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RESUMEN 

·En. el Sistema Nen/ioso Centi'ál (SNC); la progesterona (P4) regula diversas 
~·- . . .... -· . " .. ; -~ :; ;" . ' - . '" ::.~.,' . .. . . . . . 

funciones a ti~vé~ d;sú int.;raédón i;ori s~ r~cé'ptor nuclear (RP). Se han descrito 

.dos. isbf();;,,~~':J~'1ié'~ ~*"l!:!;~i~.;.:'inS~rJ~arg~ s~ d~~C:onoC:e su distribución y 
''-·''.• ,. -. ,., (.~:·> ,,,_,, .. :!"' '. ¿· ;,i-. . : ,-;·· :;,,,. 

regulación po~ hormon~~ e~teroides en. J1 SNc,·porJo·quee~est•e.·tr~bajo se 

::;E~ij¿~~~f ~~~z¿:~:;~:1r.:f:~·~q~t~;~f~~~~~Fr~:,~ 
··Los datos obtenidos muestran qúe ;;;~ ¡·;-'~¡~i;gÍ~rr\6~a·~j\f~1 de la'proteina 

-,_ - y<:~~-~ .. :l\-:;_ :-.~:.{t-7·'.~'.t .. ~~-:...:~~:<-. )~:\'··'.'.\\:-· --~- " -' -
no hay cambios en la expresión' de ·las'isoforrrias dél RP aFadminiStraf. E2 o P4, ni 

:::::.:d::::1:x::=:n,~:,~1~r1:~~f ~i~f rK~!~~~~fitir~:n.:: 
después. de la administración·· de; P.$'.' No •'hubo.' predominio en :·fa· expresión de 

_·. . ., ,.-_- _ , -.:- -_ .. · -.-· ;:~,.·;·.~ ;,:>_:· .. ;--~t~~~Yh~~:f:;,~~J§:-:!:~:~~~;-~--~~~~:~-~/~:~~~-; ~~-~-~:;?·'.~>~~:;:~::)~:~,:~· ... :,~~~~-: .·: I, 

alguna de las Isoformas; ~aréi'... . . s°:d71 ~ipo,C:~~pó,:.se o~se-rvó una regulación 

~~~3¡j¡¡~lf tllf illf lillí~j~~~~~~~j~~ 
isoforma _B::: La .c::orteza .cer~b.ral_pres_entó, lln ·patrón:difen;inte de expresión, ya que 

, / . ,:\--7:_,_: < <~ :: · s.:>.:::._: .\~~~~\~:--z~){(~ifi'r<: ~:~~7:1':~·: ~'._A?!~::::'.>~;!\~ ;~~::::ú:~::tS.) '.7~~~.H_;--~,:; J~~ll ;;, '.f :'.~~t:>:'~:'-: 
sólo· 1a· isoforma. A: se· reguló 1 positiÍlameñte 'C:on'clos' dos'. tratamientos hormonales, 

exc~pt~~;~f:~~~~-~-?~r~?~~,~~t~~~sJ~~~~\-~~~~ir?.'.~1rij~fü~~~· ·P •• donde se reguló 

negativamente;; mientras que la isoforma B no mOstró diferencias en su expresión ., ' ~~·~:~.':~··· .::.;;;:· _;.,_'- .- --~.:~-~·<:~•>: ·-': -~·· ''.", _,,._ '.:·,.-_ ·.: :-::.· ·"-..' . "·.·- _;·.. _· .. 
con ninguno de los tratarriie~fos/sa_lvo a ias_24 horas después del tratamiento con 

. -····· --·~-:.=.:·o ... -.··-~c;--'·-·-";•;-.·'-----.-.·.• __ , ·- -.• 

P4 dond~sé l"e~u1ÓnegatiJ~me~t~. 
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RESUMEN 

L.os. 9ci.tos · obteb!dc)~ sugi~Efo c¡üe.extste:u,na regü1aCióii~'diferencial. de la 

expresión de las isoforirias cíél RP.·'a · ~iv~lde; ia prCii~/n~:·d~~~riciiente de las 

hormonas esteroi~~s. e~ e; ¿~r~~/Ó d~ I~ :··~a;~~ éía r~gÚ;a~iÓn JE!~émde también 
.· '. ·.:-.- -_-_:,- \;': ', _ .. ·.-.º:_·;: --~ ·->-.. · ~'-.~~ : 

del tejido y del estado hormonal .del animal. 
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INTRODUCCIÓN 

La prog~~ter~na (P4)participa en la regulación de diversas funciones en el 

cerebro .de Ío~.;iri.~111i.f~~C>s, entre l~s queJse encuentran la reproducción, el 
.. ~ -· .. J: . ' 

despliegue de conduc1a·;e~úa1: la e,xcitabilidad. neuronal (Camacho-Arroyo, 1995) 
y Ja protección al délño neuronal :(SteÜí, 2001 ). Uno de Jos mecanismos por Jos 

' . . .. ' - •'- . ·.~ . , .. '-

cuales J~ P~ ~j~r~e;"s'u~·~~ei~i6~ ~ri\~~J Sistema Nervioso Central (SNC) es a través 
; : -_ ·. '.-·-,:~-»-:· "({~;;. ~-:t1~{;~ ¡ir'._~:;.:x<.'~-. -:::··-~i'. ;-~_ .. _ :._ ..• ,.--_. __ 

de su interac;ción ~on. reóeptores espe~ificos a P4 (RP) (Evans, 1988). En roedores 

(llechuk; '.~ 9~;),':;J~~~·~(~~~~·.,¡~J,~~. '\977). y en primates (Lessey, 1983) se han 

descrito dos'is6to~fri~{f~e~·i,R~;d;riominadas RP-A y RP-B. La diferencia entre 

estas est~- ~~;.i~'f~Jf,11 ~~(.~i~·ill~ád~os. de . la región amino-terminal de RP-B que 
'- .. ; _,,.;· . ;,;• 

están ausTnt~s"T6 ~P~A(Krauss, 1993). Ambas isoformas son codificadas por el 

mismo' gen perci' son reguladas por distintos. promotores que son regulados por 

estradiól ~ (E2) (Krauss: 1993 ; y Kastner.~)1990): RP~B actúa como un fuerte 
····.----.' -- ,· . .- ' .. ,, ... ;_.-~'{-_-;,_.:e';,-,.<'~~-~-· - .• 

activador tran'scripcional en . diferentesTé:ollteXtos'f celulares, mientras que RP-A 

füncio~a 'c~~o un inhibidor de. la t~;~~bri~~i~k:·;nd~cida ·por -~P"B, por lo que Ja 
- · .. -, . :- · '.~ :, :.:· /.-.. ··. · )-~ / \:_. ;:.. .'{~;r'.-~,--_:~:~}f(~(?~<~/Y::5/Fi~_;::{--:,~,~~r:~:.;~>l-~~{;~~;--i~?~·?://. 

actividad ·.de Ja P4 depende de Ja.tasa de eícpresión·de Jasisoformas del RP en las 

dif~re,~te~·'.rJ~io~~s .·~eie'br~Í~:-:;··~~t6g~i~·~~~.~~~{i~~~'¡;!g~~~~~s. así como su 

·. regulaéió~·. pdr horrrÍon~~ .. ~sleroicié's se presenta'.~~ manera tejido-especifica 

c1i1echuk.·1.gf3;; .. •Gi~~ª"lll'!.:!•9;~>-~S: :;,;;~::;.~:.(;¡.·;-,··c.· · · 

~ cegb:::Ji~:l~!~f j~É~!r~~~~:::~==~:~:~~:1~' del RP 
Sin ernbarg~ ¡:J~tcCiii~~elaÍ~gÚlación del contenido de las isoformas del 

RP a nivel de i~ p~ot~Íná'Ypo·~ ;o ~~~ ~n este trabajo se estudió dicha regulación en 
. •-. - ..... _- - --· .. ,.' . ' 

·.- :. . '- .. -··-

el hipotálamo:. el. área preóptica,. el hipocampo y Ja corteza cerebral de Ja rata 

4 



.:>o"'.;·• 

··,,,¡-:":/'- ,-.'.:.~?- ¿::·.-. 

< ,, · · "' :; .:. ,~·Í-Rooúcc1ÓN · 
despUés .. ~~/!~:~~~!~,~i,fr~Cioh~~~.-E~.Y.:6 i-J:i~cfa1nte¡·.~1á)éc'~ida ·cie}\N,~st~fo··blot. 
También se\det~.~mlnó. si alguna de. las i~o~~rlll~s ;'8~i'i RP": ~~' e~p~esa 
predominantemente' ~rí las regiones cerebrales estudiadas y si exiit·~ ";el~~iÓn .• 
entre la ~xpresión de di~has isoformas a nivel del RNAm (Guerra-Araiza, ~:bo1) y a 

nivel de la protefna. 

5 



ANTE DENTES 

3. ANTECEDENTES 

3.1 Estructura y función de fas Hormonas Esteroides. 

3.1.1 Generalidades. 

Las hormonas asteroides son lípidos no saponificables hidrofóbicos, solubles en 

disolventes orgánicos y que estructuralmente presentan en común como núcleo químico 

básico. el ciclo pentanoperhidrofenantreno (hidrocarburo cíclico constituido por diecisiete 

átomos de carbono dispue,stos erí,'tres anillos de seis átomos de carbono y un anillo de 

cinco átomos de '~arbono) (KIÍobU, y Neill,; 1988). El término "asteroide" se deriva de fa 

palabra griegá ~sté~e~s,,; sÓlido; fa·.:n~yoria; de ~lfos ~e sintetizan en el ovario, testiculo y 
' . ,. -.-- .. ,.', ,. 

glándulas adreriales ~Úlizando al cólesieroi ~º~º pr~'cursor (Fig. 1 ). 
>._'.'< " : ::2,--", . :~ , - . 

Las hormonas, asteroides desempe_ñarí urí;'papélmuy importante en la regulación 
;._i ~-,u . '/';,"?- ::':·:···.-

de múltiples procesos biológicos én los' iñamiferos~'eiltre ellos destacan la homeostasis 
.· .. :~--'. ._:.~::.- '> ::.· _-;~ :~>' .'':-..,..-:· ~~-.. ">· .'.·;~~-;: :· ~~ -~_::_·· :_;:_:. \~:i.-~ 

hidrolitica,cel dimorfismo sexúal,Ja función':rép'rodui::tiva· y la respuesta al estrés. Entre las 

hormonas est~ioi~·e~'.~é ~7~G~~t~an l~t'es'tÍÓ=~n~s. las progestinas, los andrógenos. los 

"'"~:;i~~i~+iii~ilt~IJ,l'B::·:,~:~~::~ =" <eoe~ore• 
específicos que;tierien:,:úna)1ltaYafinidad 'para 'cada hormona asteroide. Los receptores a 

hormonas éiste~~i~;;~-'s~~,%,~ü;~i~~: que en su mayoria se localizan en el núcleo de Ja 

célula y's6n·p~A~;~i:ú;fa;~~iÚL:1e factores de transcripción que regulan la expresión de 

genes es~~cifi~~~)~o~Ítiva o negativamente a través de la interacción con distintas 

secuencias en' el DNA denominadas elementos de respuesta hormonal (Zhang et al., 

1996). 



ANTE DENTES 

Colestenl PITgn.-nolona 

Dehidroepi.mchortnona 

Tesmsterana Estradiol 

Fig.1. Síntesis de los principales esteroides •. 1)20,22,,. desmolása; 2) 31l-OH-esteroide 
deshidrogenasa, 3)17u-hidroxilasa; 4)17, 20-esteroide liasa; iS) aromatasa; 6) 1711-0H-esteroide 
deshidrogenasa. En el recuadro se encuentra la estructura del pregnano al.igual que las letras con 
las que se denominan a cada uno de los anillos de la· estructura· principal de las hormonas 
asteroides (Gore-Langton et al., 1988). · · · 
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ANTE DENTES 

3.1.2 La Progester~na.~ i "º'' "F' . 

-_-_- -- -.-":·.:.-.\~-~~-:.- ·._'.;';·; .-.'~ _\~ .;::.!.~~ ~,i/_,\~.'·-' 

La· prog~~t~i6;~}'(F~:))~~P~~~·n:~-3.20~dion~) ·. pertenece al grupo de hormonas 

esteroides; su.nombre.se éierilla deflatrri:pro,,; a fcivor y gestare=llevar, lo que denota el 

efecto de ll~var o s
1

?,;te~~;~;'~;J~~6{6~ei .l~¡~oncepción (Pérez-Palacios., et al, 1985). 

La estíc.ictur~( qufi:iiic:·~~ J~/~}'y de. si.is metabolitos (derivados hidroxilados o 

reducid~~): es J::~~fhÍdr~C:~~hu)~:p~~gn~~o/constituido por 21 átomos de car
1

bono• (C-21; 

Fig; .1 ) .• La d"~~;:5;i~l~~i~~htf i~'.~i'•]~ti~n el retículo endoplásmico lis~ en 'él~ c~ltas del 

cuerpo lúteo en el ovário'.durarite eLciclo menstrual (Hsueh et al., 1984;. Hutchison elal., 
< ~,<·l ;'.-<;'.\"·]/:~. '.\~:--~~<::;~-;~:~'.'~<:;3_:~-~~~~~)~:::~<i,: ·:.¡:~/::··:'_,;./ :_ '. ' - _.'.,., . _J "~'.)\·_-:'}/:. ' 

1986). Su sfíltesis está regu!ad¡;¡ por; nuriierosas hormonas como la Juteinizánte. (LH), la 

'.:~:::~~it~k~~~~~~~t~f jE:i~:i2:::~::'.t~:.~:~~::; 
testículo (V:.,~·isz :t'~t. ;.¡:;;~~:; Ó~11<fn et al., 1992). En el SNC Ja P4 se sintetiza desde 

etapas ~rílb;Íon~f;ai·¡~.~'euronas; células gliales; y en astrocitos de Ja corteza cerebral y 

del cuerpo e~tñad~ _de' Í~ •rata desde el dfa 17 de la gestación (Zwain y Yen, 1999; Ukena 

et al., 1999)~ • 

La· sintesis de P4 se inicia con la conversión del colesterol a pregnenolona y 

posteriormente a P4 (Fig. 2), mediada por distintas enzimas que se localizan en los tejidos 

u órganos anteriormente citados. 

Colesaeral Pn.:;--lona Pruc,estm:ruaa 

9H~', CH, 

--HO~-O 2-~0 
Fig. 2. Biosintesis de la P 4 . La biotransformaci6n de colesterol a P.i implica tres cambios estructurales en la 
molécula: a) Pérdida de un fragmento de seis átomos de carbono de la cadena lateral en el C-17. B) La 
oxidación del grupo alcohol en el C-3. C) La migración del doble enlace del anillo B al anillo A. (1)=20, 22-
esteroide liasa. (2) 3U-OH·esteroide deshidrogenasa (Gore-Langton et aL. 1988) 
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ANTE DENTES 

. La P 4 puede reducirse para. formar. varios:~métaboiito~~los cuales pueden 

incrementar, prolongar o terminar los efectos de ia•p4' o ~ién·'.:prd~~;cionar mecanismos 

alternativos que modulen las acciones de la hormona (Karáv.olas•'.;,t al., 1990) (Fig. 3). 

Existen dos tipos de metabolitos: los reducidos en el anill() °A::. Clihidroprogestinas !filL.QQ.: 

progestinas), las cuales tienen una gran potencia arie~Ú1s·i.~a··;/1as •'tetrahidroprogestinas 

(reducción en los carbonos 5 y 3) que modulan el fun~iorl~.mÍénto del sistema neuronal 

relacionado con la producción y liberación de la hormona.lib.erádora de gonadotropinas 

(GnRH). Existen otros metabolitos reducidos en el carbon~20.Y el carbono 17, la~ 

hidroxiprogesterona y la 17 a-hidroxiprogesterona resp~6tií'i~rne'nte, Jos cuales presentan 

numerosas actividades en el organismo. Los metab~Íitc;s.~é ;5¡~tetizan en el ovario, el 
·;"" 

h!gado, el riñón, la placenta y el SNC. 

La P • participa en un amplio rango de actividades biOJÓgicas en numerosos tejidos 

(Tabla 1). Sus efectos puéden ser estimJ1l~~~~~·¿¡¡~¡:; eri·;~I casó•éle la liberación de la 
·"""'""":.,. -·· .·.·:· ·· - ·" ,'.~z;i_,::·~~::~·< ·..,_ :;.·-:.;::¿,,:, ·· - -,,u.f ·,., 

GnRH (Ke etª}.·; 198,7) •• de la dopa.mi~a (Dluzenet a1~1g91).;¡,n la in,duccióndela lordosis 

::~1rit,~:J~;¡~~~ilti~1#1~~0~~~;.~~~t J1~:;\~~f ;1:"::;·:: 
. 1992) /dúrallt,é la'diférendación sexual (Guei-ra'..:.Araiza y Cama2ho~Arr6yo, 2000); o bien, 

inhibidores: como én ;~. colliractilidad ·uterina· ccsJb6 .~t" ~1~; . 1 s;~H~ ~n · 1~: 'Srntesis de 

no~E;!pinefri;,a inducida por AMPcen el hipotálamo (Peti!Íi et al.; 199:Í)~ · ·· 
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ANTE DENTES 

Flg. 3. Principales metabolltos de la P •• A) Metabolitos reducidos en el anillo A en C-5 y C-3 por 
la 5a.-esteroide reductasa y la 3a.-esteroide reductasa, respectivamente. B) metabolitos reducidos 
en C-17 y C-20 sintetizados por la 17a.-esteroide hidroxilasa y la 20cx-esteroide reductasa, 
respectivamente. 

Los principales órganos blanco de la P. son: El útero, en donde regula su 

proliferación y diferenciación; el miometrio en donde controla su contractilidad y mantiene 

las condiciones adecuadas para la implantación del embrión (Graham et al., 1997); ·en el 

ovario, en donde interviene en la maduración y liberación del ovocito maduro; en la 

glándula mamaria, en donde promueve la proliferación y diferenciación del tejido alveolar 

10 
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de la misma, además de la secreción. de :1eche después·. del nacimiento (Graham et al .. 

1997). En el ~ regula la excitabilidad neuronal: el sueño, la reproducción y la 

conducta sexual (Camacho-Arrc:iyo et al., 1994, 1995 y 1999). asi como la temperatura 

corporal durante el ciclo menstrual (Ganong e( al., 1993). 

Otro de los efectos estudiados de la P4 es. su participación en el ciclo celular y para 

ello se han utilizado como modelo células ;.dé .cultivo· de cáncer de mama T47-D (las 

cuales son positivas para RP); cuando. se tratan· estas células con P. se observa un 

aumento en la progresión del ciclo celular, lo cúal está relacionado con una inducción de 
•. - - • •. - • ,;\• -' 'e • ·'"' ;-;_· •' .,,., - ~ •_ : 

ge~es asociados cbn la reg:Jiaci'ó'n;c:lé1 6ic1~ celular.como las clclinas (CD~1; Musgrove et 

aL, 1991, 19S3);factores de ~f~ci'Mie~i~ CEGT,TGF~a. TGF- f3; Murphy et al., 1986, 

Musgrove. ~t~a1.'.1.~~~~?'.Í.r~~2f~~i;Sn~~,.a'fa~i~.~.os ~º~ la actividad proliterativa (c-myc, 

e-tos; Wong etaJ.';"'1991;,Musgrove et•al.,·',1991) ..•• L:ª.inducción del ciclo celular por 

Se ha obseniado'q~:i·:~~yug ~~ie~ent~ enÍ~<expré~ión de p53 prod~cidÓ porP~ en las 

célul~s T4;~b ¡~~~~h'iJ-'a·(~~~~~~ ~jii~~~d~ q~e ésta .pued~ estim.ula~la prol;f~ración 
<·'· .---~-·· . 

celular por medio de Ja remoción de los efectos inhÍbidores de esta proteína·. 
. • . • . . ! 

11 
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TABLA 1. Acciones fisiológicas demostradas para la P4 • 

Tejido Función 

Liberación del ovocito (1) 

Útero/Ovario Facilitación de la implantación (2) 

Mantenimiento del embarazo (3) 

Estimulación de la regeneración del estroma (4) 

Glándula mamaria Desarrollo alveolar (5) 

Regulación de la síntesis de leche durante el embarazo (6) 

Cerebro Regulación de la respuesta sexual (7) 

Excitabilidad neuronal, sueño (8) 

Ovulación (7) 

Neuroprotección (9, 1 O) 

Pulmón Incremento de la ventilación durante el ciclo menstrual y el 

embarazo (11) 

Hueso Regulación de la masa del hueso (12) 

(1) Susuk1 et al., 1994; (2) Graham et al..1997; (3) Rotch1ld et al.. 1983; (4) Clarke et al.. 1993., (5) 
Topper et al., 1980; (6) Savourete et al., 1990; (7) Camacho-Arroyo et al., 1995; (8) Camacho­
Arroyo et al., 1999; (9) González et al., 1998; (10) Vongher y Frye, 1999; (11) Brodeur et al., 1986; 
(12) Wei et al., 1993. 

Se han determinado dos mecanismos de acción por los cuales la P 4 actúa dentro 

de la célula, conocidos como genómico y no genómico. El mecanismo genómico involucra 

la unión con su receptor intracelular especifico (RP) para regular la transcripción de genes 

específicos. El mecanismo no genómico involucra la a.cción .de la P4 sobre las bicapas 

fosfolipídicas de la membrana celular, sistemasde ~egúndos 'mensajeros, interacción con 

receptores membranales específicos e interacción con receptores a neurotransmisores 

como el GABAA (Mahesh et al., 1996; Fig. 4). 

12 
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Fig. 4. Mecanismos genómlcos y no genómlcos de acción de la (P4). 1) Unión con un receptor 
intracelular específico (RP) regulando asl la transcripción de genes específicos a través de 
elementos de respuesta a P. (ERP). Mecanismos no genómicos: 2) La acción de la P 4 sobre 
bicapas fosfolipfdicas. 3) Sistemas de receptores acoplados a segundos mensajeros como el de 
dopamina y los receptores de factores de crecimiento (RFC). 4) Interacción con receptores 
membranales a P 4 . 5) Interacción con receptores a neurotransmisores como el receptor GABAA 
(Mahesh et al., 1996). 

Una vez que la P. y sus metabolitos han llevado a cabo su función en el organismo, su 

catabolismo ocurre en dos etapas secuenciales: 

1. 

2. 

La reducción en el carbono 20 y del anillo A éri l_os· carbon~s 3 y 5. 

La formación de los glucorónidos: ·donde se i~é.rerTienta' la polaridad de la molécula 

formando compuestos hidrofilicos qu~ faémta~:su·'~xc~eciÓ~ por via Urinaria. 
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El proces'o' d,;; redLJcción de la P 4 ocurre inicialmente en el carbono 20 dando Jugar a Ja 
e _.-.'o-.·- --_--:_-· ____ ~º°'°º~=e -~~·-o- :-;-"'-oo-- - - ---- -- - • 

formación:. de. la'" 20a ·~.>"2013 dihidroprogesterona que tienen actividad biológica. 

Posteriormente:· :se· ·r~du.~e: ·er anillo A en la formación de .ocho ·pregnandioles o 

pregnantrioles los:cu~Jes al reducirse a glucorónidos son excretados p~r Ja orina (Fig. 5). 

CH 

('~H, rrOH 
HCÍD~ 

Pregnantriol Olucotónido 

Fig. 5. Principales catabolitos de la P4 • 

3.2 Receptor a Progesterona. 

3.2.1 Características principales del RP. 

La P 4 lleva a cabo la mayoría de sus efectos en la célula a través de la interacción 

con el receptor a P. (RP), el cual pertenece a la superfamilia de receptores a hormonas 

asteroides cuyos miembros coordinan la morfogénesis y Ja homeostasis en respuesta a Ja 

unión con su ligando (Kastner et al., 1990). El RP es un factor de transcripción que regula 

la expresión de genes a través de la. intera.cción con secuencias especificas en el DNA 

(elementos de respuesta hormonal). 

El RP h·urnan6 i:s codificado por un solo gen localizado en el cromosoma 11 q22-

23, el tamaño del coNA'~~ ¿ji;; ~J'.ll'6xil11a~amente 90 kb y comprende a exones y 7 intrones 

(Fig. 6; Saváuret et ·ai:.1990; Misrahi ~tal., 1993) y da lugar a un RNA mensajero de 3014 
- - . •' .. _. --

pb (The\leny etai:, 1~81¡: 
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Estn.1cturalmente, el _ RP_ está_ compuesto_ por dominios que llevan a cabo las 

siguientes funciones: 
- '.-,-·.·· .. ;,.: __ :·--'· ' : . . 

1) Dominio d~'~ran~activ~~ión (A/B): f:'xón'1 (2380 pb). Participa en la regulación 

de la iransi::ripciÓn de'geríés blanco. 

2) Dominio de Jníór1 al DNA (C): 'Exo'nés'2 ("ÍS2 pb) y 3 (117 pb). Participa en la 

dime~iz~~i~n con otrorecept~r y en i~ uniéJ~ ~I D~A;~ t~~vé~tie·¡·~ presencia de 
o.>::-

dedos de Zinc. 
. . .0 . . 

3) Dominio de unión a proteínas de choque térmico (Hsp90; D):· Exón 4 (306 pb). 
. . . -

Participa en procesos de estabilización del receptor y en la translocación al núcleo. 

4) Dominio de unión al esteroide (E): Exones 5 (145). 6 (131), 7 (158), 8 (153 pb). 

Interacción con el ligando y función de transactivación. 

5' 3• 

Exones 

RP 
Transactivación DllA Esteroide 

165 = 597 636 738 786 830 882 933 
Proteima 

Flg. 6 Estructura del gen del RP humano. El gen del RP está constituido por una región 
promotora, una región terminal de transactivación, una región de unión al DNA y una región de 
unión a la hormona. Este gen constituido por 8 exones codifica para una proteína que pesa 
aproximadamente 120 kDa (Mirashi et al., 1993). 

Se ha detectado la presencia del RP en diferentes tejidos del apa_r:-ato· reproductivo 

de distintos grupos de vertebrados (aves, reptiles, roedores,' bo~-ejos,···perros, vacas, 

primates); en las células de la granulosa en el ovario (Milgroni et al., 1970; Fiel et al., 

TESIS CON 
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1972) en las_ trompas de falopio, vagina, testículo (Terner et ál., __ 1977); en las células de 
' - -- - : --... - ---~ - ' 

músculo -de. a·rterias uterinas (Perrot-Applanat et al., 1 g88); asr como en el oviducto y 

bolsa de Fabrici,o de pollo (Ylikomi et al., 1985; González-Morán et al.; 1 g98). El RP se ha 

localizado también en la glándula mamaria tanto en tejido normal como neoplásico 

(Pollow et al., 1977; Horwitz et al., 1975) así como en distintas áreas del cerebro tales 

como el hipotálamo ventro-medial, el área preóptica y la corteza cerebral (Warembourg et 

al., 1989; Camacho Arroyo et al., 1998). También se encuentra en el timo (Pearce et al., 

1983),"islotes pancreáticos (Green et al., 1978); en células osteoblásticas (Gunnet et al., 

1999) y el pulmón (Camacho-Arroyo et al., 1994). 

El mecanismo 9er:i7ralde ac_ción del RP activado por el ligando es el siguiente: 

En ausencia ·del ••ligalldo';·especifico, el RP se encuentra transcripcionalmente 

inactivo formando C:o'mpl~J~S-~Íjgo'~é1~focis 6onproÍeÍrías d~ ~hoque térmico como las Hsp 
-·~- -iY- :_~-·:.·,_-'.~·~{}:~;;;-~';:./-~·~~ :".~~ .. ~r.:,··;<:. :. ·: .· ... '., . - -- -.· ., ~.< _ -: -- .. ::---~:\_. <· , .. , 

(70, 90, 59)(Eleat~.·1987;\charn~fªúdetél1,:1990;,S~howalt~retal.~ 1991). cuando la 

;~:::kª·!:i~t~~~f ~·~ª~ªtii)f w;rl~t1¡;-~1f ;~;!J11ir~1~~t[1~i::r::~:::c~::~~:~ 
'-'.'..:_-:;, ~¡:-. -·;-,'."'· ··:.'<'. ~'-.', .--. "":. ·"';·_.: ·-;·;. _,·~·-,l:'c í,•;;_~-"-~- ~-,~,,-, . - l 

que prom~e~~~ :~~~ f~~t~:?i(~~¡"~~ ~f é,~~e %n'r~sid~os/d#~~6die~t~s :~e ciclina A) y la 

disociación de•. las . Hsp. (Alían :et-· al .• -,1992; -Mi~~shl et' al.' 19Í37;. Passinén et)t:--~ 9g9; 

Ciernen etal'.·;;000). ;;~. •,'i -•·_:_· : •• _ •.. ·: \; ·_ '> ::_::. :: }\" \, .· .. , ,. 
, .... - ¡ . - .. ; ...... ' ~J.;; - - ' .. -__ :; ,:~-· - . 

·El RP_. es ,unafosfÓproteina. cuyá 'acti~id~d: b~Eide';~er regulada por fosforilación 

(Sheridan et al.. 1~9~; ~~arid~~t ~l.;
0 

{~~i) .. E:l~te.~·vidin;Í~~~que ia regulación de las 

vías dé señálizacl~~ ée1U1~raÍteran Íá ~~tivic:Íad y la fosf~~il~~ión del RP (Beck et al., 1992; 
'· ·, ,:·:.: ·-,,.-.~: ! -_,,,_ __ r-·:~ <,~f:·-·.,_"',_:..-:.:>:·_:,:c'.\-~·:,·.,;:'.-. -«>;~\.º-: ';_-,; ..... ·.-,· .. ;.~"=--'·:~_:·:,- ._ ;: - : 

Takimotó et' al.,':'.19-96L ásf ~bino'. dé; otros receptores·- a hormonas esteroides (lgnar-

Trowbridge et·~1 •. ~;i~92;. RÓg~ts~~:;·~t:·~i.;d99~¡'.~P.faJnos de estos cambios se deben a 

altera;io~~s ~i~~ci~~ ~~·¡~'ji;'~¡~:ri1~6;ó~ ~;(k,;.~!~;~~~r~s otros parecen ser afectados por 
~·:·, '~~·.: <<'·• ,;:_.·; ··~;i;•, ,• ~ - ,:· C· .·T, 

proteínas asociadas (R~wan etal./2060¡:, La fosforllación es un evento muy importante 
-:..o:. 

para que se lleve _a cabo _Ía fransactivación-de genes mediada por P •. Se ha demostrado 
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que el RP tiene ca.torce sitios de fosfo.rilación, de éstos se ha demostrado en sistemas in 

·:vivo que. se fosforilan los re.siduos s·ér2.0 , Ser81
, Ser130

, Ser162
, Ser190

, Ser213
, Ser400 y Ser676

; 

:en sistemas in vitro se fosforilan .. ios residuos Ser2'. Ser213
, Thr430

, Ser5
,,., y Ser676 en 

ausencia de la hormona; y despu.és del estimulo con P. se induce la fosforilación temporal 
- ' . > . : ' . 

de otros· tres residuo:;¡ .que· son Ser1º 2
, Ser294 y Ser345 (Zhang et al., 1995). Se han 

detectado seis sitk>s· de fosforilación que son exclusivos para la isoforma B del hRP en los 

re~j~uós s~~º. ~ef~~ ~t;:.;,'~dr1 º:i, Ser' 3º y ser1• 2 , 
. : -. ' -... ~ ~ .. ' :· . : . .' :' - : ' . ".::: . 

. .>- ,-:,.. . '.· 
y ocho sitios de fosforilacióri que, son 

: comuna~ pa'ra~ ambas: i~~f~~rnas en Jos residuos Ser'"º, Ser213
, Ser294

, SeÍ"345
, Ser400

, 
" ,, . '·- '·-.; --

Thr430
, ser554 ySer~~. (Knotts et al., 2001) (Fig. 7). 

Sttlos de1>endiente$ · 
de la horn•ona 

Shlos nuevos 

... 
.. .. .. .. 
l! .. 
¡¡ 

;:, ::~ 
;-; 

- - ' ,'•::-

1a..tern•inoll . 
'"' ! : .. ! 

¡ .. M i !H 

l 
"' «;...-

... ... 

$G7 

DBD 

'" , .. 

LBD 

Flg. 7 Sitios de fosforila'ciÓn. en-·el RP, h·uinano .(hRP). Residuos de fosforilación en el hRP 
identificados hasta la fecha .. Tomado de Knotts et al., 2001; 

Muchos de los sitios de .fo.sforil~Ción :en .los receptores a hormonas esteroides 
' ---~~ ,-.· 

contienen motivos Serfrhr-Pro. Se h;;¡~de'm~·strado que en caso de RP de pollo los cuatro 
·. -·. ":,·····, 

motivos de este tipo son fosforil~dos (D~nner et al., 1990; Poletti et al., 1993). El hRP 

contiene quince de estas secuencias de las cuales la mayoría han sido identificadas como 

sitios de fosforilación. 
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El receptor fosforilado presenta una álía:afinidad por.sitios' en el DNA denominados 

elementos de respuesta a P4 , la unión· d:~t'. RP ··~cUv~do :a su elemento de respuesta 

permite reclutar factores de transcripción habia.iá re.giÓ~ promotora para iniciar y regular Ja 

síntesis del RNAm (Mahesh et al., 1996; Beato. et al., 1989). Una vez que se ha llevado a 

cabo la transcripción del gen, el RP y 1á maquinaria transcripcional se desensamblan del 

gen blanco y el receptor regresa a Ja fase de inactivación (Rodrfguez et al., 1990) (Fig. 8). 

Unión delaP4 alRP 

Dimerización 

Fosf"orilación 

Interacción con el ERP 

Modulación de la l 
transcripción 

SintesisdemRNA 

CBl'/p.J090 

Reclutamiento de la maquinaria 

Basal de transcripción 

Fig. 8 Mecanismo general de activación del RP por su ligando. La P. entra al núcleo y se une a 
su receptor. Esta unión produce un cambio conformacional en el receptor que aumenta su afinidad 
al DNA y asl el complejo hgando-receptor interactúa con secuencias especificas llamadas 
elementos de respuesta hormonal (HRE) 10 cual modifica la transcripción del gen blanco 
(Giagrande et al., 1997). 
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El RP es regulado a la alta por estrógenos y a la baja por P. en muchos tejidos 

blanco, como el útero y el hipotálamo (Graham et al.,_ 1997; Camacho-Arroyo et al., 1994; 

Mendoza-Rodrfguez et al., 1999):_ 
. ·,. . '.::.>" ·: 

En otros estudios se demostró ·mediante - la técnica de. tran·scripción reversa 
,;:· ~·, .: 

acoplada a la-reacción en cadena de ia poii..;¡erása (RT~PCR)!que_lá expresión del gen 
-, '.:":· ·' ~ ~~~:·_-~-.' ,.,,·.,., i~:.-;-2' ': ::_.~"; · .·:l;o .~ 

del RP es regulada por hormonas s¡;ltÜales asteroides en' el' hipotálamo 'y en la corteza 

cerebral, a1 igua1 que en ~1 útei~-~Ac:~;.;~i~¿~du1tas; ~ies~~ta'~~o'i:ma re9uíación a ia alta 

por estrógenos y a la ~~j~:~o/'í~ ~i¡~rri~:p ~ (t~rnacho-Arroyo et á1. ;·-1 996). 
' - '-, .t· ., . ,· ;~. - • - ... .- . -., . - ' 

3.2.2 lsoformas del RP. 

En algunas especies de vertebrados (aves, roedores y primat~s) ~e han identificado 

dos isoformas del RP denominadas A (80,000-94,000 Daltones(y~B (108~000-120,000 

Daltones; Schrader et al., 1981; Horwitz et al., 1996; Guérra~Aral~~ y Ca macho-Arroyo, 

2000). Ambas isoformas son codificadas por el mismo/gen~p~~~ son reguladas por 
~ ... s .. -

distintos elementos de respuesta que se encuentran ·contenidos e_n el promotor y son 
: -7;-~~;: 

inducidos por estrógenos (Fig. 9). ---· ; .. ;-: ;:, --

En el ser humano (Kasnter et al., 1990; Fig. __ 9LY,iln ·:;l-: rat~ (Kraus et al., 1993) las 

isoformas del RP son originadas por distint0s'rnensaj~
0

ios;'-mientras que en las aves se 
- . - ' -~ ~ . - ~ ~' .. : ) ·, 

originan por un proces¡:¡mient<:> alternativo de un 'misrno.RNArn (Connely et al., 1989). 

Estudios bioqufmicos indican qué arnbas isoformas tienen la misma afinidad tanto a la 

P 4 como al elemento de -resp~esta a P 4 (Christensen et al., 1991 ). El RP tiene la 

capacidad de unirse al _ DNA como tres especies diméricas: AA, AB, BB. Se ha 

demostrado que la transcripción mediada por el RP no es igual cuando se forman 
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homodímeros o heterodimeros e interactúan con agonistas y antagonistas (Tora et al., 

1988). 

ATG-B ATG-A ·n· ·n· T 
s·~;*t'';ti·;:ó;~~ Ml o:. O E r---3· 

~l474,--~~~,~,~3~6,_-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~3~5~43pb 

-711 • 
Resjón prornof:ora Regtón promotor& 

de RP-e de RP-A 

' ·3; ·-.:• , ·Ti 
5' r-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-3~· 

Proteína 
RP·B 

Protefna 
RP·A 

e 

546 

o E 119-120 kDa 

597 636 933aa 

Fig. 9 Organización de las isoformas del RP humano. Los números indican la posición de las bases y de 
Jos aminoácidos en el gen y en las proteínas de las isoformas de RP respectivamente. IT-B e IT-A: Sitios de 
inicio de la transcripción de las isoformas RP-B y RP-A respectivamente: A-E: dominios funcionales del RP; 
ATG-B y ATG-A:lnicio de la traducción de RP-B y RP-A respectivamente; Met: Metionina; TGA:Silio de 
término de la transcripción (Kastner et al .• Fujimoto et al., 1997). 

Las isoformas pueden tener diferentes funciones dependiendo del tipo celular, del 

gen blanco y del promotor (Tung et al., 1993). En muchos sistemas celulares la isoforma 

RP-B actúa como ·un activador. transcripcional de genes como el del virus tumoral 

mamario de ratón, el ge_n,qUe codifica a la tirosina aminotransferasa y a la timidina cinasa, 

mientras tj~e(ei R·P~;\~fu~clona como un fuerte represor de la actividad transcripcional 

media~·ª tanto .por·,~P~B como por otros receptores a hormonas esteroides (Vegeto et al., 

1993; Tung et al.,-1993; Sartorius et al., 1994; Clemm et al., 1995). 
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Se ha determinado que las diferencias en la 'actividad transcripcional de las 
. --- " . 

isoformasdél RP se deben a distintos factores: 

1.-, La 'isoterma ·A carece de los primeros' , 165' a'.:ninoácidos presentes en la 

isoterma B (Graham ,et al., 1995). 

2.- La existencia de. tres regiones con funci~~e~ de actiÍiación (AF1, AF2 y AF3). 

Las dos primeras e,stán prese~tes ~n ambas. is~fo:~~¡::;ri,i~ht~i qu'~ ~F3 solamente se 

encuentra ~-n el~RP:B (Glagrande et al.; -Í 99S). .· 
: .. f ·.e-,.-. >/-·: 

. . . ;-;~ ~ 
;-~-;\.'.¡:~.:::::;-/: : ·, -.· 

:--~· ., _, 

3.~ La i>f~s-~~cia ,de'. una regiór\ co~ '(J~ci6ri. i~~ibidol"a .localizada en la región 

adyacente ,a ;AF'.,',qÜe_:solo é~ funcional en RP~A. Estudios~ recientes han demostrado que 
;'.,<y·:. ., -

esta región b!oé¡i.ieá la activación de la transcripción .mediada por AF1 y AF2, pero no por 

AF3, prese~t~ ~~:~,~-s(8use ~t aL. 1998; ~en ~t al.;1994). 

4; Lo~ d¡i,er~~·fo'rmados por B:B tienen mayor capacidad de unirse a secuencias 

blanco dfil\DNf-,(S_~hoonen et al.; 1998), mientras que los heterodímeros son más 

inestables y,pre~Émtarí diferentes propiedades de unión al DNA. 
" ' " ·.:-·!·.·.- ,,_ 

5:~ EÍ R1:/tiu''fua~o es:fosforilado al menos en catorce residuos, seis de estos sitios 
'-~~ -~ 

sólo se' éri'cuent~~n · én-cel .· RP-B mientras que los otros ocho los comparten ambas 
,. - :>..;;: ;'--

isoformas (KnoÚs et'1i.1 .• :2001 ) .. - ·-.--· ;:::-.·.,,._,-,,, .. -

L~: diferér\ie?dÍstribución y regulación de estos sitios de fosforilación en las 

isofcirma~ d~Í·R~;~deéle'conferirles diferentes estados conformacionales que los pueden 
- . . . ·,~·. ' .-. ':.-" ' 

hacer má~ ·.;· rn~ric:'.í~:kfin~s por las secuencias blanco y regular la transcripción de un gen 
' • : --·,, . ,-,,•.;,v¡;;,°""-;; "., . . ., . 

de maner~ e';iJ~éÚi2~S ?:'.; . '.k · · 
,,.!---~:}\'.f('_>--:i :,_:: __ (_ 

Estáii'<Jbser./ádories sugie~en·que una alteración en la expresión o actividades de 

ambas isoformas pueden téner importantes consecuencias en la capacidad de respuesta 

a la P 4 • La tasa de expresión de las dos isotermas varia en diferentes órganos y tejidos 

blanco (lng et al., 1993; Castren et al., 1990), sugiriendo que la expresión diferencial 

puede ser critica para la respuesta celular apropiada a la P. (Camacho-Arroyo et al., 
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1998). ~~F':~~··"*º;-~I~~ji)!:!_~g;!~f~?_el útero de roedores(SD:1):asi como en el sistema 

reprodUctivo~:dé-.=mQ''1'0s·-y~ t:ú~.líOSíi~-s ~-(2: 1 ;·· Lessey· et al., 1·sa3).:-- ;-: -.-:--
.~---~ -~'..\:~ - ,.!)-~\,:-~~-:>{~-- ,\' -- -.. ._ ' 

··Por :· .. otro·: .1ª.~~;·~.1g~ .• coa.ct1vadores de receptores nucleares son una clase de 

protelnas cc;rregulá'dora·s··que interactúan con miembros.de la. superfamilia de receptores . ~. ,: '.· ... , .-.. -;' .-..~·,:,. .. - ,. . - . . - ' 

nuclear~s d~. rri~~~;á lig~~cÍo especifica para potenciar· su efecto en la transcripción de 
' .... ''•: - . . . -

genes.: bla~6oF'cFi9>. ~-b) .. Funcionalmente los coactivadores. sirven como puentes 

molecÚlare~.~J~(unen al receptor a la maquinaria basa1.·cie transcripción (McKenna et al., 

1999). Se tíá observado que algunos coactivadores 'tiénerÍ ,actividades enzimáticas que 
' -,,;,: - ; • ...:. ,-~ ' ~--~ 7 

contribuyen a potenciar la transcripción de gen~s. SRC~1 ;:s~c-2,' SRC-3 (Coactivadores 

de Receptores a Esteroides). p300/CBPyPCAF' (f'.actor ,A.sedado a p300/CBP) tienen 
~- . - -·-- ~- ·-:~~;-""':;; :/~-~-, ·'>\... . ' 

actividad de histona acetiltransferasa (HAT)'y ":1!.ª·~§~o·~·.~·f;!I com'plejo SWl/SNF presentan 

actividad . de ATPasa (Stemer et al:, . 2060). l:~ áibÍi~id~d; HAT modifica la estructura -. . . ··., .,· - ~<:: .. ··' )~-/~:·· - '. .-
represiva de la cromatina neutralizancÍo'iá ·.carga pC:i~itiva. de las. histonas, interrumpiendo 

---... ,.~,,,..·.-
las interacciones iónicas entre las histonas':~árgaéiás'po~itivarnente y el esqueleto de DNA 

cargado,negátivállÍ~nte'.Ú : > . '..> ;;]!('. ;~-· · · 

La actividad HAT:es:¡~'~ri~~}ií·'tJn¿iÓÍl,:nzimática implicada en la transcripción 

dependiente de l~s r~~~tó~;~ :~: hc);~onas (Sp~~cer et al., 1997). Los coactivadores que 
. :.~ ·_, .. -:.'-.'-. .:, ~<::Y:·.~-}··;..:···-:;./;:·;';}}:.:~: ·-~,·:~;, .. ·>'': ~ . . ·,'. : 

tienen actividad ATPasa'fisicamente sorí capaces de abrir 1a estructura 1oca1 represiva de 
.·- -• . •'. - . '~o': : -~ .. - ' ::~'.': - •. ' ' . ·. '. 

la cromátina permitiendo u-rí fácil.acceso de otras proteínas auxiliares de la transcripción 
".r/ .:·~.·.·· > • ·. ·/ . ·. 

(Jenster et al.; 1997). La existencia de coactivadores representa otro nivel de regulación 

para la activaciÓ~ del. RP. 
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... Coacttvo111Jo-to• c@tt .tcllvhl..ld HAT 

Fig. 10. Activación del RP. El RP está presente en un complejo inactivo con protelnas de choque 
térmico (HSP); cuando la Pe se une al RP las HSP se disocian y el RP sufre cambios 
conformacionales que le permiten unirse a un elemento de respuesta a hormonas (HRE), reclutar 
la maquinaria basal de transcripción (MBT) y coactivadores de la familia SRC. El complejo formado 
puede reclutar otros factores al promotor que pueden 1) Abrir la estructura de la cromatina a través 
de su actividad de Histona Acetiltransferasa (HAT) y, 2) contribuir a la estabilización del complejo 
de preiniciación. Las vlas de senalización que regulan la actividad de cinasas y fosfatasas en Ja 
célula contribuyen a Ja activación del RP. modificando su fosforilación y la de Jos cofactores 
(Rowan y O'Malley, 2000). 

3.2.3 Regulación de la expresión de las isoformas del RP. 

Se ha reportado la expresión del RP en diversas regiones cerebrales como el 

tálamo, el hipotálamo, el área preóptica, el hipocampo, el cerebelo, la corteza cerebral, la 

amigdala y el tallo cerebral (Camacho-Arroyo et al., 1994; Cerbón et al., 1989; MacLusky 

y McEwen, 1978,- Kastrup et al., 1999). Se ha detectado la presencia del RP desde etapas 

embrionarias en el hipotálamo de roedores de ambos sexos, su expresión diferencial en 

distintas regiones cerebrales, así como su modificación a fo largo del desarrollo (Wagner 

et al., 1998; Brown et al., 1990), en diferentes condiciones hormonales como sucede 

durante los ciclos estral, menstrual o en animales ovariectomizados tratados con 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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estrógenoso p 4 (C_amachóCArrCÍyo .et al., .1998, Beihea et al., 1998, Guerra-Araiza et al., 

2000). .,, 

. En la lll~ycí~J~ J~' 1C>{tejl~Jo~ estúctia.dos ~e tí~ observado que la expresión del RP 
~ . ·: - ~ ..,,. . . '·. . . . - . 

::: .. :~·t,;;::~?:~~'.~;;~~~~~~~'~¡i:~;t;;~:;::,:::::':.:o~:;,~ 
por ·e1einen1C>s de'r~s~üesta a estró9er;c,~;¡ºc:ª1T:Z~c1ó·s ~n 1a're1;,'fón· promotora de1 gen de1 

RP. o 7n r~~i~./:~~sji0~~,~!·~~~~i~i~~1,f*~~~~.~~ri~~t·;!'E?r1.T~~;~;~~:~!~t ~tal:, 1991 ). En 

el SNC de la ratél la'exprf!sión dE!I Rp.es'indu~ida P()r'estróg'enos enel hipotálamo, el área 

preóptica t[!DE+~-m%~·:·Hl:f: p!~~.;~1~u¿,~~if~~~R~~~~!i~;:~~b~~+~e:en la amígdala y el 
cerebelo (Cerbói:f'et.al:;'',1989; MacLusky y McEwen,'.1978;'Cainacho-Arroyo et al., 1998) . 

. ·$~ ~~-JK~~~~~~~~~¡~~~~;,~~~~i~·~ir~~~~~~~~~~~~~~·~~·~· niveles transcripcional 

y tradui:cional ien •algúnas'táreas. del, cerebrofoo 'es concordante, así, los estrógenos 
' .. '.:'_;'.~\; ;:·.·~f?-~:;~( ~;'. ;.~-.· ;.:~:·'.~J~;n; ~-~¿~;:/~;~'.:·\~:t · 1¿~~'~ \}-,(J':.~.~-~{g!::· -~~· >~.¡-:· · · -·\, .. '. :_·_·· .· 

inducen un;aumento:·en-·1os:nilieles de:RNAm_:·del RP en la corteza cerebral de conejas 

ovariectbmi~~d:~~. ~i~ ÉÍ~b~t~~~~,t~i¡l1J~lri~nto no se observa a nivel de la proteina. lo 

::::1t~~~~~21~~f ~I[~·;·~~;,,'°'º""' (C•m•""º"'"º'º •• "'· ,,,. 
Los mecanismos moleculares involucrados en la regulación a)a_ baja.por P4 son 

hasta elmo~~t¡i d~~¿~~oli~o~;:~~~ido a la carencia de elementosd~ respuesta a P4 en 

;~::: z~j,tti~~iEitt~~lI:i :~~::~~.que tal regulación ocurra l~ivel de la protefna 

, .. ·:~ <{'.;< 

La tasa 'él~ éxprésiórÍ 'de las isoformas del RP varia de manera tejido-especifica, en 
.. -~ >,_:,_,, \~s:r~:· ·:~~-;_-::~ .. ~:-.:':·- ... ~:··· ·. , . . - ---" 

respuesta a, los esUajulos h()rmónales y de acuerdo· a la etapa del desarrollo en la que se 

encuentre el 'org'anism;,, sin embargo se ha' reportado' que hay una. expresión diferencial 

entre las isC>formas del RP, yá que se.ha encontrado que para la corteza cerebral, el .área 

preóptica y el hipotálamo· la isoform·a predominante en la rata recién nacida es la RP-8, 
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pero esta expresión se modifica al rededor"'del~~i~ü"2:::C:~a'~_~o~la_ isoforma predominante 
~~-- =-~e,-:- -~~:~-o-~::¡~=~"'·:~~:·~,~-?:;::-~-;~~~D" :.: , __ .... _<_- _: 

es la RP-A (Kato et al., 1993). ·/;;~ ~~> ~J-~.i"~'c'' ;(~'- ···;· 
' . ·-·--.~- :',·;;:~ ji.'' ; ,' •. : 

En el útero de roedores y primatesiii'isÓforma'predomiíiante es la RP-A, aunque 
-::· ... : -.- ·- . - ,._·,:o'-~ ').\ : ·!·"""'- -- ··:, ·'." -. :_;¡;,:' 

su tasa de expresión varia d~rante loi¡".dc1os<reprodJcti".oíi'c11enchuk y Walters. 1987; 

Manga! et al., 1997 y Duffy ~t-~).;{:,~g~);'~ar~ elo"~a~~ ~~ Ja mujer se sabe que la 

expresión de ambas isoformas· ~1<::~nza ~u ~áximo dur~~ié •Ja fase preovulatoria del ciclo 

menstrual,· sin enibárgo, '1a·•'iasa:·de 'expresión RP-A:RP~B es >.-.10:1 durante la primera - ·. . - . ' - :: .. :,;·· ,.; " - - ' 

semana del ciclo¿ eij.,los_dia~ 9~13 es aproximadamente ~e !):,1; de los días 14-16 es 2:1 y 

hacia el final idel•Jcl~;~\RP-B es prácticamente indet~ct~ble/(Mangal et al., 1997). 

Recienteme~te''5~ ;~an·r~portado cambios en la éxpresió~de ía'~ isof~rmas del RP en la 

hipófisis ,de' I~ ~~t~'~¿r~~te :E!j. clclo estral, sie_ndo .·notorio el )u~ento de Ja expresión de 

ambas isofo~~~¡; ~n; J~'. maña¡.;á del proestÍo (s2:abo et ai., 2000). Además se han 
-:.' el·· -::.· ;' 

observado l::Jara'~'d!f~re~cias e~ la regulación d~ la expresión de las isoformas del RP a 
. '",• ,,,. :·.\---~~--:":~~::<~':-~--~_:_:1~ .. -~---'\_-: -__ ', ·<·· ,,,,. ::)'<·'··-.''.~-

nivel dele RNAm:> (Camacho.-Arroyo. et 'al.;;".1998; Guerra-Araiza et al., 2000). En el 

hipotálamo ide 'r:':}~~;/~v~~~~;~r;;i~aCiá$;cJ¡á :k~r~sión de ambas isoformas del RP fue 
>¡;=,:--~->-· . .. ·~: ~ ·::'=c~,:.--~~~:'.::::.··:~~";~~~;¡.f;A~:~.::-~:~;~;\~:;.~~::::t~~~'" .. - · _ 

inducida por estrógenosy:r7duci,da'por P.c;.y en el área preóptica éstos cambios sólo se 

pres~~taron,~n ~~-;:: ;;;¡~~~fa·; ~t~ r~%~o~;mpo la isoforma que presentó inducción con 

estrÓgen~~·&L~~~~;:_s;~-.~~~ifJ~\¡;:'!uvi~r~·ei~~tos en la expresión de ambas isoformas 
·,--... -:e·:·:'.·;·;.<.,::.<:""':'"--;'_~:~·.·.·,· •. ~~·~-.-,.:·:·- :·· 

(CamachÓ~Arroyo~et al.; J998): En condiCiones fisiológicas como en ciclo estral, RP-B fue 
.. :~ ~/ "' ., . ":: . 

predominante en,.el ,hipótálamo y en el área preóptica, mientras que en el hipocampo no 

se detectó ~~~ diferencia importante entre la expresión de las dos isoformas a nivel del 

RNAm (G~errá~Araiz~ et al., 2000). 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La P. ejerce múltiples acciones fisiológicas en distintos tejidos. En el cerebro 

participa en la regulación de la respuesta sexual, la excitabilidad neuronal, la ovulación 

y la neuroprotección. 

La vía de acción genómica de la P4 está directarn~ri't;¡,., rel~cibnada con la 

interacción con su receptor nuclear, el cual tiene dos.isofo·r~~~;:~~~omi~adas RP-A y 
- ..... ::. /·;·-~,'·:.··, 

RP-B. El papel de las isoformas del RP en la regulación cje;Ias.acciones de la P. es 

fundar;nental, por fo que el conocimiento de fa expresiól1 de las isoformas del RP es 

básico para comprender los diversos procesos fisiCiÍÓgií::os,en los que participa la P. 
'., • . ~. ;· q ·::::~-

en el SNC.· 
-· "" 

En algt;íias regiones del SNC como el hipotálamo ·Y el área preóptica el E2 regula 

positivamente fa expresión del RP, mientras que la f>. regula negativamente la 

expresión del RP, tanto a nivel del RNAm como a nivel de fa proteína del receptor 

total. Sin embargo, se desconoce el patrón de expresión a nivel de la proteína de 

ambas isoformas en regiones cerebrales como el hipotálamo, el área preóptica, el 

hipocampo y la corteza, y su regulación por E2 y P4 • 

Esta información es importante para conocer los mecanismos por los cuales la P4 

ejerce sus efectos en el SNC, ya que las isoformas del RP regulan diferentes genes y 

por lo tanto distintas funciones. Por lo que en este proyecto se estudió el patrón de 

expresión y la regulación de las isoformas del RP a nivel de la proteína en el 

hipotálamo, el área preóptica, el hipocampo y la corteza cerebral de ratas hembras 

ovariectomizadas después de la administración de E2 y P4 , usando la técnica de 

Western blot. 
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5. HIPÓTESIS 

- •• e 

Si la expresión de las isoformas _ dei Rp es regulada de -manera tejido-especifica por 

E2 y P4 a nivel del R~¡f'ny ésto se refleja a nivelde la proteína, entonces: 

}>- En el. hi~~tálamo-ha~rá ub i'Lu~ci~r1 ~n\I~~ir~siÓn de ambás isoformas con 
,', . . :::; . . ;:~ ~ ;;;;;!~~>>~~'~ ~;'"~~---.. ·· ~ ' 

E2 y uná-:eg~l~~i~~.-í)_~g~t!:v~-~~~~ :.;fü_:-~Y; _ '.' . . . _ . _ 
»- En el área preoptrca habfa~na rnduc.cron en.la expresron de la rsoforma B con 

E2 y unareg_~,'~iff,{~~-g~~~t~º~-~·,'-¿_ ·: 
»- En el hipocampo:.se,'induciráJa expresión de la isoforma A con E2 y no habrá 

<.· · ·. ·: ,. :.-,;~ · · ~5(:·:.o ·:'.f ~'_;<'·•;.-._¡~~-::-:;·,.o···~-~. ;_~.:. ~ , ·' '.. :·, ··. 

cambios cori P~}t ,,~:,: t~'.{\C < 
.-~ _, ;; ~-; ;·-·» . ,-·~'.' ~-· 

»- En la corteza cerebral no.habrá cambios en la expresión de ambas isoformas 
' '.~"' 
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6. OBJETIVOS 

General 

Determinar la regulación de la expresión de las isoformas del RP a nivel de 

la proteína en el SNC de la rata. 

Particulares 

Estudiar la regulación de la expresión de las isoformas del RP en el 

hipotálamo, el área preóptica, el hipocampo y la corteza cerebral de la rata 

después de la administración de E2 y P4 • 

Determinar cuál de las isoformas del RP se expre~a .-pred6~in~~t¡mente a 

nivel de la proteína en cada región cerebral estudiada.'-': 

Determinar si existe una relación entre la expresión de las isofórmas del RP 

a nivel del RNAm y a nivel de la proteína. 
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~:·"· 

7. MATERIALES Y METODOS 
~· :; :·:·;:~>. ·,:·>. ·.:.>· .. ·· '_ ; 

7.1 Animales de ~xpe~imentación:• 
·.·sei.urnizarCln rata·s hembras de la cepa Sprague Dawley (250 g) que se 

mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad .12:12 horas, con agua .Y alimento 

disponible ad Jibitum. 

Los animales se ovariectomizaron bajo anestesia total con ketamina a 
: •• .:, ' ' -o 

una dosis de 80 mg/kg vra i.p. Oúince días d~spués de ·la cirugra· se les 

apÍicaron distintos tratamientos ~on ·~2 y ~ •· · 

1) Prep~ración d~ la pr~~esteron~ (P •> 
Se disolvieron::12:·~g·~~ P~·en etanol absoluto al 10% (200µ1) más 2 mi de 

aceite de m~1i/ 

2) Preparáción del ~stradiot (E2) 
·-. ¡•"--'·.-··. " 

Se disolvieron 'ifníg éfe.17-p estradiol en etanol absoluto al 10% (300 µI) más 3 

mi. de ~ceii~· d~ ;,,~,~·. 

7.3 Tratamientos~·: .. 

Quince dia's.despu~s de la éirug1a.'1os animales fu.eran tratados con aceite de 

malz. como vehiculo,.P4 ~ E2 .vra subcutánea de fa siguiente manera: 

1) Vehiculo por 2 dlas consecutivos. 

2) E2 (5 µg/100 g) por 2 dla·s consecutivos. 
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3)- p_.-:(400 µ91100 g)-al tercer dfa, previa dosis de E2, como se indicó 

anteriormente. 

4) ·Lo~ aniinales;fueron sacrificados 24 h después de la última dosis, excepto los 

trata~os ~~n:'~. c~yo. sacrificio se realizó 3, 6, 12, 24 y 48 horas después. - ,.·,:·_, .-; -··-· 
,",--;.;, 

7.4 Obtención de las diferentes regiones cerebral_es. 

l_nmediatamente después de sacrificar a Jos animales· se realizó la disección del 

cerebro, obteniendo las siguientes regiones: el hipot_álamo, ·el área· preóptica, el 

hipocampo y la corteza cerebral. 

Se homogenizaron léls'difer~ntes regib~es cerebrales en buffer de lisis TDG 

con un coctel de~fnhibidÓ~és'de'proÍ~asas (Tris-HCJ 10 mM, ditiotreitol 1 mM, 
•• --· - - «. ;"·,.:;'-' •• 

glicerol .al 30 %;·jritórÍ_.·a1:1i 0
/ .. ;·:azidade sodio 15 mM. EDTA 1mM, leupeptina 4 

µgtml, aproti~im~}i~i,~;~1J1.~MsF_:1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM) en una 

relación de 1 ;y;, d¿ b~fr~~/1 g d~ tej.Ído a 4 º C. 
·:·.-.···-···-·:::;;;-:, ·----.. ,_,_ 

Las mue_stras. hoir)ogeniiádas _ fueron centrifugadas a 15,000 rpm durante 15 
···,__··::..."" <;._,,,_. L-

minUtOS a· 4º. C para Obtener en el sobrenadante las protefnas totales. 

La c~nc~~fr.;~i(Jr/ de_ protelnas se determinó por el método de Bradford 

(Bradford, 1976). 

7.6 Western Blot.·· 

Las protehi_as totales obtenidas de cada región cerebral (80 ¡1g) se separaron 

por -electrofór~sis ·en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al. 

7.5% a 80 volts durante 2 horas. Cada muestra se preparó con buffer de carga (Tris 

0.5 M pH 6.8, glicerol al 10%, SOS al 2%, p-mercapto etanol al 5%) en un volumen 1:1 
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y se hiiViefOrl- d~~8n1e __ -5-~¡;.Utos p~ra- posteriormente cargarse en los geles antes 

mencionados;· 

Las protelnas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa 
-- ·; .-. · .... -··::;--;· ':·>·" -:,_ ';_- ' -~-. ·_-. ' -

(Amersham) a 75.volts durante 4 horas a 4º C. Posteriormente, las membranas fueron 

bloquead~-s po/2.:horas ¡:¡ temperatura ambiente con una solución de leche 

descremada· én p°'h1o'a1 so/o ~ialbúmina al· 0.5% en TBS 1X. 

Las ·;.,en;~~a~~s';~·ero~ incubadas durante dos horas a temperatura ambiente, 
-.-: .---:,· --~- ·_::-::: .. .;· cf- -·' 

con un.antiC_~erpo pri~ario monoclonal que reconoce a ambas isoformas con la misma 

afinidad, anti~R·P··:(lgG) (santa Cruz sc-810) en una concentración de 1µg/ml, las 

membranas· fueron lavadas con TBS-Tween (TBS+ Tween al 0.1 %) 3 veces por 5 

minutos;•. posteriormente las membranas fueron incubadas con el anticuerpo 

secundario anti~ratón (lgG-HRP) conjugado a peroxidasa en una concentración de 
- •• • l. :· ••• 

0.24 µg/ml. (Santa. Cruz sc~2005). Se utilizó un método·' de . deteééón de alta 

sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) para detéirnin'a~la.·pre~encia de las 

isoformas del RP. En este sistema, la per~xid,asa aco~Íacta'~I a'nticuérpo secundario 

::::~:: .. .:·:: ':,::7:::::.~.::::,1~~1~ª~~~f.:z~= 
radiográficas. ·.······::f.),:'{ ~'{· 

'í'>¿.::~~.'.-;fi~.'::: --· -

Para corregir las posibles diferencias en ·1a·'~ntiÍ:i.aci 'd~ ~rotelna total cargada 
_._:; ·}'~'::,~·,:' ~:. . -

en cada pozo se determinó la cantidad de actina :eri éa.éla ·experimento. Se lavaron las 

membranas con glicina ácida (glicina 0.1 Msos'iú;':•i/pH ·2:s) toda la noche a 4ºC y - ,._.,· ... ·.; ,,,. ,'.' .. 

actina en una concentración de 1µg/ml '<santa: Cruz\sc~1615), durante 2 horas a 

temperatura ambiente, las membran~s fue~6ri'1~vad"as .. c6n 'TBS-Tween (TBS+Tween .. •' ~ ... ·~' . 

al 0.1 %) 3 veces por s minutos; ;d.;,spué¿·:~~ i~cub~ron Úna h~ra con un anticuerpo 

secundario anti-cabra (lgG-HRP)conjugádo: ~-· p.;,r~xidasa e·~ una concentración de 
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0.24 ftg/ inl' (Sa-~ta --crJ2? sd::i033). Se utilizó el mélodo de detección de alta 

sensibilidad d~s'c~lto anterio~mente; 

7.7 Análisis de r¡;~ult~'dos; 
Cada placa fue so;:rielicl~-a ~~análisis densitométrico utilizando el programa Scion 

lmage,_ para cuantificar la e~presión· de las isoformas del RP y actina. de acuerdo a la 

intensidad de áada banda. 

A los datos obtenidos se les aplicó un análisis ~e-vár~anz~ (ANÓVA) y una.prueba 

de t-Student. Se utilizó el programa Prism. 2.01 (Graph ·Pad, CAl para calcular los 

valores de probabilidad. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

ovariectomía 

~::L~.:.._ ··~ > 
Ratas hembras de la 

cepa Sprague Dawley 
250g 

vehieulo 

SACRIFICIO 24 hrs 

~·;# 

~ u <>.,. 
V ).] 

EJtnócl (E2l E2 + Pr-sl«<>n> IP4J 

24hrs 3, 6, 12, 24 y41 hrs 

" Obtenciái de IH citertnts ragionts: cerebrales 
(Hpotiramo, ina preéptica. hipotihmo y ccrttn cerebral) 

m ,g. 
Extracción de proteínas totales 

ll 
E2 + P4 

UVE2~ 

Wuttrn blot 
EZ + P4 

U VEii6imiJ 

Análisis densltométrico 
yes1edistico 

SOS·P.<OE -----------------------------" 
=t..~RP·B 
~~RP·.< 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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8. RESULTADOS ·:._: ~· . o:~~: 7;:;-. ' 

RESULTADOS 

Para observa;:'i()s; ~r~ctbs cfE>l .E2 y la P ,- sobre la expresión de las isoformas del 
'<· :·. 1 •••• · -· ',-. 

RP a nivel ·de' Ja-'¡)í()í~rr{~:se 0exlr~jer6n 'piot;;;rnas totales del hipotálamo. del área 
.·.; i. :_~~·-':>:'.;.~)-\;~Ó:~~;:. :;·.-~?-':·¡·\:-:..' +t·~_-)_ :'.:,::_:. -i ": _:' -

preóptica. del ~ipocampo_; .. y,Cde ::!.ª·:··cprteza · cerebral de ratas Sprague Dawley 
. . .',._ ;;;:.__ ·~<~:::. :/\·".· ¡•_ -. "•'•.·. . '• . . . 

ovariectomiz:;idas/. tr.a.tadas·con v;_E2 y E2 + P4 ; y se realizaron ensayos de Western 

blot como se deséribi~"~~ia,sección de Materiales y Métodos. 

~n 1!i~.fi~q{~J~,~ /~~-A-uestra la detección de las isoformas del RP en el 
,. r,;--. ,_:_e,-~-

hipotálamo. Se Óbser\iaroil•_dóii bandas de 120 y 80 kDa que corresponden a las 
._;_:., '··-::'::· __ ,,,:,·,:: _-¡:,; 

isoform~sá~Á ;ii~';;Eitiiv~;ne;:;te. Como se observa en esta figura no hubo cambios en 

la expresi~~'de_~;;~~~-·isof~rmas en las distintas condiciones experimentales, lo cual 

se refleja en la figÚra ·12, donde.se observa que no hubo diferencias significativas en la 

expresión de_·~,;,ii~s" i~CÓ>formas' del RP con ningúno de Jos tratamientos administrados. 

_._ .. ·: '•· . ·.- E2 • P4 

v-· 'E2 J-' 6 ·12 1.i 48 

1-RP-B 
-RP-A 

._I -_,_-_·-_-_-_-_-_-_-_·_·-_· __ -_-~l-AcTINA 

Flg. 11. Ensayo de Western blot de las isoformas del RP en el hipotálamo de la rata. 
Ensayo representativo de 3 experimentos de Western Blot. Ratas ovariectomizadas tratadas 
con v. E2 o E2 + P4 . Los animales tratados con V y E2 se sacrificaron 24 h después del último 
tratamiento. mientras que los animales tratados con E2 + P .. se sacrificaron 3, 6, 12, 24 y 48 h 
después del último tratamiento con P4 . Se homogenizó el hipotálamo de cada animal por 
separado, se extrajeron y cuantificaron las protelnas totales, éstas últimas se separaron por 
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 7 .5o/o, y en cada carril se cargaron 80 pg de 
protefna. Posteriormente se transfirieron las protelnas a membranas de nitrocelulosa para ser 
incubadas con un anticuerpo anti-RP que reconoce a ambas isoformas con la misma afinidad. 
El complejo RP-anticuerpo se detecto por quimiolumtniscencra (ECL). Se muestra un Western 
blot para actina. que se utilizó como control de carga de proteina 
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1 5 1 5 

<C <C z z ¡:::: 1.0 ¡:::: 1.0 
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<C 

<C m ,;_ 05 ,;_ 05 a: a: 

ºº V E2 6 12 24 48 00 
V 24 

P4 p• 

A B 
Fig.12 Expresión de las isoformas A y B del RP en el hipotálamo de la rata. Las 1soformas 
detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de un análisis dens1tométnco y los 
valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la actina. A) RP-A y B) RP-B. 
Las gráficas muestran el promedio.:!:: E.S. de 3 ensayos. 

Por otro lado, al calcular la relación en la expresión de RP-AIRP-B en el 

hipotálamo se encontró que no hubo predominio de alguna de las isoformas entre los 

distintos tratamientos, es decir, que la tasa de expresión de RP-A/RP-B fue alrededor 

de 1. (Fig. 13). 

HIPOTÁLAMO 

1.5 

co 
1 o a.. a: 

~ a: 0.5 

o.o 

Fig. 13. Relación RP-A/RP-B en el hipotálamo de la rata. Se realizó el análisis 
densitométrico de 3 ensayos de Western blot. posteriormente se calculó la relación RP·N RP-8 
en las diferentes condiciones experimentales. En la gráfica se muestra el promedio ~ E. S. 

En la figura 14 se mueslra la detección de las isoformas del RP en el área 

preóptica. Las· dos isoformas muestran un aumento en su expresión después del 

tratamiento con E2 y con P4 siendo más evidente esta inducción en la isoforma A. En 
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RESULTADOS 

la figura 15 se observa que ambas isoformas están reguladas positivamente por E2 sin 

que la P 4 regulara negativamente a su receptor. En ambas isoformas la inducción por 

E2 se mantuvo aún después de 48 horas después del tratamiento con P 4 . 

V E2 J 6 12 24 48 

120 kD:o -1------tRP·B 
80kDa- --------RP-A 

'----·------·_·-__ -__ __,1- ACTlllA 

Flg. 14. Ensayo de Western blot de las lsofonnas del RP en el área preóptlca de la rata. 
Ensayo representativo de 3 experimentos de Western Blot. Ratas ovariectomizadas tratadas 
con V, E2 o E2 + P4. Los animales tratados con V y E2 se sacrificaron 24 h después del último 
tratamiento, mientras que los animales tratados can E2 + P 4 se sacrificaron 3, 6, 12, 24 y 48 h 
después del último tratamiento con P ... Posteriormente se procedió como se indica en la Fig. 
11. Se muestra un Western blot para actina, que se utilizó como control de carga de protelna. 

'--------------------~ 
A B 

Fig.15 Expresión de las isoformas A y B del RP en el área preóptica de la rata. Las 
isotermas detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de un análisis densitométrico 
y los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la actina. A) RP-A y B) RP­
B. Las gráficas muestran el promedio ~ E.S. de 3 ensayos. • P<0.05 comparado con los 
animales tratados con V. 
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En el área~ preóptica no se encontraron difereni::ias' en la tasa de expresión de 

las isoformas del RP además de no mostrar diferencias significativas entre los 

tratamientos (Fig .. 16). 

AREA PREÓPTICA 

1.5 

m 1.0 a.. 
o:: 
<l a.. 
o:: 0.5 

o.o 

Flg.16. Relación RP-A/RP-B en el area preóplica de la rata. Se realizó el análisis 
densitométrico de 3 ensayos de Western blot, posteriormente se calculó fa relación RP-A/ RP-B 
en las diferentes condiciones experimentales. En la gráfica se muestra el promedio~ E. S. 

En la figura 17 se muestra la detección de las isoformas A y B del RP en el 

hipocampo. En esta figura se observa una ligera disminución en la expresi?n ,de 

ambas isoformas después del tratamiento con P • a diferentes tiempos.". En I~ fig·¿·¡.a .18 

se puede observar que aunque hay una tendencia al aumento e~\la ~~pr¿~·ión de:·1a 
••• ~."'. > • 

:; ... -· 
isoforma A por E2, -éste no eS estadísticamente signmcauvorsi;; ·eÍTibSíg0· 1a ¡g·oroi-Í'na ~A 

_. ;_ . ' - . -· - _.-. -- ---· ·«·-.--· ,., ; .">"-"_-· .;: .":--- ... ~- ;. :-· ... y:-.---,_- .-

muestr~- a las 12 y ;a las 24 hor~s u ria regulación ne!laíiv; ~oi~ p~··tj¿e.''e~ ~idnifieativa. 
respecto al·. confro1 ·y:~;' tratamiento.- ca;, ~;~ymient~~" q~·~: 1: is~f~rrrí~; B. se reguló 

- ., ' " . i- • -. -- '·''. - . •.. . .. . , .••. 

negau~a~~nte J,or i>. a 1~s 6'y 12 h.ora~'coó- ~eJPEi~ib .a1 ~.;nl~ary a1 tratamiento ca~ 

E2. 
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V E2 3 6 ·12 24 48 

120k0a-1 ----·---·· ¡-RP-B 
80 kOa-. -·--· ---- ··- - - RP-A 

~----------------' 

1-ACTINA 

~---------------~ 

Fig.17. Ensayo de Western blot del RP en el hipocampo de la rata. Ensayo representativo 
de 5 experimentos de Western Blot. Ratas ovariectomizadas tratadas con V, E2 o E2 + P 4 • Los 
animales tratados con V y E2 se sacrificaron 24 h después del último tratamiento, mientras que 
los animales tratados con E2 + P4 se sacrificaron 3, 6, 12, 24 y 48 h después del último 
tratamiento con P. Posteriormente se procedió como se indica en la Fig. 11. Se muestra un 
Western blot para act1na, que se utilizó como control de carga de protelna. 

3 3 

~2 
< z 
¡:: 2 

u !<i < 
~ i9 
g,, "-a: 1 

o o 

P4 P4 

A B 
Flg.18 Expresión de las isoformas A y B del RP en el hipocampo de la rata. Las isoformas 
detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de un análisis densitométrico y los 
valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la actina. A) RP·A y B) RP-B. 
Las gráficas muestran el promedio j: E.S. de 5 ensayos. • P<D.05 comparado con los animales 
tratados con V, y• p..:::0.05 comparado con los animales tratados con E2. 

Para el caso del hipocampo no hubo diferencias en la tasa de expresión de 

RP-A/RP-8, salvo en el tratamiento con P4 a las 24 y 48 horas en donde se observa un 

predominio de Ja isoforma B (Fig. 19). También se observa que hubo diferencias entre 

el tratamiento con E2, y a las 24 y 48 horas después del tratamiento con P 4 , respecto 

al vehículo, así como a las 24 horas después del tratamiento con P4 respecto al 

tratamiento con E2. 
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HIPOCAMPO 
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Flg.19 Relación RP-A/RP-B en el hipocampo de la rata. Se realizó el análisis densitométrico 
de 5 ensayos de Western blot, posteriormente se calculó la relación RP-A/RP-B en las 
diferentes condiciones experimentales. En la gráfica se muestra el promedio :!:. E. S. • P<0.05 
comparado con los animales tratados con V y • p<0.05 comparado con los animales tratados 
con E2. 

En la figura 20 se muestra la detección de las isoformas del RP en la corteza 

cerebral. Ambas isoformas muestran una inducción con E2 y una regulación diferente 

por P4 en distintos periodos. En Ja figura 21 se observa que la expresión de las 

isoformas A y B es inducida por E2 •. ¡;,Únq~e. sÓlcí ~n la isofornia A el. aumento es 
( ·. - : :, ,,.~ - ~ -

estadlsticamente significativo. Aras 3 ti'C!E!5¡;·.:1~~·de1 iraiamierito'coiiº'f>. se observa 
~- . ' ·;-:;::__o. J . '~, .· >. . 

una regulación negativa de la isoforma·~:.m~éntras quea 1ás 6,12_y 4'a horas hay un 

aumento significativo respécto alcó~tré>J: la,l~ofo;~~B no mo~;~c~0su ;~presión con la 

administración de P. yde E2. 
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RESULTADOS 

Fig. 20. Ensayo de Western blot del RP en la corteza cerebral de la rata. Ensayo 
representativo de 5 experimentos de Western Blot. Ratas ovariectomizadas tratadas con V, E2 
o E2 + P.. Los animales tratados con V y E2 se sacrificaron 24 h después del último 
tratamiento. mientras que los animales tratados con E2 + P4 se sacrificaron 3, 6. 12, 24 y 48 h 
después del último tratamiento con P •. Posteriormente se procedió como se indica en Ja Fig. 
11. Se muestra un Western blot para actina. que se utilizó como control de carga de protefna. 

1.5 

;¿ 
~ ;;!! 

I= 1.0 I= o ~ o 
< 

~ ~ 1 /," 
~ 1 ~ "'" 
"' 

0.5 

"' ~ ~ 
~ 7fi 

o.o mJ 
24 48 o 

V E2 6 

P4 P4 

A B 
Fig.21 Expresión de las isofonnas A y B del RP en la corteza cerebral de la rata. Las 
isoformas detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de un análisis densitométrico 
y los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la actina. A) RP-A y 8) RP-
8. Las gráficas muestran el promedio ~ E.S. de 5 ensayos. • p<0.05 comparado con los 
animales tratados con V y • pc:;0.05 comparado con los animales tratados con E2 y con Jos 
tratamientos con P. a las 6, 12 y 46 h. 

En Ja corteza cerebral con los tratamientos con vehlculo, con E2 y. f>. a .. las· 3 

horas predomi~ó la expresión de la isoforma B, mientras que de las 6.; ,.;5 .. 4'a .. h'~ICls 
no hubo diferencias en Ja tasa de expresión de ambas isoformas del RP (Fig~ 22). ·En 

esta región hubo diferencias significativas en Jos tratamientos con P4 de las 12 a las 

48 horas respecto al vehículo y al tratamiento con E2. 
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CORTEZA CEREBRAL 

1.5 

~ 1.0 

~ 
o::: 0.5 
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48 

Fig. 22 Relación RP-AIRP-B en la corteza cerebral de la rata. Se realizó el análisis 
densitométrico de 5 ensayos de Western blot, posteriormente se calculó la relación RP-N RP-B 
en las diferentes condiciones experimentales. En fa gráfica se muestra el promedio~ E. S. 
• p<0.05 comparado con los animales tratados con V y • P<0.05 comparado con los animales 
tratados con E2. 
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DISCUSIÓN 

9. OISCUSIÓW 

En este trabajo se estudió la exp_resió_n a_ nivel de la proteína de las isoformas 

del RP en el SNC de ratas hembras ovariectomizadas y tratadas con E2 y P 4 mediante 

el uso de la técnica de Western blot. 

Los resultados obtenidos muestran que existe una regulación diferencial entre 

las isoformas del RP y entre las regiones cerebrales estudiadas. Así, en el área 

preóptica se indujo la expresión de ambas isoformas al administrar E2, mientras que 

en la corteza cerebral sólo la isoforma A aumentó su expresión significativamente por 

el tratamiento con E2. 

Por otro lado, el efecto de la P4 en la expresión de RP-A y RP-B fue diferente 

en el área preóptica_y en.la corteza cerebral, ya que al administrar P4 en el área 

preóptica la inducci_ón en _la ·expresión de ambas · isoformas por E2 se mantuvo; sin 

embargo en la _ccírt.ez~·cérébraÍ,:con el mismo tratamiento, la isoforma B no tuvo 

modificacion~~:;~n -~'"ti ~~~~~~{.:,~ después del tratamiento con P 4 • 

En el hipo~~-rnpa· no se observó una inducción en la expresión de las isoformas 

del RP a1'_-~d~Íni~t~r E2; sin embargo la P, reguló negativamente la expresión de 

ambas ·isof~~m·~;"J~~de las 6 hasta las 48 horas en esta estructura . 

. Fi~~lm.en.te·;_ en el hipotálamo no se observaron diferencias estadisticamente 

significativas en la _expresión de las isoformas del RP con los distintos tratamientos . 

. Sin émb~r-~~. s:e-ha visto que a nivel de la proteína hay una inducción en la expresión 

del RP total.después de la administración de E2 e_n diversos núcleos del hipotálamo 

del cobayo, asi como en el núcleo arcu"ato. ánterior, medio y posterior y el núcleo 

ventrolateral anterior (Dufourny, et al., 1997);· contrario a lo que se obtuvo en el 

presente trabajo, lo cual sugiere que existen núcleos especificas con diferente 

regulación del RP, que con la técnica de Western blot no fue posible detectar, por lo 

que es necesario utilizar una técnica más sensible para detectar la expresión de las 

isoformas del RP, como una doble inmunohistoquimica que permita observar dicha 

expresión en los diferentes núcleos de cada región estudiada. 
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.. ,--.;, "::.'·./ - :;·.:~. 
En el ca~o' deráre~ preóptica- se -tla éliialiiado el ~onte~ido de RP total en 

diversos núdeo¿ de dich~· re~ión cerebral, _encontiáncio.se que hay una inducción del 

receptor ~I a'd1Tli~i~;~~~-E2_ e~ ~I núcleo parave~tric~lar y en el área preóptica medial 

(Brown et a1./10fi~).-que ~oncJerda con la inducción po~ ~2 de las isoformas del RP 

obse~~CÍ~:- e~; el-0preserite trabajo, lo qu~ sÚgiere mayor homogenidad en esta . - . 

estru~tura ~e~pe~t~ a la regulación del RP. 
'·:·· º'··; 

Por" otro lado, se sabe que Ja expresión- de cada una de las isoformas tiene 
.. _.,·, -

diferentes: rJnC:iones, - por lo tanto es imp()rtarité saber cual de ellas se expresa 

predomin~nte:Tiente en las regiones ceá•b~les: estudiadas; se observó que en el 
·.e·'.''·"·-'·. 

hipotálam"o y en el área preóptica no _hubo: predominio de ninguna isoforma; para el 

caso del hipocampo sólo predoniinó· Já;isC>rorni'a' s:a :1as'24 y 48 horas después del 
. · .. :. : ·'::.: \,:)'.:·,,_:;?·~~:-~:t~º:?:\i\·_·:·.,': t-~'~'- -

tratamiento con P.; en el resto d_e los tratarni7ntos .. n()_hubodiferencias en la expresión 

de ambas isoformas. En la corteza cerebraÍ· predominó también la isoforma B con los 
- - - .. - ,,'.- .. '.~' - - . 

tratamientos de vehículo, E2, y después del tratamiento. con P 4.de las ia las 48 horas. 
-. .' -: .. -_ .. --~: - . ,. ' 

Se ha reportado Ja presencia de las isoformas del RP_••en monos Rhesus 

ovariectomizados, donde se encontró que en el endometrio RPCA,~e \;.l<presó 5 veces 

más que RP-B y 1.6 veces más en Ja hipófisis comparada cori Ja expresión de RP-B, 

mientras que la relación en el hipotálamo fue 1:1 (Bethea, 1998) lo cual concuerda con 
. :~.. -: -

nuestros resultados en cuanto a Ja relación entre las isoformas, no así en inducción 

porE2. 

Datos previos nos indican que en er hipotálamo 1á·:~xp~~sión:_de las isoformas 

del RP a nivel del mensajero se induce con E2 y E!S_ regilJad~_riega!Ívamente por P4• En 

el área preÓpUca sólo se observa este patrón de i~~u[~~i¿~-~~n:l~:i~~-iorma EÍ; mientras 
- . ,.· - - ,. , .. ~ > . - .- ,, . ·"·'' .. 

que en el hipocampo Ja expresión de Ja isoform~ A~Jri,~~Í~~cin e:ilra' P4 no modifica 
\ t,;:,., '; C ,'";'- • ,:·.i•0• • "'~-~-~, ",..,,\ 

la expresión de ambas isoformas. En -la corteza 'no sE.'óbs~_~a 'ninguna .modificación 

en la expresión de ras isoformas (Guerra:Araiza, 2002 'in press) rfabl~ 1): 
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RP-A RP-B 

REGI~ 
RNAm RNAm +f'ROTEINA PROTEJNA RNAm RNAm PROTEJNA E.._RQTEJ_~ 
-~ 

-;l~ 
P, E2 p, E2 P, 

CEREBRAL 
HIPOTALAMO r - f ,¡, - -
AREA 

-- - -- _f ___ 
t t ... --~t--t-PREÓPTICA 

HIPOCAMPO ~_L - - -* - - - • CORTEZA - --:-~ - r·- -- _t __ - - - -
----------- --- ~ - - --~- --------- --·-- ______ , 

Tabla 1. Comparación de la expresión de las isoforma4 del RP a nivel del RNAm y a 
mvel de la proteína en las regiones cerebrales estudiadas. ( 1 aumentó; + disminuyó; • sin 
cambios) 

Estas diferencias en el patrón de expresión de las isoformas del RP en el SNC 

nos indican la importancia de su papel en Ja regulación de las acciones de Ja P4 en 

regiones especificas del SNC, ya que se sabe que en cerebro las acciones de la P4 

están involucradas funciones fisiológicas como Ja regulación de Ja respuesta sexual 

(Camacho-Arroyo et al., 1995); Ja excitabilidad neuronal y el sueño (Camacho-Arroyo 

et al., 1999); Ja ovulación (Camacho-Arroyo et al., 1995); y Ja neuroprotección 

(González et al., 1998 y Vongher y Frye, 1999). 

Los RNAm de RP-A y RP-B en la rata dan origen a protelnas de 80 y 120 kDa 

respectivamente. Estas proteínas son las que finalmente van a ejercer las acciones 

genómicas de la P, en las diferentes r~gi~:mes_deISNC~ por lo que es importante saber 

si Jos cambios que se presentan a nivel deÍ RNAITI ~~ reflejan a nivel de Ja proteína. En 

el caso del hipotálamo de coneja hay una'relaciÓndiíecta entre la expresión del RNAm 

y de la proteína, mientras que en el caso_ la :~o~~;:·r~ontal no se observa el mismo 

patrón, lo que sugiere una regulación post-transcripcional, transcripcional o 

traduccional de la expresión de las isoformas del RP en dicha región (Camacho-Arroyo 

1994, Camacho-Arroyo 1996). 

En el hipotálamo las isoformas del RP se regulan positivamente por E2 y 

negativamente por P, a nivel del RNAm, .sin_ embargo a nivel de la proteína no se 

observó ningún tipo de regulación con ninguno de los tratamientos. En el área 

preóptica no se observa una variación en la cantidad del RNAm de la isoforma A con 
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ambos tratami~ntCI~ mie~i~~s; ~~e"Y;; -;,'fJei'cc!~;~/ ~~it~_ri:; i~~;;~tló dicha isoforma 

positivarriel)t~; por•. E2 · y P.; la· isoi~'i'i~:{s {se :fég~Íi, . ~-;;~~i;;$~ménte por E2 y 

negativamente por P,a nivel del RNAmx,a:n_ivel de ia proÍeina se observó un aumento 

en la expresión por E2 y P,. La' i~o~~;m·a·A:~el RP en el hipocampo se reguló 
-

positivamente por E2 a nivel del R NAm. mÍent~as que a nivel cÍe la protelna no se 

observó ningún cambio; de manera inieresante a nivel del RNAm la isoforma A no 

mostró ser regulada por P4 y a nivel de la proteína hubo una regulación negativa. En 

esta misma región la isoforma 8 no mostró cambios a nivel del RNAm con ninguno de 

los tratamientos, mientras que a nivel de la protelna solo se reguló negativamente por 

P 4 • En la corteza cerebral sólo la isoforma A indujo su expresión a nivel de la proteína 

tanto por E2 como porP4 sin haber observado cambios a nivel de RNAm con ninguno 

de los tratamientos. 

Por lo anterior se sugiere que en la regulación de la expresi~~ ~e la~ isof~rmas 
' . . ~ •,' . ·, . .,. ~,.:~ . . -. .- . 

del RP intervienen elementos que regulan _la_ transcripción ~Ó;nó' puE!den ser 

coactivadores y correpreso:res especfficos· cie .los·;~receptcm;s a hormonas. esteroides .. ~ ·. ,, ... ~., " ·-,.~·· .. , .. 
(McKenna, 1999), de los que se ha_re'portadciuñá''éi_isÚibución diferencial en el SNC de 

··,\~•·' ·-;;,_~-

la rata (Meijer 2000). . :· ,·•'.·•. ·" :· 

Algunas de estas protelnas intj~~¿~~ ·sobre alguna de las isotermas con 
,' , ':=." ~;:&,.-: .. 

diferente afinidad, como es el caso.del c~~represor denominado silenciador mediador 
,. .¡· 

para el receptor a hormonas 'ti;oide~s y ácido relinoico (SMRT). que tiene mayor 

afinidad por la isoforma A q'ue.·p_Ór'.la isoforma B. La isoforma A del RP es incapaz de 

reclutar eficientemente. a ,IÓs coa'ctivadores transcripcionales GRIP-1 (protelna que 
. ·, : : . .:,~ . ~ .··· ' . . . 

interactúa con el receptor'. a g'lucoé'orticoides) y el coactivador del receptor a hormonas 

estero id es· {SRC-1 ), esÍe ' último•. también presenta isoformas que difieren : en .. su 
· .... " . . ' . -·· '"·"" 

capacidad de poienciar I,;· transcripción de las isoformas del RP; estas prÓteinas· son 

reguladas diferencialmente por E2 en la hipófisis de: la ratá. (Misiti, ·'.¡ 998): IÓ .. cual 

sugiere que. probablemente pudieran regularse' ~iÍe)E!n~lai.llente ~or hormonas 

esteroides en las diferentes regiones del SNC. 
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DISCUSIÓN 

Por otro cl~-dó:."es" impirt~r;i~·: considerar • 1;~ mecan.ismos de degradación 

protelnica, en los qúe Ja fosfo~i-lación y_la ~~;quit:O~~i~n::ri~r6an á la proteína para su 

posterior degradación:; ·exist.:.n registros-·de-~qlJe·la"rosforiÍación del residuo Se.-294 
. . ' . ·~-."'" ~- -· ·. - .. - 'j·:, ; .: .. ' - . ¿- -

mediada por proternas cinasas activadas por inii69eííos"(MÁPKsJ es una señal para 1a 
-~ .~,(' - __ ,_ :. ,·.-.'.;. .. --· - , .. ·- . -~ .- : .: 

degradación del. RP por ubiquitinación en _el sisi~ri-la''~~I 'proteosoma 265, siendo éste 
·-·. ~ ' . ~:-. , . ,: . 

uno de los posibles mecanl5°mos de ;egí'ilii.ciÓn del cÓnt"eni~~- dela~ isor.Jrmas del RP a 
~,~~ "'.,' · --~-- ~,. ?:} :;:-"-: ~;r~t~~;;:·G~~~~-~-:r{.:.; ·,:\:~-

nive1 de la proteína:·: .... ;. ·:" . .:,;( :,_,_. ·-;;_;• ··.:.s;: :;:., .. o•/•.•.·:,"'"· 
Otro posible Íneéani;mo Cie regulación de la "expresiÓri°'de las isotermas del RP 

- - ¡·' - '",, - ,. • . . ' • ' . . ,. . ,,-~"·· ._, .- - • -

es la estabilidad cl~I ~~'..\,¡,; e~ decir, q~e el E2 ~ I~ f' ~ ~~dl~~an ;egular de manera 

diferente Ía estatiniciaCl\1ei mensa]ero dependiendo del tejido y aunque se ha reportado 

que el E2 aurri~n:ta ía"srniesi~ del mensajero del RP total sin m~dificar su degradación, 

no se sabk'_coJ,'.,o·I~ P4 pudiera regular la estabilidad de estos ¡.;:,ensajeros. 

Po'r.'lo;;~nt~rior :se puede decir que la regulación de la expresión de las 

isotermas ~e1:_Rp_por _hormonas esteroldes se presenta de manera célula y tejido-
"--' 

especffica.-'.qúe:'requlere de mecanismos de regulación ll)Uy'_ finos ·tanÍo a nivel del 
... _.,y;:'~ 

RNÁmco~iici6"1;,/proteí_na. 

P. be'~ª~.ci~ -t.~her ampliado e1 panorªrnª de 1a exp·r~sión de' 1as isotormas de1 

RP, es ~ecesarí6 ~ri 1estÚdi;;, más preciso en nú~leos c'.;1~1~r~s espedficos presentes 
2 

en cada ~egió~-~i;rebral para determinar la regul_aéióri _y fundóó de las isoformas del 

RP en~ las' di~tlnt~s': regiones' cerebraÍes; i1n1~i~~ ~: .re~'uiere de un estudio que 

demuestre'' í()~< efecfos:. q~e ' tienen lo~ 'e:C>:~i;J~~~~~s y la degradación por el 

proteosoma 2ss.: en la regulación ~_de. la. expresfon _de las isoformas del RP para lograr 

un mejor e~te~~imie~ÍÓ 2dél 'pa~~l ,;.s¡~I~~¡~~ ele los efectos de la P. mediados por su 

receptor. 
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CONCLUSIONES 

11. CONCLUSIONES 

Con los datos 'obtenidos en el presente trabajo se puede concluir que: 

~>. >· . ; '· ... ". 
Las isoformas del RR á nivel de' I~ prÓtelna presentan un patrón diferencial de .. - . ,. . .. -_ . '' . 

expresión después dei : tratamiento' con E2 y P 4 en el hipotálamo, el área 

preóptii:a, -el ' hi~~~~~~o' .~)'í~' ;~~~~~·ª +·e:~r~bral 'dé rátas -· hembras 

ovariectomi~~das .. ,, ' ¡ ' J.t''"i ~-~·~:? .",:,.;· .•, . . . ~t=: , -, : .. ~ >::,-:;--~-- s~:-~: < ; ; · .. 
... ,. .;:;;, "· ~,·~·~.·,, :;: 

A nivel de la p~otelna la'.exprésiÓ~;de'las i~ofornias del RP se modificó en el 

hipotálamo al administrar E:i'o-E¿~:;k· · e. 
En el área preóptica se Óbse'it¿ ~~á ind~cciÓn en la expresión de las isoformas 

A y B.d47I RP por E2 qu~i~·~~ht~vo ~~n la administración de P •. 
. '',/··· 

En el hipocampo. sé obseiVó uná- regulación negativa por P4 en ambas 

isoformas, sin haber ~f~~t~s ~~~ la administración de E2. 
'"-·., : '•-,~' 

En la corteza cereb~al sé indÜjo la expresión de la isoforma A por E2 que se 

mantuvo con la_ ái:hninÍstración de P4 , sin que la expresión de la isoforma B 

mostrará cambios C::Ó-,; los mismos tratamientos. 

E~ _el hipot~l~mo y ~n el área preóptica no hubo predom_inio en la expresión de 

alg;,na c:f~ I~~ isoformas del RP a nivel de la proteína.-
- - -

- -

En.el hipocampo predominó 1á expresión de la isoforma B a nivel de la protefna 

·a 1ás 24 y 48 horas después de haber administrado P4 y. 

En. la corteza cerebral predominó la expresión de la isoforma B a nivel de Ja 

proteína al administrar vehfculo, E2 y a las 3 horas después de haber 

administrado P •. 

Sólo hubo relación directa en Ja expresión de Ja isoforma B del RP de la rata a 

nivel del RNAm y a nivel de la proteína en el caso del área preóptica, donde se 

observó una regulación positiva por E2. 
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12. APÉNDICE 

Tris 
NaCI 
* pH 7.5 

Solución de corrida 

Tris 
Glicina 
sos 
* pH 8.3 

50mM 
150 mM 

25mM 
192 mM 

0.1 % 

Solución de transferencia 4X 

Tris 
Glicina 

153.6 mM 
0.73 M 

Solución de transferencia 1X 

Tris 
Glicina 
metanol 

38mM 
180mM 

20% 

Solución de bloqueo 
leche descremada en polvo 5% 

albúmina 
•preparar en TBS 7.5 

Buffer de lisis 

DTT 
Tris-HCI 
EDTA 
Glicerol 
leupeptina 
aprotinina 
PMSF 
Ortovanadato 
Azida 
Tritón 
*Preparar en TBS pH 7 .5 

0.5% 

1mM 
10mM 

1mM 
30% 

4 µg/ml 
22.5 µg/ml 

1 mM 
1 mM 

15mM 
1% 

APÉNDICE 
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Tris 
sos 
Mercapto 
Bromofenol 
glicerol 

Anticuerpos utilizados 

50mM 
2 °/o 
5 °/o 

0.1 % 
10 % 

Anticuerpo monoclonal anti-RP (lgG) 1¡1g/ml (Santa Cruz sc-810). 

APÉNDICE 

Anticuerpo anti-ratón (lgG-HRP) conjugado a peroxidasa 0.24 µg/ml (Santa 
Cruz sc-2005). 
Anticuerpo anti-actina 1µg/ml (Santa Cruz sc-1615) 
Anticuerpo anti-cabra (lgG-HRP)conjugado a peroxidasa 0.24 µg/ml (Santa 
Cruz sc-2033). 
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