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predommantemente en Ias reglones cerebrales estudladas 'S exlste relacnon"y

entre Ia expresnon de dlchas |soformas a nivel del RNAm (Guerra-Aralza 2001) y a k

nlvel de la proteina
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3. ANTECEDENTES

3.1 Es't’r‘uﬁctu'ra y funcién de las Hormonas Esteroides.
3.1.1 Generalidades.
Las’ hormonas esteroides son lipidos no saponificables hidrofobicos, solubles en

disolventes organicos y que estructuralmente presentan en comun como nucleo quimico

basico, el cnclo pentanoperhndrofenantreno (hldrocarburo ciclico constituido por diecisiete

. atomos de carbono dlspuestos en tres mllos de sels atomos de carbono y un anillo de

cinco atomt;s de arbono) (Knobnl y: Neill ’1 88). EI t__ermmo “esteroide” se deriva de la
: : di 'eli S s;éwsintetizan en el ovario, testiculo y
u sp'._‘—f'(Fig. 1).

ﬁél‘mﬁy importante en la regulacién
re'éilos destacan la homeostasis
ivé y Ia respuesta al estrés. Entre las

las progestinas, los androgenos, los
ctividad ' celular al interactuar con receptores

hormonas’ esteroides: son proteinas’que en su mayoria se localizan en el nucleo de ia

- céldlé y son parte de una familia de 'fla’ctores de transcripcion que regutan la expresion de

;genes eSpec:fxcos posmva o negativamente a través de [a interacciéon con distintas

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

1 996)
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Colestervl Pregnenolona Progesterona
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Fig.1. Sintesis de los principales esteroides. .1)20,22. desmolasa;"’2) ’3B-OH-esteroide
deshidrogenasa, 3)17«-hidroxilasa; 4)17, 20-esteroideliasa;;:5). aromatasa;: 6) 173-OH-esteroide
deshidrogenasa. En el recuadro se encuentra la estructura del pregnano al JIgual que las letras con
las que se denominan a cada uno de los anlllos de la estructura pnncapal de las hormonas

esteroides (Gore-Langton et al., 1988).
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985, Perrot-AppIanat et al 1982) y el

S € neu onas celulas glnales. y en astrocntos de la corteza cerebral y
del cuerpo ‘estriado dekla rata desde el dia 17 de la gestacnon (Zwaln y Yen, 19399; Ukena

‘et al

La sintesns de P, se inicia con la conversnon del colesterol a pregnenolona y

postenormente aP, (an 2), mediada por distintas enznmas que se looallzan en los tejldos

u 6rganos anteriormente citados.

Colesterst Prognenslona . . Prugesterona
CH.. o CHa
Cc=Q C=
2
— >
NS 2

Fig. 2. Biosintesis de la P4. La biotransformacién de colesterol a Ps implica tres cambios estructurales en la
molécula: a) Pérdida de un fragmento de seis atomos de carbono de la cadena lateral en el C-17. B) La
oxidacion del grupo alcohol en et C-3. C) La migracion del doble enlace del anillo B al anillo A. (1)=20, 22-
esteroide liasa, (2) 33-OH-esteroide deshidrogenasa (Gore-Langton et al., 1988).
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los “ cuales pueden

rcionar mecanismos
alternatlvos que- modulen las" acciones de Ia hormona (Karavolas t‘:él.. 1990) (Fig. 3).
Ihldl’op gestmas( 8,5

progestinas), las cuales tienen una gran potencla anestesnca y.las

Existen dos tipos de metabolltos los reduc:dos en el anlllo

etrahldrogrogestmas
(reduccién en los carbonos 5 y 3) que modulan eI funcxo nto dél 'sistema neuronal

relacionado con la produccién y liberacion de la hormona |beradora de gonadotropinas

(GnRH). Existen otros metabolitos reducidos en el carl el carbono 17, la 20 a-

hidroxiprogesterona y la 17 a-hldroXlgrogesterona respe'ctiVarhente, los cuales presentan

numerosas actividades en el organismo. Los met ab ,t’ket"izan en el ovario, el
higado, el riién, la placenta y el ch
La P4 partlcnpa en un ampho rango de a s en numerosos tepdos

(Tabla 1). Sus efectos pu 'den ser estlmuladores como en el caso de la hberacnon de la
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cu3’
B

Progesterona’

A)Metabolitos reducidos en el anillo A

CH3

dihidroprogestinas te(mﬁidmpmgastirus s
B) Metabolitos madificados en = . C-17 y C-20

CH3

=0
OH
C):/\/
20 @ hidroxiprogesterona 17 & hidroxiprogesterona

Fig. 3. Principales metabolitos de la P.. A) Metabolitos reducidos en el anillo A en C-5y C-3 por
la Sa-esteroide reductasa y la 3a-esteroide reductasa, respectivamente. B) metabolitos reducidos
en C-17 y C-20 sintetizados por la 17«x-esteroide hidroxilasa y la 20a-esteroide reductasa,
respectivamente.

Los principales -6érganos blanco de la P; son: El gtero, en donde regula su
proliferacion y diferenciacion; el miometrio, en donde controla su contractilidad y mantiene
las condiciones adecuadas para la implantacion del embrion (Graham etb_alk.. 195:37); eknk el
ovario, en donde interviene en la maduracién y liberacion del ovocito rﬁéduro; en la

glandula mamaria, en donde promueve la proliferacion y diferenciacion del terfido alveolar
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de la misma, ademas de la secreciéhjde lleche después: del nacimiento (Graham et al.,

1997). En el cerebro regula la excilabilidad :n'eur‘qha‘l*,‘ el ‘suefio, la reproduccion y la
conducta sexual (Camacho-Arroyo et aly.. _1994. 1995'9' 1999), asi como la temperatura

corporal durante el ciclo menstrual (Ganong et‘él 1“993)'

Otro de los efectos estudiados de Ia P., es su pamctpacmn en el ciclo celular y para

ello se han utllnzado como modelo células' de cultlvo de cancer de mama T47 D (Ias

‘cuales son posmvas para RP), cuando e ratan estas células con P, se observa un

EGT‘ TGF-a TGF- p Murphy et al., 1986,

celular por medio de la remocién de los efectos inhibidores de esta protein
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TABLA 1. Acciones fisiolégicas demostradas para la P,.

Tejido Funcion

Liberacion del ovocito (1)
Utero/Ovario Facilitacion de la implantacion (2)
Mantenimiento del embarazo (3)

Estimultacion de la regeneracion del estroma (4)

Glandula mamaria Desarrollo alveolar (5)

Regulacién de la sintesis de leche durante el embarazp (6)

Cerebro Regulacion de la respuesta sexual (7)
Excitabilidad neuronal, sueiio (8)
delacié_n (7)

Neuroproteccion (9, 10)

Pulmén Incremento de la ventilacion durante el ciclo menstrual y el

embarazo (11)

Hueso Regulacion de la masa del hueso (12)

(1) Susuki et al., 1994; (2) Graham et al.,1997; (3) Rotchild 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) Gonzalez et al., 1998; (10) Vongher y Frye, 1999; (11) Brodeur et al., 1986;
(12) Wei et al., 1993.

Se han determinado dos mecanismos de accion por los cuales la P, actia dentro
de la célula, conocidos como genémuco y no genémico. El mecamsmo genomlco involucra
la unidén con su receptor |ntracelu|ar especnﬁco (RP) para regular Ia transcnpcnon de genes
especificos. El mecanismo no gendmico mvolucra la accuon de la P., sobre Ias bicapas
fosfolipidicas de la membrana celular, snstemas de segundos mensajeros. mteracc:on con

receptores membranales especificos e interaccion con receptores a neurotransmisores

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

Activacién
intracelulas del RP

Shttesis da
Proteinas

Fig. 4. Mecanismos gendémicos y no genémicos de accién de la (P4). 1) Unidn con un receptor
intracelular especifico (RP) regulando asi la transcripcion de genes especificos a través de
elementos de respuesta a P; (ERP). Mecanismos no genémicos: 2) La accién de la P, sobre
bicapas fosfolipidicas. 3) Sistemas de receptores acoplados a segundos mensajeros como el de
dopamina y los receptores de factores de crecimiento (RFC). 4) Interaccion con receptores
membranales a Ps. 5) Interaccién con receptores a neurotransmisores como el receptor GABAA

(Mahesh et al., 1996).

UnavezquelaP,ysus metabomos han llevado a cabo su funcnon en el organismo, su

catabolismo ocurre en dos etapas secuencnaIeS' :

1. La reducc:on en el carbono 20 y del anvllo A en’ los carbonos 3 y 5.
2 La formacnon de los glucoronldos donde e la polandad ‘de la molecula

formando compuestos hldrofxllcos que facn tan st ex cion por via urinaria.
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cion de la P, ocurre inicialmente en el carbono. 20 dando lugar a la

“El ‘proceso de re

20a-7y ZOB dihidroprogesterona que tiené‘hraréti\'lidad biolégica.

Posterlormente se reduce el ‘anillc A en la formacion de " ocho -pregnandioles o

_ Glusorsnide”

Fig. 5. Principales catabolitos de la Py,.

3.2 Receptdr a Progesterona.

i 3.2.1 Caracteristicas principales del RP.

_La P, lleva a cabo la mayoria de sus efectos en la célula a través de la interaccion
con el receptor a P4 (RP), el cual pertenece a la superfamilia de receptores a hormonas
esteroides cuyos miembros coordinan la morfogénesis y la homeostasis en respuesta a la
unic’mb con su ligando (Kastner et al., 1990) Ei RP es un factor de transcripcion que regula

la expresnon de genes a traves de Ia znteracclon con secuencias especificas en el DNA .

(elementos de respuesta hormonal)

El RP humano es codnf‘cado por ‘un solo gen localizado en el cromosoma 11q22-
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Estrv turalmente, »el RP esta compuesto por dominios que llevan a cabo las

dlmenzac n.con otro receptor y en la unién al.DNA‘a través:de'la presencna de

dedo de ch

3). Dominio de union a proteinas de choque termxco (Hspso D) Exon 4 (306 pb).

Participa en procesos de establllzamén del receptor y en la translocamon al ntcleo.
4) Dominio de unién al esteroide (E): Exones 5 (145) 6 (131) 7 (158). 8 (153 pb).

Interaccién con el ligando y funcion de transactxvacnon

E Reais E E
glon pi 2 Py I
RP Transactivacion bDHA Esteroitle
1 165 548 537 636 738 786 830 882 933
Proteina

Fig. 6 Estructura del gen del RP humano. El gen del RP estd constituido por una regién
promotora, una regién terminal de transactivacion, una regién de union al DNA y una region de
unién a la hormona. Este gen constituido por 8 exones codifica para una proteina que pesa
aproximadamente 120 kDa (Mirashi et al., 1993).

Se ha detectado la presencia del RP en diferentes tejidos del apé 4atofreproductivo

de distintos grupos de vertebrados (aves, reptiles, roedofés."cd‘nejo perros, vacas,

.1970; Fiel et al.,

primates); en las células de la granulosa en el ovario (Milgrom et al

TESIS CON
FALLA DF ORIGEN

pb
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1V97'7,): en las ceélulas de

1872) en.las trdnipas de falopio, vagina, testiculo (Terner et al.

musculéide : rterlas utermas (Perrot-Applanat et al., 1988)' ‘a5| cori"lo en el oviducto y
bolsa de Fabi cno de pollo (Ylikomi et al., 1985; Gonzalez-Moran et al 1998) ElRP se ha
locahzado tamblén en la glandula mamaria tanto en teudo normal como neoplasnco
'(Pol_low ‘et al., 1977; Horwitz et al., 1975) asi como en distintas areas del cerebro tales
corridelv 'h‘ipétéla’mo ventro-medial, el area predptica y la corteza cerebfal (Warembourg et
al., 1589{ Camac}"xo Arroyo et al., 1998). También se encuentra en el timo (Pearce et al.,
1983),'iéloté§ pancreéticos (Green et al. 1978); en células osteoblésncas (Gunnet et al.,

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

EI mecamsmo general de accron del RP acttvado por el Ilgando es el siguiente:

owalte etkal.'.' 1991). Cuando la

rj del RP (Beck et al., 1992;
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| RP tlene catorce smos de fosforzlac:on de éstos se ha demostrado en sistemas in

";j,'fwvo que se fosforllan los res:duos Serz" Ser®, Ser', Ser'®?, Ser'®, Ser?'?, Ser*®y Ser®”
]en sustemas in vitro se fosforllan Ios residuos Ser®, Ser”™, Thr'®, Ser®™ y Ser"® en.

\7"ausencna de la hormona y despues del estlmulo con P, se induce la fosforilacién temporal

o de otros tres resnduo‘ que son Ser‘°2. Ser®®™ y Ser’*® (Zhang et al., 1995) Se! han

i’detectado se:s sitios de fosfonlacnon que son exclusivos para la 1soforma B del hRP en Ios :

: resxduos Serz"

"'comunes para‘ mbas: soformas en los resu:iuos Ser'®®, Ser?'3, Serz,?‘, Ser“ff", Ser®?

L el L e 567 633 634 ° 933

uq son' :

N-terminal S aEg l pBD l

Sitlos Basales

Sitios <ependientes
de 1a hormona.

L smeemrmmnmecmresnenaen]
f eecveameemsomes

o
B

Cew

snlos nuevos

Fig. 7 Smos de fosfo |aclén enel
|dent|ﬁcados hasta la fecha Tomado de Kn:

P humano (hRP) Resnduos de fosfonlacuén en el hRP
etal., 2001

Muchos de los smos de fosfonlacno en: los receptores a hormonas esterondes -

contienen motivos SerIThr-Pro emostrado que en caso de RP de pollo los cuatro

motivos de este tipo son fosfonlados Denner et al., 1990; Poletti et al., 1993). El hRP. -

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

sitios de fosforilacion.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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El receptor fosforilado presenta una élié 'éﬁni&ad por.sitios en el DNA denominados

elémentos de respuesta a P., Ia,unigsh' vd't:el v,RF;?actkivado a sJ:elbemento de respuesta
permite reclutar factores de transcribi:ié_n‘ hacis 12 region pnb'okr'hot.br'a p;ara iniciar y regular la
sintésis del RNAm (Mahesh et al., 1996, Beato ‘ét aﬁl.‘, 1989). Uné vez qué se ha llevado a
cabo la transcripcion del gen, ely RPy l; ‘maquinaria transcripcional se desensémbiari del :

gen blancd y el receptor regresa a ia fase de inactivacion (Rodriguez et al., 1990) (Fig. 8).

Unién de la P, al RP
Dimerizacion

Fosforilacion

Reclutamiento de la maquinaria

Basal de transcripcion

Interaccién con el ERP

Modulacion dela

transcripcion . @
Sintesis de mRNA
RP

Fig. 8 Mecanismo general de activacion del RP por su ligando. La P, entra al nucleo y se une a
su receptor. Esta unién produce un cambio conformacional en el receptor que aumenta su afinidad
al DNA y asi el complejo ligando-receptor interactha con secuencias especificas llamadas
elementos de respuesta hormonal (HRE) lo cual modifica la transcripcién del gen blanco
(Giagrande et al., 1997).

18
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EI RP es regulado a Ia alta por estrogenos y a Ia baja por Ps en muchos tejidos

blanco, como el ulero y el hlpotalamo (Graham et aI ,

1997 Camacho-Arroyo et al., 1994;

Mendoza- Rodriguez et al., 1999)

3.2.2 Isoformas del RP.

En algkuna”s ‘especies de vertebrados (aves, roedores ‘y brirﬁat:é' ) %e‘ ﬁan‘ iaéntiﬁcado

dos |soformas del RP denominadas A (80,000-94,000 Daltones v l(108'00b-120 000

Daltones Schrader et al., 1981; Horwitz et al., 1996; Guerra ralza y Camacho-Arroyo

2000). Ambas isoformas son codificadas por el mlsmo gen. pero son reguladas por

_distintos elementos de respuesta que se encuentranfcon mdos en el promotor y son

‘inducidos por estrégenos (Fig. 9).

En el ser ﬁuniano (Kasnter et al., 1990; Fig. 9) ‘(Kraus et al., 1993) las

isoformas del hP sbn origiriadas bor disﬁnto mensajeros mlgﬂtés que en las aves se
orlglnan por un procesamlento alternatlvo de un mlsmo RNAm (Connely et al., 1989).
EStUdIOS b:oquimlcos lndlcan que, ambas lsoformas tlenen Ia misma afinidad tanto a la

P4 como al elemento de :respuesta a P., (Chrlstensen et al 1991). El RP tiene la

) capacndad de unlrse al vNA como tres especies dimeéricas: AA, AB, BB. Se ha

demostrado que la transcripcién mediada por el RP no es igual cuando se forman
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homodimeros o heterodimeros e interactiian con agonistas. y_antagonistas (Tora et al,,

1988).
ATG-B ATG-A
{Met) {Mer) TGA
78
5" YT & 28 e o E 3
LR 737 3
744 1236 3543 pb
<711 +31 <464 «737 )
Region promotore Regién promotora
de RP-B de RP-A .
5V 3
Proteina AB c D € lireade
RP.B - 11. 120 kDa
546 597 636 T 83332
5V 3*
Proteina AB c D
RPoA E 72-3¢ kDa
165 546 597 636 933 aa

Fig. 9 Organizacién de las isoformas de! RP humano. Los numeros indican la posicion de las bases y de
los aminoacidos en el gen y en las proteinas de las isoformas de RP respectivamente. IT-B e IT-A: Sitios de
inicio de la transcripcién de las isoformas RP-B y RP-A respectivamente; A-E: dominios funcionales del RP;
ATG-B y ATG-Allnicio de la traduccién de RP-B y RP-A respectivamente; Mel: Metionina; TGA:Sitio de
término de la transcripcién (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 actua como un actnvador transcrlpc:onal de: genes .como. el del virus tumoral

que codlfca Ia tlrosma ammotransferasa y a la timidina cinasa,

m:entra q -(uncion ‘como Un fuerte represor de Ia actividad transcripcionatl

medxada tanto por RP-B como por otros receptores a hormonas esteroides (Vegeto et al.,

: 1993;~—Tung »et al.; »1993: Sartorius et al.,, 1994; Clemm et al., 1995).

TESIS CON
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Se ha determmado que las diferencias en Ia'actlwdad transcripcional de las

,lsoformas del RP e deben a distintos factores:

; La i soforma A carece de los prlmeros 165 ammoacndos presentes en la

lsoforma B Graham et al 1995)

2 La exlstencua de tres reglones con funclones de

tivacion (AF1, AF2 y AF3).

: Las do pnmera estan presentes en ambas que AF3 solamente se

‘ (Hus' et al 1998 Wen et aI

Estas bservacnones sugneren que una alteracxon en la expresion o actividades de

ambas lsoformas pueden tener |mportantes consecuenc:as en la capacidad de respuesta
a Ia P. La tasa de expresnon de las dos isoformas varia en diferentes 6rganos y tejidos
blanco (Ing et al., 1993; Castren et al., 1990), sugiriendo que la expresion diferencial

puede ser critica para la respuesta celular apropiada a la P, (Camacho-Arroyo et al.,
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si.como.en el sistema

h manos,(211 Lessey et al 19'3)

Ios coac |vadores snrven como puentes

" Funcionalmente

ra: funcidon ‘enzimatica implicada en la transcripcion

rmonas (Sp ncer et al., 1997). Los coactivadores que

) tlenen acthldad TPasa fisicamente son capaces de abrir la estructura local represiva de

.Ia cromatma ermmend un fac acceso de otras proteinas auxiliares de la transcripcion

(Jenster et al

1997) La exnstencla de coactlvadores representa otro nivel de regulacion

para Ia actlvacuoﬁ del RP
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Peceptotes de Membians

Coacthvailolos con actividad HAT

—— mRIA

Fig. 10. Activacion del RP. El RP esta presente en un complejo inactivo con proteinas de choque
térmico (HSP), cuando la Ps 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 transcripcion (MBT) y coactivadores de la familia SRC. E! 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 estabilizacion del complejo
de preiniciacion. Las vias de sefalizacion que regulan la actividad de cinasas y fosfatasas en la
célula contribuyen a la activacion del RP, modificando su fosforilacion y la de los cofactores
(Rowan y O'Malley, 2000).

3.2.3 Regulacion de la expresion de las isoformas del RP.

Se ha reportado la expresion del RP en diversas regiones cerebrales como el
talamo, el hipotalamo, el area predptica, el hipocampo, el cerebelo, la corteza cerebral, la

amigdala y el tallo Cerebral .'(Camacho-Arroyo et al., 1994; Cerboén et al., 1989; MacLusky

y McEwen, 1978 Kastrup et al., 1999). Se ha detectado la presencia del RP desde etapas
embnonarlas en el hlpotélamo de roedores de ambos sexos, su expresién diferencial en
dlstlntas reglones cerebrales asi como su modificacion a lo largo del desarrolio (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 23
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1998, Guerra-Araiza et al.,

998, Bethea et al.,

rroyo et al., 1998).

nc dante asn los estréogenos

scnpcnonal (Camacho-Arroyo et al., 1994;

respuesta a'los estlmulos hormonales y de acuerdo a Ia etapa del desarrollo en la que se’

;encuentre el—orga mo sm mbargo se ha eponado que hay una expresnon dlferenmal

»entre Ias |soformas del RP ya que contrado que para la coneza cerebral el area

‘preopuca y el hlpotalamo la |soforma predomlnante en la rata recién nacnda es la. RP-B,
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es la RP-A (Kato et al., 1993).

Mangal et al.,

1997 y I:_)uffy et-al

menstrual,” sin em

mde 1997).

s practlcamente M gal et al.,

2000) Ademas se han

la:’ manana del proestro ‘(Szabo et al.,

Guerra-Aralza et al., 2000). En el

se, detecté una dlferencxa |mportante entre la expresion de las dos isoformas a nivel del

RNAm (Guerra-Aralza et al., 2000).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La P, ejerce multiples acciones fisioldgicas en distintos tejidos. En el cerebro
participa en la regulacion de la respuesta sexual, la excitabilidad neuronal, la ovulacion

y la neuroproteccidn.

La via de accion genémica de la P, esta directa ionada” con la

interaccién con su receptor nuclear, el cual tiene dos ‘isoformas denominadas RP-A y

RP-B. El papel de Ias |soformas del RP en la regula { las - ci:iones de la P, es

fundamental por lo’ que el conocimiento de la expresnon de las |soformas del RP es

os Hen los que participa la Pq

‘comprender los diversos procesos f

en el SNC

el area preopnca el E2 regula

En : gunas reglones del SNC como el hlpotélam

posttwafnente la expresién del RP, mientras que la P. regula negativamente la
;‘expresxén del RP, tanto a nivel del RNAm como a nlvel de la proteina del receptor
total. Sin embargo, se desconoce el patrén de expresién a nivel de la proteina de
ambas isoformas en regiones cerebrales como el hipotalamo, el area predptica, el
hipocampo y la corteza, y su regulacién por E2 y P,.

Esta informacion es importante para conocer los mecanismos por los cuales la P,
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 estudié el patron de
expresion y la regulacion de las isoformas del RP a nivel de la proteina en el
hipotalamo, el area preoptica, el hipocampo y la corteza cerebral de ratas hembras
ovariectomizadas después de la administracion de E2 y P, usando la técnica de

Western blot.
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5. HIPOTESIS

's 1soformas del RP es regulada de manera tejldo-especn‘”ca por

Si la expresnon e

E2y P. a nlvel del RNAmM y esto se refleja a nlvel de ia protema entonceS' :

‘En el hipotalamo _habra una induccion en la expresion de ambas isoformas con

>
>
>" camﬁnos en la expresion de ambas isoformas

) con la admlnlstracmri de EZ o de P.
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6. OBJETIVOS'.

General

Determlnar Ia regulacnon de la expresidon de las isoformas del RP a nivel de

la protema en el SNC de la rata.

Partiéularés

_mvel de la proteina en cada regién cerebral estudlada

Estuduar la regulacion de la expresion de las |soformas del RP en et
hlpotalamo el area preodptica, el hipocampo y la conaza cerebral de Ia rata

despues de la administracion de E2 y P,.

: Determlnar cual de las isoformas del RP se expresa predommantemente a

- Determmar si existe una relaciéon entre la expres:on de las isofi mas del RP

a nlvel del RNAm y a nivel de la proteina.

3
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales de expenmentacuén.

Seu aron ratas hembras de la cepa Sprague Dawley (250 g) que se
) mamuvieron bajo un c:clo de luz-oscundad 12:12; horas con agua y allmento

dlspomble ad I/bllum

Los ammales se ovarlectom'zaron bajo ane: tesm total con ketamma a-’

una dosis. de 80 mglkg vla |p Ounnce dIas después de Ia clrugia se les

) aplncaron dlstmtos tralamlentos on Ez y P.

7. 2 Preparacnon de las ‘hormonas.

1) Preparacé e 'erona (P.)

Se d:solvneron 12.mg de’ P. en etanol absoluto al 10% (200yl) més 2 mi de

aceite de maf

2) Prepara én del estradlol (E2)

Se dlsolweron mg de 7-[3 estradlol en etanol absoluto al 10% (300 ul) mas 3

“mlde aCEIte‘ de maiz

7.3 Tratamientos
de Ia cnrugla Ios ammales fueron tratados con acelte de

malz como vehiculo Psy EZ via subcuténea de la sngu:ente manera:

1) Vehiculo por 2 dlas consecuhvos

2) E2 (5 pg/100 g) por 2 d{as consecuuvos
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3)" P4 (400 pgl100 g) “al tercer dia, previa dosis de E2, como se indicd

antenormente

.4) jLos ammales fueron sacnﬁcados 24 h después de la Ultima dosis, excepto los

‘tratados con\ 4 quyo sac(lfClo se realizd 3, 6, 12, 24 y 48 horas después.

7.4 Obtencion de las diferentes regiones cerebrales.

Inmedlatamente después de sacnf’car a los ammales se reahzé Ia dxseccnén del

cerebro, obtemendo las sugulentes reglone el hlpotélamo el érea preép(lca el

hlpocampo y la corteza cerebral

7.5 Extraccién de proteinas totales.

leupeptina 4

zida’de sodio 15 mM, EDTA 1mM,
‘pglml M i _ortovanadato de sodio 1 mM) en una

relaclén de 1ml de buffer/1.g de lepdo aa° C.

Las' : 2 as fueron centrifugadas a 15,000 rpm durante 15

mmutos a 4°.C para’ obtener enel sobrenadante las proteinas totales.

La c‘nce racnén de protelnas se determind por el método de Bradford

) (Bradford 1

7 6 Western Blot 7

Las proteinas totales obtenidas de cada region cerebral (80 ug) se separaron -
por'electrofore_sns} en geles’ desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) atA
7.5% a 8o v‘o‘l‘té dufanté 2 horas. Cada muestra se prepard con buffer de carg'a (Tfis

05 M pH76.8. glicerol al 10%, SDS al 2%, 3-mercapto etanol al 5%) en un volumen 1:1
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'y se hlr\neron durante 5 mlnutos para posteriormente cargarse en los geles antes

. mencuonados

temperatura amblente con una solucién de leche

con un anllcuerpo pnmano monoclonal que reconoce a ambas isoformas con la mlsma :

aﬁmdad?antl R (lgG) (Santa Cruz sc-810) en una concentracion de 1pg/ml las

,membranas fueron lavadas con TBS-Tween (TBS+Tween al 0. 1%) 3 veces por 5

postenormeme Ias membranas fueron incubadas’ con el antlcuerpo
secundano an ratén (lgG HRP) conjugado a peroxldasa en una concentractén de

024 pg/ml (Santa Cruz sc-2005) Se utlllzé un método'de

temperatura ambiente, Ias membranas fueron
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Cada placa fue so ehda a un ana115|s densutometnco utilizando el programa Scion

lmage para cuanllflcar la expresuén de Ias lsoformas del RP y actma de acuerdo ala

mtensndad de cada banda
A Ios datos obtemdos se les apllco un anéllsns de van nz (ANOVA) y una prueba
de t—Student Se utilizé el programa Pnsm 2 01 (Graph Pad CA) para calcular los.

valores de probabllldad
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- DISENO EXPERIMENTAL

ovariectomia
sy S

1 -

Ratas hembras de Ia ~ h:'\/
cepa Sprague Dawtey S ' N

O AN

vehiculo  Estradiol (E2)  E2 + Pronesterona (P4)

24hrs 24hrs 3,6,12,24y48 hrs
-~ V -
Obtencién de las diferentes regiones cerebrales
{Hipotilamo, $rea predptica, hipotilamo y corteza cerebral)

SACRIFICIO

Extraccion de proteinss totales
Anilizsis densitométrico
Western blot  y egtadistico
E2 ¢+ P4 E2+ P4

M VE2361224% M VE23 612248
- : = —aase=nel|rRP.8
S0s-PAGE Tzozozzores £ i
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8. RESULTADOS .

sobre la expresion de las isoformas del

;é'a‘ra“cv)bservar os efectos del E2y 1a P,

pri einas totales del! hipotalamo. del area

orleza’ cerebral de ratas Sprague Dawley

ovariectomizadas'y tratadas con V, E2'y E2+ P, y se realizaron ensayos de Western
cion de Materiales y Métodos.

es‘tr'ai la deteccion: de las. isoformas del RP en el

— RP-8

— RP-A

r,._.v S o—— - = ACTINA

Fig. 11. Ensayo de Western blot de fas isoformas del RP en el hipotalamo de la rata.
Ensayo representativo de 3 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 ultimo
tratamiento, mientras que los animales tratados con E2 + P, se sacrificaron 3, 6, 12, 24 y 48 h
después del ultimo tratamiento con P,. Se homogenizd el hipotalamo de cada animal por
separado, se extrajeron y cuantificaron las proteinas totales, éstas ultimas se separaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 7.5%, y en cada carril se cargaron 80 nug de
proteina. Posteriormente se transfirieron las proteinas 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 quimioluminiscencia (ECL). Se muestra un Western
blot para actina, que se utilizé como control de carga de proteina
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Fig.12 Expresion de las isoformas A y B del RP en el hipotalamo de la rata. Las isoformas
detectadas por Western biot se cuantificaron por medio de un analisis densitométrico y los
valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para ia actina. A) RP-A y B) RP-B.
Las gréficas muestran el promedio + E.S. de 3 ensayos.

Por otro lado, al calcuiar la relacién en la expresion de RP-A/RP-B en el
hipotalamo se encontréd que no hubo predominio de alguna de las isoformas entre los

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

de 1. (Fig. 13).

HIPOTALAMO

RPA/RPB

Fig. 13. Relacién RP-A/RP-B en el hipotalamo de la rata. Se realizd el analisis
densitométrico de 3 ensayos de Western blot, posteriormente se calculd la relacidn RP-A/ RP-B
en las diferentes condiciones experimentales. En la grafica se muestra el promedio + E. S. ’

En la figura 14 se muestra la deteccion de las isoformas del RP. en el area
preoplica’” Las dos isoformas muestran un aumente en su expresion después del

tratamientq con E2 y con P, siendo mas evidente esta induccién en la isoforma A. En
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la ﬁgura 15 se’observa que ambas isoformas esté‘nr reguladas positivaménrte'por E2 sin

que la P, regulara negativamente a su receptor. En ambas isoformas la induccién por

E2 se manmv‘o aun después de 48 horas después del tratamiento con P,.

E+P g
V E2 3 6 12 24 48
120 kDa l—RP.B

80 KDA | oy o ey My wemp wmamemae [ DDA

[_.._. A ._»J—ACTIIIA

Fig. 14. Ensayo de Western blot de las isoformas del RP en el drea preéptica de la rata.
Ensayo representativo de 3 experimentos de Western Blot. Ratas ovariectomizadas tratadas
con V, E2 o0 E2 + P,. Los animales tratados con V y E2 se sacrificaron 24 h después del altimo
tratamiento, mientras que los animales tratados con E2 + P, se sacrificaron 3, 6, 12,24y 48 h
después del ultimo tratamiento con P,. Posteriormente se procedid como se indica en la Fig.
11. Se muestra un Western blot para actina, que se utilizé como control de carga de proteina.

RP-A/ACTINA
RP-B/ACTINA

Fig.15 Expresion de las isoformas A y B del RP en el area preoptica de la rata. Las
isoformas detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de un analisis densitométrico
y los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la actina. A) RP-A y 8) RP-
B. Las graficas muestran el promedio + E.S. de 3 ensayos. * p<0.05 comparado con los
animales tratados con V.
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en la tasa de expresion de

En el area preoptlca no ‘se encontraron dlferencu S
las lsoformas del RP ademés de no mostrar d:ferencxas s:gnlflcatlvas entre los

tratamientos (Fig.»16).

AREA PREOPTICA

RPA/RPB

Fig.16. Relacién RP-A/JRP-B en el area predptica de la rata. Se realizd el analisis
densitométrico de 3 ensayos de Western blot, posteriormente se calcul6 la relacién RP-A/ RP-B
en las diferentes condiciones experimentales. En la grafica se muestra el promedio +E. S, .~

En ta figura 17 se muestra la deteccion de las isoformas Ay B del RP enel .
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E, + Py
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Fig.17. Ensayo de Western blot del RP en el hipocampo de ia rata. Ensayo representativo
de 5 experimentos de Western Blot. Ratas ovariectomizadas tratadas con V, E2 o0 E2 + P,. Los
animales tratados con V y E2 se sacrificaron 24 h después del Ultimo tratamiento, mientras que
los animales tratados con E2 + P, se sacrificaron 3, 6, 12, 24 y 48 h después del altimo
tratamiento con P, Posteriormente se procedid como se indica en la Fig. 11. Se muestra un
Western blot para actina, que se utilizd como control de carga de proteina.
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Fig.18 Expresion 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 analisis densitométrico y los
valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la actina. A) RP-A y B) RP-B.
Las graficas muestran el promedio + E.S. de 5§ ensayos. * p<0.05 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 expresién de
RP-A/RP-B, salvo en el tratamiento con P, a las 24 y 48 horas en donde se observa un

" predominio de la isoforma B (Fig. 19). También se observa que hubo diferencias entre
el 'trafam‘iento con E2, y a las 24 y 48 horas después del tratamiento con P, , respecto
al \;eh{éqlb." asi‘v‘como é las 24 horas después del! tratamiento con P, respecto al

' tratamiento con E2.
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HIPOCAMPO

RP-AIRP-B

Fig.19 Relacidon RP-A/RP-B en el hipocampo de la rata. Se realizo el analisis densitométrico
de 5 ensayos de Western blot, posteriormente se calculd la relacion RP-A/RP-B en las
diferentes condiciones experimentales. En |2 grafica 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 deteccion de las isoformas del RP en la corteza
cerebral. Ambas isoformas muestran una induccién con E2 y una regulacion diferente

por P, en distintos perlodos En la f'gura 21 se ohserva que la expresnén de las

admlmstramén de Pe y de E2
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120 105 — ; —— RP-B

80 $:0a . — RP.A
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Fig.: 20. Ensayo de Western biot 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 aitimo
tratamiento, mientras que los animales tratados con E2 + P, se sacrificaron 3, 6, 12, 24 y 48 h
después del uitimo tratamiento con P, . Posteriormente se procedié como se indica en la Fig.
11. Se muestra un Western blot para actina, que se utilizé como control de carga de proteina.
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Fig.21 Expresion de las isoformas A y B del RP en la corteza cerebral de la rata. Las

isoformas detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de un analisis densitométrico

y los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la actina. A) RP-A y B) RP-

B. Las graficas muestran el promedio + E.S. de 5§ ensayos. * p<0.05 comparado con los

animales tratados con V y « p<0.05 comparado con los animales tratados con E2 y con los . -
tratamientos con P, alas 6, 12y 48 h. 7 :

En la corteza cerebral con los tratamientos con vehiculo, con E2 y P. a Ias 3.0

horas predommé la expresion de la isoforma B, mientras que de las 6 a !as 48 horas e

no hubo dlferenmas en la tasa de expresion de ambas isoformas del RP (F 2 2).'En

esta region hubo diferencias significativas en los tratamientos con Py, de Ias 12 a Ias

48 horas respecto al vehiculo y al tratamiento con E2.




RESULTADOS

CORTEZA CEREBRAL i

RP-A/RP-B

12 24
P4

Fig. 22 Relacion RP-A/RP-B en la corteza cerebral de la rata. Se realizé el andlisis
densitométrico de 5 ensayos de Western blot, posteriormente se calculé la relacion RP-A/ RP-B
en las diferentes condiciones experimentales. En la grafica 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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~9/DISCUSION =~ - 7

i En éstg t‘fa‘bajo' se estuaié‘ ia ‘expfersiévn a_'nive‘l‘de ia pfdte!na de las isoformas
del Rﬁ eh el SNC.de rétas hembras ovarieciofnizadas y tratadas con E2 y P, mediante
el us§ de la técnica de Western blot.

Los resultados obtenidos muestran que existe una regulacion diferencial entre
las isoformas del RP y entre las regiones cerebrales estudiadas. Asi, en el area
preoptica se indujo la expresién de ambas isoformas al administrar E2, mientras que
en la corteza cerebral sdlo la isoforma A aumento su expresion significativamente por
el tratamiento con E2.

Por otro iado, el efecto dela Py enla expres:én de RP-A y RP-B fue diferente

en el area preépt:ca y en’la corteza cerebral ya que al admlmstrar P‘ en el area

preépnca la mducclén en-la expresnén de ambas |soformas por E2 se mantuvo; sin

al,”con el mismo tratamiento, la isoforrna B no tuvo

del RP ‘al _administrar E2 sln embargo la P, reguld negativamente la expresion de

ambas lsqf 'rm_ desde las 6 hasta las 48 horas en esta estructura.

“Finalmente,"en el hipotalamo no se observaron diferencias estadisticamente

,siéhiﬁcatlv S ’en l‘af éxpresién de las isoformas de!l RP con los distintos tratamientos.

Sin’ embargo se ha vnsto que a nivel de la proteIna hay una induccion en la expresion
del RP total después de la admnmstracuén de E2 en diversos ntcleos del hipotalamo

del cobayo, asi como en el nucleo ‘arcuato antenor. medio y posterior y el ntcleo

ventrolateral anterior (Dufohrny.’e‘t al 1997). cbhtréi'io a lo que se obtuvo en el
presente trabajo, lo cual sugie're' qué existen nucleos especificos con diferente
regulaciéh del RP, que con la léchica de Western blot no fue posible detectar, por lo
que es necesario utilizar una técnica mas sensible para detectar la expresion de las
isoformas del RP, como una doble inmunochistoquimica que permita observar dicha

expresion en los diferentes nucleos de cada region estudiada.
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-En-el‘caso’ del-ar 1 “predptica 'se he izac id6 de RP total en

resente traba;o

lo que suguere mayor homogenidad en esta

eslructura especto a la regulacnon del RP

‘Por. otro lado ‘se sabe que la expresnén de cada una de las isoformas tiene

dlferentes unci ones por lo tanto es |mp rtante . saber cual de ellas se expresa

ntemente en las reglones cerebrales estudladaS‘ se observé que en el

hlpotélamo y en el érea preéphca no hubo predom de ninguna isoforma; para el

a las’24y 48 horas después del
ubo diferencias en la expresion

de ambas isoformas. En la corteza‘cerebral‘ redominé témbién la isoforma’8 con los

tratamientos de vehiculo, E2, y después del tratamlento con P. de lés 3‘a Iés 48 ﬁoras

Se ha reportado la presencia de las isoformas’ del RP el monos Rhesus

ovariectomizados, donde se encontrd que en el endometrio RF{-A se e:_tpresé 5 veces

mas que RP-B y 1.6 veces mas en la hipdfisis comparads coh la’ekprésiéri de RP-B,

mientras que la relacion en el hipotaiamo fue 1:1 (Bethea, 1998) Io cual concuerda con

4 no as: en induccion

nuestros resuitados en cuanto a la relacion entre las |sofqrm
por E2. o
Datos previos nos indican que en el hipo(élamo la al Ss5ién de las isoformas

de! RP a nivel del mensajero se induce con E2 yes regulada‘negahvameme por Ps. En

el érea‘pre ptlca sé‘lo se observa este patrén ma B mnentras

k que ef\ el‘hipobémpo la expresién de la isoforma-A aumenta con E2 ¥ la P4 no modlf' ca

“la expresnén de ambas |soformas En la corteza no inguna modlf‘ cac:én

en la expresién de las nsoformas (Guerra-Arauza 2002 in press) (Tabla 1).
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RP-A RP-B .
RNAmM | RNAmM | PROTEINA | PROTEINA | RNAmM | RNAmM | PROTEINA | PROTEINA
REGION E2 Ps g2 P, E2 Pa E2 Ps
CEREBRAL
. " y z -

HIPOTALAMO t v - i
AREA - - A
PREOPTICA ? T v 1 ?
HIPOCAMPO T - - ‘ - — - ¢
CORTEZA - - - - N z

Tabla 1. Comparacién de la expresion de las isoformag del RP a nivel deil RNAm y a

nivel de la proteina en las regiones cerebrales estudiadas. ( | aumento; ¢ disminuyo; - sin
cambios)

Estas diferencias en el patrén de expresion de las isoformas del RP en el SNC
nos indican la importancia de su papel en la regulacién de las acciones de la P, en
regiones especificas del SNC, ya que se sabe que en cerebro Ias acciones de la P,
estan involucradas funciones fisiolégicas como la regulacidén de la respuesta sexual
(Camacho-Arroyo et al.,, 1995); la excitabilidad neuronal y el suefio (Camacho-Arroyo
et al, 1999); la ovulacidon (Camacho-Arroyo et al.,, 1995); y la neuroproteccién
(Gonzalez et al., 1998 y Vongher y Frye, 1999). ’

Los RNAmM de RP-A y RP-B en la rata dan origen a proteinas de 80y 120 kDa
respectivamente. Estas protelnas son Ias que f'nalmente van a ejercer las acciones

genodmicas de la P, en las dlferentes reg:ones del SNC por Io que es importante saber

si los cambios que se presentan a ‘nivel del RNAm se reﬂejan a nivel de la proteina. En

el caso del hipotalamo de coneja hay una relacnén d|recta entre la expresién del RNAmM

y de la proteina, mientras que en el caso Ia cort za frontal no se observa el mismo
patrén, lo que sugiere una regulaglén ‘ipost-tranbscnpclonal. transcripcional o
traduccional de ia expresion de las isoforhés det RP éh dicha regién {(Camacho-Arroyo
1994, Camacho-Arroyo 1996). ' » o

En e! hipotdlamo las isoformas del RP se regulan positivamente por E2 y

negativamente por P, a nivel del RNAm sin, embargo a nivel de la proteina no se

observé ningun tipo de regulacnén cpnf nmguno de los tratamientos. En el area

predptica no se observa una variacion en la cantidad del RNAm de la isoforma A con
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“ambos’ tratam 'icha isoforma

p'osit'i\'/arhente por‘ E2 E y. P.

negauvamente por P.a mvel del

en la’ expresnén por £2 y P., La |soforma A del RP en eI h:pocampo se, regulé

posmvamente por E2 a nivel del RNAm mlentras que a nivel de ia protelna no se
observé ningdn cambio; de maner_a mteresanle a nivel del RNAm la isoforma A no
mostré ser regulada por Py y a.v.niSIél dé la proteina hubo una regulacién negativa. En
esta misma region la isoforf’néB ﬁo mostfé cambios a nivel del RNAmM con ninguho de
los tratamientos, mientras tjue a‘:nivél de la proteina solo se regulé negativamente pof B

Ps. Enla corteza cerebral sélo Ia |soforma A indujo su expresion a nivel de la proteina ’

tanto por E2 como po" P sin haber observado cambios a nivel de RNAm con nlngunO'

de Ios tratamuentos

diferente afinidad, como es el _cas del c represor denominado silenciador mediador

para el receptor a hormonas tlroudeas y écxdo retinoico (SMRT), que tiene mayor

afinidad por la lsororma’A qu IaVlsoforma B. La isoforma A del RP es incapaz de

reclutar efi cienteme'nt'e' los Coaétfvadorés transcripcionales GRIP-1 (proteina_ que

interactda con eI rei eptor a glucocomco:des) Y el coacnvador del receptor a hormonas ;

esteroudes (SRC )i est ltlmo lamblén presenta |soformas que dlf' ieren’ en’ st

capacxdad de potencnar la transcnpcuon de las :soformas del RP estas protemas son

reguladas dlferenctalmente por E2 en la hxpél’sus d‘

suglere ‘que- probablemenle pudieran regularse dlferencualmente por hormonasv

esterondes en las diferentes regiones del SNC.’




DISCUSION

lacion de la expresion devla's' isoformas del RP para lograr

proteosoma 26Sen’l

un mejor entendlmxento el papel fi sxolégico de los efectos de la P, mediados por su

receptor.




CONCLUSIONES

11. CONCLUSIONES

: Con los datos bbtenidos en'e:l pfeéente trabajo se puede concluir que:

- Las lsoformas ‘del RP-a nivel de la protelna presenlan un patron dnferenc:al de

. expreslén'des U

. las ‘isoformas qu'RP, se mbodiﬁcd‘: en el

moslrara camblos con Ios mzsmos tratamxentos.

.. ‘En el hlpotélamo yen eI érea preoptica no hubo predomviniq en i 'eib'résiqh de

‘, alguna de Ias |soformas del RP a nivel de Ja protelna
: En el hlpocampo predomind Ia expresnén de la xsoforma B a mvel de la proteina
,'a ]as 24 y 48 ‘horas después de haber admmlstrado Pe y.
Ehvvl‘a 6oneza cerebral predomind la exérésiéri de la isoforma B a nivel de la
: profelna al administrar vehiculo, E2 ‘y a las 3 horas después de haber
aaministrado Pa.
« - S6lo hubo relacion directa enla exbresién de la isoforma B del RP de la rata a
‘nivel del RNAm y a nivel dye la pfotelna en el caso del area predptica, donde se

observé una regulacion pbéitiya por E2.
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APENDICE

12 APENDICE

1BS
Tris 50 mM
NaCl 150 mM
*pH 7.5

Solucion de corrida

Tris 25 mM
Glicina 192 mM
sSDs 0.1%
*pH 8.3

Solucién de transferencia 4X

Tris 153.6 mM
Glicina 0.73 M

Solucién de transferencia 1X

Tris 38 mM
Glicina 180 mM
metanol 20 %

Solucion de blogqueo

leche descremada en polvo 5%

albumina 0.5%
* prepararen TBS 7.5

Buffer de lisis

DTT 1mM
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1mM-
Glicerol 30 %
leupeptina 4 ug/mil
aprotinina 22.5 pg/ml
PMSF 1 mM
Ortovanadato o1 mM
Azida 15 mM

Tritén : 1%
*Prepararen TBS pH 7.5 .




APENDICE

Buffer de carga ™
Trigw T ) 50 mM

sDS o ik 2%
Mercapto . 5%
Bromofenol 0.1 %
glicerol . 10 %

Antiduergos utilizados

« Anticuerpo monoclonal anti-RP (1gG) 1ug/mi (Santa Cruz sc-810).

e Anticuerpo anti-ratén (1gG-HRP) conjugado a peroxidasa 024 pg/ml (Santa
Cruz sc-2008).

e Anticuerpo anti-actina 1pug/ml (Santa Cruz sc-1615) :

e Anticuerpo anti-cabra (IgG-HRP)conjugado a peroxidasa 0.24 ,,;.g/ml (Santa
Cruz sc-2033).
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