2B. Distintas vías de señalización pueden activar este interruptor (switch) molecular. En este caso una 

señalización mediada por receptores NMDA promueven la desfosforilación de WAVE1 por PP2A en los 

residuos de serina 310 y 397, por medio de una vía dependiente de AMPc, mecanismo que utiliza 

también Forskolina para activar a PP2A. Adaptado de Ceglia y colaboradores, 2010 [84]. 

 

Estos resultados han identificado un nuevo mecanismo de regulación sobre la actividad de 

WAVE1. Sin embargo, no existen a la fecha antecedentes que relacionen el control en la 

formación dendrítica neuronal, mediada por esteroides, con los mecanismos de 

desfosforilación de WAVE1 a través de PP2A.  Es por ello, que durante el desarrollo de esta 

tesis se estudió este mecanismo de control que desempeña un importante rol en el desarrollo 

dendrítico, formación sináptica y plasticidad neuronal.  
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1.5 El switch On-Off: Cdk5 y PP2A  

En las células, las proteínas llevan a cabo miles de funciones específicas para regular distintos 

procesos. Para ello, las células requieren herramientas moleculares que modulen la actividad 

de dichas proteínas específicas. Por ejemplo, las proteínas quinasas y fosfatasas, cuya función 

es la de regular la fosforilación reversible de las proteínas. Actualmente, se han descripto 518 

quinasas humanas que presentan un alto grado de similaridad y una estructura conservada 

[87]. El estudio de las quinasas ha mantenido una increíble atención por parte de la industria 

farmacológica, y varios compuestos inhibidores de quinasas forman parte de los protocolos de 

quimioterapia [88].  

A diferencia de las quinasas, las fosfatasas son estructuralmente más complejas, y su número 

es considerablemente menor al de las quinasas con tan solo 189 fosfatasas regulando la 

desfosforilación en las células [89].   

Por esta razón, las fosfatasas recibieron muy poca atención, ya que se consideraba su rol como 

uno más pasivo y de mantenimiento. 

Sin embargo, estudios recientes han revelado la importancia del rol que poseen las fosfatasas y 

las dificultades que hoy existen para diseñar herramientas que regulen su funcionamiento [90]. 

Es por ello, que estudiar el switch molecular quinasa/fosfatasa hacia la regulación en la 

fosforilación de WAVE1, mediada por E2 y P4, y su repercusión en la formación de ED es de 

gran interés para nuestro grupo de trabajo. 

  

1.5.1 Rol de Cdk5 en la fosforilación de WAVE1  

Las quinasas dependientes de ciclinas o Cdks, son quinasas de residuos de serinas/treoninas 

esenciales para la progresión del ciclo celular [91]. Actualmente se han descripto más de 20 

miembros en la familia de Cdks [91]. Entre ellas se destaca Cdk5 por presentar características 

únicas. Si bien Cdk5 comparte grandes homologías con el resto de las Cdks, difiere en dos 

aspectos fundamentales, posee mecanismos de activación distintos al resto y regula funciones 

celulares distintivas [91].  

Cdk5 fue descripta por primera vez en 1992 por Hellmich y colaboradores [92]. Esta proteína 

se encuentra altamente expresada en el tejido nervioso, se diferencia de otras quinasas 

dependientes de ciclina por su activación y rol en funciones celulares distintas al ciclo celular 

[93]. Cdk5 controla la reorganización del citoesqueleto de actina, adhesión celular, tráfico de 

membranas, progresión del ciclo celular y diferenciación neuronal. En cuanto a la migración 

celular, en las neuronas Cdk5 regula la formación de procesos multipolares, la adquisición de 

polaridad neuronal, la formación de los procesos guía y el modo de locomoción de la migración 

de estas células (Figura 9) [93]. 
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Figura 9. Regulación de Cdk5 y los procesos que modula en el cerebro. A. En verde se señalan las 

proteínas que ejercen una regulación positiva sobre la actividad de esta quinasa. La fosforilación 

específica en el residuo Y15 gatillada por distintas quinasas, activan a esta proteína. En rojo se señalan 

mecanismos inhibitorios. B. Cdk5 juega un rol fundamental en cada uno de estos procesos. Adaptado de 

Dhavan & Li-Huei Tsai, 2001 [94] y de Shah & Debomoy, 2014 [95].  

 

A diferencia del resto de las Cdks, cuya activación depende de ciertas ciclinas, la activación de 

Cdk5 en el SNC depende de la asociación con las proteínas p35 o p39 y de la fosforilación en su 

residuo tirosina Y15 [50, 96, 97].  

Cdk5 es un regulador clave en la formación de ED al fosforilar a WAVE1 en sus residuos 

específicos de serina, descripto por primera vez por Kim J. y colaboradores (2006) [51]. Años 

más tarde, nuestro grupo de trabajo determinó un rol preponderante de E2 y P4 hacia la 

regulación de la actividad de Cdk5, desencadenando su fosforilación específica en Y15. Esta vía 

dependiente de Rac1 hacia la fosforilación de Cdk5, regula la fosforilación de WAVE1 y 

consecuente formación dendrítica neuronal [17, 18]. Cdk5 actúa como quinasa efectora de 

Rac1 fosforilando proteínas blanco de Rac1, activándolas o inhibiéndolas, controlando así la 

dinámica de la actina en distintos procesos neurológicos de gran importancia [49] (Figura 9). 

1.5.2 PP2A y la desfosforilación de WAVE1 

Existen dos clases principales de proteínas fosfatasas, las fosfatasas de tirosina PTPs (por sus 

siglas en inglés, Protein Tyrosine Phosphatases), y las fosfatasas de S/T. Ésta última clase se 
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divide en tres familias, las fosfatasas de fosfoproteínas (cuyas siglas son PPPs), las fosfatasas 

dependientes de metaloproteínas y las fosfatasas con secuencia DxDxT [98].  

Dentro de las PPPs, que resulta ser la familia más grande, se encuentran las fosfatasas PP1, 

PP2A, PP2B y PP4. Entre ellas se destaca PP2A, debido a que su disfunción se ha reportado en 

numerosos tipos de cáncer y en enfermedades neurodegenerativas [90].  

PP2A es un heterocomplejo de tres subunidades, una de andamio (A) con quince repeticiones 

HEAT en tándem, una regulatoria (B) y una catalítica (C). Las subunidades A y C poseen dos 

variantes α y β, siendo las versiones α las más comunes en la mayoría de los tipos celulares. La 

subunidad B tiene 4 clases de variantes, B, B', B'', y B''' cada clase a su vez, posee entre dos y 

cinco isoformas. Esta variedad de variantes arrojaría 80 combinaciones distintas de PP2A. De 

esta forma, la actividad de PP2A puede ser regulada, así como también su localización 

subcelular y la especificidad por el sustrato, de acuerdo al tipo de subunidad B con el que se 

forme el heterocomplejo [90] (Figura 10).  

 

Figura 10. Estructura de PP2A con sus tres subunidades y variantes. Se muestran además las 

modificaciones postraduccionales más preponderantes de esta enzima. Las mismas se encuentran en la 

subunidad C catalítica. PP2A puede ser metilada en leucina (L) 309, fosforilada en tirosina (Y) 307 y 

treonina (T) 304. La desmetilación en el residuo mencionado y la fosforilación en Y307 inhiben la 

actividad fosfatasa de PP2A. Adaptado de Sangodkar y col., 2016 [90].       
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Existen diversos mecanismos que regulan la actividad de PP2A, los más predominantes son las 

modificaciones postraduccionales en las distintas subunidades y la interacción con sus 

proteínas inhibitorias endógenas SET y CIP2A [99]. La fosforilación en el residuo Y307 de la 

subunidad C de PP2A inhibe su actividad (Figura 10). A raíz de esto, se ha determinado que 

PP2A se encuentra hiperfosforilada en regiones del cerebro afectadas por Alzheimer y esto se 

correlaciona con elevados niveles de la proteína tau fosforilada en esos pacientes [100].   

A pesar de su rol protagónico en el crecimiento celular y la proliferación, PP2A puede alterar el 

estado de fosforilación de proteínas claves para la regulación del citoesqueleto de las células, 

afectando la formación de ED [101].   

1.6 WAVE1, Cortactina y Arp2/3  

Para la formación de ED es fundamental el proceso de ramificación o nucleación actínica 

(formación y ramificación de los filamentos de actina), y esto implica la activación del complejo 

Arp2/3 por las proteínas regulatorias WAVE1 y cortactina. Esto proporciona la fuerza de 

protrusión necesaria para la ampliación de la membrana dendrítica y dar lugar a la nueva 

espina.  

Existen dos tipos de proteínas que pueden activar al complejo Arp2/3 y son llamados factores 

de la nucleación actínica o (NPFs) del tipo I, tal es el caso de WAVE1; y del tipo II como 

cortactina [102]. Los NPFs interactúan con el complejo Arp2/3 para lograr una ramificación de 

filamentos eficiente frente a diversos estímulos y responder a las demandas de la célula de 

manera dinámica, por ejemplo frente a la formación de ED [103].  

Cortactina es una proteína capaz de unir filamentos de actina. Es el factor tipo II más conocido 

por ser sustrato de Src. Esta proteína se une directamente al complejo Arp2/3 y provoca su 

activación [104]. Su estructura contiene tres sitios claves, una región acídica en su extremo N-

terminal (NtA) que interactúa con el complejo Arp2/3, una secuencia de unión a filamentos de 

actina con repeticiones en tándem, y en el extremo C-terminal un dominio SH3 que le permite 

interactuar con diversas proteínas regulatorias (Figura 11) [105]. Se ha propuesto que 

Cortactina recluta al complejo hacia un filamento de actina pre-existente para estimular la 

nucleación. Sin embargo, la activación de Arp2/3 por cortactina es débil. Este escenario cambia 

en presencia de las proteínas WASP, en esas condiciones, la activación de Arp2/3 por 

cortactina es potente. A partir de estas observaciones, se ha sugerido que ambos tipos de NPFs 

actúan de manera sinérgica sobre Arp2/3 para lograr formar estructuras de actina ramificadas 

[103] (Figura 11). Para ello, la interacción entre estos factores es crucial. A través de su región 

NtA, cortactina se une a la subunidad 3 (Arp3) del complejo, y las proteínas WASP a través de 
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su dominio VCA se unen a Arp3, Arp2 y ARPC1/p40 [102]. En algunas circunstancias, cortactina 

y las proteínas WASP pueden unirse simultáneamente a Arp2/3, a través de la interacción de 

ambas con la subunidad Arp3 [102]. Cabe destacar que estos estudios se han realizado 

estudiando a N-WASP como factor tipo I. A la fecha se desconoce si WAVE1 interactúa de 

forma similar.     

 

Figura 11. Modelo de sinergismo entre los NPFs tipo I y II. A. Los componentes necesarios para la 

ramificación actinica constan del complejo Arp2/3, filamentos preexistentes, monómeros de actina y 

NPFs. La interacción de todos ellos, dan como resultado ramificaciones actínicas en forma de Y. (BE: 

extremos barbudos, PE: extremos puntiagudos). B. NPFs tipo I (a la izquierda), se muestra la estructura 

de N-WASP y WASP con sus respectivos dominios; y tipo II (a la derecha), se muestra cortactina con sus 

dominios NtA (rojo); de unión a filamentos de actina (verde) y SH3 (gris). C. Activación del complejo 

Arp2/3 por ambos tipos de factores. En el caso de N-WASP se propone que dos moléculas son 

necesarias para la activación del complejo. En el caso de Cortactina, ésta proteína une los filamentos 

preexistentes a través de su región de repeticiones (en verde) y con su región NtA recluta al complejo 

Arp2/3. Estos dos tipos de activación combinados dan como resultado una nucleación actínica 

potenciada. Adaptado de Helgeson & Nolen, 2013 [103].  
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CAPÍTULO 2 

OBJETIVOS E HIPÓTESIS 

2.1 Fundamentación del problema de investigación 

Los esteroides sexuales afectan la morfología celular a través de la regulación no genómica de 

la actividad de proteínas del citoesqueleto de actina en distintos tipos celulares [106]. Nuestro 

grupo ha demostrado que en neuronas de corteza cerebral, tanto el estrógeno como la 

progesterona activan vías de señalización del citoesqueleto de actina fundamentales para el 

remodelamiento neuronal [17, 18]. Sin embargo el efecto de estas hormonas sobre la actividad 

del determinados actores clave (presentados en la Tabla 1 del capítulo 1) durante la formación 

de ED, queda aún por ser determinado. Reguladores actínicos como WAVE1, cortactina y el 

complejo Arp2/3 inducen la ramificación actínica y son fundamentales para la formación de ED 

[107]. Estas microestructuras albergan miles de conexiones sinápticas fundamentales para el 

desarrollo neuronal normal. Este fenómeno es crítico para los procesos cognitivos que 

dependen fuertemente de la capacidad de las neuronas para modelar sus conexiones. Esto 

podría sugerir que deterioros cognitivos y ciertos trastornos degenerativos observados en 

condiciones de bajos niveles de E2 y P4 podrían deberse, en cierta medida, a la falta de 

regulación de las proteínas involucradas en la formación de ED. Por lo tanto, estudiar las bases 

moleculares de la acción de estas hormonas a nivel cerebral resulta de gran importancia para 

comprender los efectos fisiológicos en un contexto de deficiencia hormonal como sucede 

durante el envejecimiento, donde se observan deficiencias cognitivas, una disminución en la 

tasa de renovación neuronal y en los niveles de hormonas sexuales circulantes. Teniendo en 

cuenta estos hechos, el estudio de las vías de señalización que regulan E2 y P4 en neuronas de 

corteza cerebral permitiría identificar aquellos mecanismos claves durante la formación de ED 

que pueden ser blancos de nuevas terapias que apunten a disminuir los efectos perjudiciales 

de una deficiencia hormonal. 

 

2.2 Objetivo general e hipótesis de trabajo 

El objetivo general de esta tesis fue contribuir al conocimiento de un complejo mecanismo de 

control regulado por E2 y/o P4, estrictamente involucrado en el control de la plasticidad 

sináptica mediante la formación de las espinas dendríticas.  

La hipótesis central postuló:  

El 17-β-estradiol (E2) y la progesterona (P4) controlan la morfología neuronal mediante el 

remodelamiento del citoesqueleto actínico estimulando la formación de espinas dendríticas 
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a través de la activación del regulador actínico WAVE1 en neuronas corticales, actuando 

como dos potentes moduladores de la plasticidad neuronal.  

Se desprenden de la misma, las siguientes hipótesis parciales:  

1) El tratamiento con E2 o P4 induce la formación de espinas dendríticas, a través del 

mecanismo de control quinasa Cdk5/fosfatasa PP2A.  

Nuestros trabajos precedentes han determinado que tras el tratamiento rápido con E2 o P4 

(15-20 minutos) se producen modificaciones morfológicas neuronales, a través de la 

reorganización del citoesqueleto actínico en neuronas corticales de ratas. Tales modificaciones 

estructurales fueron evidenciadas mediante el incremento en la formación de ED. Es por ello, 

que nuestras hipótesis apuntan a que estos cambios en la estructura actínica de las neuronas 

pudiesen estar sujetas a la actividad quinasa/fosfatasa de Cdk5 y PP2A.  

 

2) El E2 o P4 controlan el sistema Cdk5/PP2A regulando la fosforilación/desfosforilación 

específica de WAVE1 (S397).  

En la siguiente etapa de investigación se evaluó el mecanismo molecular responsable de los 

cambios en la plasticidad neuronal provocados por E2 y P4. Nuestra hipótesis se basó, en que 

el estado de fosforilación de WAVE1 estuviese controlado por Cdk5 y PP2A y este mecanismo 

de control preciso fuese el responsable de regular la formación de espinas dendríticas, en 

respuesta a los tratamientos hormonales. 

 

3) El conjunto quinasa/fosfatasa Cdk5/PP2A regula la ramificación actínica a través de 

WAVE1/cortactina y el complejo Arp2/3.  

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos en los objetivos precedentes, se profundizó el 

estudio de la vía de señalización dirigida al complejo Arp2/3, responsable de de la nucleación 

actínica. Se esperaba que el mismo fuera reclutado a las zonas de formación de espinas 

dendríticas luego de la fosforilación de WAVE1 y cortactina y que su actividad se 

correlacionara con el estado del interruptor Cdk5/PP2A de manera dependiente de las 

hormonas E2 o P4. 

 

2.3 Objetivos Específicos 

Objetivo #1: Determinar si el mecanismo de control, quinasa Cdk5/fosfatasa PP2A, regula la 

formación de espinas dendríticas, inducidas por el tratamiento con E2 o P4.  

En primer lugar, para estudiar la formación de ED se realizaron ensayos de 

inmunofluorescencia para caracterizar los cambios morfológicos tras los tratamientos 
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hormonales. Luego se evaluó la fosforilación de FAK, paxilina y Rac1 mediante ensayos de 

pérdida de función, y su impacto sobre la formación de ED tras los tratamientos con E2 o P4 

con el fin de determinar la  vía de señalización posible que conduciría al punto de regulación 

quinasa Cdk5/ fosfatasa PP2A. Finalmente, se usaron inhibidores y activadores de Cdk5 y PP2A 

respectivamente, con el fin de determinar si la formación de espinas dendríticas sobre 

neuronas de corteza cerebral resultó alterada a través de la actividad del switch Cdk5/PP2A. 

 

Objetivo #2: Comprobar si el sistema Cdk5/PP2A regula la fosforilación/desfosforilación 

específica de WAVE1 (S397), tras el efecto de E2 o P4.  

Para probar la hipótesis parcial 2) utilizamos inhibidores y activadores de Cdk5 y PP2A 

respectivamente y evaluamos su efecto en la fosforilación específica de WAVE1 sobre el 

residuo S397. Además, se estudió la actividad de PP2A evaluando su fosforilación puntual Y307 

utilizando plásmidos con mutaciones específicas sobre ese residuo y su impacto sobre la 

formación de ED.   

 

Objetivo #3: Establecer el rol de Cdk5/PP2A en la ramificación actínica mediante el estudio 

de WAVE1/cortactina y el complejo Arp2/3.  

Finalmente para probar la hipótesis parcial 3) hicimos uso de experimentos de pérdida de 

función de WAVE1, cortactina y el complejo Arp2/3 a través de siRNAs, plásmidos mutantes e 

inhibidores respectivamente para determinar la formación de ED a través de la activación de 

estas proteínas profundizando en las interacciones y los mecanismos de regulación que 

conducen a este evento. 
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CAPÍTULO 3 

MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Lista de abreviaturas 

BCA: ácido bicinconínico 

BSA: albumina sérica bovina 

CK-666: inhibidor de CK-666 

DAPI: 4'-6-diamidino-2-fenilindol 

DNA: ácido desoxiribonucleico 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

HRP: peroxidasa del rábano 

IPA-3: inhibidor de PAK1 

PBS: buffer fosfato salino 

PEI: polietilenimina 

PFA: paraformaldehído  

PMSF: fenilmetilsulfonilo 

PP2: 4-Amino-5-(4-chlorofenil)-7-(dimetiletil)pyrazolo[3,4-d]pirimidina, inhibidor de Src 

PVDF: fluoruro de polivinilideno 

RNA: ácido ribonucleico 

Rpm: revoluciones por minuto 

SDS: dodecil sulfato de sodio 

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

SFB: suero fetal bovino 

TA: temperatura ambiente 

TBS: buffer tris salino 

TBST: buffer tris salino con Tween20® 
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3.2 Sistema de estudio 

Como sistema de estudio para este trabajo se utilizaron neuronas piramidales de la corteza de 

embriones de rata de la cepa Sprague Dawley. Estas células fueron mantenidas en cultivo con 

los medios adecuados para su maduración y en ellas se evaluaron cambios morfológicos, 

principalmente la formación y el número de espinas dendríticas, y; cambios bioquímicos, 

principalmente cambios en los niveles de fosforilación de diversas proteínas reguladoras del 

citoesqueleto de actina frente a diversos tratamientos.  

3.3 Metodología 

3.3.1 Cultivo primario de células neuronales corticales embrionarias:  

Modelo animal. Los cultivos se realizaron a partir de embriones de rata de la cepa Sprague 

Dawley de 17-18 días de gestación. El manejo y los procedimientos experimentales realizados 

con los animales durante esta tesis fueron aprobados por el comité de cuidado y uso de 

animales de laboratorios (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad 

Nacional de Cuyo. Protocolos Aprobados N° 33/2014 y 100/2017, Mendoza, Argentina.  

Extracción de corteza cerebral. Tras sacrificar al animal en el día de gestación mencionado 

anteriormente, se realizó una incisión abdominal para extraer los fetos. Los mismos se 

colocaron en un recipiente con PBS 1X estéril a 4° C (buffer fosfato salino pH 7, NaCl 137 mM; 

KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM). Se tomaron las cabezas con pinzas y a partir de 

las mismas, se extrajeron las cortezas cerebrales que posteriormente fueron disgregadas y 

cultivadas siguiendo los protocolos de Brewer G, 1997 [108] y Kaech S & Banker G, 2006 [109]. 

Esta metodología permite obtener cultivos celulares consistentes en un 95 % neuronas y un 5 

% de células gliales. Las cortezas de los embriones fueron colectadas en un tubo de 50 mL con 

5 mL de PBS 1X. Todos los procedimientos fueron realizados en condiciones de esterilidad.  

Digestión enzimática y mecánica de las cortezas. La homogenización del tejido comenzó con 

una digestión química añadiendo 250 µl de tripsina/EDTA al 0,25% (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific, Inc.) al tubo con las cortezas, e incubándolo por 10 minutos a 37° C en estufa con 5% 

CO2. A continuación, se aspiró el medio cuidadosamente con pipeta Pasteur y se añadieron 5 

mL de medio de cultivo RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Gibco, Invitrogen Life 

Technologies) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco) para detener la 

reacción de la tripsina. Se agitó el tubo suavemente y se dejó reposar por 3 min. 

Posteriormente, se procedió a lavar la suspensión aspirando el medio y añadiendo 5 mL de PBS 

1X (estéril). El tubo se agitó suavemente y se dejó reposar por 3 min dejando que los 



 Página 33 

fragmentos de tejido decanten en el fondo del tubo en cada lavado. Este procedimiento se 

repitió 3 veces. Luego del último lavado, se aspiró el PBS y se añadieron 5 mL de medio de 

cultivo específico para cultivo primario neuronal, Neurobasal® (Gibco) suplementado con B-

27® al 2% v/v, 10 U/mL de penicilina, 10 ug/mL de streptomicina (Gibco) y 0,5 mM de 

glutamina (Gibco). (Esta formulación se utilizó para el mantenimiento de las células durante el 

tiempo de su crecimiento in vitro). En este punto comenzó la disgregación del tejido para 

obtener las células a partir de la corteza, resuspendiendo la mezcla con pipetas tipo Pasteur de 

vidrio con puntas pulidas a con distintos diámetros de mayor a menor calibre. Las puntas de las 

pipetas se pulieron con la llama de un mechero de Bunsen. Se comenzó con la pipeta de mayor 

calibre (punta sin pulir), disgregando el tejido contra la pared del tubo suavemente evitando 

formar espuma. A continuación, se adicionaron 5 mL de medio y se continuó resuspendiendo 

con las pipetas de 2° calibre (mitad del diámetro original) y 3° calibre (1/3 del diámetro 

original) en orden decreciente. Finalmente, para eliminar restos de tejido sin digerir, se pasó la 

suspensión celular por un filtro de 40 µm a un tubo de 50 mL nuevo.   

Siembra de las células en placas de 6 pocillos.  Se determinó la densidad celular con cámara de 

Neubauer y se sembraron 1x106 células/mL de Neurobasal por pocillo en las placas 

previamente tratadas con polietilenimina (PEI, 2% p/v en buffer borato pH 8.3). De esta 

manera fueron mantenidas in vitro por 10 días en estufa a 37° C con 5% de CO2. El siguiente 

esquema (Figura 12) detalla la preparación de las placas con PEI y los pasos seguidos en este 

protocolo.  

Figura 12. Protocolo empleado en esta tesis para la obtención de neuronas de corteza cerebral de 

rata.  1. Previo al día de sacrificio de los animales, se prepararon las placas con el polímero PEI, para 

proporcionar a las células un sustrato para que se adhieran a la placa de cultivo. Los pasos 2, 3 y 4 se 

encuentran detallados en el texto principal. Este protocolo se llevó a cabo en condiciones de esterilidad 

en una cabina de flujo laminar vertical.  
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3.3.2 Seguimiento del cultivo a partir del día de siembra 

Una vez sembradas las células, se llevó a cabo un monitoreo diario de los cultivos con el fin de 

evaluar el crecimiento y la maduración de las neuronas (Figura 13). Las observaciones 

realizadas se basaron en el trabajo de Gary Banker y colaboradores, pioneros en ésta técnica 

[110]. El cambio de medio se realizó cada 4 días, reemplazando 50% de medio original por 

medio fresco en el primer cambio de medio, seguido por un cambio completo en el segundo 

cambio.  

Luego de ser sembradas en las placas, las neuronas se adhieren al sustrato proporcionado (Día 

0). Al cabo de 24 h extienden una especie de lamela alrededor del cuerpo celular (Día 1, 

flechas negras). A continuación, comienzan a emerger los primeros procesos o prolongaciones 

que luego dan lugar a las dendritas y el axón (Día 2, flechas negras).  Al cabo de 72 h, los 

procesos ya se han diferenciado en dendritas y axones (Día 3, flechas negras). 

 

Figura 13. Fotografías de neuronas de corteza cerebral de rata obtenidas del cultivo primario. La 

imágenes fueron tomadas con una cámara digital vinculada a un microscopio óptico. Magnificación 60X. 

Cabe destacar que estas primeras etapas ocurren de manera asincrónica en el cultivo. A partir 

del día 4, las dendritas crecen en longitud y ramificaciones. Las neuronas ya muestran su 

morfología característica y empiezan a establecer complejas conexiones entre ellas (Día 7 y 

10).  

3.3.3 Tratamientos 

A partir del día 10 en cultivo las neuronas fueron tratadas por separado con las hormonas E2 o 

P4 (ambas de Sigma-Aldrich Co. LLC) con una concentración final de 10 nM por 20 min. Tanto 
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la dosis como el tiempo utilizado se basan en los estudios previos de nuestro grupo de trabajo 

[17, 18].  

Inhibición o activación enzimática. Consiste en la unión de una pequeña molécula a una 

enzima, modulando su actividad. Modificar el accionar de una enzima por un químico 

particular es una herramienta muy útil que permite evaluar su rol en la vía estudiada, a través 

de los cambios en las proteínas blanco de la enzima. Con el fin de determinar las vías de 

señalización moduladas por estas hormonas se realizaron tratamientos con diferentes 

inhibidores y activadores químicos de las proteínas de interés. La siguiente tabla (Tabla 2) 

reúne los compuestos empleados. Las concentraciones inhibitorias indicadas (IC50) 

corresponden a las concentraciones finales en los pocillos con las células, luego de 

resuspender los compuestos en 1 mL de medio de cultivo.  

  

Transfección con plásmidos y pequeños interferentes de ARN. Otras maneras de interceptar 

proteínas para estudiar vías de señalización consisten, por un lado, en silenciar la expresión de 

las mismas con pequeños RNA sintéticos de interferencia (siRNA por sus siglas en inglés, small 

interfering RNA). Los siRNA inhiben la traducción del ácido ribonucleico mensajero (mRNA por 

Tabla 2. Compuestos químicos utilizados en esta tesis. 

Compuesto Proteína blanco IC50 (tiempo de incubación previo 

al tratamiento con hormonas) 

Compañia/Catálogo 

PP2 (inhibidor) Src 10 µM (24 h) Calbiochem/ 529573 

FAKi (inhibidor) FAK 1 µM (24 h) Santa Cruz Biotech/ sc-203950A 

Roscovitina 

(inhibidor) 

Cdk5 50 µM (45 minutos) Calbiochem/  186692-46-6 

Ácido Okadaico 

(inhibidor) 

PP2A 0,5 µM (2 h) Sigma Aldrich/ O7760 

Forskolina 

(activador) 

PP2A 1 µM (30 minutos) Sigma Aldrich/ F6886 

IPA-3 (inhibidor) PAK1 10 µM (1 h) Santa Cruz Biotech/ sc-204016 

CK-666 

(inhibidor) 

Complejo 

Arp2/3  

4 µM (24 h) Santa Cruz Biotech/ sc-361151 

ICI 182,780 

(antagonista) 

receptores de 

estrógeno 

100 nM (1 h) Sigma Aldrich/ I4409 

ORG 31710 

(antagonista) 

receptores de 

progesterona 

1  µM (1 h) Organon Akzo Nobel 
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sus siglas en inglés, messenger RNA) correspondiente a su proteína blanco, uniéndose al 

mismo y provocando su degradación. Por el otro lado, es posible sobreexpresar las proteínas 

en estudio con alguna modificación en su composición que afecte su función. Los plásmidos 

son pequeñas moléculas de DNA circulares que contienen la secuencia que codifica a la 

proteína modificada junto con sitios de reconocimiento para la maquinaria de transcripción 

que permiten su expresión en las células utilizadas. La entrada de los siRNA y de los plásmidos 

a las células se realiza vía transfección celular mediada por lípidos. Se emplean lípidos 

catiónicos que forman complejos con los ácidos nucleicos con una gran afinidad por la 

membrana plasmática, la cual atraviesan y así ingresa su contenido al citoplasma, y en el caso 

de los plásmidos al núcleo. La transfección de las neuronas se llevó a cabo en los días 8 o 9 de 

cultivo, coincidiendo con el segundo cambio de medio. Se utilizaron siRNA comerciales contra 

las siguientes proteínas: paxilina (Pax siRNA, Santa Cruz Biotechnology), y WAVE-1 (WAVE1 

siRNA, Dharmacon, Thermo Fisher Scientific Inc), cada uno incluía un siRNA control, con una 

secuencia de nucleotidos random. Adicionalmente, se utilizaron los siguientes plásmidos 

(Tabla 3):   

Tabla 3. Descripción de las mutaciones presentes en los plásmidos utilizados.  

Plásmido Modificación Origen 

cortactina
3YF

 Mutaciones puntuales Y-> F en los aminoácidos 

Y421, Y466 y Y482. Mutante no fosforilable en los 

sitios que fosforila la quinasa Src. 

Donado al laboratorio por el Dr. 

John Cooper (Washington 

University School of Medicine, USA). 

PP2A
Y307E

 Mutación puntual Y-> E en el aminoácido Y307. 

Mutante que simula una fosforilación en ese sitio. 

Donados al laboratorio por el Dr. 

David C. Pallas (Winship Cancer 

Institute, Emory University School of 

Medicine, Atlanta, USA) 
PP2A

Y307F
 Mutación puntual Y-> F en el aminoácido Y307. 

Mutante no fosforilable en ese sitio. 

Rac1
T17N

 Mutación puntual T-> N en el aminoácido T17. 

Mutante incapaz de unir GTP. 

Guthrie cDNA Resource Center 

(www.cdna.org/ RAC01000D0 Rac1 

T17N) 

 

Los insertos de cada plásmido estaban clonados en un vector pcDNA3.1+. Se realizaron 

transfecciones controles con el mismo vector vacío (sin inserto). Como agente de transfección 

se utilizó Lipofectamina 2000® (Invitrogen, catálogo 11668-019) siguiendo las instrucciones 

proporcionadas por el comerciante. En tubos estériles se prepararon dos soluciones A y B, que 
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luego de ser mezcladas se añadieron a los pocillos con las neuronas a tratar y se mantuvo 

durante el tiempo que duró la transfección. La eficacia del silenciamiento de genes se 

comprobó por la técnica western blot, (detallada en la siguiente sección)  al cabo de 24 o 48 h 

y se estableció como óptima a las 24 h. La siguiente tabla (Tabla 4) detalla el protocolo de 

transfección empleado.  

Tabla 4. Protocolo de transfección 

 

 

Día 8-9 

de 

cultivo 

primario 

 

 

 

Transfección 

Medio: Neurobasal® 

Agente: 

Lipofectamina® 

Solución A 

200 µL de Medio 

3 µL de Agente 

50-75 nM de los siRNA específicos  

o 10 µg de plásmido 

 

Se incuba a TA por  45 

min. 

Solución B  

1,3 mL de Medio por pocillo 

 

Transcurridos 45 min. 

se añade la Solución A 

Día 10 Tratamientos con E2 o P4 seguido de lisis celular. 

  

3.4 Inmunoensayos: detección mediada por anticuerpos (Ac) 

En células y tejidos es posible realizar la detección de antígenos de proteínas en estudio, 

usando Ac específicos conjugados con reporteros y visualizar este proceso de distintas 

maneras. La detección puede ser directa, empleando un Ac primario-reportero o indirecta a 

través de un Ac secundario-reportero. También, es posible utilizarlos para concentrar una 

proteína particular en una muestra de homogenato celular, si se incuban con un sustrato 

sólido. Para la realización de esta tesis se llevaron a cabo tres inmunoensayos ampliamente 

usados: Western blot (Wb), Inmunofluorescencia (IF) e Inmunoprecipitación (IP).  

3.4.1 Western blot 

Obtención de lisados celulares. Luego de realizar los tratamientos correspondientes, las células 

fueron lavadas con PBS 1X estéril e inmediatamente fueron lisadas con 200 µl de buffer de lisis 

celular en frio (100 mM Tris-HCl pH 6,8; 20% v/v glicerol, 4% p/v SDS; y H2O MiliQ), 

suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas: 1mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo o 

PMSF; 1mM ortovadanato de sodio, 1 mM  fluoruro de sodio; cocktail de inhibidores de 

proteasas 1X (catálogo P8340, Sigma-Aldrich) y cocktail de inhibidores de fosfatasas 1X 

catálogo. P5726, Sigma-Aldrich). El homogenato celular se preservó a -20°C hasta su uso.   
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Cuantificación proteica por el método del ácido bicinconínico (BCA). Este método permite la 

cuantificación de las proteínas presentes en un lisado celular a partir de la detección 

colorimétrica, proceso basado en una reacción química. A partir de los lisados celulares 

obtenidos de cultivo, se realizó la cuantificación proteica según el siguiente protocolo (Figura 

14), utilizando como solución estándar, albumina sérica bovina (BSA).  

 

Figura 14. Esquema del protocolo para estimar la concentración proteica. Se utilizó un kit de micro-

BCA (catálogo. 23235, Pierce, Thermo Fisher Scientific,). La curva estándar se preparó con diluciones 

seriadas (0-100 µg/mL) de BSA. En una placa de 96 pocillos, se cargaron 100 µL de cada concentración 

de la curva por duplicado. Luego para las muestras se cargaron por pocillo 2 µL de la misma y 98 µL de 

agua. Posteriormente se incorporó a cada pocillo 100 µL de la solución de reactivo BCA preparada con 

50% del reactivo A, 48% del reactivo B y 2% del reactivo C. La placa se dejó incubar a 37°C durante 40 

minutos en oscuridad. La lectura de absorbancia a una longitud de onda de 570 nm se llevó a cabo en un 

lector de microplacas MULTISKAN EX (Thermo Scientific).  

Una vez obtenidos los valores de la cuantificación, las muestras se separaron por medio de 

SDS-PAGE en geles de acrilamida/bisacrilamida del 8 al 12%, dependiendo de los pesos 

moleculares de las proteínas a evaluar. Se sembraron las muestras con 30 µg de proteína por 

carril para evaluar expresión de proteínas totales y 60 µg de proteína para evaluar las 

fosforilaciones correspondientes. La corrida electroforética se realizó bajo condiciones 

estándar (apilamiento a 90 V por 30 minutos y resolución a 120 V por 90 minutos), utilizando 

buffer de corrida 1X (Tris base 25mM; Glycina 192mM; SDS 0,1% p/v). Una  vez obtenido el 

gel tras la corrida electroforética se procedió con la transferencia de las proteínas a 

membranas de fluoruro de polivinilideno o PVDF, previamente activadas con metanol absoluto 
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y humedecidas luego en buffer de transferencia 1X (Tris base 25mM; Glycina 1,92mM; 

Metanol 10% v/v). Se realizó la transferencia a voltaje constante 100 V por 70 minutos a 4°C. A 

continuación, las membranas se incubaron con buffer de bloqueo (BSA 2% p/v en TBS-

Tween20 0,1% v/v) por 45 minutos a temperatura ambiente (TA), y se incubaron con 

anticuerpos primarios (Ac 1°) durante toda la noche a 4° C. Al día siguiente se retiraron las 

membranas y se lavaron 3 veces durante 5 minutos con buffer TBST (buffer Tris 1X pH 7.6, 

NaCl 137 mM; Tris base 20 mM; Tween-20 al 0,1% v/v). A continuación se incubaron con los 

anticuerpos secundarios (Ac 2°) correspondientes conjugados con la enzima peroxidasa del 

rábano o HRP durante 2 h a TA. Finalmente, se lavaron las membranas (3 veces por 5 min con 

TBST) para retirar el excedente de anticuerpos. Como buffer de dilución de anticuerpos se 

utilizó BSA 0,5% p/v en TBST. En la Tabla 5, se detallan todos los anticuerpos utilizados.   

Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados para Wb 

Ac 1° (especie) Dilución Compañía/Catálogo 

p-WAVE1
S397 

(conejo) 1:1000 Sigma Aldrich/ W2768 

WAVE1 (conejo) 1:1000 Sigma Aldrich/ W0267 

p-Cdk5
Y15

 (cabra) 1:500 Santa Cruz Biotech/ sc-12918 

Cdk5 (ratón) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc-56278 

p-PP2A
Y307 

(cabra) 1:500 Santa Cruz Biotech/ sc-112615 

PP2A (ratón) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc-13601 

p-Src
Y416 

(conejo) 1:1000 Cell Signaling Technology/ #2101 

Src (ratón) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc-5266 

p-FAK
Y397 

(conejo) 1:1000 BD Transduction Lab/ 611807 

FAK (ratón) 1:1000 BD Transduction Lab/ 610088 

p-Pax
Y118 

(ratón) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc-365020 

Pax (cabra) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc-31010 

p-Rac1
S71 

(conejo) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc-12924-R 

Rac1 (conejo) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc-217 

p-PAK1
T423 

(cabra) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc- 135755 

PAK1 (conejo) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc- 881 

p-Cortactin
Y466 

(conejo) 1:500 Santa Cruz Biotech/ sc- 101661 

Cortactin (conejo) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc-11408 

p-Arp2
T237 

(conejo) 1:1000 Biorbyt/ orb155730 

Arp3 (ratón) 1:1000 BD Transduction Lab/ 612135 

α-tubulin (ratón) 1:1000 Sigma Aldrich /T6074 

Actin (cabra) 1:1000 Santa Cruz Biotech/ sc-1615 



 Página 40 

Anticuerpos secundarios utilizados para western blot. 

Ac 2° Dilución Compañía/Catálogo 

Anti-conejo IgG-HRP 1:2000 Santa Cruz Biotech/ sc-2357 

Anti-ratón IgG-HRP 1:2000 Santa Cruz Biotech/ sc-358914 

Anti-cabra IgG-HRP 1:2000 Santa Cruz Biotech/ sc-2768 

 

La inmunodetección de las proteínas se realizó mediante el uso de revelador 

quimioluminescente (ECL). Para esto, las membranas fueron incubadas con  1 mL del reactivo 

ECL que fue preparado mezclando en partes iguales las soluciones A y B, al momento de 

realizar la detección en oscuridad. El siguiente esquema (Figura 15) indica las recetas de ambas 

soluciones y el fundamento de la técnica.  

 

Figura 15. Principio de quimioluminicencia en Wb. 1. Los Ac 2° están conjugados con la enzima HRP que 

cataliza la oxidación de luminol en presencia de peróxido de hidrógeno (H2O2) con la emisión de luz. 2. 

La intensidad de esta señal es detectada por una cámara acoplada a un sistema de imagen. 3. A través 

del equipo ChemiDoc™ XRS de BioRad (BioRad Laboratories), se obtienen imágenes que permiten 

visualizar la proteína de interés en cada uno de los carriles sembrados. Las mismas son analizadas con el 

programa Image Lab™ del equipo ChemiDoc™.   

 

Cuantificación relativa de los niveles de fosforilación de las proteínas estudiadas. Los cambios 

en los niveles de fosforilación de las proteínas estudiadas fueron evaluados mediante el 

análisis densitométrico de las bandas obtenidas en los western blot. La cuantificación se llevó a 

cabo usando el programa Image J (NIH, USA) que permitió asignarle un valor en unidades de 

imagen (pixeles/cm2) a cada banda presente en las membranas. La intensidad de las bandas de 

la proteína fosforilada de interés fue normalizada con la intensidad de las bandas de su 

proteína total (wild type) obtenida en la misma membrana. En aquellos casos donde la 
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determinación proteica presentó la dificultad de que los anticuerpos (Ac) 1°, fosforilado y total 

de una proteína estuviesen hechos en la misma especie, se normalizó la intensidad de cada 

banda con la correspondiente banda de la proteína constitutiva β-actina, obtenidas en la 

misma membrana. En estos casos se corroboró en membranas duplicado, la expresión de la 

proteína total, junto a la actina.  

3.4.2 Inmunofluorescencia 

Las neuronas fueron sembradas en cubreobjetos previamente tratados con PEI (al 2% en 

buffer borato pH 8.3) y se mantuvieron en cultivo con medio Neurobasal hasta el día 10 donde 

las células presentaron dendritas extensas y bien desarrolladas. A continuación se realizaron 

los tratamientos correspondientes con las hormonas y activadores/inhibidores.  

Finalizados los tratamientos las células fueron fijadas con paraformaldehído, (PFA, al 4% en 

PBS por 20 minutos a TA) permeabilizadas con tritón (X-100, al 0,1% en PBS) por 5 minutos y se 

bloquearon los sitios inespecíficos con albúmina sérica bovina (BSA, al 1% en PBS con 0,1% de 

tween 20 por 30 minutos a TA). Previo a cada uno de estos pasos, las células fueron lavadas 

cuidadosamente dos veces con PBS 1X. A continuación se realizó la incubación con los 

anticuerpos primarios: sinaptofisina (1:100), PSD-95 (1:100 catálogo sc-32290) y p-CortactinY466 

(1:50 catálogo sc-101661) (Santa Cruz Biotechnology), diluidos en buffer TBST en cámara 

húmeda a 4°C durante toda la noche.  

Al día siguiente se lavaron las células con PBS 1X para remover el exceso de anticuerpo 

primario y se procedió a la incubación con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa 

Fluor™ 488 (1:300, Invitrogen) por 2 horas a TA en cuarto oscuro. A continuación, las células 

fueron incubadas con Texas Red-faloidina (marcador de las fibras de actina, dilución 1:150 en 

buffer TBST) por 40 minutos a TA. Finalmente, se contratiñeron los núcleos de las células 

incubándolas con 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich, dilución 1:10000) por 5 

minutos a TA. Previo a cada uno de estos pasos, las células fueron lavadas cuidadosamente dos 

veces con PBS 1X. Finalmente los cubreobjetos fueron montados con medio Vectashield 

(catálogo H1000, Vector laboratorios) y almacenados a 4°C en la oscuridad hasta su análisis. La 

inmunofluorescencia y la morfología de las células se visualizaron mediante microscopía 

utilizando un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E200 y se fotografiaron con 

cámara digital de alta resolución 590CU 5.0M CCD. 

3.4.2.1 Análisis y cuantificación de las espinas dendríticas 

3.4.2.1a Selección de neuronas y dendritas 
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Como se mencionó previamente, el procedimiento utilizado en este trabajo para obtener 

neuronas de corteza cerebral permite obtener cultivos que resultan en un 95 % de neuronas 

corticales y un 5 % de células gliales. Es importante destacar que las neuronas en cultivo 

carecen de las señales adecuadas que dictan la dirección, forma y extensión de la 

ramificaciones de las dendritas [111], y que da lugar a la morfología característica de estas 

células que consiste en el soma, una dendrita apical y dendritas basales [112] (Figura 16 B). 

Teniendo en cuenta esto, se ha establecido que las neuronas en cultivo desarrollan una 

dendrita principal o primaria y dendritas secundarias que equivaldrían a las dendritas apicales 

y basales, respectivamente [113] (Figura 16 A-B). Para estudiar la morfología de estas células 

una vez realizados los tratamientos, se incubaron con el marcador faloidina conjugado con 

Texas Red, que permite la tinción de los filamentos de actina de su citoesqueleto y con DAPI 

para visualizar los núcleos de las neuronas. Esto permitió una visualización de la célula 

completa, incluyendo el soma y el árbol dendrítico (Figura 16 A). Se tomaron entre 20 y 30 

fotografías por condición experimental, que presentaron al menos una o dos neuronas. Luego 

de obtener las imágenes de microscopía se seleccionaron neuronas con un árbol dendrítico 

completo, que incluyera a las dendritas principal y secundarias para el estudio de los cambios 

morfológicos (Figura 16 A). Se excluyeron del análisis aquellas células con procesos 

incompletos o superpuestas con otras, o que variaran considerablemente en el tamaño del 

soma, tomando como referencia el núcleo de las células. Una vez seleccionadas las neuronas, 

se escogieron dos dendritas secundarias de manera arbitraria, próximas al soma de cada 

neurona. En cada dendrita se marcaron zonas con una extensión de 10 µm utilizando el 

programa Image J (NIH, USA) que permite configurar la escala correspondiente entre los 

pixeles de las imágenes obtenidas y los µm (Figura 16 A-B).  

 

Figura 16. Criterios para la selección de neuronas y dendritas. A. Fotografía de una neurona de corteza 

obtenida de cultivo primario donde se reconocen el soma y las dendritas de una neurona piramidal. A 
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partir de estas imágenes se seleccionaron segmentos de dendritas secundarias próximas al soma de la 

célula. La barra corresponde a una longitud de 10 µm. Magnificación 60X. B. Esquema de una neurona 

piramidal donde se señalan las partes fundamentales de este tipo de células: la dendrita apical, el soma 

y las dendritas basales. Las neuronas piramidales presentan varias dendritas basales relativamente 

cortas y por lo general, una dendrita apical grande. Modificado de [112].  

3.4.2.1b Cuantificación de espinas dendríticas 

Para determinar el efecto de los diversos tratamientos realizados sobre las espinas dendríticas, 

se evaluaron la cantidad y la morfología de las mismas. Una vez seleccionadas las dendritas, 

para cuantificar las espinas presentes se tuvieron en cuenta los criterios expuestos en la    

Tabla 6. Se contabilizaron todas las espinas presentes en una extensión de dendrita de 10 µm 

de longitud que cumplieran con los criterios de la tabla y los resultados se expresaron como el 

número de ED presentes en 10 µm de dendrita.  

Tabla 6. Criterios para la selección de ED para su cuantificación y clasificación morfológica 

Espinas Fungiformes 
(M) 

Finas  
(T) 

Pequeñas  
(S) 

Se consideraron las ED completas, es decir 
aquellas donde se visualizó la totalidad de 
su estructura desde el nacimiento del eje 
dendrítico hasta la punta. Las ED 
incompletas o fuera del plano de la 
imagen no fueron consideradas en el 
conteo (Figura 17). 
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> a 0,6 µm 

 
 
 
 
 
 
 

Cuello 
definido, 

largo hasta 
2 µm y sin 
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definido, 

protuberancia 
con un radio ˂ 1 

µm 

Para la medición de su tamaño se utilizó 
el programa Image J (NIH, USA) que 
permite establecer la escala entre píxeles 
de la imagen y los µm correspondientes.  

La magnificación de las imágenes fue de 
100 X. Se utilizo el microscopio de 
epifluorescencia Nikon Eclipse E200 y el 
programa Micrometric Software. Todas 
las imágenes se tomaron utilizando los 
mismos parámetros de fluorescencia.  

Los parámetros de ésta clasificación se basaron en los trabajos de Rodriguez, A. y 

colaboradores [114] y de Risher, W. y colaboradores [22] (Figura 17). 

Figura 17. Fotografía de una dendrita de 10 µm de 

extensión. Los círculos naranjas indican los tres 

tipos de espinas mencionados M, mushroom; T, thin 

y S, stubby. Magnificación 100 X. 
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3.4.3 Inmunoprecipitación  

 Obtención de lisados celulares. Para esta técnica las células obtenidas a partir del cultivo 

primario fueron sembradas en frascos de cultivo de 25 cm2 y mantenidas in vitro como se 

indicó anteriormente. Tras realizar los tratamientos correspondientes, las células se lavaron 

con PBS 1X estéril, e inmediatamente se lisaron con buffer no desnaturalizante (Tris-HCl 20 

mM, pH 7.4; EDTA 10 mM; NaCl 100 mM; Igepal al 1% v/v; Na3VO4 1 mM; NaF 50 mM; PMSF 

0,1 mg/L; aprotinina 0,3 mg/L y 0,01% v/v  de cocktail inhibidor de proteasas de Sigma-

Aldrich) para mantener las estructuras nativas de las proteínas. A continuación se 

cuantificaron las muestras con la técnica de BCA y se colocaron 500 µg de proteínas por cada 

tratamiento en nuevos tubos de 1,5 mL, y se equipararon los volúmenes a 500 µL utilizando el 

mismo buffer de lisis.    

Inmunoprecipitación (IP). Para la inmunoprecipitación se utilizó el anticuerpo anti-Arp3, 

descripto en la Tabla 3.4. El mismo fue añadido a cada tubo con las muestras en una 

concentración de 1 µg/500 µL. Las muestras con el anticuerpo se colocaron en un rotor y se 

incubaron de manera suave durante toda la noche a 4° C. Al día siguiente, se añadió a cada 

tubo 40 µL de proteína A-agarosa (proporción 1:1, Santa Cruz Biotech) y se incubaron en el 

agitador suavemente por 2 h a 4° C. Finalmente, se centrifugaron las muestras a 12.000 rpm 

durante 5 min. a 4° C, y se preservaron los pellets a -20° C.      

Lavados. Tras descartar los sobrenadantes, se lavaron los pellets 3 veces con 500 µL de buffer 

de lavado para IP (Tris-HCl 20 mM, pH 7.4; EDTA 10 mM; NaCl 150 mM; Igepal al 1% v/v; 

Na3VO4 1 mM; NaF 50 mM; PMSF 0,1 mg/L; aprotinina 0,3 mg/L y 0,01% v/v  de cocktail 

inhibidor de proteasas de Sigma-Aldrich). Luego de cada lavado, las muestras fueron 

centrifugadas a 12.000 rmp durante 5 min. a 4°C. Posteriormente, luego de descartar el último 

sobrenadante, se agregaron 30 µL de buffer de siembra y las muestras se almacenaron a -20°C 

hasta el momento de la electroforesis. Antes de realizar la electroforesis, las muestras se 

calentaron durante 5 min a 95°C para romper la unión del Ac con las partículas de agarosa. Se 

continuó con la siembra de las muestras en geles de poliacrilamida y se continúo con la técnica 

de Wb descripta anteriormente. Para verificar la efectividad de la IP y evaluar las interacciones 

proteicas, las membranas se incubaron con los anticuerpos anti-Arp3 y anti-cortactina.   

3.5 Análisis estadístico: Todos los valores se expresaron como media ± desviación estándar. 

Los análisis estadísticos y gráficos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism, InStat. 

Las diferencias estadísticas entre los valores medios se determinaron mediante ANOVA, 

seguido por el test de Bonferroni para comparar las diferencias entre las medias de los 
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diferentes grupos. Cuando las varianzas no fueron homogéneas se aplicó transformación 

logarítmica de los datos para homogenizar las varianzas, y si aun aplicando la transformación 

las varianzas no eran homogéneas se utilizó el test de Mann Whitney.  Se consideraron 

estadísticamente significativos valores de P<0,05. 
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CAPÍTULO 4 

RESULTADOS 

4.1 Resultados del primer objetivo específico 

4.1.1 Regulación de las hormonas sexuales E2 y P4 en la formación de ED en neuronas 

corticales. 

Desde hace algunos años nuestro grupo se encuentra abocado al estudio de los efectos de las 

hormonas sexuales, como estradiol y progesterona, sobre el mecanismo de regulación de la 

remodelación actínica y de la morfología neuronal. Fundamentalmente nos hemos 

concentrado en la acción de diversas proteínas claves que regulan, en forma secuencial, el 

citoesqueleto actínico. Particularmente, estudiamos mecanismos de señalización rápidos a 

través de los cuales, los esteroides sexuales, controlan la formación de estructuras de 

membrana, como las espinas dendríticas en neuronas de corteza, regulando así los procesos 

de transmisión y plasticidad sináptica. Mediante varios estudios, hemos demostrado la 

existencia de un mecanismo preciso regulado por estrógenos y progestágenos en cultivos 

neuronales primarios [1, 17, 18].  

Con el objetivo de continuar profundizando las vías de señalización moduladas por ambas 

hormonas hacia el control en la formación dendrítica, cultivos primarios de neuronas corticales 

fueron tratados con pulsos rápidos de E2 (10 nM) o P4 (10 nM) y se visualizó mediante 

inmunofluorescencia la formación de espinas dendríticas (Figura 18 A). El tratamiento corto 

con ambas hormonas (20 min), rápidamente incrementó la densidad en la formación 

dendrítica respecto al tratamiento control (Figura 18 B). 

Con el fin de determinar el grado de modificación en la morfología neuronal inducido tras la 

exposición con E2 y/o P4, nos enfocamos en evaluar la densidad de tres tipos específicos de 

espinas dendríticas pequeñas, finas, y fungiformes. Nuestros resultados demostraron que los 

tratamientos con E2 (10 nM) o P4 (10 nM), durante 20 minutos, provocaron un aumento 

significativo en el número de espinas finas, respecto al tratamiento control (Figura 18 C).  

Estos resultados sugieren que ambas hormonas promueven el desarrollo de la formación de 

espinas dendríticas finas. Las mismas resultan ser imprescindibles para la maduración de las 

espinas y posterior formación de sinapsis.  
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Figura 18. Tratamiento corto con las hormonas sexuales 17-β-estradiol (E2) y progesterona (P4) 

aumentan el número de espinas dendríticas. A. Se muestran imágenes de las neuronas piramidales 

obtenidas de cultivo primario en donde los filamentos de actina fueron teñidos con Faloidina conjugada 

con Texas Red (TRPh) y los núcleos celulares con DAPI. Magnificación 60 X. Las regiones seleccionadas se 
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muestran en los paneles inferiores y corresponden a segmentos de dendritas donde se determinó la 

densidad de ED. Magnificación 100X. B-C. El gráfico muestra el valor medio ± DE del número de espinas 

presentes en 10 μm de longitud de la dendrita * p˂0,05 vs. Control (ANOVA y prueba post-hoc de 

Bonferroni). D. Dendritas positivas para el marcador sinaptofisina (en verde, Alexa Fluor 488). 

Magnificación 100X E. Valor medio ± DE de la densidad de sinaptofisina vs. Control. F. Cuantificación de 

la cantidad de espinas que contienen sinaptofisina. * p˂0,05 vs. Control (ANOVA y prueba post-hoc de 

Bonferroni. G. Dendritas positivas para el marcador PSD-95 (en azul, Alexa Fluor 350). Magnificación 

100X. H. Valor medio ± DE de la densidad de sinaptofisina vs. Control. I. Cuantificación de la cantidad de 

espinas que contienen sinaptofisina. * p˂0,05 vs. Control (ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni. En 

cada determinación se analizaron 20-30 neuronas por condición a partir de tres experimentos 

independientes. 

 

Para evaluar si estas modificaciones estructurales ocasionaron cambios fisiológicos, evaluamos 

el efecto de E2 y P4 en la expresión de los marcadores pre y post-sinápticos sinaptofisina y 

PSD-95 respectivamente, en las ED (Figura 18 D y G). Mediante inmunofluorescencia 

observamos que la exposición de ambas hormonas durante 20 minutos incrementó 

significativamente la densidad de Sinaptofisina (Figura 18 E) y  PSD-95 (Figura 18 H), evaluada 

como puntos presentes en las dendritas (en una extensión de 10 µm de longitud). 

Posteriormente, se determinó el número de ED que contenían los marcadores sinápticos tras 

el tratamiento con ambas hormonas. En las neuronas tratadas con E2 y P4 pudimos evidenciar 

un claro aumento en el número de ED positivas para Sinaptofisina (Figura 18 F) y de PSD-95 

(Figura 18 I). Esta determinación se realizó teniendo en cuenta los tres tipos morfológicos de 

espinas (pequeñas, finas, y fungiformes) presentes en la extensión de dendrita analizada por 

cada condición.  

Estos resultados sugieren que tanto E2 como P4 incrementan la densidad de marcadores pre y 

post-sinápticos en los sitios de formación de las ED,  modulando cambios estructurales claves 

para la plasticidad sináptica y el desarrollo de sinaptogénesis en neuronas corticales de rata.   

 

4.1.2 Src/FAK/Paxilina son claves en la activación de Rac1 y en la formación de ED 

impulsadas por E2 y P4 

En la vía de señalización de E2 o P4 hacia la formación de ED mediada por WAVE1, se 

encuentran las quinasas Src y FAK que median la activación de la pequeña GTPasa Rac1, 

responsable de la activación de WAVE1 [79]. Debido a ello, y con el propósito de amplificar la 

vía de señalización, desde Src-FAK hacia la activación de Rac1, nos interesó evaluar el rol de 

paxilina. Teniendo en cuenta nuestros antecedentes previos en donde determinamos la 

formación de un complejo entre las proteínas Src/FAK/paxilina tras la estimulación con E2, 

paxilina es clave para la formación de estructuras de membranas que dependen del 

citoesqueleto de actina [115]. Por ello, hipotetizamos que ésta proteína podría ser reclutada  



 Página 49 

  

Figura 19. E2 y P4 regulan la formación de ED a través del regulador actínico paxilina. Neuronas 

corticales fueron tratadas con los inhibidores específicos PP2 y FAKi, durante 24 h previas al tratamiento 

con hormonas. Los niveles de fosforilación de FAKY397 y PaxilinaY118 fueron analizados con Western 

blot y la densidad de ED con inmunofluorescencia. A-C. Los blots representativos demuestran un 

incremento de la fosforilación de las 2 proteínas tras los tratamientos con E2 y P4. Los inhibidores PP2 y 

FAKi, previnieron dicho aumento. D-F. El silenciamiento de paxilina con su siRNA específico disminuyó su 

fosforilación junto a la de Rac1. La transfección del constructo Rac1DN no afectó la fosforilación de 

paxilina, pero si impidió el aumento en los niveles de p-Rac1
S71

 inducido por las hormonas. G-H. Control 
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de transfección de siRNA vs paxilina. La expresión de paxilina total se redujo significativamente en los 

tratamientos con su siRNA. I-J. Control de transfección del constructo Rac1 DN. La expresión de Rac1 

total se incrementó significativamente en los tratamientos con Rac1DN. Análisis estadístico de western 

blot. Los gráficos corresponden a la cuantificación de los inmunoblots mediante densidad óptica de las 

bandas. Las bandas de pFAK
Y397

 (B) y pPaxilina
Y118

 (C, E) fueron normalizadas con las bandas de sus 

respectivos totales. Las bandas de pRac1
S71

 fueron normalizadas con las bandas de actina, al igual que 

las bandas de paxilina (H) y Rac1 (J). Las diferencias estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo 

control (CON) utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn considerando estadísticamente 

significativo *P˂0,05. Las barras representan la media±DE. (Cada blot se realizó por duplicado a partir de 

3 experimentos independientes). K-L. El número de ED se redujo tras la inhibición de Src (PP2), FAK 

(FAKi) y el silenciamiento con Pax siRNA. Análisis estadístico de IF: Las diferencias estadísticas fueron 

calculadas con respecto al grupo control (CON) utilizando el test ANOVA seguido del test de Bonferroni, 

considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. El gráfico muestra el valor medio ± DE del número 

de ED presentes en 10 µm de dendrita (20-30 neuronas de 3 experimentos independientes fueron 

analizados por condición). 

por Src/FAK y tras su fosforilación/activación regula la actividad de Rac1 en neuronas de 

corteza. Por lo tanto, el próximo experimento consistió en determinar si el complejo 

Src/FAK/paxilina regula la conexión intracelular entre las adhesiones focales y la GTPasa Rac1 

utilizando a paxilina como andamio celular. Neuronas corticales fueron tratadas previamente 

con inhibidores específicos para Src (PP2; 10 µM) y FAK (FAKi; 1 µM) durante 1 h; y/o se 

realizaron transfecciones con ARN de interferencia contra paxilina (Pax siRNA) y analizamos los 

perfiles de fosforilación de las proteínas anteriormente descriptas. En la Figura 18, observamos 

que los niveles de fosforilación de FAKY397 y paxilinaY118 disminuyeron drásticamente tras la 

inhibición con PP2 y FAKi, en respuesta a E2 o P4 (Figura 19 A-C). Además determinamos que 

estos tratamientos impidieron el aumento en la formación de ED inducido por E2 o P4 (Figura 

19 K y L). 

El silenciamiento de paxilina indujo una disminución en sus niveles de fosforilación junto a los 

de Rac1S71 (Figura 19 D-F), impidiendo también la formación de ED (Figura 19 K y L). A 

continuación expresamos en las neuronas un constructo dominante negativo de Rac1 

(Rac1DN) y observamos que la expresión del mismo no interfirió con la fosforilación de 

paxilinaY118 pero si con los niveles de la fosforilación de Rac1S71 , ambas estimuladas por E2 y P4 

(Figura 19 D-F).  

Estos resultados sugieren que paxilina actúa como un nexo central entre las proteínas Src/FAK 

y Rac1, promoviendo la formación de ED mediadas por E2 y/o P4 en cultivos neuronales 

primarios.     
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4.1.3 E2 y P4 regulan la formación de ED mediada por WAVE1 a través del switch molecular 
quinasa Cdk5/fosfatasa PP2A 

De acuerdo a investigaciones previas, las proteínas quinasa Cdk5/fosfatasa PP2A regulan la 

fosforilación de WAVE1 y la consecuente formación de ED [68], sin embargo el efecto de E2 

y/o P4 sobre esta regulación no ha sido determinado. Teniendo en cuenta esto, hemos 

evaluado si la administración de E2 o P4 afecta el accionar de Cdk5 y PP2A en neuronas 

corticales, y si dicha estimulación afecta la fosforilación y desfosforilación de WAVE1. Para ello, 

las células fueron tratadas con E2 y P4 (10 nM, por 20 minutos) y se determinó el nivel de 

fosforilación de Cdk5Y15 y WAVE1S397 mediante Western blot. Los tratamientos con las 

hormonas incrementaron significativamente la fosforilación de ambas proteínas (Figura 20 A-

C). Para confirmar la participación de Cdk5 en la fosforilación de WAVE1, las neuronas fueron 

tratadas previamente con su inhibidor Roscovitina (50 µM por 1 h). El tratamiento con 

Roscovitina impidió la fosforilación específica de Cdk5 como WAVE1 (Figura 20 A-C).   

Para determinar si los cambios en los niveles de fosforilación de Cdk5 y WAVE1 repercuten en 

la formación dendrítica, neuronas corticales fueron tratadas con ambas hormonas, en 

presencia y/o ausencia del inhibidor de Cdk5, y se evaluó el número de ED por 

inmunofluorescencia. Los tratamientos con E2 y P4 incrementaron la densidad de ED, mientras 

que Roscovitina impidió dicho aumento mediado por E2 y/o P4 (Figura 20 E-F).  

 

Estos resultados sugieren que E2 y/o P4 incrementan la fosforilación de WAVE1, a través de la 

activación de Cdk5, promoviendo la formación de ED en cultivos neuronales primarios. 

4.1.4 E2 y P4 estimulan la fosforilación de PP2A y WAVE1 y la formación de ED 

Recientemente, varios grupos han determinado un novedoso mecanismo de control hacia 

WAVE1, que bajo la acción de un estímulo (ligando), permanecería altamente fosforilada, pero 

frente a ligandos que activan la enzima adenilato ciclasa (incrementando los niveles de AMPc), 

la fosforilación de WAVE1 disminuye de forma notable [84], regulando la densidad dendrítica 

[51]. Por lo tanto, analizamos el efecto de E2 y P4 sobre los niveles de fosforilación de PP2AY307 

y de WAVE1S397, así como también la consecuente formación de ED. Tras los tratamientos con 

E2 y/o P4 (10 nM, 20 minutos) hemos observado que ambas hormonas incrementan 

significativamente la fosforilación de PP2AY307 y WAVE1S397 (Figura 21 A-C). Para evaluar la 

participación de PP2A se trató a las células con Forskolina, un activador específico de PP2A. Los 

tratamientos con Forskolina causaron una disminución significativa en la fosforilación conjunta 

de PP2A y WAVE1 (Figura 21 A-C). Al analizar la formación de ED, se observó además que 

Forskolina disminuyó significativamente el número de éstas estructuras (Figura 21 D-E). 



 Página 52 

Figura 20. E2 y P4 regulan la formación de ED a través de Cdk5-WAVE1. Neuronas corticales fueron 

tratadas con Roscovitina (inhibidor de Cdk5, 50 µM) 1 h previa a los tratamientos con hormonas. Los 

niveles de fosforilación de Cdk5
Y15 

and WAVE1
S397 

fueron analizados por Western blot, y el número de ED 

fueron visualizadas por inmunofluorescencia luego de marcar los filamentos de actina con Faloidina 

congujado con Texas Red (TRPh/ACTINA). A-C. Blots representativos demostraron un incremento en la 

fosforilación  de Cdk5 y WAVE1 tras el estímulo con E2 o P4. Los tratamientos con Roscovitina evitaron 

este incremento inducido por ambas hormonas. Análisis estadístico de western blot. Los gráficos 

corresponden a la cuantificación de los inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. Las 

bandas de pCdk5
Y15

(B)  fueron normalizadas con las bandas de Cdk5 total. Las bandas de pWAVE1
S397

 (C) 

fueron normalizadas con las bandas de actina. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con 

respecto al grupo control (CON) utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn considerando 

estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras representan la media ± DE. (Cada blot se realizó por 

duplicado a partir de 3 experimentos independientes). D-E. El número de ED se redujo tras la inhibición 

de Cdk5 con Roscovitina. Análisis estadístico de IF. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con 

respecto al grupo control (CON) utilizando el test ANOVA seguido del test de Bonferroni, considerando 

estadísticamente significativo *P˂0,05. El gráfico muestra el valor medio ± DE del número de ED 

presentes en 10 µm de dendrita (20-30 neuronas de 3 experimentos independientes fueron analizados 

por condición).   

Para confirmar esto, se utilizó en forma paralela Ácido Okadaico (OKA), un inhibidor específico 

de PP2A. Por lo tanto, las neuronas fueron tratadas con OKA y/o Forskolina, en presencia y/o 

ausencia de E2 y/o P4. Nuevamente, tanto E2 como P4 impulsaron la formación dendrítica tras 
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el tratamiento con ambas hormonas (Figura 21 D-E), pero tras el uso de Forskolina dichos 

incrementos fueron significativamente disminuidos (Figura 21 E). En cambio, el tratamiento 

con OKA promovió, de manera notable, la formación de ED en células neuronales (Figura 21 E).  

 

Estos resultados sugieren que tanto E2 como P4 controlan la actividad de PP2A, incrementando 

su fosforilación en Y307 y promulgando al aumento de la fosforilación de WAVE1S397, 

conduciendo a un aumento en el número de ED. El uso de un inhibidor (OKA) o activador 

(Forskolina) de PP2A, nos ha permitido poder elucidar este preciso mecanismo de control desde 

PP2A hacia WAVE1, y por consiguiente, poder visualizar éste fenómeno regulatorio a través de 

la formación de espinas dendríticas.  

 

Figura 21. E2 y P4 median la fosforilación de PP2A regulando el control de WAVE1. Neuronas corticales 

fueron tratadas con Forskolina (activador de PP2A, 1 µM) durante 20 min y/o el inhibidor específico de 

PP2A llamado ácido okadaico (OKA, 0,5 µM) durante 2 h previo a los tratamientos hormonales. Los 

niveles de fosforilación de PP2A
Y307 

y WAVE1
S397 

fueron analizados por Western blot y la densidad de ED 

mediante inmunofluorescencia.  A-C. En dichas figuras, los blots muestran un incremento en los niveles 

de fosforilación de ambas proteínas tras los tratamientos con E2 y P4. Forskolina disminuyó la 

fosforilación de PP2A junto a WAVE1. Análisis estadístico de western blot. Los gráficos corresponden a 

la cuantificación de los inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. Las bandas de pPP2A
Y307

 

(B) fueron normalizadas con las bandas de PP2A total. Las bandas de pWAVE1
Y397 

(C) fueron 

normalizadas con las bandas de actina. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con respecto al 

grupo control (CON) utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn considerando 

estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras representan la media ± DE. (Cada blot se realizó por 
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duplicado a partir de 3 experimentos independientes). D-E. Análisis del número de ED. El tratamiento 

con OKA incrementó la densidad dendrítica, mientras que Forskolina evitó dicho aumento. Análisis 

estadístico de IF. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo control (CON) 

utilizando el test ANOVA seguido del test de Bonferroni, considerando estadísticamente significativo 

*P˂0,05. El gráfico muestra el valor medio ± DE del número de ED presentes en 10 µm de dendrita (20-

30 neuronas de 3 experimentos independientes fueron analizados por condición).  

4.2 Resultados del segundo objetivo específico 

4.2.1 La expresión exógena de constructos mutantes de PP2A alteran la fosforilación de 

WAVE1 y la formación de ED mediada por E2 o P4.  

En investigaciones previas, Chen Jian y colaboradores demostraron que la actividad de PP2A es 

regulada por su fosforilación específica en Y307 [116]. Por lo tanto, luego de determinar que 

PP2A forma parte de la señalización de E2 y P4 hacia WAVE1, y regula la formación de ED, 

investigamos la especificidad de la fosforilación inhibitoria de PP2A en Y307. Para ello 

expresamos constructos mutantes de PP2A, uno Dominante Negativo PP2A DN (con la 

mutación puntual Y307E) el cual simula el estado fosforilado del residuo y por lo tanto inactivo 

de PP2A; y el otro constructo Constitutivamente Activado PP2A CA (con la mutación específica 

Y307F) es un mutante no fosforilable, simulando el estado activo de la proteína. A través de 

dicho experimento, se observó que la expresión del mutante PP2A DN ocasiona un incremento 

en los niveles de fosforilación de WAVE1S397 (Figura 22 A y C) y en el número de ED (Figura 22 

D-E). En cambio, la expresión del mutante PP2A CA impidió ambos aumentos (Figura 22 A y C-

E). Para determinar la eficiencia de transfección de los constructos se utilizó el anticuerpo 

primario contra la subunidad catalítica de PP2A (PP2Ac, Figura 22 A-B).  

Estos resultados sugieren que la fosforilación de PP2A en Y307 cumple un rol específico y 

preponderante en el control de WAVE1 y en la formación de ED, determinando que la actividad 

de PP2A conduce específicamente al control en la fosforilación de WAVE1.  

4.2.2 La fosforilación de PP2A en Y307 dependiente de E2 y P4 es mediada por Src quinasa 

Se ha reportado que PP2A interactúa con Src quinasa y que ésta interacción lleva a la 

inhibición de la fosfatasa, mediante su fosforilación en Y307 por parte de Src [2, 3]. Teniendo en 

cuenta esto, evaluamos si Src regula la fosforilación de PP2A, usando su inhibidor específico 

PP2. Para ello tratamos a las neuronas con el inhibidor y posteriormente realizamos los 

tratamientos correspondientes con E2 y P4.  Como resultado se observó que ambas hormonas 

inducen las fosforilaciones de SrcY418 y PP2AY307, y que las mismas fueron impedidas por PP2 

(Figura 23 A-C).  
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Figura 22. Modulación de constructos mutantes de PP2A en la formación dendrítical. Neuronas 

corticales fueron transfectadas con constructos mutantes vs. PP2A, uno dominante negativo PP2A DN 

(PP2AY307E) y uno constitutivamente activo PP2A CA (PP2AY307F); y los niveles de fosforilación de  

WAVE1
S397

 y la expresión de la subunidad catalítica de PP2A (PP2Ac) fueron determinados con Western 

blot y el análisis de la densidad de las ED fueron analizados con inmunofluorescencia. A-C. Se observa un 

incremento en la fosforilación de WAVE1 luego del estímulo con E2 o P4. PP2A DN aumentó los niveles 

de p-WAVE1
S397

. Por el contrario, PP2A CA contrarrestó tal efecto. Además, utilizamos el anticuerpo 

primario contra la subunidad catalítica de PP2A (PP2Ac) para determinar la eficiencia de transfección de 

los constructos. Análisis estadístico de western blot. Los gráficos corresponden a la cuantificación de los 

inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. Las bandas de PP2A (B) y de pWAVE1
Y397 

(C) 

fueron normalizadas con las bandas de actina. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con 

respecto al grupo control (CON) utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn considerando 

estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras representan la media ± DE. (Cada blot se realizó por 

duplicado a partir de 3 experimentos independientes). D-E. Análisis de la densidad de ED. La expresión 

de PP2A DN incrementa el número de ED, mientras que la de PP2A CA bloqueó dicho aumento en 

neuronas corticales. Análisis estadístico de IF. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con 

respecto al grupo control (CON) utilizando el test ANOVA seguido del test de Bonferroni, considerando 

estadísticamente significativo *P˂0,05. El gráfico muestra el valor medio ± DE del número de ED 

presentes en 10 µm de dendrita (20-30 neuronas de 3 experimentos independientes fueron analizados 

por condición).  

Estos resultados sugieren que Src está implicado en la fosforilación inhibitoria de PP2A y que E2 

y P4 promueven dicho fenómeno. 
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Figura 23. Src quinasa media la fosforilación de PP2A dependiente de E2 y P4. A-C. Neuronas corticales 

fueron tratadas con PP2 (10 µM) por 24 h previo al tratamiento con E2 y P4 durante 20 min, y se analizó 

la fosforilación de Src y PP2A, a través de Western blot. Análisis estadístico de western blot. Los 

gráficos corresponden a la cuantificación de los inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. 

Las bandas de pSrc
Y416

 (B) y de pPP2A
Y307 

(C) fueron normalizadas con las bandas de sus respectivos 

totales. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo control (CON) utilizando el 

test no paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. Las 

barras representan la media ± DE. (Cada blot se realizó por duplicado a partir de 3 experimentos 

independientes).  

4.3 Resultados del tercer objetivo específico 

4.3.1 Cortactina participa en la formación de ED mediada por E2/P4 a través de una vía 

dependiente de Rac1/PAK1   

Cortactina es una proteína monomérica ubicada en el citoplasma de las células, la cual es 

activada mediante estímulos externos para promover la polimerización y la reorganización del 

citoesqueleto de actina, especialmente en sitios puntuales alrededor de la periferia celular 

[117]. Una particular característica de cortactina es su capacidad de unión a la actina y regular 

su dinámica a través de la activación del complejo Arp2/3, habilidad compartida y 

complementaria con la proteína WAVE1 [102]. Estudios previos han reportado que la 

fosforilación de cortactina se encuentra regulada por una vía de señalización mediada por Rac1 

junto a su quinasa efectora PAK1 [118]. Por lo tanto, nuestro próximo objetivo fue investigar la 

posible modulación de E2 o P4 hacia cortactina, a través de una vía dependiente de Rac1 y 

PAK1, y si la misma regula la formación de ED.  

Cuando las neuronas corticales fueron tratadas 20 min con pulsos de E2 o P4, se observó que 

ambas hormonas incrementaron significativamente la fosforilación de Rac1S71 y PAK1T423, 

fenómeno que fue impedido tras bloquear y/o inhibir la actividad de ambas con Rac1 DN e 

IPA-3, respectivamente (Figura 24 A-C). Los tratamientos con E2 o P4 incrementaron 

significativamente la fosforilación y redistribución de p-cortactinaY466 hacia los sitios de 
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formación de las espinas (flechas blancas Figura 24 D), esto fue impedido tras expresar un 

constructo no fosforilable para cortactina (Cortactina3YF)(Figura 24 D-E). Además, al analizar la 

formación de ED observamos que el aumento producido por las hormonas E2 y P4 es impedido 

tras el bloqueo de la actividad de Rac1, la inhibición de PAK1 y tras expresar Cortactina 3YF 

(Figura 24 F-G).  

Estos resultados resaltan el rol de cortactina como un regulador esencial y complementario en 

la formación de ED, inducidos por E2 y P4 junto con la participación de Rac1 y su quinasa 

efectora PAK1 en este fenómeno.  
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Figura 24. E2 y P4 promueven la formación de espinas dendríticas mediante una vía de señalización 

dependiente de Rac1/PAK1/cortactina en neuronas corticales. Las células fueron transfectadas con el 

constructo Rac1DN durante 48 h. La actividad de PAK1 se inhibió con IPA-3 (10 µM) que fue añadido al 

medio de cultivo 1 h antes de los tratamientos con E2 y/o P4. Los niveles de fosforilación de Rac1
S71

 y  

PAK1
T423

 se analizaron con Western blot. El análisis de la densidad dendrítica mediado por cortactina, 

fue evaluado mediante la transfección de un constructo no fosforilable (Cortactina
3YF

). A-C. Blots 

representativos muestran un incremento en los niveles de fosforilación de la proteínas Rac1
S71

 y 

PAK1
T423

, tras los tratamientos con E2 y P4. Este efecto se vio impedido tras interferir la actividad de 

Rac1 y PAK1.  Análisis estadístico de western blot. Los gráficos corresponden a la cuantificación de los 

inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. Las bandas de pRac1
S71 

(B) fueron normalizadas 

con las bandas de actina y las de pPAK1
T423 

(C) con PAK1. Las diferencias estadísticas fueron calculadas 

con respecto al grupo control (CON) utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn 

considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras representan la media ± DE. (Cada blot 

se realizó por duplicado a partir de 3 experimentos independientes). D-E. Microfotografías 

representativas de segmentos de dendritas de 5 µm de longitud. Las flechas blancas muestran un 

incremento en la localización de p-Cortactina
Y466

 en las ED y en la base de las mismas luego de que las 

células fueran tratadas con E2 y P4. Los filamentos de actina fueron teñidos con Faloidina conjugada con 

Texas Red (TRPh) para visualizar el eje dendrítico y las ED y poder marcar su contorno utilizando la 

función de selección libre y marcar contorno del programa Image J, (NIH, MD, USA). La interferencia de 

Cortactina, en neuronas que expresaron la mutante no fosforilable de Cortactina (Cortactin 3YF), 

impidió la redistribución de p-Cortactina
 Y466

 hacia los sitios de formación dendrítica junto con la 

formación de las mismas. El gráfico muestra el valor medio ± DE de la intensidad de pixeles de neuronas 

positivas para p-Cortactina
Y466

/AlexaFluor488 (20-30 neuronas de 3 experimentos independientes 

fueron analizados por condición) *p˂0,05 vs. control (ANOVA seguido del test de Bonferroni). F-G. 

Análisis de la densidad de ED. Este fenómeno, impulsado por E2 y/o P4, fue impedido tras la inhibición 

con Rac1DN, IPA-3 y Cortactin3YF. Análisis estadístico de IF. Las diferencias estadísticas fueron 

calculadas con respecto al grupo control (CON) utilizando el test ANOVA seguido del test de Bonferroni, 

considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. El gráfico muestra el valor medio ± DE del número 

de ED presentes en 10 µm de dendrita (20-30 neuronas de 3 experimentos independientes fueron 

analizados por condición). 

 

4.3.2 E2 y P4 promueven la fosforilación de Cortactina y Arp2 y una disrupción de la 

interacción de Cortactina con Arp3  

Estudios previos han reportado que cortactina regula la activación del complejo Arp2/3, 

mediante su interacción con la subunidad Arp3, a través de su dominio N terminal (NtA) [119]. 

Teniendo en cuenta dichos resultados, nuestro próximo punto fue evaluar la interacción entre 

Cortactina y el complejo Arp2/3 (subunidad Arp3), a través de ensayo de inmunoprecipitación. 

Se observó, en condiciones basales (Control), una marcada interacción entre cortactina con la 

subunidad Arp3 (Figura 25 A-D). El tratamiento individual con cada hormona, E2 (Figura 25 A-

B) y P4 (Figura 25 C-D), redujo notablemente la interacción entre la cortactina y Arp3 (Figura 

25 A-D). Previamente se ha reportado que la fosforilación de ciertas proteínas activadas por 

estímulos externos, causan un impedimento estérico en la conformación de los complejos 

impidiendo las interacciones entre las proteínas [120, 121]. Por lo tanto para explicar ésta 

disrupción, evaluamos si ambas hormonas podrían estar disociando la interacción al 
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incrementar los niveles de fosforilación del complejo Arp2/3. Por ello, realizamos tratamientos 

rápidos con E2 y/o P4 (20 min) y observamos que los pulsos con ambas hormonas incrementan 

los niveles de fosforilación en la subunidad Arp2 del complejo (Figura 25 E-H). Además este 

incremento fue impedido cuando las células fueron transfectadas con la mutante no 

fosforilable de cortactina, indicando que la fosforilación específica de cortactina, inducida por 

E2 y/o P4, es fundamental para la regulación de la fosforilación y activación del complejo 

Arp2/3.  

Estos resultados sugieren que cortactina interactúa con Arp3 en condiciones basales y que la 

estimulación con las hormonas E2 y P4 podrían disociar esta interacción al promover la 

fosforilación del complejo Arp2/3.  

 

Figura 25. E2 y P4 regulan la conformación del complejo Arp2/3 y su interacción con cortactina. A-D. 

Ensayo de inmunoprecipitación entre Cortactina y Arp3. Los homogenatos inmunoprecipitados con Arp3 

fueron analizados por Western blot y revelados contra Cortactina tras los tratamientos hormonales. 

Tanto el tratamiento con E2 y con P4 ocasionaron una disminución en la interacción de Cortactina con la 

subunidad Arp3. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo control (CON) 

utilizando el test t de Student considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras 

representan la media ± DE. (Cada blot se realizó por duplicado a partir de 3 experimentos 

independientes). E-H. Análisis de la fosforilación del complejo Arp2/3 tras el estímulo con E2 o P4. 

Ambas hormonas ocasionaron un aumento de la fosforilación regulatoria de Arp2. Análisis estadístico 

Wb: Los gráficos corresponden a la cuantificación de los inmunoblots mediante densidad óptica de las 

bandas. Las bandas de pArp2
T237

 (F, H) fueron normalizadas con las bandas de actina. Las diferencias 

estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo control (CON) utilizando el test no paramétrico 

Kruskal-Wallis y Dunn considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras representan la 

media ± DE. (Cada blot se realizó por duplicado a partir de 3 experimentos independientes).  

4.3.3 E2 y P4 regulan la fosforilación de Arp2 dependiente de WAVE1 y Cortactina  
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Recientemente se ha reportado que las subunidades principales del complejo Arp2/3, Arp2 y 

Arp3 son blanco de modificaciones post-traduccionales, necesarias para regular la nucleación 

actínica [122]. La fosforilación específica de Arp2 en T237 es clave para promover tal evento. 

Por lo tanto, nos propusimos evaluar el paso final de la vía de señalización hacia la formación 

de ED modulada por ambas hormonas, a través del estudio de los niveles de fosforilación de 

nuestras tres proteínas blanco hacia la ramificación actínica, CortactinaY466, WAVE1S397 y 

Arp2T237. Mediante ensayos de western blot se observó que tratamientos rápidos con E2 y/o 

P4 incrementaron los niveles de fosforilación de CortactinY466, WAVE1S397 y Arp2T237 (Figura 26 A 

y F). La transfección del constructo no fosforilable de cortactina, Cortactian 3YF impidió la 

fosforilación tanto de cortactina como de Arp2, mientras que la fosforilación de WAVE1 no fue 

afectada (Figura 26 A-E). Mientras que el silenciamiento de WAVE1 con su siRNA específico, 

bloqueó la fosforilación de WAVE1 junto a la subunidad de Arp2, sin afectar los niveles de 

cortactina (Figura 26 F-J).   

Estos resultados indican que los reguladores actínicos, cortactina y WAVE1, actúan de forma 

independiente pero complementaria hacia el complejo Arp2/3, condicionando la fosforilación 

de Arp2. 
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Figura 26. Control de Cortactina y WAVE1 sobre la fosforilación de Arp2. Neuronas corticales fueron 

transfectadas con el mutante Cortactina3YF y un siRNA vs. WAVE1 durante 48hs. Los niveles de p-

Cortactina
Y466

, p-WAVE1
S397

 y Arp2
T237 

fueron analizados por Western blot. Los blots representativos 

demuestran un incremento de la fosforilación de las tres proteínas tras los tratamientos con E2 y P4. A-

E. La expresión de Cortactina
3YF

 evitó la fosforilación de Arp2
T237

 (B) y cortactina
Y466 

(C) inducida por las 

hormonas. La expresión de cortactina total se incrementó significativamente luego de expresar el 

mutante Cortactina
3YF

 (D), mientras que la fosforilación de WAVE1
S397

 no se vio afectada (E). F-J. El 

silenciamiento de WAVE1 con su siRNA evitó la fosforilación de Arp2
T237

 (G) y de WAVE1
S397

 (H) 

inducidas por las hormonas. La expresión de WAVE1 total disminuyó significativamente en los 

tratamientos con su siRNA (I) y no afectó la fosforilación de cortactina
Y466

 (J). Análisis estadístico de 

western blot. Los gráficos corresponden a la cuantificación de los inmunoblots mediante densidad 

óptica de las bandas. Las bandas de pArp2
T237

 (B, G), pCortactina
Y466 

(C, J), Cortactina (D), p-WAVE1
S397

 

(E, H), y WAVE1 (I) fueron normalizadas con las bandas de actina correspondientes. Las diferencias 

estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo control (CON) utilizando el test no paramétrico 

Kruskal-Wallis y Dunn considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras representan la 

media ± DE. (Cada blot se realizó por duplicado a partir de 3 experimentos independientes).  

Teniendo en cuenta nuestros resultados expuestos, es importante destacar el rol 

preponderante de ambas hormonas hacia el delicado y preciso mecanismo de control mediado 

por Cortactina-WAVE1/Complejo Arp2/3, claves en la formación dendrítica, formación 

sináptica y plasticidad neuronal, resultando determinantes para el buen funcionamiento del 

sistema nervioso central. 

4.3.4 E2 y P4 impulsan la formación de ED a través del complejo Arp2/3 

En el paso final de la vía de señalización estudiada encontramos a Arp2, una de las 

subunidades del complejo Arp2/3 que puede ser fosforilado en treonina (T) 237. Se ha 

reportado que dicha regulación es necesaria para iniciar la nucleación actínica [122].  Para 

evaluar el rol específico de Arp2/3 en neuronas de corteza utilizamos su inhibidor específico 

CK-666. Los tratamientos con esta droga evitaron de manera significativa tanto la fosforilación 

de Arp2T237  (Fig. 27 A-B) como la formación de ED (Fig. 27 C-D) durante la administración de E2 

y P4.  

Estos resultados sugieren que la fosforilación de Arp2 es necesaria para la formación de ED 

mediada por E2 y P4 en neuronas de corteza.  

4.3.5 Las hormonas E2 y P4 inducen la formación de ED a través de WAVE1/Complejo Arp2/3 

vía sus receptores  

Por último para confirmar si la fosforilación de PP2A, WAVE1 y de Arp2 están mediadas por los 

receptores de 17-β-estradiol (ER) y progesterona (PR), tratamos a las neuronas con sus 

respectivos antagonistas ICI 182,780 (100 nM) y  ORG 31710 (1 µM) por 1 h antes de los 

tratamientos con las hormonas.  
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Figura 27. Regulación del Complejo Arp2/3, paso final hacia la formación de ED inducida por E2 y P4. 

Neuronas de corteza fueron expuestas por 20 min a 10 nM de E2 y P4 en presencia o ausencia de CK-

666 (4 µM). A-B. Los niveles de p-Arp2
T237

 fueron analizados mediante Wb. Análisis estadístico de 

western blot. El  gráfico corresponden a la cuantificación del inmunoblot mediante densidad óptica de 

las bandas. Las bandas de p-Arp2
T237

 (B) fueron normalizadas con las bandas de actina. Las diferencias 

estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo control (CON) utilizando el test no paramétrico 

Kruskal-Wallis y Dunn considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras representan la 

media ± DE. (Cada blot se realizó por duplicado a partir de 3 experimentos independientes). C-D. Análisis 

de la densidad dendrítica. Las células se marcaron con TxRdPh para visualizar los filamentos de actina. La 

escala corresponde a una longitud de 5 µM. Análisis estadístico de IF. Las diferencias estadísticas fueron 

calculadas con respecto al grupo control (CON) utilizando el test ANOVA seguido del test de Bonferroni, 

considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. El gráfico muestra el valor medio ± DE del número 

de ED presentes en 10 µm de dendrita (20-30 neuronas de 3 experimentos independientes fueron 

analizados por condición). 

 

Como resultado obtuvimos que el bloqueo de los receptores evitaron por completo la 

fosforilación de PP2A, WAVE1 y de Arp2 dependientes de E2 y P4 (Figura 28 A-B). 

Estos resultados sugieren que E2 y P4 regulan la fosforilación de éstas proteínas vía ER y PR en 

las vías estudiadas.  
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Figura 28. ER y PR median la fosforilación de PP2A, WAVE1 y Arp2 en la formción de ED dependiente 

de E2 y P4. A-B. Las neuronas fueron expuestas por 1 h a los agonistas ICI 182,780 (ER) y ORG 31710 

(PR) previo a los tratamientos con las hormonas y a continuación se analizaron los niveles de 

fosforilación de PP2A, WAVE1 y Arp2. Análisis estadístico de western blot. El  gráfico corresponde a la 

cuantificación del inmunoblot mediante densidad óptica de las bandas. Las bandas de p-PP2A
Y307

, p-

WAVE1
S307

 y p-Arp2
T237

 fueron normalizadas con las bandas de actina. Las diferencias estadísticas fueron 

calculadas con respecto al grupo control (CON) utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn 

considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras representan la media ± DE. (Cada blot 

se realizó por duplicado a partir de 3 experimentos independientes). 
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CAPÍTULO 5 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

5.1 DISCUSIÓN  

En los últimos años el estudio de la formación de espinas dendríticas (ED) ha suscitado mucho 

interés. La razón de ello radica en el papel que juegan estas estructuras en el establecimiento 

de circuitos neuronales que posibilitan la adquisición de memoria, aprendizaje y cognición 

[123]. Durante la formación de ED, las neuronas de regiones cerebrales cognitivas, como la 

corteza y el hipocampo, dependen del citoesqueleto de actina. La maquinaria actínica puede 

ser activada mediante señales externas que impulsan una respuesta rápida que culmina con la 

adición o eliminación de ED. Esto permite un adecuado “cableado” de los circuitos neuronales 

del sistema nervioso central [124]. Si bien se ha demostrado previamente que los esteroides 

sexuales modifican la densidad de ED, y actúan como importantes reguladores de la 

morfología neuronal, el mecanismo molecular preciso de este proceso, aún permanece sin 

dilucidar. Teniendo en cuenta que muchas vías de señalización que convergen en el 

remodelamiento del citoesqueleto de actina, son activadas por E2 y P4 en diversos contextos 

celulares [9], en este trabajo de investigación evaluamos si estas hormonas regulan la 

morfología neuronal a través de la reorganización del citoesqueleto actínico, específicamente 

en el control de la formación de ED en neuronas corticales de rata. Para ello, estudiamos los 

mecanismos de fosforilación de WAVE1, cortactina y del complejo Arp2/3, tres reguladores 

fundamentales de la polimerización actínica. 

Los resultados más relevantes de este trabajo indican que hay una señalización por parte de E2 

y P4 sobre los reguladores actínicos cortactina/WAVE1 y el Complejo Arp2/3, que tiene como 

resultado una rápida modificación de la morfología de la membrana incrementando la 

densidad de ED. Esto sucede a través de dos vías de señalización (Figura 29). Una de ellas 

mediada por los receptores ER-PR/Src/FAK/paxilina. Luego, tras la fosforilación de paxilina, la 

GPTasa Rac1 (pivote central en estas vías) y Cdk5 conducen a la fosforilación de WAVE1S397 y la 

formación de ED. Por otro lado E2 y P4, mediante sus receptores estimulan la vía ER-

PR/Src/FAK/paxilina/Rac1/PAK1/cortactina, que lleva a la fosforilación de Cortactina y su 

redistribución a los sitos donde se forman las ED.  
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Figura 29. Esquema ilustrativo representando la vía de señalización impulsadas por E2 y P4 en la 

formación de espinas dendríticas.   

E2 y P4 sobre la formación de ED 

El rol de los esteroides en el SNC, en particular de E2 y P4, ha sido foco de numerosas 

investigaciones durante los últimos 15-20 años, debido a la habilidad de los mismos para 

regular la plasticidad sináptica [15]. Varios estudios han reportado que la densidad de ED en 

neuronas piramidales de la corteza cerebral fluctúa con la variación de los niveles de hormonas 

sexuales, incrementándose cuando los niveles de estradiol aumentan [26]. En las fases de 

marcada fluctuación hormonal, como sucede en la pubertad, ciclos reproductivos de la mujer, 

embarazo y menopausia, tanto estradiol como progesterona ejercen cambios morfológicos en 

las dendritas, sinapsis e incluso alteran la concentración de neurotransmisores [9]. A pesar de 

que los efectos de E2 sobre la formación de ED en el SNC han sido más estudiados que los de 

P4, existen estudios que evalúan el rol solamente de ésta hormona en la formación de ED y 

concluyen que P4, al igual que E2, tiene un rol significativo en promover la formación de ED 

[11, 125, 126].  
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E2 y P4 son hormonas esteroideas cuya función principal radicó por muchos años en regular 

exclusivamente la expresión de genes del eje reproductivo hipotálamo-hipófisis-gónadas [127]. 

Sin embargo, desde hace 20 años el conocimiento de sus acciones en otros tejidos y áreas del 

cerebro comenzó a expandirse  luego de la determinación de la expresión de los receptores de 

E2 y P4 en diversas áreas del SNC [128-130]. Los receptores clásicos de E2, alfa (ERα) y beta 

(ERβ); y el receptor de progesterona (PR), pertenecen a la superfamilia de receptores  

nucleares de hormonas esteroideas. Los mismos actúan además, en el citoplasma y en la 

membrana plasmática, ejerciendo las llamadas vías no canónicas de E2 y P4, que incluyen la 

regulación rápida (no genómica) de vías de señalización implicadas en una variedad de 

procesos, incluida la reorganización del citoesqueleto de actina [131].  

A partir de estos estudios se estableció que E2 y P4 ejercen funciones no solamente referidas 

al desarrollo sexual, sino también implicadas en el desarrollo de circuitos neuronales, 

neuroprotección, sinaptogénesis, aprendizaje, memoria y regulación de la morfología neuronal 

[132]. En esta tesis se evaluó el efecto de ambas hormonas en la formación de ED, proceso 

clave en la plasticidad neuronal. 

Determinamos que E2 y P4 incrementan la fosforilación de proteínas clave del citoesqueleto 

actínico y el número de ED, con una intensidad similar. Esta modificación en la morfología de 

las dendritas producido, por ambas hormonas, es de vital importancia. La formación de nuevas 

ED en respuesta a señales externas se considera la base de los procesos de plasticidad 

estructural [133]. Una vez que se forman nuevas ED, esto posibilita la formación de nuevas 

sinapsis [133]. Tales fenómenos son la base de la formación de memoria a largo plazo, y por lo 

tanto constituye un aspecto vital del aprendizaje y la memoria [134].   

Para el desarrollo de este trabajo partimos del antecedente previo que determinó que E2 y P4, 

a través de sus receptores, producen la fosforilación/activación de Src y FAK, mediante las 

subunidades de proteína G, Gαi1 y Gβ1 [17, 18], desencadenando una señalización en 

dirección a los reguladores actínicos. Con el fin de profundizar los efectos de las hormonas en 

la formación de ED, evaluamos si las fosforilaciones de PP2A, WAVE1 y Arp2 fueron mediadas 

por los receptores, resultados que a la fecha no han sido reportados por otros grupos de 

investigación.  

Teniendo en cuenta que E2 induce la expresión de PR, separar los efectos de progesterona de 

los estrógenos resulta difícil. Razón por la cual, a la fecha pocos son los estudios que abordan 

los efectos de progesterona sobre distintos procesos neurológicos. Es importante considerar el 

efecto de ambas por separado, teniendo en cuenta que no siempre actúan de la misma 
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manera. Contamos con el antecedente previo de nuestro grupo, donde se demostró que un 

tratamiento combinado incrementa la densidad dendrítica de la misma forma que el 

tratamiento con las hormonas por separado [17, 18]. En este caso, el efecto de ambas fue 

similar (nunca se obtuvo una diferencia significativa entre ambos tratamientos, en todos los 

experimentos realizados). Teniendo en cuenta esto, sugerimos que cada una ejerce su efecto a 

través de su receptor específico, de manera independiente, activando las mismas vías de 

señalización para modificar la densidad dendrítica en cuestión de pocos minutos. Se ha 

reportado que tanto ER como PR poseen dominios de unión a Src [135, 136], quinasa 

integradora de señales clave en este estudio. Pudiendo ser ésta proteína el punto de partida 

donde ambas señales convergen.  

Varios estudios han investigado el rol de diferentes morfologías de ED y las han asociado con 

propiedades funcionales [137]. En este trabajo hemos observado que los tratamientos con E2 y 

P4 incrementan el número de ED finas (thin spines) en cuestión de minutos, mientras que el 

número de las espinas fungiformes y pequeñas permanece sin cambios. Las espinas finas 

tienen entre 1 y 2 µm de largo y son altamente dinámicas, pueden retraerse o expandirse al 

cabo de minutos de ser estimuladas [138]. Debido a esto, este tipo de espinas son 

consideradas un fenotipo transitorio, y un buen sustrato para transformarse en espinas 

maduras luego de incrementar los inputs sinápticos [138, 139]. Además al evaluar la expresión 

de los marcadores pre y pos sinápticos, Sinaptofisina y PSD-95 respectivamente, se observó 

que ambas hormonas inducen el incremento de Sinaptofisina y PSD-95 en las espinas, 

sugiriendo que podrían tener una importante implicancia en el desarrollo de sinapsis. Estos 

resultados concuerdan con estudios previos [140-142], que además evalúan los efectos de las 

hormonas sobre el desarrollo de la memoria y el aprendizaje, apoyando la hipótesis de que 

poseen un rol fundamental en el desarrollo cognitivo del SNC.  

La expresión de los receptores de E2 y P4 en la corteza cerebral indicó nuevos sitios para la 

acción de estas hormonas en el corteza cerebral  [143-145]. A partir de ese descubrimiento el 

estudio de los mecanismos por el cuales el estrógeno y la progesterona pueden regular 

aspectos de la cognición en la corteza comenzó su camino y ha logrado avances significativos 

desde entonces [144, 146, 147]. Teniendo en cuenta estos datos, existe evidencia acumulada 

que sugiere que E2 influye en varias formas de aprendizaje y memoria en la corteza, sin 

embargo los mecanismos intracelulares que regulan éstos procesos son escasos en 

comparación con los estudios realizados en hipocampo. Es por ello que nuestros estudios 

fueron realizados en neuronas obtenidas de corteza cerebral. Creemos que los mecanismos 

descriptos en este estudio pueden ser similares a lo que suceden en el hipocampo, teniendo 
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en cuenta que ambas regiones del cerebro son esenciales para tipos similares de aprendizaje y 

memoria, y la acumulación de evidencia sugiere una conexión funcional entre los dos [148, 

149]. Por ejemplo, Tuscher y colaboradores determinaron que la administración local de E2 en 

el hipocampo de ratas ovariectomizadas no tuvo efecto sobre la densidad de las espinas 

dendríticas en dicha área, pero si aumento de la densidad de las ED basales en la corteza 

prefrontal media, dos horas después [150], sugiriendo que la regulación estrogénica del 

hipocampo influye en la morfología dendrítica de la corteza prefrontal. A demás la formación 

de ED inducida por E2 en la corteza prefrontal media fue dependiente de la activación de las 

proteínas ERK y mTOR en el hipocampo dorsal [150]. Estos datos sugieren la posibilidad de que 

el hipocampo y la corteza prefrontal media funcionen de manera complementaria para mediar 

los efectos de E2 en la memoria en el hipocampo dorsal.  

E2 y P4 sobre vías de señalización de regulación actínica  

 Integradores de señales y GTPasas 

La participación de Src y FAK en vías de señalización rápidas moduladas por esteroides ha sido 

previamente evaluada, teniendo en cuenta que son dos quinasas con mayor relevancia en el 

desarrollo de distintos tipos de cáncer [151, 152]. Sin embargo, el rol de ambas en la 

regulación de la plasticidad neuronal es un punto importante de investigación debido a que 

ambas están implicadas en el desarrollo de patologías neuronales [40, 153]. En este trabajo se 

determinó que Src y FAK son quinasas corriente arriba en la señalización de E2 y P4 hacia la 

formación de ED, mediadas por WAVE1 y Cortactina en neuronas corticales.  

Luego de su activación, el complejo Src-FAK posee un rol fundamental como integrador de 

señal en los procesos de plasticidad sináptica en cultivos primarios de neuronas de corteza de 

ratas embrionarias y esto radica en dos hechos, uno de ellos es recibir la señal inicial a través 

de los receptores de E2 y P4, vía de señalización que previamente fue elucidado por nuestro 

laboratorio. Tras la interacción de las hormonas con sus respectivos receptores, estos 

provocan la activación de Src (con la consecuente activación de FAK), de manera dependiente 

de las pequeñas subunidades de proteínas G, Gαi1/Gβ1 [17, 18]. Otros trabajos además 

soportan esta hipótesis en neuronas de hipocampo [38, 39]. El segundo hecho es la amplia 

variedad de sustratos que poseen y que están vinculados a la remodelación de citoesqueleto 

de actina [154, 155]. En este trabajo, la inhibición de Src y FAK impidió el aumento de la 

densidad de ED, mediado por E2 y P4, junto con la fosforilación de FAK y paxilina. Paxilina es 

un punto importante de convergencia de señales que provienen de la estimulación de varias 

clases de receptores. Tras ser fosforilada en Y118, por Src y FAK, se crean sitios de unión 

corriente abajo para moléculas efectoras que regula la maquinaria actínica [156]. En este 
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trabajo comprobamos que el silenciamiento de paxilina con su siRNA específico impide la 

formación dendrítica y la fosforilación de Rac1 en neuronas de corteza. El mecanismo por el 

cual paxilina recluta a Rac1, queda aún por determinarse.  

Rac1 es una molécula fundamental para el desarrollo de las ED. Se han reportado numerosas 

patologías neurológicas que implican una desregulación en la actividad de Rac1 afectando la 

formación de ED [44]. Entre sus proteínas efectoras evaluamos la participación de PAK1. PAK1 

es reclutada y activada por Rac1 y esto regula la polimerización actínica en la formación de 

distintas estructuras celulares, incluida la formación de ED [56]. Se ha reportado que en líneas 

celulares neuronales como PC12, la activación de ésta proteína conduce a la formación de 

neuritas polarizadas, fenómeno que fue impedido tras la expresión de un constructo 

dominante negativo de Rac1 [157]. De manera similar, en nuestro trabajo la expresión de este 

constructo impidió la activación de PAK1, y esto disminuyó la formación de ED. Además, los 

autores señalan que la actividad quinasa de PAK1 no es necesaria para el desarrollo de las 

neuritas, tras expresar en las células un mutante dominante negativo de PAK1. Sin embargo, 

en este trabajo, el uso de IPA-3 (inhibidor específico de PAK1), impidió la fosforilación de 

activación de PAK1T423 y la formación de ED dependiente de E2 y P4, indicando que la actividad 

quinasa de PAK1 si es necesaria para la formación de ED.    

Estos resultados contribuyen a descifrar los mecanismos moleculares de estas proteínas en su 

rol como reguladores actínicos en procesos de plasticidad sináptica mediada por E2 y P4 en 

neuronas de corteza cerebral.  

 Switch quinasa/fosfatasa 

La fosforilación de proteínas es una modificación post-transduccional de las más relevantes 

para regular vías de señalización. En un estado basal, existe un equilibrio entre el nivel de una 

proteína y su forma fosforilada. Las señales extracelulares pueden regular la actividad de 

proteínas quinasas y fosfatasas y así alterar el balance entre una forma y otra. De esta manera,  

estas enzimas prenden y apagan las vías de señalización funcionando como interruptores 

moleculares con el fin de mantener un balance adecuado en los procesos que regulan [158]. 

Teniendo en cuenta esto, describimos por primera vez que E2 y P4 controlan la fosforilación de 

WAVE1 mediante el interruptor molecular Cdk5 quinasa/PP2A fosfatasa.  

PP2A es una de las principales fosfatasas presentes en las células con importantes 

implicaciones para la salud humana. Las deficiencias en su actividad fosfatasa tienen severas 

consecuencias fisiológicas debido al desbalance en el estado de fosforilación de las proteínas, 

incluida ella misma [159]. Por ejemplo, tanto la inhibición como la hiperfosforilación de 
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PP2AY307 se han correlacionado con la hiperfosforilación de la proteína Tau presente en la 

enfermedad de Alzheimer [100]. Aquí describimos por primera vez que el estradiol y la 

progesterona incrementan rápidamente la fosforilación de PP2AY307 junto con la de WAVE1 y la 

formación de ED. Además, la expresión de los mutantes DN y CA de PP2A en las neuronas 

permitió confirmar que la fosforilación de PP2AY307 es clave para la formación de ED mediada 

por E2/P4. Existen otros estudios que han indagado el rol de PP2A en la formación de ED. Li, D. 

y colaboradores han demostrado que PP2A es necesaria para la formación de ED en neuronas 

del cuerpo estriado a través de la interacción de la subunidad B de PP2A con la proteína 

striatin-1 [160]. En neuronas de hipocampo, la interacción entre PP2A con striatin-4 

incrementan el número de espinas con morfología fungiforme [101]. Finalmente, Liu X. y 

colaboradores han determinado que PP2A interactúa con la proteína PRG-1 en los sitios de 

densidad postsináptica para modular no solo la plasticidad sináptica, sino también para 

producir el reclutamiento de proteínas de adhesión focal tales como Src y Paxilina [43]. Aquí, 

hemos determinado que E2 y P4 reducen la actividad PP2A a través de la quinasa Src, lo que 

lleva a un aumento en la fosforilación de WAVE1 y, por lo tanto, la formación de DS. Esto 

concuerda con estudios previos que vinculan a PP2A con la familia de las quinasas Src [2, 3].   

 Factores promotores de la nucleación actínica 

Estudios previos han indicado que E2 incrementa el número de ED en neuronas corticales al 

activar vías de señalización que involucran a las proteínas MAPK, PI3K/Akt y PKC [161]. En este 

trabajo, utilizando inhibidores específicos y a través de ensayos de ganancia o pérdida de 

función, con siRNAs y/o plásmidos DN o CA, evaluamos el efecto de E2 y P4 en la formación de 

ED investigando a los factores promotores de la nucleación WAVE1 y Cortactina.  

WAVE1. Esta proteína actúa como un link entre la actividad de Rac1 y la polimerización 

actínica, produciendo cambios morfológicos responsables de la plasticidad sináptica en 

neuronas del hipocampo y la corteza cerebral [162]. La regulación de la fosforilación y 

desfosforilación de WAVE1 se volvió de gran interés debido a la rápida y efectiva manera de 

regular procesos casi instantáneos como la formación de nuevas ED. En este estudio 

analizamos este fenómeno interfiriendo el accionar de Cdk5 y PP2A, ambas responsables de la 

fosforilación y desfosforilación de WAVE1, respectivamente.  

Cortactina. Aquí describimos que cortactina interactúa con Arp3 en neuronas corticales y que 

E2 y P4 rompen esta interacción, provocando un aumento en la fosforilación de Arp2. En este 

punto hipotetizamos que la fosforilación de Arp2 puede romper la asociación entre Arp3 y 

cortactina, lo que produce la estabilización de los nuevos filamentos de actina. Este resultado 
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concuerda con el trabajo de Wang y col., que describieron que la fosforilación en residuos de 

tirosina de cortactina puede ocasionar la ruptura entre ella y FAK, para promover la migración 

celular [32]. Este resultado también concuerda con nuestro trabajo previo, donde describimos 

que la hormona T3 causa la disociación entre FAK e integrina αV/β3, luego de la fosforilación 

de FAK y su traslocación hacia la membrana de células de cáncer de mama [33]. En este 

sentido, previamente Weaver y col. demostraron que cortactina compite con N-WASP por el 

mismo sitio de unión a Arp3 y es capaz de unirse a esta subunidad [102]. N-WASP es miembro 

de la familia de proteínas WASP junto con WAVE1, ambas comparten en su región C-terminal 

el dominio VCA necesario para la activación de Arp2/3 [82]. Aunque cortactina y N-WASP 

pueden unirse al complejo Arp2/3 a través de Arp3, ambas proteínas por separado regulan la 

nucleación actínica activándolo [102]. En este trabajo, observamos que al bloquear la 

activación de WAVE1 y de cortactina, la fosforilación de Arp2 es baja, pero ni la de WAVE1 o la 

de cortactina resultan afectadas por la inhibición de la otra proteína. Esto sugiere que, de 

manera independiente, ambas pueden regular al complejo Arp2/3, pero ambas son necesarias 

para completar totalmente la activación del complejo Arp2/3. La sobreexpresión de cortactina 

en interneuronas (que carecen de ED) produce la formación de ED en éstas células, esto 

implicaría que cortactina tiene una fuerte capacidad de nucleación actínica [163]. Para intentar 

explicar esto, Head y col. determinaron que la pequeña GTPasa Rac1 induce la fosforilación de 

cortactina y su redistribución hacia las redes de actina cortical donde regula su funcionamiento 

[164]. En este trabajo, observamos que la expresión de un mutante no fosforilable de 

cortactina impidió el incremento del número de ED, cuando las neuronas fueron tratadas con 

E2 o P4. Esto concuerda con estudios previos donde se ha determinado la presencia de 

cortactina fosforilada dentro de las ED, donde recluta importantes moduladores actínicos e 

incrementa la densidad dendrítica [163, 165]. También, cortactina regula la formación de ED a 

través de la interacción con reguladores de Rac1. Ueda y col. reportaron que cortactina 

interactúa con un intercambiador de guanina de Rac1 para promover la formación de ED [166].  

Complejo Arp2/3. Previamente, habíamos determinado que E2 y P4 son capaces estimular la 

formación de ED [17, 18]. En este trabajo reforzamos esos resultados indagando más en la vía 

de señalización bajo estudio, demostrando que E2 y P4 conducen una señalización hacia la 

activación del complejo Arp2/3, a través de la fosforilación específica de la subunidad 

predominante Arp2. Ésta fosforilación es necesaria para la polimerización de la actina, aunque 

no suficiente, debido a que también se requiere la intervención de WAVE1 y cortactin [122]. 

 

E2 y P4, implicancia en enfermedades neurodegenerativas. 
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Las hormonas pueden producir cambios morfológicos en las ED que pueden tener marcados 

efectos en la función sináptica, en su plasticidad y en los patrones de conectividad de los 

circuitos neuronales [32]. Las alteraciones en la forma, en el tamaño y/o en el número de ED 

son un rasgo común de ciertas patologías cerebrales como la demencia, el autismo y la 

esquizofrenia. Esto sugiere que las ED podrían servir como un sustrato común de varios 

desordenes neuropsiquiatricos, particularmente aquellos que presentan déficits en el 

procesamiento de información en un contexto de bajos niveles hormonales [13]. Por ejemplo, 

la pérdida de esteroides sexuales relacionada con la edad constituye un factor de riesgo para el 

Alzheimer, tanto en hombres como en mujeres [167]. Tanto E2 como P4 ejercen importantes 

funciones neuroprotectivas y cognitivas [168]. Por ejemplo, en ratas ovariectomizadas la 

administración de E2 o de los moduladores selectivos del receptor de estrógenos, luego de una 

isquemia cerebral, previene la pérdida de ED en la corteza e incrementa la memoria de trabajo 

[169, 170]. En este trabajo, mostramos que E2/P4 modulan la actividad de importantes 

reguladores del citoesqueleto, controlando así la morfología y el número de ED, vitales para un 

correcto mantenimiento de los circuitos del SNC. Ratones knock-out para WAVE1 exhiben 

pérdida de memoria y aprendizaje [86]. Por otro lado, en muestras postmortem de pacientes 

con esquizofrenia se ha descripto una baja expresión de cortactina [171]. Además, 

recientemente se ha reportado que la pérdida de actividad de Arp2/3 en neuronas excitatorias 

de la corteza produce una plasticidad sináptica asimétrica de las ED, llevando a una pérdida 

progresiva de sinapsis [64]. Estos estudios sugieren que las irregularidades que convergen en la 

nucleación actínica mediada por el complejo Arp2/3, podrían explicar la etiología de 

desórdenes neurodegenerativos que afectan la cognición cuando ocurre una pérdida de 

estrógenos y progestágenos. Estudios clínicos sugieren que la falta o modificaciones en los 

niveles de estrógenos y/o progestágenos, como en mujeres post-menopáusicas, pueden estar 

relacionado en la progresión de enfermedades neurodegenerativas, como la demencia, 

Alzheimer o la enfermedad de Parkinson [12, 172-174], y actualmente existe la hipótesis de 

que la terapia hormonal sustitutiva a mujeres post-menopáusicas puede reducir la progresión 

de estas enfermedades, sin embargo no existe un consenso aún en la comunidad científica 

sobre este punto [175]. 

Aunque la edad es el mayor factor de riesgo en la enfermedad de Alzheimer, las mujeres 

tienen un riesgo sustancialmente mayor que los hombres en desarrollar dicha enfermedad 

[176]. Esta particularidad se ve reflejada tras el período menopáusico. La menopausia marca la 

senescencia reproductiva en las mujeres y se caracteriza por una pérdida del ciclo menstrual y 

alteraciones hormonales significativas, incluidos aumentos dramáticos en la secreción de 
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gonadotropinas y una disminución de los niveles circulantes de estrógeno y progesterona, que 

resultan del envejecimiento ovárico e hipotalámico [176]. En particular, este trabajo de 

investigación y los discutidos en esta sección, indican que las hormonas ováricas resultan ser 

factores tróficos importantes para las neuronas en las regiones de cerebro como el hipocampo 

y la corteza. Por esta razón, determinar los mecanismos puntuales por los cuales la ausencia de 

E2 y P4 afecta la función cerebral en el envejecimiento, permitiría comprender con más 

profundidad porqué las mujeres tienen un mayor riesgo de desarrollar Alzheimer que los 

hombres. De esta forma se podrían abordar terapias con nuevos enfoques que estudien estos 

hechos, tal vez con un enfoque en los mecanismos moleculares que regulan estas hormonas.  

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de investigación se consideran los 

siguientes aspectos como perspectivas futuras de investigación 

A medida que las investigaciones profundizan sobre los mecanismos moleculares que 

subyacen a la disfunción cognitiva en enfermedades neurodegenerativas, el escenario para 

implementar nuevos enfoques terapéuticos crece. Estos enfoques podrían proporcionar 

oportunidades únicas para el desarrollo de terapias que reduzcan de manera más efectiva la 

disfunción cognitiva. Teniendo en cuenta que las terapias de reemplazo hormonal para 

restablecer los niveles de hormonas en la menopausia siguen siendo motivo de discusión por 

sus efectos adversos (aumento en la incidencia de cáncer de mama y endometrio), es 

necesario desarrollar nuevos enfoques. Los mismos podrían apuntar a la regulación de la 

actividad de las proteínas involucradas en los procesos de plasticidad sináptica. Por ejemplo, la 

modulación de los niveles de actividad de la quinasa PI3K (que regula vías de neuroprotección 

a nivel cerebral) tras la administración de Fasudil®, un inhibidor específico de la quinasa ROCK 

que fosforila a PI3K, restaura la memoria de ratas en un modelo de Alzheimer [177]. Otro 

ejemplo lo constituye Fingolimod® (FTY720), un modulador de receptores de esfingosina, que 

incrementa los niveles del factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) regulando la vía de 

señalización de los receptores TrKB. El uso de este compuesto incrementa la plasticidad 

sináptica y la memoria de ratones en un modelo de la enfermedad de Huntington [178].  

Estos antecedentes plantean como hipótesis que el uso de moduladores de la actividad de 

proteínas claves en procesos de plasticidad sináptica podrían constituir una herramienta útil 

para el tratamiento de ciertos desordenes neurológicos que afecten la memoria y cognición de 

los individuos. En este trabajo se describió que existe una regulación por parte de las 

hormonas E2 y P4 sobre el switch molecular Cdk5/PP2A que regulan la actividad de WAVE1 

fundamental para la nucleación actínica y formación de ED, el cual puede ser un punto de 
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partida interesante considerando que la droga Fingolimod® (actualmente utilizada para el 

tratamiento de la esclerosis múltiple), es capaz de modular la actividad de PP2A, sin embargo 

los mecanismos precisos de esto aún permanecen sin dilucidar.  
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5.2 CONCLUSIONES 

En conclusión este trabajo resalta los mecanismos moleculares de la acción de E2 y P4 en la 

formación de ED a través de la regulación de vías de señalización mediadas por importantes 

reguladores actínicos.  

- Un estímulo rápido con E2 y P4 induce la fosforilación de las proteínas Src, FAK, paxilina, Rac1, 

PAK1, Cdk5/PP2A-WAVE1, cortactina y Arp2, todas ellas, involucradas en la formación de ED 

en neuronas corticales. Dicho evento es dependiente de los receptores E2/ER y P4/PR. 

 

- La inhibición de las quinasas Src y FAK impide la fosforilación de paxilina y la formación de ED 

dependiente de E2 y P4.  

 

- El silenciamiento de paxilina con su siRNA impide la fosforilación de Rac1 y la formación de ED 

dependiente de E2 y P4. 

 

- La expresión de un dominante negativo de Rac1 impide la fosforilación de PAK1 y la formación 

de ED dependiente de E2 y P4. La inhibición de PAK1 impide la formación de ED mediada por 

E2 y P4.  

 

- La fosforilación y desfosforilación de WAVE1 en Ser397 es regulada por Cdk5 y PP2A, así como 

también la formación de ED dependiente de E2 y P4. 

 

- E2 y P4 inducen la fosforilación de cortactina e incrementan su localización en las ED.  

 

- E2 y con P4 ocasionan una disminución en la interacción de cortactina con la subunidad Arp3 e 

incrementan la fosforilación de Arp2, para lo cual es necesaria la fosforilación de cortactina.  

 

- La señalización de E2 y P4 converge en la activación de Arp2/3 mediada por WAVE1,  

cortactina y la fosforilación de la subunidad Arp2 del complejo.  

Estos eventos no solo resaltan la importancia de una transducción de señales rápida y eficiente, 

sino también la intervención clave de las hormonas E2 y P4 como potentes activadores del 

citoesqueleto de actina en neuronas corticales permitiendo la formación de ED y por lo tanto 

regulando la plasticidad sináptica. 
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CAPÍTULO 7. ANEXO  

Los resultados de ésta tesis fueron publicados recientemente en la revista 

Neuroendocrinology.  
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