UNIVERSIDAD NACIONAL £ixs
AUTONOMA DE MEXICO POSGRADO 2%

FACULTAD DE QUIMICA

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

PARTICIPACION DEL PROTEOSOMA 26S EN LA
REGULACION DEL
RECEPTOR A PROGESTERONA EN
EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
DURANTE EL CICLO ESTRAL DE LA RATA

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE :
MAESTRA EN CIENCIAS (BIOQUIMICAS)
P R E & E N T A:
BIOL. OLGA VILLAMAR CRUZ

Tutor: DR. IGNACIO CAMACHO ARROYO

s TP e MEXICO, D. F. 2005

AT 4 SJ O A K



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ESTA TESIS NG 541
DE LA BIBLIGT=»



PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

ENTIDAD ACADEMICA FACULTAD DE QUIMICA E
INSTITUTO DE FISIOLOG{A CELULAR

Of. No. PMDCB/88/2005

BIOL. OLGA VILLAMAR CRUZ
Alumna de la Maestria en Ciencias Bioquimicas
Presente

Los miembros del Subcomité Académico en reunién del dia 14 de enero del presente aiio,
conocieron su solicitud de asignacion de JURADO DE EXAMEN para optar por el grado de
MAESTRA EN CIENCIAS (BIOQUIMICA), con la tesis titulada “Papel del proteosoma 26S en
la degradacion del receptor a progesterona en sistema nervioso central durante el ciclo estral
de la rata”, dirigida por el Dr. Ignacio Camacho Arroyo.

De su analisis se acordé nombrar el siguiente jurado:

PRESIDENTE Dr. Julio Mordan Andrade
VOCAL Dr. Mario Rocha Sosa
SECRETARIO Dr. Ivan Velasco Velazquez
SUPLENTE Dra. Lourdes Massieu Trigo
SUPLENTE Dr. Marta Menjivar Iraheta

Sin otro particular por el momento, aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

Atentamente Autorize 8 e Miricoion Gapsral g Dioiotecss 46 16
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU” UNAM 8 difundir & [oimsts eleairimiso @ impoeso of
Cd. Universitaria, D. F., a 28 de enero de 2005. contenido de mi trabaio !5"‘,nctooll

EL COORDINADOR DE LA ENTIDAD ACADEMICA oygre: Qlga/ilianty (4

FECHA CL-QUNI0-05
o S

DR. ROGELIO RODRIGUEZ SOTRES

C.c.p. Archivo



PARTICIPACION DEL PROTEOSOMA 26S EN LA REGULACION DEL
RECEPTOR A PROGESTERONA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
DURANTE EL CICLO ESTRAL DE LA RATA

RECONOCIMIENTOS

Esta tesis de maestria se realizé bajo la direccion del Dr. Ignacio Camacho Arroyo, en
el Departamento de Biologia de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Auténoma de México.

El Comité Tutoral que asesor6 el desarrollo de esta tesis estuvo formado por:

Dr. Ignacio Camacho Arroyo Facultad de Quimica, UNAM
Dr. Mario Rocha Sosa Instituto de Biotecnologia, UNAM
Dra. Martha Robles Flores Facultad de Medicina, UNAM

Se reconoce la colaboracion del Dr. Raul Alvarado, del Departamento de
Investigaciones Cerebrales del Instituto de Neurologia y neurocirugia “Manuel Velasco”,
en cuyo laboratorio se llevaron a cabo los experimentos de microinyecciones
intracerebrales.

Se reconoce la asesoria técnica del Dr. Joaquin Manjarrez Marmolejo en los
experimentos de microinyecciones intracerebrales.

Durante los estudios de maestria goce de una beca otorgada por CONACYT y DGEP-
UNAM para la realizacion de la presente tesis.

Esta tesis fue defendida en examen presentado eldia ................ocoeeeneene.

El Jurado de Examen de Maestria estuvo constituido por:

Presidente Dr. Julio Moran Andrade
Vocal Dr. Mario Rocha Sosa
Secretario Dr. Ivan Velasco Velazquez
Suplente Dra. Lourdes Massieu Trigo

Suplente Dra. Marta Menjivar Hiraeta



Agradecimientos especiales

Al Dr. Ignacio Camacho Arroyo, por permitirme trabajar en este proyecto, por
mostrarme el gusto por hacer verdadera ciencia y sobre todo por sus enseiianzas y su
amistad.

Al comité tutoral, que evalué atinadamente este proyecto: Dra. Martha Robles F, Dr.
Mario Rocha S., quiero agradecer el tiempo, sugerencias y comentarios que ayudaron
a progresar y mejorar este proyecto.

Al Dr. Julio Moran Andrade, al Dr. Ivian Velasco Veliazquez, al Dr. Mario Rocha
Sosa, a la Dra. Lourdes Massieu Trigo y a la Dra. Marta Menjivar Hiraheta por la
atinada revision a este trabajo.

A la UNAM, por ser la mejor institucion del pais, y donde yo he podido realizar mis

estudios profesionales y de posgrado, por darme tanto. GOYA!!!

A CONACYT y a la DGEP por los apoyos recibidos durante mis estudios de maestria.



AGRADECIMIENTOS Y DEDICATORIAS

a mi FER, mi pequefia, mi vida, mi razon de ser y hacer en la vida; todo el trabajo y
esfuerzo de mi vida es por ti. es para ti corazoncito, TE AMO-ATO.

A mi familia, a todos les agradezco su apoyo para que pudiera realizar este suefio.

A mi mama, por haberme dado la vida. de su vida, por ser el ejemplo de fuerza,
resistencia, paciencia y amor (todo en un paquete) que ha motivado mi vida. MAMI,
TE AMO, GRACIAS.

A mi papa, por apoyarme a tu manera, por ese otro cromosoma X, por los genes
Villamar. GRACIAS.

A mis abuelos Nacho y Micaela, por el simple hecho de ser quienes son, el pilar de
la familia, por ensefiarnos y demostrarnos que UNIDOS VENCEREMOS!

A todos mis hermanos: Nacho, Vicky, Gabriel (Lorena), Claudia (Arturo) y Edgard
(Xochitl), por ser parte de la tripulacion de este viaje sin principio ni fin, por
mantener su identidad y luchar cada dia por sus ideales. Va por la banda!

A mi tia Angy, por apoyarnos incondicionalmente y con tanto amor. GRACIAS.

Especialmente a mi abuelita Maqui, por ensefiarme lo que significa la bondad, por
que sin ti he aprendido a sentir la ausencia de un ser amado, por que el ejemplo de
tu vida ha sido determinante en la mia, Abue, te extrafio.

A la familia Arias-Romero, por abrirme las puertas de su casa tan amablemente, Sr.
[Luis, Sra. Evelia, Raul, Juve. Gracias.

A mis sobrinos (por orden de aparicion): Pao (Anafide), Carlos (Mada) y Emiliano
(Regulis), y el que sigue (Juandi). A los cuatro, por ser la luz y la alegria de la casa,
atn cuando parece que el cielo se nubla.

A Luis Enrique. que durante todos estos afios has estado conmigo. por cuidarme,
apoyarme (en todo), consolarme, apapacharme, regafiarme y sobre todo por amarme
como yo te amo. Te agradezco compartir tu espacio. tu tiempo y tu corazon
conmigo. Te amo todos los todos.

A mis amigas del alma y comadres simbdlicas: Brenda. Bere y Maricarmen. ya que
han sido muchos afios de compartir esta historia. Las quiero de veras!



- A mis cuates de la Fac. de Ciencias, a todos los buenos CAMARADAS. a TODOS.
Y especialmente a Piki, (me ayudaste a valorarme y me impulsaste a seguir en esto,
gracias) por compartir mas que buenos momentos, espero que la distancia no sea el
olvido.

- A mis compaiieros del laboratorio 202, especialmente a Aliesha (madame) y a
Christian (el viejo capataz), con quienes comparti, no solo trabajo y convivencia,
sino una buena amistad.

- Al resto de los cuates del labo: Tere, Edith, Gaby, Ivan (darling), al Chynus, a
Luciano, Adriana y especialmente a José S, que es un buen amigo y por apoyar
indiscriminadamente a cualquiera en el labo; y los hoy asusentes: Andrea R, Andrea
N, Emmanuel.

- Al Dr. Joaquin Manjarrez, por su amable colaboracion y sobre todo por la amistad
que me ha brindado. Gracias.

- Y por supuesto a Mago y a la Sra. Genoveva, sin su apoyo y colaboracion el
laboratorio no podria funcionar. Mil gracias.

- Por tltimo quiero dedicar este trabajo especialmente a:

* Al pueblo de México que gracias a sus impuestos pude obtener una beca.

* Los perseguidos politicos, a los caidos luchando contra el fascismo yanqui y de
cualquier lugar del mundo, a los que han muerto y sufrido por guerras y violencia
absurdas.

* Por supuesto al EZLN.



"Soy en verdad un viajero solitario -
expreso Einstein e una ocasion-, y los
ideales que han iluminado mi camino y han
proporcionado una y otra vez nuevo valor
para afrontar la vida han sido: la
belleza, la bondad y la verdad."



iNDICE

I HESUMEN. st s i R s it 1
I INTRODUGCBION ..oisummmmmsais s s s e 2
.  ANTECEDENTED. ...ovssanonsnmsssine om e mmmucso s smoismiss 4
3.1. Estructura y funcién de las hormonas esteroides..................... 4
3.1.1. Generalidades...........ccccuvvveviieieiiiieeieeeeeeeeee e, 4
3.1.2. La progesternona@ (Pa)....ciuunmsmsasmsssmsngpiiismisindg s 5
3.1.3 Acciones generalesde laP4..............cc.oooeviviiiiiiiiiiieieeee 8
3.1.3.1. Acciones de la P4 en el Sistema Nervioso Central....... 9

3.1.4. Mecanismos de acciondelaP4...............oovvvvvviviieeeviineeaenn 13

3.2. EIReceptor a P4 (RP)....cocoiuviiieiiiieeiieeeeeeeeeeeeie e 18

221, Caracteristitas a8l RP.uwnsnsinammsmisismsmneisioi 18

3.:2.2 1S0IOMAS GBL RP.....coosveissassassmnsssmmsssmnsumssyuesssswsmcomsessoss sassusssn 23

3.2.3 Regulacion de la expresion del RP..............ccocviinvniviinininiennn 27

3.3. El sistema ubiquitina-proteosoma .............cccccevvvvviviiiiiiiieiiiineeeennn 30

3.3.1 Ubiquitinacion, estructura del proteosoma y mecanismo de

BT cnmms R A e R T S S A T B N s 30

3.3.2.. Inhibidores del proleoSomial .« ssmsnsmatsmeds 39

3.3.3 El proteosoma y la degradacion de receptores nucleares....... 42
3.3.3.1. Regulacion del RP por el proteosoma 26S...............cccvveeeee.... 44

3:4. El ciglo aéstigl de @1 s aanmsnraiisammnss 47

IV. PLANTEAMIENTO DELPROBLEMA................co0oiiiiiiiiiin, 50
V. | HIPOTEEIB wvusnmemaommimmumsincs s oo s mn e 51
VI OBIETIVIOS. ... cocoocmenssnsnmmnsmmsinessss s s sinsss 1 pessmss ms o esie 81
OBUETIVE BENERAL. oo mmmsssmes i 51
OBJETIVOS PARTICULARES. ..., 51

VI.  MATERIALES Y METODOS ... ...ooiiiiiiiii e, 52
7.3 Animales de’ expenimentacion. ... rnammwnmmmssinmsivaivis 52

7.2. Determinacién de la etapa del cicloestral..............cccooovvvvienenn... 52

7.3. Microinyecciones intracerebroventriculares del inhibidor del

PIOLEOS O o oo coiviiswinsoisso i it A s 9 S I S AR S 52



VIIl.
IX.

XL.

7.3.1. Implantacion de canulas de microinyeccion por estereotaxia... 52
7.3.2. Administracion del inhibidor del proteosoma 26S:MG132....... 54
7.4. Obtencion de las diferentes regiones cerebrales........................ 55

7.5. Analisis de las proteinas del RP, Receptores a estrégenos y

cofactores SRC-1 Y SMRT......ccooiiiiiiiiiiiiieie e 55
7.5.1 Extraccion y electroforesis de proteinas totales...................... 55
T2 WWEBIOIN BIOL. ... oo cnmmmsmtmvsmnmmpmsssss oon i mer s s i m s ries 56

7:6. Analisis de rOSUNBAOS. . uuvsnngmmiise sty i 57
RESULTADES. ... .coo s s mimmss 59
PSS CUBIEN oo muss v s e A D S oS5 66
CONCEUSIONES i iimcnmmasismii e i e s 74
REFEREMGIAS .o cunmumsion s o s neiion b s 75



Lista de abreviaturas

DMSO Dimetilsulféxido

E Estradiol

E1 Enzima 1 activadora de ubiquitina

E2 Enzima 2 acarreadora de ubiquitina o

conjugadora de ubiquitina

E3 Enzima 3 ligasa de ubiquitina

ERE Elemento de respuesta a estrogenos
ERH Elemento de respuesta a la hormona
ERP Elemento de respuesta a progesterona
FSH Hormona foliculo estimulante

GF Factor de crecimiento

GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas
GRIP Proteina de interaccion con el receptor a

glucocoticoides-1

HAT Histona acetiltransferasa

HDAC Histona desacetiltransfrasa

hRP Receptor a progesterona humano
HSP Proteina de choque térmico

LH Hormona luteinizante

MAPK Proteina cinasa activada por mitégenos
MBT Magquinaria basal de transcripciéon
MG132 Inhibidor del proteosoma

NcoR Correpresor de receptores nucleares
NLS Secuencia de localizacién nuclear
PGPH Peptidilglutamil hidrolasa

P4 progesterona

Proteosoma Sistema de degradacion

26S

iii



RE
RE-a
RE-B
RP
RP-A
RP-B
SMRT

SNC
SRC

SRC-1

SRC-2

SRC-3

Ub

Receptor a estrégenos

Isoforma o del receptor a estrogenos
Isoforma [ del receptor a estrogenos
Receptor a progesterona

Isoforma A del receptor a progesterona
Isoforma B del receptor a progesterona
Silenciador mediador para el receptor a
acido retinoico y a hormonas tiroideas
Sistema Nervioso Central

Coactivador de Receptores a hormonas
esteroides

Coactivador de Receptores a hormonas
esteroides-1

Coactivador de Receptores a hormonas
esteroides-2

Coactivador de Receptores a hormonas
esteroides-3

Ubiquitina



RESUMEN

I RESUMEN

En este trabajo se determindé la regulacién del contenido del receptor a
progesterona (RP) por el proteosoma 26S en el Sistema Nervioso Central (SNC)
de ratas hembras intactas durante la etapa de proestro del ciclo estral, cuando el
contenido de progesterona es mas elevado, administrando microinyecciones
intracerebroventriculares de un inhibidor del proteosoma (MG132). Se evalud
también el contenido de proteinas involucradas en la regulacion y en las acciones
del RP: 1) el receptor a estrogenos o (RE-a); 2) el receptor a estrégenos  (RE-B),
3) el coactivador SRC-1 y 4) el correpresor SMRT. Las proteinas se aislaron del
hipotalamo, el area predptica y el hipocampo, y se procesaron para su analisis por
Western blot. ElI contenido del RP (RP-A y RP-B) y RE-f aumenté
significativamente después de la administracion del MG132 en las tres regiones
cerebrales estudiadas en comparacion con el vehiculo (DMSO); el contenido del
RE-a aumento significativamente solo en el area preéptica. El coactivador SRC-1
presentd un incremento significativo en las tres regiones cerebrales estudiadas
mientras que el correpresor SMRT soélo aumenté su contenido en el hipotalamo y
en el area preodptica. Los resultados obtenidos sugieren que el RP, el RE, el
coactivador SRC-1 y el correpresor SMRT son degradados por el proteosoma 26S

de manera region especifica en el cerebro de la rata en condiciones fisioldgicas.
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Il. INTRODUCCION

La progesterona (P4) participa en la regulacién de un amplio rango de
funciones en el Sistema Nervioso Central (SNC). Esta hormona lleva a cabo la
mayoria de sus efectos a través de la interaccién con su receptor intracelular (RP)
el cual pertenece a la superfamilia de receptores a hormonas esteroides que son
factores de transcripcion regulados por la union a su ligando.

La regulacion del RP es fundamental para las acciones de la P4 en el SNC.
Se sabe que en ratas ovariectomizadas, el contenido de las isoformas del RP en
algunas regiones cerebrales es regulado por el proteosoma 26S, sin embargo se
desconoce el papel de este sistema de degradacion en la regulacién del RP en
condiciones fisiologicas.

El receptor a estrégenos (RE) también pertenece a la superfamilia de
receptores a hormonas esteroides y tiene un papel fundamental en la regulacioén a
la alta del RP. En sistemas in vitro se ha demostrado que el RE es blanco de la
degradacion por el proteosoma 26S, sin embargo, también se desconoce el papel
de este sistema de degradacion en la regulacién del RE en el SNC en condiciones
fisiolégicas.

Las acciones biolégicas de las hormonas esteroides a través de sus
receptores requieren ademas de la maquinaria basal de transcripcion de otras
proteinas llamadas cofactores, dichas proteinas pueden activar (coactivadores) o
reprimir (correpresores) la actividad transcripcional. Existe evidencia de que los

cofactores intervienen en la unién de los receptores a hormonas esteroides con la
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maquinaria basal de transcripcion y modifican la estructura de la cromatina
regulando asi el proceso de transcripcién mediada por dichos receptores.

Recientemente se han caracterizado varios cofactores relacionados con la
regulacion de receptores a hormonas esteroides, entre los que se encuentran el
coactivador de receptores a hormonas esteroides-1 (SRC-1) y el silenciador
mediador para el receptor a hormonas tiroideas y acido retinoico (SMRT). Aunque
existe evidencia de que dichos cofactores son regulados diferencialmente durante
el ciclo estral de la rata, se desconoce el papel del proteosoma en la reguiacion
del coactivador SRC-1 y el correpresor SMRT en el SNC en condiciones
fisiolégicas.

En el presente trabajo se estudid el papel del proteosoma 26S en la
regulacion del contenido del RP, RE, SRC-1 y SMRT en el hipotalamo, el area

predptica y el hipocampo de la rata hembra en condiciones fisioldgicas.
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lll. ANTECEDENTES

3.1. Estructura y funcion de las hormonas esteroides.

3.1.1. Generalidades.

Las hormonas esteroides son lipidos no saponificables hidrofébicos,
solubles en disolventes organicos y que estructuralmente presentan en comun
como nulcleo quimico basico, el ciclo pentanoperhidrofenantreno (hidrocarburo
ciclico constituido por diecisiete atomos de carbono dispuestos en tres anillos de
seis atomos de carbono y un anillo de cinco atomos de carbono) (Knobil y Neill,
1988). El término “esteroide” se deriva de la palabra griega estéreos = sélido; la
mayoria de ellos se sintetizan en el ovario, testiculo y glandulas adrenales
utilizando al colesterol como precursor (Gore-Langton y Armstrong, 1988, Fig. 1).

Las hormonas esteroides desempenan un papel muy importante en la
regulacion de multiples procesos biolégicos en los mamiferos, entre ellos destacan
la homeostasis hidrolitica, el dimorfismo sexual, la funcién reproductiva y la
respuesta al estrés. Entre las hormonas esteroides se encuentran los estrogenos,
las progestinas, los andrégenos, los glucocorticoides y los mineralocorticoides
(Gonzalez-Arenas et al., 2001).

Estas hormonas modifican la actividad celular al interactuar con receptores
especificos que tienen una alta afinidad para cada hormona esteroide. Los
receptores a hormonas esteroides son proteinas que en su mayoria se localizan
en el nucleo de la célula y son parte de la familia de factores de transcripcion que

regulan la expresion de genes especificos, positiva o negativamente, a través de
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la interaccién con distintas secuencias en el DNA denominadas elementos de

respuesta hormonal (Zhang et al., 1996).

3.1.2 La progesterona.

La progestercna (P4) (4-pregnen-3,20-diona) pertenece al grupo de
hormonas esteroides. Su nombre se deriva del latin: pr=a favor y gestare=llevar, lo
que denota el efecto de llevar o sostener el producto de la concepcion (Pérez-
Palacios et al., 1985).
| La estructura quimica de la P4 y de sus metabolitos (derivados hidroxilados
o reducidos) es la del hidrocarburo pregnano, constituido por 21 atomos de
carbono (C-21; Fig. 1). La P4 se sintetiza principalmente en el reticulo
endoplasmico liso de las células del cuerpo luteo del ovario, durante el ciclo
menstrual (Hsueh et al., 1984; Hutchison et al., 1986); otros 6rganos donde
también se ha demostrado su sintesis son la corteza adrenal, la placenta
(Goroscope y Freeman, 1985; Perrot-Applanat et al., 1982), el testiculo, (Weisz y
Ward, 1980; Dalkin et al., 1992) y el cerebro (Zwain y Yen, 1999b; Ukena et al.,
1999).

Su sintesis esta regulada por numerosas hormonas como la luteinizante
(LH), la hormona foliculo estimulante (FSH), las prostaglandinas y la adrenalina
(Graham y Ckarke., 1997). La sintesis de P4 se inicia con la conversion del
colesterol a pregnenolona y posteriormente a P4 (Fig. 2), por medio de distintas

enzimas que se localizan en los tejidos u 6rganos anteriormente citados.
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Figura 1. Sintesis de los principales esteroides. 1) 20,22 desmolasa; 2) 33-OH-esteroide
deshidrogenasa, 3) 17a-hidroxilasa; 4) 17, 20-esteroide liasa; 5) aromatasa; 6) 17B-OH-
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 esteroides (Gore-Langton y Armstrong, 1988).
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a Colesternl b Pregnenolona C Progesterona
cE, cE
C=0 C=0
2
e A
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Figura 2. Biosintesis de la P4. La biotransformacion de colesterol a P4 implica tres
cambios estructurales en la molécula: a) Pérdida de un fragmento de seis atomos de
carbono de la cadena lateral en el C-17 por medio de la enzima 20,22 esteroide liasa (1),
b) la oxidaciéon del grupo alcohol en el C-3 por medio de la enzima 33-OH-esteroide
deshidrogenasa (2) y ¢) La migracién del doble enlace del anillo B al anillo A. (Gore-
Langton, 1988).

Una vez que la P4 y sus metabolitos han llevado a cabo su funcion en el
organismo, su catabolismo ocurre en dos etapas secuenciales:

La reduccion en el carbono 20 lo que da lugar a la formacién de 20a y 208
dihidroprogesterona (con actividad biologica, que puede ser similar o diferente a la
de P4); posteriomente se reduce el anillo A en los carbonos 3 y 5 dando lugar a la
formacion de ocho pregnandioles o pregnantrioles.

La reduccién de los pregnandioles forma glucuronidos, lo que incrementa la
polaridad de la molécula formandose asi compuestos hidrofilicos que facilitan su

excrecion por la orina (Fig. 3).
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|
H-C-CHs
OH

_—
G):fv
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Pregnantriol Glucordrdo

Figura 3. Principales catabolitos de la P4 (Renwick 1970).

3.1.3. Acciones generales de la P4.

La P4 participa en muchas de las actividades biolégicas de diferentes
tejidos (Tabla 1). Desde hace varias décadas se ha demostrado que la P4 tiene
como tejidos blanco el utero y el ovario donde participa en procesos como la
liberacion del ovocito, el mantenimiento del embarazo, entre otros. Entre 1980 y
1990 se demostré que la P4 participa en el desarrollo alveolar y la sintesis de
leche en la glandula mamaria respectivamente. De manera muy interesante se ha
descrito que el cerebro también es un érgano blanco de la P4. Asi, se ha descrito
que dicha hormona participa en la regulacion de procesos como la respuesta
sexual, la excitabilidad neuronal, el suefio, la neuroproteccion, la memoria y el
aprendizaje. La P4 participa en la involucion del timo y la regulaciéon de la masa

Osea (Tabla 1).
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TABLA 1. Acciones fisiologicas de la Pg.

Tejido Funcioén

Utero/Ovario Liberacién del ovocito (1)

Facilitaciéon de la implantacion (2)
Mantenimiento del embarazo (3)

Estimulacién de la regeneracion del estroma (4)

Aumento del desarrollo alveolar (5)
Glandula mamaria Regulaciéon de la sintesis de leche durante el

embarazo (6)

Regulacion de la respuesta sexual (7)

Reduccion de la excitabilidad neuronal y aumento de
Cerebro sueno (8)

Neuroproteccion (9, 10)

Memoria y aprendizaje (11, 12)

Timo Involucién del timo (13)

Hueso Prevencién de la pérdida de la masa 6sea (14)

(1) Susuki et al., 1994, (2) Graham y Clarke, 1997, (3) Rotchild, 1983, (4) Clarke,
1993, (5) Topper y Freeman, 1980, (6) Savouret et al., 1990, (7) Camacho-Arroyo et
al., 1995, (8) Camacho-Arroyo et al., 1999, (9) Gonzalez-Vidal, et al., 1998, (10)
Vongher y Frye, 1999, (11) Vallee et al., 2001, (12) Baulieu, 1997, (13) Shinoyima et
al., 1991, (14) Wei et al., 1993.

3.1.3.1. Acciones de la P4 en el SNC.

Existe una gran variedad de acciones reguladas por P4 en diferentes
regiones del cerebro de mamiferos, incluyendo la médula espinal, el tallo cerebral,
el cerebelo, el hipotalamo, el hipocampo, la amigdala, la corteza y el bulbo

olfatorio (Camacho-Arroyo, 1995; Chabbert-Buffet et al., 2000, Schumacher et al.,
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1999; Stein, 2001). La P4 participa en la regulacion de la ovulacion, de la conducta
sexual, en la diferenciacion sexual en el cerebro, en la excitabilidad neuronal y en
procesos como el dolor, la respiracion, el suefio, el ciclo suefio-vigilia, la memoria
y el aprendizaje, la neuroproteccion y el desarrollo de tumores cerebrales
(Schumacher et al., 1999, Grunberg et al., 1991).

En relacion al control de la reproduccion se ha reportado ampliamente que
la P4 promueve la ovulacién a través de su acciéon en neuronas hipotalamicas. De
manera interesante, la P4 promueve la facilitacion de la conducta sexual femenina
de lordosis en roedores, sin embargo, con dosis subsecuentes de esta hormona
se inhibe el despliegue de la conducta sexual, en un proceso conocido como
inhibicion secuencial (Gonzalez-Mariscal et al., 1993).

El incremento en la temperatura basal corporal durante el ciclo menstrual y
el embarazo es modulado también por P4 a través de sus acciones en neuronas
termosensibles del hipotalamo y el area preodptica (Nakayama et al., 1975;
Charkoudian y Johnson, 2000). Se ha observado que la P4 tiene un papel muy
importante en el embarazo y en el despiiegue de la conducta maternal en roedores
y conejos (Gonzalez-Mariscal, 2001; Francis et al., 2002), mientras que en ratas
macho se ha observado que la P4 induce un comportamiento agresivo de los
adultos hacia las crias (Schneider et al., 2003).

Recientemente se ha reportado que la expresion del RP en el hipotalamo y
el area preoptica presenta cambios utilizando un modelo de ratas desfeminizadas
con estradiol (E) durante el periodo critico de diferenciacion del cerebro (primeros

5 dias del desarrollo postnatal) (Arrieta et al., 2003).
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Las diferencias sexualmente dimoérficas en el volumen de estructuras como
el nacleo predptico medial cambian con la administracion del antagonista del RP
(RU486) durante el desarrollo postnatal temprano (Quadros et al., 2002). Esto
sugiere que el RP podria estar involucrado en la diferenciacion sexual del cerebro.

En relacion a la excitabilidad neuronal, se ha reportado que la P4 modula la
actividad de varios neurotransmisores como el acido y-aminobutirico (GABA),
glutamato, acetilcolina, dopamina, norepinefrina y serotonina (Rupprecht, 2003;
Melcangi et al., 2001; Bethea et al., 2002). En general, se ha observado que la P4
disminuye la excitabilidad neuronal por el incremento de la actividad de GABA o
por la modulacién del glutamato (Melcangi et al., 2001; Engel y Grant, 2001).

Se ha reportado que la P4 tiene efectos anestésicos en varias especies y
tiene propiedades anticonvulsivas en varios modelos animales y en humanos
(Backstrom et al., 1984; Beyenburg et al.,, 2001). De manera interesante, se ha
observado que muchos de los efectos de la P4 en la excitabilidad neuronal son
mediados a través de sus metabolitos reducidos como 3a, 5a
tetrahidroprogesterona, que también tiene actividad biolégica y en algunos casos
su actividad es mayor que la misma P4 (Frye et al., 2000; Herzog y Frye, 2003).

En la vida postnatal temprana las neuronas de Purkinje en el cerebelo
sintetizan P4, y esto promueve el crecimiento de dendritas y la sinaptogénesis en
estas células, contribuyendo a la formacién de circuitos neuronales en esta
estructura durante la vida neonatal (Sakamoto et al., 2001 y 2002).

La P4 participa en la regulacion del suefio durante el embarazo y su

administracion en machos adultos muestra efectos hipnogénicos (Friess et al.,
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1997). Se ha reportado que las microinyecciones de P4 en la formacion reticular
pontina de ratas macho intactos y hembras ovariectomizadas, produce una
marcada disminucion en la latencia a la fase de suefio de movimientos oculares
rapidos (Camacho-Arroyo et al., 1999).

La apariciéon de sintomas del sindrome premenstrual en las mujeres, asi
como la ansiedad observada al final de la fase lutea ha sido correlacionada con la
disminucion en los niveles de P4. De acuerdo con esta evidencia, se ha
encontrado que la P4 y sus metabolitos poseen propiedades ansioliticas
(Backstrom et al., 2003; Freeman, 2002; Gémez et al., 2002; Picazo y Fernandez-
Guasti, 1995).

La P4 también participa en la modulacion de la plasticidad sinaptica y se
sabe que la memoria espacial varia durante el embarazo en ratas, y la retencién
de la memoria es aumentada por el tratamiento de E y P4 (Galea et al., 2000;
Sandstrom y Williams, 2001). Se ha reportado que un tratamiento agudo con P4 (5
h) aumenta la formacién de espinas dendriticas en el hipocampo de la rata (Gould
et al., 1990). También se ha observado que el aumento en la densidad de espinas
dendriticas por E y P4 podria estar regulado por un incremento en el contenido de
la proteina MAP-2 en el hipocampo (Reyna-Neyra et al., 2002).

Uno de los aspectos mas interesantes y de aplicacion de las acciones de la
P4 en el cerebro es la capacidad tanto de prevenir la degeneraciéon como
promover la neuroproteccion y la neuroregeneracion. En varios modelos animales
de dano cerebral se ha observado que la P4 muestra un papel neuroprotector
contra varios agentes y procesos traumaticos (Stein, 2001, Callier et al., 2001;

Cervantes et al., 2002; Nilsen y Brinton, 2002). El conocimiento sobre los
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mecanismos involucrados en estos procesos podria ser de gran importancia, con
el proposito de utilizar a la P4 en humanos no sé6lo después de un trauma cerebral,
sino en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la de Alzheimer

y la de Parkinson.

3.1.4. Mecanismos de accion de la P4.

Los mecanismos celulares mediante los cuales la P4 puede llevar a cabo
sus efectos se dividen en dos: genémico y no gendmico (Bramley, 2003). El
primero involucra la interaccion de la P4 con sus receptores nucleares especificos
(RP) (Evans, 1988), mientras que el segundo requiere la interacciéon de la P4 con
receptores membranales o sitios de regulacién presentes en los receptores a
neurotransmisores como el GABA4, canales idnicos, receptores de tipo cinasa de
tirosina y receptores de siete dominios transmembranales (Fig. 4) (Camacho-
Arroyo, 2003).

Mediante el mecanismo no genémico se modifican la conductancia i6nica,
la formaciéon de segundos mensajeros y la activacion de cascadas de fosforilacion
(Bramley, 2003). De esta manera la P4 puede regular diferentes funciones en el
pulmon a corto (milisegundos), mediano (minutos) y largo plazo (horas y dias).

Por medio del mecanismo genémico se generan cambios en la transcripcion

de genes especificos después de la interaccion de la P4 con el RP (Fig. 4).
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Figura 4. Esquema de los diferentes mecanismos de accién de la P4. Los efectos de
la P4 ocurren por 2 diferentes mecanismos celulares: 1) en la membrana, incluyen
receptores membranales y canales, cuya activacion inicia cascadas de sefalizacién
mediante la intervencién de mensajeros intracelulares; 2) en el nucleo donde receptores
a P4 (PR), que son moduladores directos de la expresion génica, mediante la interaccion
del complejo hormona-receptor con elementos de respuesta a hormonas, ubicados en las
regiones reguladoras de los genes blanco en el DNA. G: Proteina G, afy: Subunidades
de la proteina G, PKA: Proteina Cinasa A, RGABA4s: Receptor a GABA tipo A, RP:
Receptor a P4, PLC: Fosfolipasa C, IP3: Inositol Trifosfato, DAG: Diacil glicerol, PKC:
Proteina Cinasa C, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PTK: Proteina de Tirosina
Cinasa, MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitégeno, MEK: Cinasa de MAPK, CI:
Cloro, Ca**: Calcio, K': Potasio (Camacho-Arroyo, 2003).
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En general, el mecanismo de accion genémico de la P4 sobre su receptor
se lleva a cabo de la siguiente manera (Fig. 5) (Giangrande et al., 1997):

a) Union de la P4 al RP, el cual se encuentra transcripcionalmente inactivo
formando complejos oligoméricos con proteinas de choque térmico (HSP) como
las HSP 70, 90, 59 (Beato, 1987; Chambraud et al., 1990; Schowalter et al., 1991).

b) Cambio conformacional inducido por la unién del ligando, separacién del
las HSP, fosforilacion y activacion del RP.

c) Dimerizacion del RP y aumento en su afinidad por secuencias
reguladoras en el DNA, denominadas elementos de respuesta a P4 (ERP).

d) Unién del RP activado a su elemento de respuesta, el reclutamiento de
cofactores de transcripcion hacia la region promotora, que junto con la maquinaria
basal de transcripcién inician y regulan la sintesis del mMRNA (Mahesh et al., 1996;
Rowan et al., 2000).

e) Una vez que se ha llevado a cabo la transcripcion del gen, el RP y la
maquinaria transcripcional se desensamblan del gen blanco y el receptor regresa
a la fase de inactivacion.

Como se mencioné anteriormente, existen proteinas cofactoras que son
capaces de modular la expresion y actividad del RP, por lo tanto se pueden
considerar como reguladores fundamentales del RP. Funcionalmente los
coactivadores sirven como puentes moleculares que unen al receptor con la
magquinaria basal de transcripcion (McKenna et al., 1999). Se ha observado que
algunos coactivadores tienen actividades enzimaticas que contribuyen a potenciar

la transcripcion de genes. Los coactivadores de receptores a esteroides (SRC-1,
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SRC-2, SRC-3), y el factor asociado a p300/CBP (p300/CBP y PCAF) tienen
actividad de histona acetiltransferasa (HAT), mientras que miembros del complejo
SWI/SNF presentan actividad de ATPasa (Lemon y Tjian, 2000). La actividad HAT
modifica la estructura de la cromatina, neutralizando la carga positiva de las
histonas, interrumpiendo las interacciones idnicas entre las histonas cargadas
positivamente y cargando negativamente el esqueleto del DNA.

La actividad HAT es la primera funcion enzimatica implicada en la
transcripcion que depende de receptores hormonales (Spencer et al., 1997).
Fisicamente los coactivadores que contienen actividad ATPasa son capaces de
abrir la estructura local de la cromatina permitiendo un facil acceso de otras
proteinas auxiliares de la transcripcion (Jenster et al., 1997).

Asi como los coactivadores interactian con el RP de manera especifica
para potenciar su efecto en la transcripcion de genes, existen proteinas llamadas
correpresores que ejercen el efecto contrario, ya que al asociarse con los
receptores nucleares son capaces de reprimir la transcripcién de un gen. El
silenciador mediador para el receptor a acido retinoico y a hormonas tiroideas
(SMRT) y el correpresor de receptores nucleares (NcoR) son dos de los
correpresores que comunmente se unen a los receptores nucleares para inhibir la
transcripcion. Estas proteinas correpresoras median el reclutamiento de
desacetilasas de histonas (HDAC) como HDCA1, HDCA2, mSin3A y mSin3B
(Heinzel et al; 1997), lo que trae por consecuencia la represion génica (Heinzel et

al., 1997, Jackson et al., 1997).
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Figura 5. Mecanismo de accién genémica de la P4. El RP esta presente en un
complejo inactivo con proteinas de choque térmico (HSP); cuando la P4 se une al RP, las
HSP se disocian y el RP sufre cambios conformacionales que le permiten unirse a un
elemento de respuesta hormonal (HRE), reclutar a cofactores y a la maquinaria basal de
transcripcion (MBT), lo cual modifica la transcripciéon del gen blanco. EI complejo formado
puede reclutar otros cofactores al promotor como el SRC-1 que pueden: 1) abrir la
estructura de la cromatina a través de su actividad de histona acetil transferasa en el caso

de los coactivadores; si se reclutan correpresores como SMRT, se presenta una
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estructura mas compacta de la cromatina por la actividad de histona desacetiltransferasa,

y 2) contribuir a la estabilizacién del complejo de pre-iniciacion (Giangrande et al., 1997).

3.2 El Receptor a P4 (RP).

3.2.1. Caracteristicas del RP.

El RP pertenece a la familia de receptores a hormonas esteroides, cuyos
miembros regulan la expresion de genes en respuesta a la union con su ligando
(Kastner et al., 1990). ElI RP es un factor de transcripcion que regula la expresion
de genes a través de la interaccion con los elementos de respuesta a P4 (ERP),
localizados principalmente en la regién promotora de los genes regulados por P4.
El RP presenta dos isoformas: una larga denominada B (108-120 KDa) y una corta
denominada A (80-94 KDa) (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000). Ambas
isoformas se generan a partir del mismo gen pero son reguladas por distintas
regiones promotoras; las caracteristicas de estas isoformas se describiran mas
adelante.

En los mamiferos y especificamente en el humano el gen del RP esta
localizado en el cromosoma 11p22-23, el tamafo de éste es de aproximadamente
90 kb y comprende 8 exones y 7 intrones (Fig. 6) (Misrahi et al,, 1993). La
homologia entre los genes del RP de humano y el de rata es de un 85% vy la
identidad entre las proteinas es de un 96% (Park-Sarge y Mayo, 1994).
Estructuralmente, las isoformas del RP estan compuestas por cuatro dominios que

llevan a cabo las siguientes funciones:
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Figura 6. Estructura del gen del RP humano. A) Se esquematiza el RP del humano
(hRP). La secuencia de aminoacidos del hRP esta dividida en 4 dominios: el dominio
amino terminal sefialado en color gris oscuro, el dominio de unién al DNA sefalado en
color blanco, el dominio bisagra sefialado en color negro y el dominio de unién al ligando
(LBD) senalado en color gris claro. Las funciones de cada uno de estos dominios se
describe en el texto. Las dos regiones altamente conservadas entre el RP del humano, el
pollo y la rata estan sefialadas con puntos. Los limites de los exones estan indicados con
lineas verticales gruesas de color negro que corresponden a las posiciones de los
aminoacidos, los cuales estan sefialados con numeros en la parte superior. B) Se
esquematiza el gen del hRP que contiene dos regiones promotoras, 8 exones y 7
intrones, en donde los exones del 1 al 8 estan sefalados con la letra E mayuscula y el
numero correspondiente a cada exdn. El tamano de cada exon esta indicado en el texto.
Los intrones estan sefalados como lineas interrumpidas entre cada exén. La region
promotora 1 se encuentra ubicada de la posicion =711 a +31 y la 2 en la posicién +464 a
+1105. Se sefalan las dos posiciones de inicio de la traduccion (ATG) y la de término
(TGA) (Misrahi et al., 1993).
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Dominio NH, terminal (A/B): Se codifica a partir del exon 1 (2380 pb).
Participa en la regulacion de la transcripcién de genes blanco ya que contiene
funciones de transactivacion.

Dominio de union al DNA (C): Se codifica a partir de los exones 2 (152 pb) y
3 (117 pb). Participa en la dimerizaciéon con otro receptor y en la unién al DNA a
través de la presencia de dedos de zinc.

Dominio bisagra (D): Se codifica a partir del exdn 4 (306 pb). Participa en
procesos de estabilizacién del receptor por unién a proteinas de choque térmico
como Hsp90 y en la localizacion nuclear, ya que contiene el péptido senal de
localizacion nuclear (NLS).

Dominio de unién al ligando (E): Se codifica a partir de los exones 5 (145), 6
(131), 7 (158) y 8 (153 pb). Participa en la interaccion con el ligando y en la
regulacion de la transcripcion, ya que contiene una funcion de transactivacion.

El RP es una fosfoproteina cuya actividad puede ser regulada por
fosforilacion (Sheridan et al., 1989; Zhang et al., 1997). Existe evidencia de que la
regulacion de distintas vias de sefalizacion celular alteran la actividad y la
fosforilacion del RP (Beck et al., 1992; Takimoto et al., 1996), asi como de otros
receptores a hormonas esteroides (Ignar-Trowbirdge et al., 1992; Rogatsky et al.,
1999). Algunos de estos cambios se deben a alteraciones directas en la
fosforilacion del RP, mientras que otros parecen afectar a proteinas asociadas
(Rowan et al., 2000).

La fosforilacién es un evento muy importante para que se lleve a cabo la
transactivacion de genes mediada por P4. El hRP contiene 14 sitios de

fosforilacion (Fig. 7), de los cuales 10 han sido identificados mediante ensayos de
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fosforilacion in vitro e in vivo (Ser®, Ser®, Ser'®, Ser'®?, Ser'®, Ser?®, Ser”™,
Ser**®, Ser*®, Ser67®) y cuatro tnicamente por fosforilacion in vitro (Ser®, Ser'*°,
Thr**®, Ser®®) (Zhang et al., 1994 y 1995, Lange et al., 2000, Knotts et al., 2001).
Hasta ahora se sabe que la P4 induce la fosforilacién del RP en tres residuos que
son la Ser'®?, Ser®® y Ser*®® y que los residuos Ser®' Ser'®?,Ser'® y Ser“® son
sitios basales que incrementan su fosforilacion después del tratamiento con la
hormona (Zhang et al.,, 1994 y 1995). Hasta el momento se conoce que los
residuos Ser'® y Ser*® son fosforilados por las proteinas cinasas activadas por
mitdgenos 44 y 42 (MAPK-44 y MAPK-42) (Lange et al., 2000).

La fosforilacion de sitios especificos del RP esta acoplada a muiltiples
funciones del mismo, incluyendo localizacion nuclear en respuesta a la activacion
de MAPK, sinergismo transcripcional en presencia de P4 y regulacion a la baja por

accion del complejo ubiquitina-proteosoma 26S (Kazmi et al., 1993; Lange, 2004).
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Figura 7. Sitios de fosforilacion en el RP humano (hRP). Residuos de fosforilacion en
el hRP identificados hasta la fecha. Tomado de Knotts et al., 2001.
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En estudios recientes se reporté que la CDK2 regula la actividad del RP

en ausencia de progestinas a través de la fosforilacion de la Ser*®

(Pierson-
Mullany y Lange, 2004).

El receptor fosforilado presenta una alta afinidad por los ERP (Mahesh et
al., 1996; Beato et al., 1989), y como se mencioné antes, la P4 induce la
fosforilacion del receptor para que éste pueda ser funcional y pueda llevar a cabo
su efecto genémico. Sin embargo, la misma P4 induce la fosforilaciéon en serinas
como la 294, al fosforilarse este residuo se activa una via de degradacion del
receptor, mediante la via ubiquitina-proteosoma 26S. El proteosoma 26S es un
complejo multiproteinico que degrada proteinas poliubiquitinadas, y cuya
estructura y funcionamiento se detallaran mas adelante (Lange, 2000; Lange et al.,
2004).

Se ha detectado la presencia del RP en diferentes tejidos del aparato
reproductivo de distintos grupos de vertebrados; en las células de la granulosa del
ovario (Milgrom y Baulieu, 1970) en las trompas de Falopio, en la vagina, en el
testiculo (Terner, 1977); en las células de musculo de arterias uterinas (Perrot-
Applanat et al., 1988); asi como en el oviducto y bolsa de Fabricio de pollo
(Ylikomi et al., 1985; Gonzalez-Moran y Camacho-Arroyo., 1998). También se ha
localizado el RP tanto en tejido normal como neoplasico de glandula mamaria
(Pollow et al., 1977; Horwitz y McGuire., 1975) asi como en distintas areas del
cerebro tales como el hipotalamo, el area preoptica, el hipocampo y la corteza
cerebral (Camacho-Arroyo et al., 1998b). También se encuentra en el timo (Pearce

et al., 1983), islotes pancreaticos (Green et al., 1978); en células osteoblasticas

(Gunnet et al., 1999) y en el pulmén (Camacho-Arroyo et al., 1994).
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3.2.2. Isoformas del RP.

Como ya se menciond, se han identificado dos isoformas del RP, las
cuales se han denominado A (80-94 kDa) y B (108-120 kDa) (Fig. 8). La isoforma
A es la forma truncada de la isoforma B, ya que no contiene 164 aminoacidos en
la regiébn amino terminal que si contiene RP-B. Ambas isoformas se han
identificado en diversas especies de roedores, primates y aves (Guerra-Araiza y
Camacho-Arroyo, 2000), con excepcion del conejo, en el cual sélo se ha detectado
la isoforma B (Loosfelt et al., 1986).

En el ser humano y en la rata, ambas isoformas del RP son codificadas por
el mismo gen, pero se transcriben a partir de dos secuencias promotoras distintas,
una distal (que corresponde a la secuencia promotora de RP-B) y otra proximal
(que corresponde a la secuencia promotora de RP-A), que dan lugar a diferentes
mRNA (Kastner et al., 1990, Kraus et al., 1993) (Fig. 8).

Estudios bioquimicos indican que ambas isoformas tienen la misma afinidad
tanto por la P4 como por el ERP (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 transcripcion mediada por el RP no es igual cuando se forman
homodimeros o heterodimeros e interactian con agonistas y antagonistas
(Leonhardt et al., 1998).

Las isoformas del RP pueden tener diferentes funciones dependiendo del
tipo de célula, del gen blanco y del promotor (Tung et al.,, 1993). En muchos
sistemas celulares la isoforma RP-B actia como un activador transcripcional,

mientras que el RP-A funciona como un fuerte represor de la actividad
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transcripcional mediada 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). En el utero del raton se demostré que RP-A regula a los genes de la
calcitonina y anfiregulina, mientras que RP-B a los de histidina descarboxilasa y
lactoferrina (Mulac-Jericevic et al., 2000). En células T47D, derivadas de cancer
de mama, se observé que de 94 genes regulados por P4, 65 se regulan por medio
del RP-B, 4 por el RP-A y 25 por ambas isoformas (Richer et al., 2002).
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5 B AB c D E —3
1 15 737 842
744 1236 3543 pb
711 +31  +464 +737
. & e, K
Region promotora Region promotora
de RP-B de RP-A
5% 3
Prg;’efga AlB c D E 110-120 kDa
3 AF3 AF-1 AF-2
546 597 636 933 aa
5Y¥ 3
Prnte{;a AB C D E 72-86 kDa
RP- AF-1 AF-2
165 546 597 636 933 aa

Figura 8. Organizacion de las isoformas del RP. Los nimeros 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 transcripcion de las isoformas RP-B y
RP-A respectivamente; A-E: dominios funcionales del RP; ATG-B y ATG-A: Inicio de la
traduccion de RP-B y RP-A respectivamente; Met: Metionina; TGA: Codén de término de
la traduccién. AF: Funcion de activacion. Estan indicados los pesos moleculares para las
isoformas del RP de rata y humano, RP-A: 72-86 kDa y RP-B: 110-120 kDa (Kastner et
al., 1990; Fujimoto et al., 1997, Park-Sarge y Mayo 1994; Kraus et al., 1993).
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Se han detectado seis sitios de fosforilacién que son exclusivos para la
isoforma B del RP de humano (hRP) en los residuos Ser®®, Ser®®, Ser®', Ser'®,
Ser™ y Ser'® y ocho sitios de fosforilacion que son comunes para ambas
isoformas en los residuos Ser'®®, Ser’”®, Ser”® Ser’*®, Ser'®, Thr**°, Ser”™ y
Ser®’® (Knotts et al., 2001).

Se ha determinado que las diferencias en la actividad transcripcional de las

isoformas del RP se deben a distintos factores:

1.- La isoforma A carece de los primeros 164 aminoacidos presentes en la
isoforma B (Graham et al., 1995).

2.- La existencia de tres regiones con funciones de activacion (AF1, AF2 y
AF3). Las dos primeras estan presentes en ambas isoformas, mientas que AF3
solamente se encuentra en el RP-B (Giangrande et al., 1999) (Fig. 8).

3.- La presencia de una region con funcion inhibidora localizada en la region
adyacente a AF que sélo es funcional en RP-A. Estudios recientes han
demostrado que esta regién bloquea la activacidon de la transcripcion mediada por
AF1 y AF2, pero no por AF3, presente en RP-B (Huse et al., 1998; Wen et al,,
1994).

4. Los homodimeros son mas estables que los heterodimeros. En cuanto a
la actividad, los homodimeros B:B son mejores activadores de la transcripcién que
los heterodimeros B:A, mientras que los homodimeros A:A son los que presentan
la menor actividad transcripcional (Leonhardt et al., 1998).

5.- EI RP humano es fosforilado al menos en catorce residuos, seis de estos

sitios solo se encuentran en el RP-B mientras que los otros ocho los comparten
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ambas isoformas (Knotts et al., 2001). La diferente distribucién y regulaciéon de
estos sitios de fosforilacion en las isoformas del RP puede conferirles diferentes
estados conformacionales, que los pueden hacer mas o menos afines por las
secuencias blanco y regular la transcripcion de un gen.

6.- RP-A presenta mayor afinidad por el correpresor SMRT mientras que
RP-B tiene mayor afinidad por el coactivador SRC-1. Por otro lado, RP-A es
incapaz de reclutar eficientemente a los coactivadores transcripcionales como la
proteina que interactia con el receptor a glucocorticoides-1 (GRIP-1) y SRC-1
(Giangrande et al., 1999).

Estas observaciones llevan a sugerir que una alteracion en la expresiéon o
en la actividad de las isoformas del RP puede tener importantes consecuencias en
la capacidad de respuesta a la P4.

La tasa de expresion de las dos isoformas varia en diferentes érganos y
tejidos blanco (Ing et al., 1993, Graham y Clarke, 1997; Camacho-Arroyo, 2003), lo
que sugiere que la expresion diferencial puede ser critica para la respuesta celular
a la P4 (Camacho-Arroyo et al., 1998).

El RP-A es predominante en el utero de roedores (llenchuck y Walters,
1987) asi como en el sistema reproductivo de monos y humanos (Duffy et al.,
1997, Mote et al., 1999), mientras que RP-B es mas abundante en el area

preoptica de la rata (Guerra-Araiza et al., 2003).
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3.2.3. Regulacion de la expresion del RP.

El mRNA del RP es regulado de manera positiva por estrogenos y de
manera negativa por P4 en muchos tejidos blanco, como el utero y el hipotalamo
(Graham et al., 1997, Camacho-Arroyo et al., 1994 y 1996, Mendoza-Rodriguez et
al., 1999).

La regulacién positiva del RP por estrogenos se debe a que en el promotor
del gen de este receptor se han determinado elementos de respuesta a
estrogenos (ERE). Por ejemplo en la rata se ha determinado que en la region del
promotor para RP-A existen 2 ERE, uno completo que contiene una secuencia
palindrome que varia en dos nucleétidos de la secuencia consenso, ubicado en la
posicion +615/637 del gen del RP y otro sitio mas que unicamente contiene la
mitad del ERE en la posicion +462/+466 (Kraus et al., 1993a). En la region del
promotor para RP-B no se han detectado ERE consenso, sin embargo se han
determinado sitios de unién al factor de transcripcién conocido como proteina
especifica 1 (Sp1) en la posicion —49/-41 (Kraus et al., 1993), que puede actuar
junto con el RE (Salvatori et al., 2003, Khan et al., 2003) para promover la
transcripcion del RP.

En la rata, los mecanismos moleculares involucrados en la regulacién
negativa de la trascripciéon del gen del RP por P4 son hasta el momento
desconocidos. Es posible que en tal regulaciéon participen otras proteinas, dada la
carencia de elementos de respuesta a P4 (ERP) en el gen del RP (Kraus et al.,

1993a, Savouret et al., 1991).
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La tasa de expresion de las isoformas del RP varia en funcion del tipo de
tejido, en respuesta a los estimulos hormonales y de acuerdo a la etapa de
desarrollo en la que se encuentre el organismo. En ratas recién nacidas se ha
reportado una expresion diferencial de las isoformas del RP en la corteza
cerebral, en el area preoptica y en el hipotalamo, ya que la isoforma predominante
es la RP-B, pero esta expresion se modifica alrededor del dia 12 después del
nacimiento, cuando la isoforma predominante es la RP-A (Kato et al., 1993). En el
cerebro del pollo, el contenido de ambas isoformas del RP aumenta durante los
dias 8 y 13 del desarrollo embrionario y en recién nacidos (Camacho-Arroyo et al.,
2003). La expresion de RP-A en el hipotalamo es mayor en las ratas macho
adultas intactas que la observada en los animales prepuberes, mientras que en el
area preoptica, el cerebelo, la corteza frontal, el hipocampo y el bulbo olfatorio
ambas isoformas se expresaron de manera similar (Guerra-Araiza et al., 2001).

En el Gtero de roedores y primates la tasa de expresion de RP-A varia
durante los ciclos reproductivos (llenchuk y Walters, 1987; Mangal et al., 1997 y
Duffy et al., 1997, Mote et al., 1999). Para el caso de la mujer se sabe que la
expresion de ambas isoformas alcanza su maximo durante la fase preovulatoria
del ciclo menstrual cuando las concentraciones de E son elevadas y las de P4
bajas; sin embargo, la tasa de expresion RP-A:RP-B es de 10:1 durante la primera
semana del ciclo (niveles de E y P4 bajos); en los dias 9 a 13 es
aproximadamente de 5:1 (niveles de E altos y P4 bajos ); en los dias 14-16 es 2:1
(niveles altos de P4 y E) y hacia el final del ciclo RP-B es practicamente

indetectable (niveles bajos de E y P4) (Mangal et al., 1997).
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En la hipdfisis de la rata se han reportado cambios en la expresion de las
isoformas del RP durante el ciclo estral, siendo notorio el aumento de la expresion
de ambas isoformas en la manana del proestro (Szabo et al., 2000).

Se han observado claras diferencias en la regulaciéon de la expresion del
mRNA de las isoformas del RP (Camacho-Arroyo et al., 1998; Guerra-Araiza et al.,
2000). En el hipotdlamo de ratas ovariectomizadas, la expresion del mRNA de
ambas isoformas del RP fue inducida por estrégenos y reducida por la P4, y en el
area preoptica estos cambios sélo se presentaron en RP-B, mientras que en el
hipocampo la isoforma que presentd induccién con estrogenos fue RP-A sin que la
P4 tuviera efectos en la expresion de ambas isoformas (Camacho-Arroyo et al.,
1998b). Las proteinas de ambas isoformas se regularon positivamente por E en el
hipotalamo y en el area predptica, mientras que la P4 reguld negativamente a
ambas isoformas en el hipotalamo mas no en el area predptica. En el hipocampo
solo el contenido de RP-A se incremento por E y disminuyé por P4 (Guerra-Araiza
et al., 2003). En el ciclo estral de la rata el MRNA del RP-B fue predominante en el
hipotalamo en el dia del proestro, mientras que el contenido mas bajo de la
proteina de ambas isoformas se detecté durante el diestro. En el hipocampo no se
detectd una diferencia importante entre la expresion del mRNA y de las proteinas
de las isoformas del RP (Guerra-Araiza et al., 2000 y 2003). En varios sistemas
celulares in vitro, se ha reportado que la P4 regula negativamente a su receptor a
nivel de su degradacioén por el proteosoma 26S (Lange, 2000; Turgeon y Waring,

2000; Shen et al., 2001; Lange et al., 2004).
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3.3. El sistema ubiquitina-proteosoma.

3.3.1. Ubiquitinacion, estructura del proteosoma y mecanismo de

accion.

La via del proteosoma-ubiquitina degrada diversas proteinas celulares con
gran especificidad. Para que esta via sea eficiente, una maquinaria de
ubiquitinacién altamente compleja y elaborada es empleada para reconocer
selectivamente sustratos especificos. La ubiquitina estd constituida por 76
aminoacidos y su secuencia primaria esta altamente conservada desde levaduras
hasta mamiferos, lo que resulta en una estructura terciaria idéntica (Vijay-Kumar et
al., 1987).

La ubiquitina se une a una proteina blanco por un enlace isopeptidico
formado entre el grupo amino de la lisina y un residuo de glicina del extremo C-
terminal de la ubiquitina por una serie de enzimas conjugadas a la ubiquitina, E1,
E2V E3.

En el primer paso de la cascada de conjugacién de ubiquitinas, el grupo
carboxilo de la Gly 76 de la ubiquitina es activado por la enzima activadora de
ubiquitina (E1). Este paso involucra la hidrolisis de ATP a Ppi para generar el
intermediario adenilato de ubiquitinil unido a la enzima E1. Subsecuentemente un
residuo de Cys en el sitio activo de E1 se une covalentemente a la ubiquitina a
través de un enlace tioester de alta energia con la consecuente liberacion de AMP.
Después de la activacion, la ubiquitina activada es transferida por transacilacion al
grupo tiol de un residuo de cisteina en el sitio activo de proteina acarreadora de

ubiquitina o enzima conjugadora de ubiquitina (E2). El dltimo paso ocurre por la
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transferencia de la ubiquitina de E2 a E3, la cual acepta a la ubiquitina a través de
un enlace tiol y después la transfiere a la proteina sustrato. El ciclo se repite hasta
que la proteina esta marcada con una cadena de moléculas de ubiquitina. Esta
cadena se une al proteosoma, lo cual permite que las enzimas cercanas abran el
proteosoma para poder introducir la proteina marcada a la camara proteolitica,
donde otras enzimas la fragmentaran (Fig. 9). En algunos casos, sin embargo,
parece que la E2 transporta la ubiquitina directamente a una proteina sustrato
para formar un enlace amido-isopéptido entre el grupo carboxilo de la Gly 76 de la
ubiquitina y el grupo e-amino de un residuo interno de Lys en la proteina sustrato
(Myung et al., 2001).

Diversos estudios han demostrado la importancia de las proteinas que
participan en la ubiquitinacién para la viabilidad celular; por ejemplo la levadura
presenta una sola E1 llamada UBA1 y la inactivacion de este gene es letal
(Hatfield y Vierstra, 1992).

Es importante saber que la selectividad y especificidad de este sistema
estan determinadas por dos distintos grupos de proteinas: 1) E3 y 2) proteinas
auxiliares. Primero, dentro del sistema de ubiquitina, los sustratos pueden ser
especificamente reconocidos por una E3 apropiada como un prerrequisito para su
ubiquitinacion. En muchos casos, los sustratos no son reconocidos directamente
por una E3. Sin embargo la E3 puede ser activada por una modificacién post-
traduccional que permite una forma activa que reconoce al sustrato (Hershko y

Ciechanover, 1998; Fig. 9).
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Ademas de las E3, enzimas (como las cinasas), proteinas auxiliares o
secuencias de DNA las cuales se unen al sustrato, también tienen un papel
importante en el proceso de reconocimiento.

El proteosoma es un complejo macromolecular de ~2.5 MDa, constituido al
menos por 32 diferentes subunidades que se encuentran conservadas en los
eucariontes. La estructura general puede ser dividida en dos subcomplejos
mayores: la subunidad 20S que es el nucleo del proteosoma y posee la actividad
proteolitica (Heinemeyer y Wolf, 2000) y las subunidades reguladoras 19S (Coux,

1996).

el
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Figura 9. La via ubiquitina-proteosoma. A) Conjugacion o unién de ubiquitina a una
proteina blanco de manera que la proteina marcada sea reconocida especifica y
eficientemente, para ser degradada por el proteosoma 26S. B) Degradacion de la proteina
marcada por el proteosoma 26S. 1)Activacion de la ubiquitina por E1. 2)Transferencia de
la ubiquitina activada de E1 a un miembro de la familia E2. 3)Transferencia de la
ubiquitina activada de E2 a una E3 especifica. 4)Formacion de un complejo E3-sustrato y
biosintesis de una cadena de poliubiquitina. 5)Union del sustrato poliubiquitinado a la
subunidad 19S del complejo del proteosoma y la degradacion del sustrato a péptidos
pequefios por el proteosoma 20S. 6)Reciclaje de las moléculas de ubiquitina por la

accion de otras enzimas (Ciechanover, 1998).
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El proteosoma 26S degrada proteinas poliubiquitinadas a péptidos
pequenos. La particula central 20S es una estructura en forma de barril compuesta
por cuatro anillos, dos anillos o externos y dos anillos f internos (Coux et al., 1996,
Hershko y Ciechanover, 1992) (Fig. 10). En eucariontes, los anillos o y B estan
constituidos por siete distintas subunidades, dando como resultado el complejo
20S con una estructura general a4.7B1.7P1.7011.7.

Los sitios cataliticos estan localizados en algunas subunidades f; cada
extremo de la estructura cilindrica 20S esta cubierto por una particula reguladora
19S. Una funcién importante de la estructura 19S es reconocer proteinas
ubiquitinadas y otros sustratos potenciales de degradacion por el proteosoma. Una
segunda funcion de la subunidad 19S es abrir un orificio en el anillo a que
permitird la entrada del sustrato en la estructura proteolitica. Debido a que las
proteinas plegadas no pueden ser capaces de entrar al proteosoma 20S, se
asume que la subunidad 19S es la responsable de desdoblarlas e introducirlas a la
particula catalitica 20S. Tanto la apertura del canal como el desdoblamiento de las
proteinas sustrato requiere de un gasto de energia, la cual es aportada por la
particula reguladora 19S que contiene seis diferentes ATPasas (Braun et al., 1999,
Horwich et al.,, 1999). Después de la degradacion del sustrato, se generan
péptidos pequenos y las moléculas de ubiquitina se liberan como moléculas

reutilizables.
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AlPases
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26S proteasome

Figura 10. Estructura general del proteosoma. El proteosoma es un complejo

multicatalitico formado por nucleo catalitico 20S y por las subunidades reguladoras 19S.

La protedlisis de una gran variedad de proteinas celulares mediada por la
via ubiquitina-proteosoma juega un papel importante en muchos procesos
celulares basicos, como la regulacion del ciclo celular, la divisién celular,
diferenciacion y desarrollo involucrados en la respuesta celular al estrés y a
efectores extracelulares, morfogénesis de redes neuronales, modulacién de
receptores de superficie celular, canales idnicos y la via secretora, reparacion del
DNA, regulacion transcripcional, silenciamiento transcripcional, memoria a largo
plazo, ritmos circadianos, regulacion de la respuesta inmune e inflamatoria, y la

biogénesis de organelos (Ciechanover, 1998; Glickmann y Ciechanover, 2002).
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La lista de proteinas celulares que son blanco de ubiquitinacién va en
aumento; dentro de éstas se encuentran las ciclinas, inhibidores de cinasas
dependientes de ciclinas, proteinas involucradas en la separacion de cromatidas
hermanas,  proteinas supresoras de tumores, asi como activadoras
transcripcionales y sus inhibidoras. Los receptores de superficie celular y proteinas
de reticulo endoplasmico también son blanco de este sistema. Particularmente las
proteinas mutadas, desnaturalizadas y/o mal plegadas son reconocidas vy
removidas eficientemente por este sistema (Goldberg, 2003). Finalmente, se ha
visto que los receptores nucleares a hormonas esteroides también son blanco del
proteosoma (Dennis et al., 2001). Este sistema es clave en el control de calidad de
proteinas, en los mecanismos de defensa y en la homeostasis celular.

El mecanismo proteolitico del proteosoma ha sido relativamente dificil de
entender, en gran medida porque sus subunidades no muestran homologia en sus
secuencias con otras proteasas comunes.

Estructuralmente, la subunidad 20S esta formada por cuatro anillos, cada
uno de siete subunidades. Los dos anillos B internos tienen la actividad proteolitica
de tripsina, quimiotripsina y de peptidilglutamil hidrolasa (PGPH) (Cardozo, 1993;
Orlowski y Wilk, 2000), mientras que los dos anillos o son el sitio de unién para la
subunidad reguladora 19S (Glickman y Ciechanover, 2002). Estudios estructurales
y de mutagénesis han revelado que las treoninas presentes en el extremo amino-
terminal de las subunidades f tienen una funcién catalitica nucleofilica. Esto en
contraste con otras proteasas, como las proteasas de cisteina y serina, que

utilizan un aminoacido interno como nucleéfilo (Myung et al., 2001). En estudios
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realizados para mapear los sitios activos de las subunidades cataliticas del
proteosoma 20S han revelado que la subunidad 1 es responsable de la actividad
de PGPH o caspasa (Hilt et al., 1993, Enenkel et al., 1994), 35 provee la actividad
de quimiotripsina y B2 es necesaria para la actividad de tripsina (Dick et al., 1998,

Heinemeyer et al., 1993, Salzmann et al., 1999) (Fig. 11).

closed channel

a-ring
Proteolytic sites:
p-ring ® chymotrypsirdike
® caspasellke
{3-ring ® bypsin-ike
a-ring

4~ N-termini of
1\ a-subunits

opened channel
Figura 11. Subunidades cataliticas del proteosoma 20S. Los anillos heptaméricos 3 se
encuentran en el interior de la camara del proteosoma 20S, estas subunidades son las
que poseen la actividad catalitica de quimiotripsina, tripsina o PGPH o caspasa, las
subunidades de los anillos o participan en el ensamblaje del complejo 26S (Kisselev y

Goldberg, 2001).
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Basado en la alta homologia en secuencias las subunidades cataliticas
entre los proteosomas de levaduras y de mamiferos, la subunidad X (la
contraparte de mamifero a la subunidad B5 de levadura) tiene la actividad de
quimiotripsina, Y (la contraparte de mamifero a la subunidad 1 de levadura) tiene
la actividad de PGPH, y Z (la contraparte de mamifero a la subunidad B2 de
levadura) para la actividad de tripsina (Orlowski y Wilk; 2000). En general, estas
asignaciones concuerdan con extensos estudios utilizando inhibidores de este
sistema de degradacion. Cada uno de los sitios activos contenidos en las
subunidades B preferencialmente corta después de un aminoacido diferente: 31
corta después de un aminoacido acido o un hidrofébico pequefio, B2 corta
después de residuos basicos o hidrofébicos pequenos, mientras que 5 corta el
enlace peptidico después de residuos hidrofébicos (Dick et al., 1998).

Se ha demostrado que el sitio activo nucleofilico es el grupo hidroxilo de la
treonina terminal de la subunidad B del extremo N-terminal. Existen evidencias que
apoyan este mecanismo en células de eucariontes a partir de experimentos con
lactacistina y lactonas que son inhibidores del proteosoma en mamiferos. Estos
inhibidores se unen a la treonina terminal en la subunidad B por medio de un
ataque nucleofilico.

Se ha incrementado la evidencia de que el proteosoma es una estructura
dinamica que forma mudltiples interacciones con subunidades asociadas
transitoriamente y con factores celulares necesarios para distintas funciones,
como la localizacién celular, presentaciéon de sustratos, interacciones sustrato

especificas o generacién de distintos productos.
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Tomando en cuenta que es numerosa la cantidad de proteinas blanco para
el sistema del proteosoma-ubiquitina, no es sorprendente que las aberraciones o
los errores que se pueden presentar en esta via estén implicados en muchas
patologias humanas. Recientemente se ha demostrado que el sistema del
proteosoma esta involucrado en padecimientos como las enfermedades de
Parkinson, Alzheimer, Huntington y esclerosis lateral amiotréfica (Ciechanover y
Brundin, 2003). En algunos casos la relacion entre el sistema proteolitico y la

patologia resultante es directa, mientras que en otras es menos evidente.

3.3.2. Inhibidores del proteosoma.

Desde que se purificd y caracterizé bioquimicamente el proteosoma, ha
sido necesario el desarrollo y el uso de inhibidores de origen natural y sintéticos
capaces de bloquear la actividad proteolitica de este sistema y asi determinar cual
es su mecanismo de accion, asi como de poder dar un significado fisiolégico de
este sistema en la célula (Tabla 2).

El inhibidor del proteosoma natural mas conocido y utilizado es la
lactacistina, es un metabolito de Streptomyces lactacystinaeus, que ha sido
utilizado para inhibir la progresion del ciclo celular (Fenteany et al.,, 1994);
posteriormente se demostrd6 que es capaz de inhibir el proteosoma
especificamente por una modificacion irreversible en la treonina amino-terminal de
las subunidades B (Fenteany et al., 1995).

La epoxomicina es un miembro de la familia de los péptidos o'p'-

epoxicetonas. Este compuesto también es capaz de inhibir al proteosoma de
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manera especifica (Sin et al.,, 1999; Meng., 1999). Aunque la lactacistina y la
epoxomicina son los inhibidores naturales del proteosoma mejor conocidos por su
potencia y especificidad, existen otros compuestos como la gliotoxina que también
bloquea la actividad de quimiotripsina del proteosoma (Kroll et al., 1999).

Existen distintos tipos de inhibidores del proteosoma sintéticos, entre éstos
se encuentran las benzamidas, las a-cetoamidas, los péptidos aldehidos, los
péptidos a-cetoaldehidos, las vinil sulfonas y los acidos borénicos. Dentro de los
inhibidores sintéticos mas ampliamente utilizados se encuentran los péptidos
aldehidos que tienen la capacidad de inhibir la actividad de proteasas de serina y
cisteina. Debido a que el grupo funcional aldehido es susceptible a ser atacado
nucleofilicamente por los grupos hidroxilo o tiol y a que el proteosoma emplea el
grupo hidroxilo de la serina que se encuentra en su extremo amino-terminal como
un nucledfilo.

Después de la union al sitio activo del proteosoma 20S, los péptidos
aldehidos forman un enlace covalente hemiacetal que es reversible bajo
condiciones fisiolégicas; ya que los péptidos aldehidos pueden ser facilmente
preparados y utilizados, los investigadores han disefiado multiples inhibidores con
alta potencia, asi como con alta selectividad para bloquear la actividad de
quimiotripsina del proteosoma 20S. Algunos ejemplos son el MG115, el MG132
(Rock et al., 1994), y el PSI (Wilk y Figueiredo-Pereira, 1993) que son potentes
inhibidores, permeables y selectivos de quimiotripsina, y que han sido
ampliamente usados en el estudio de la funciéon del proteosoma en diversos

procesos celulares (Vinitsky et al., 1994).
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3.3.3 El proteosoma 268 y la degradacion de receptores nucleares.

Recientemente se ha demostrado que varios miembros de la familia de los
receptores nucleares son degradados por el sistema del ubiquitina-proteosoma de
manera dependiente de ligando. La sefnal para ﬁwe una proteina sea degradada
no esta bien determinada, aunque la fosforilacion en residuos de aminoacidos
especificos o la union de proteinas cofactoras a los receptores puede conducir a la
degradacion por el proteosoma 26S. La activacion y la degradacion son
mecanismos ciclicos, los cuales participan en un control estricto en diversos
procesos celulares (Dennis et al., 2001).

El proceso de degradacion involucra la pérdida de proteinas y requiere de
gasto de ATP celular. Se ha visto que una de las funciones importantes en la que
participa el proteosoma 26S es la eficiente y apropiada regulacion de la
transcripcién. Una de las posibles razones de la degradacién de los receptores
nucleares es prevenir la sobreestimulacion hormonal o de otras sefales. El
recambio de los receptores nucleares también puede regular el reinicio del aparato
transcripcional y la preparacion para una subsecuente respuesta a otros estimulos
o necesidades de la célula.

Se ha visto que la via de degradacion del sistema ubiquitina-proteosoma
altera la actividad transcripcional de algunos de los receptores nucleares como el
receptor a Vitamina D, el receptor a hormonas tiroideas, el receptor a acido
retinoico, el RE y el RP (Nawaz et al., 1999; Lange y Shen, 2000; Masuyama y
MacDonald, 1998; Zhu et al., 1999). Existe evidencia de que la degradacion de los

receptores nucleares a hormonas esteroides hace posible el reciclaje de los
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componentes del complejo receptor-cofactor y de la maquinaria basal de
transcripcion (McKenna et al., 1998).

Se ha demostrado que no sélo los receptores nucleares son ubiquitinados y
degradados por el proteosoma, también se ha visto que correpresores como N-
CoR y SMRT (Perrissi et al., 2004), y miembros de la familia de coactivadores a
hormonas esteroides (SRC), CBP y E6-AP son ubiquitinados (Zhang et al., 1998;
Lonard et al., 2000; Yan et al., 2003).

En publicaciones recientes se ha reportado que la ubiquitinacion esta
acoplada a la actividad de otros factores de transcripcion (Kim y Maniatis, 1996,
Chen et al., 1996, Tang et al., 1997; Li et al., 1997). Esta evidencia sugiere que la
via del proteosoma es critica para la transcripcion mediada por receptores a
hormonas esteroides (Dennis et al., 2001).

Es posible entonces que la degradacién de receptores nucleares y
cofactores a través de la via del proteosoma 26S pueda ser la forma en la que se
desensamble y reensamble el complejo de activacion del inicio de la transcripcién,
ademas la hipétesis de degradacion del complejo receptor-coactivador sugiere que
el recambio de sus componentes debe ser continuo y dinamico. Cada nuevo
complejo formado requerira concentraciones suficientes de ligando para
interaccionar con su receptor, una cantidad suficiente de receptor y una adecuada
concentracion de coactivadores para mantener la expresion de los genes
regulados por los receptores nucleares en respuesta a los niveles hormonales

apropiados o estimulos recibidos por la célula (Dennis et al., 2001).
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3.3.3.1. Regulacion del RP por el proteosoma 26S.

Se sabe que la fosforilaciéon de receptores a hormonas esteroides modifica
su actividad transcripcional. Los eventos de fosforilacion y desfosforilacion pueden
servir para regular al receptor, integrando senales de otras vias por la alteracion
de la localizacion subcelular, interacciones proteina-proteina o la propia
degradacion del receptor (Knotts et al., 2001; Rao et al., 1987; Takimoto y Horwitz,
1993; Zhang et al., 1994; Weigel, 1996).

En células de cancer de mama, se ha visto que la actividad de MAPKs
aumenta; particularmente la activacion de p42 y p44 hace que aumente la
actividad transcripcional del RP en presencia de progestinas, sin embargo este
estimulo también es capaz de disparar su rapida degradacion por el sistema
ubiquitina-proteosoma (Pierson-Mullany et al., 2003).

Se ha caracterizado el papel de la fosforilacion del RP en el residuo Ser”®
por MAPK en la degradacion del receptor por el sistema ubiquitina-proteosoma
(Lange et al., 2000), en el RP este sitio se encuentra dentro de una “caja de
destruccion” de 9 aminoacidos, posteriormente se une covalentemente una (o
varias) moléculas de ubiquitina a residuos de lisina del RP. La especificidad de la
fosforilacion como una senal para la ubiquitinacion y degradacion del PR por el
proteosoma 26S ha sido confirmada a través de ensayos de mutacion de los
residuos de Ser 294, 344 y 345 por Ala, en células T47D tratadas con progestinas
(R5020) observando que sélo la mutacion en el sitio 294 es capaz de bloquear
completamente |la degradaciéon del RP mediada por su ligando, mientras que las

mutaciones en las Ser 344 y Ser 345 no tuvieron efecto (Shen et al., 2001). En
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ensayos de coinmunoprecipitacién se observé que el RP con la mutacion S294A
no es capaz de ubiquitinarse y por lo tanto de ser degradado por el proteosoma
(Lange et al., 2000).

De manera interesante, se ha observado que después de la unién con su
ligando, la subsecuente fosforilacion del residuo de Ser 294 por MAPK se
promueve la exportacion del receptor desde el nucleo hacia el citoplasma para ser

degradado por el proteosoma (Qiu et al., 2003) (Fig. 12).

AMP Ubiquitina (Ub)
ATP
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Figura 12. Degradacion del RP por el proteosoma 26S. El RP es fosforilado por las
MAPK's ERK42 y REK44, esto sirve como sefal para su ubiquitinacion, de esta manera el

RP ubiquitinado es reconocido para su degradacion por el proteosoma 268S.
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Se ha demostrado que el RP se localiza preferencialmente en el nicleo en
presencia de factores de crecimiento (GF), lo cual promueve la permanencia del
RP, previene la degradacion del receptor e induce la actividad transcripcional; se
ha visto que los GF por si mismos son capaces de activar al RP de manera
independiente del ligando (Shen et al., 2001, Richer et al., 1998), de modo que la
localizacion nuclear del RP en respuesta a GF puede funcionar mas
eficientemente en presencia de P4, antes de su degradacion citoplasmica.

Sin embargo, existen diversos mecanismos por medio de los cuales los
receptores a hormonas esteroides pueden entrar y salir del ndcleo (Guiochon-
Mantel et al., 1989, Guiochon-Mantel et al., 1991, Guiochon-Mantel et al., 1994,
Tyagi et al., 1998) de modo que la activacion y degradacion del receptor en
respuesta a estimulos hormonales esta finamente controlada (Qiu y Lange, 2003).

Por otro lado, se ha visto que en células de la hipofisis, el RP es inducido
por E2 y regulado negativamente por P4, dicha regulacion negativa esta mediada
por el sistema de del proteosoma 26S ya que ésta fue bloqueada al administrar el
inhibidor, MG132 en una concentraciéon de 1uM (Turgeon y Waring, 2000).

Recientemente se reportd la participacién del proteosoma 26 en la
regulacion del RP en el cerebro de la rata, observando que al administrar el
inhibidor del proteosoma, PSI (300 pg/100g de peso, ip.) aumentd
significativamente el contenido del receptor en el area predptica y en el
hipocampo. El incremento en el contenido de RP-A y RP-B después de la
administracion de PSI fue, en el area predptica de ~90% y en el hipocampo de

50%. De manera interesante, el PSI no modificd el contenido del RP en la corteza
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cerebral de la rata, lo cual sugiere que el proteosoma esta participando en el
recambio del RP in vivo de manera especifica en diferentes regiones del cerebro
de la rata (Camacho-Arroyo et al., 2002).

La degradacion del RP por el proteosoma 26S tiene consecuencias muy
importantes en la regulacion de la conducta sexual de la rata hembra.
Recientemente nuestro grupo reportdé que la administracion sistémica de dos
inhibidores del proteosoma 26S: el PSI, que es un inhibidor reversible de
proteasas con actividad de quimiotripsina; y el TLCK, un inhibidor irreversible de
proteasas de serina, bloque6 la inhibicion secuencial de la conducta sexual de la
rata hembra oviariectomizada. Este efecto se correlacioné con un incremento en el
contenido de ambas isoformas del RP en el hipotalamo y el area preoptica,
sugiriendo que la carencia de efectos conductuales de la P4 durante la inhibicién
secuencial es debida a una degradacion del RP por el proteosoma 26S inducida

por su ligando natural (Gonzalez-Flores et al., 2004).

3.4. El ciclo estral de la rata.

Los ciclos reproductivos de los mamiferos estan definidos generalmente por
el tipo de ovulacién que presentan: la ovulacién refleja y la ovulacién ciclica. Los
mamiferos con ovulacién refleja, requieren de la cdpula para ovular y la presentan
el conejo y el gato, entre otros (Ramirez y Beyer, 1985). La ovulacién ciclica
puede clasificarse dependiendo de la respuesta del epitelio uterino a la

estimulacién hormonal en los ciclos menstrual y estral.
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El ciclo estral es el ciclo reproductivo de la rata y esta constituido por cuatro
etapas: proestro, estro, metaestro y diestro, en los cuales varian las
concentraciones de E2 y P4 (Fig.13). Durante el ciclo menstrual las capas
superficiales del endometrio se desprenden acompanadas de una hemorragia
(menstruacién), mientras que en el ciclo estral, el desprendimiento de las células
endometriales no provoca esta hemorragia. El ciclo estral se presenta en distintas

especies de roedores y se divide en varias etapas (Freeman, 1988).
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Figura 13. Niveles plasmaticos de E2 y P4 durante el ciclo estral de la rata (Freeman,
1988).

El ciclo estral de la rata se divide en cuatro etapas (proestro, estro,
metaestro y diestro) que se caracterizan de acuerdo a la concentracion de E2, P4,
FSH y LH y por la abundancia de diferentes tipos celulares que se encuentran en

un frotis vaginal. La duracién media del ciclo estral se ha considerado entre 4.4-
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4.8 dias (Freeman, 1988). Durante el estro y el metaestro la concentracion de E2
en sangre es basal (~20 pg/ml), mientras que en la noche del diestro se presenta
un incremento (~40 pg/ml) hasta alcanzar su concentracién maxima (>50 pg/ml) al
medio dia del proestro (Freeman, 1988) (Fig. 13). Este incremento activa la
liberacion de la GnRH por el hipotalamo que a su vez desencadena la secrecion
de la LH por la hipéfisis. Durante la tarde del proestro la concentracion de E2
disminuye rapidamente hasta alcanzar valores basales en las primeras horas de la
manana del estro (Freeman, 1988).

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

concentraciones basales en la tarde de ese mismo dia (Freeman, 1988) (Fig. 13).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que la P4 ejerce multiples acciones fisiolégicas en distintos tejidos.
En el cerebro participa en la regulacién de la respuesta sexual, la excitabilidad
neuronal, la ovulacién y la neuroproteccion.

La via de accién gendmica de la P4 esta directamente relacionada con la
interaccion con su receptor nuclear. En algunas regiones del cerebro de la rata
como el hipotalamo y el area preodptica la expresion del RP se regula
positivamente por el E2 a nivel del mRNA, y negativamente por P4 a nivel de la
proteina.

Se ha demostrado en estudios in vitro que el RP es blanco del sistema de
degradacién ubiquitina-proteosoma, en células T-47D y en células de la pituitaria
la ubiquitinacién y degradacion del RP por el proteosoma es inducida por su
ligando.

Existe evidencia in vivo de que el proteosoma 26S esta involucrado en la
degradacién del RP en ratas ovariectomizadas y tratadas con E2 y P4. Se ha
demostrado que factores importantes en la regulacién del RP como el RE, el
coactivador SRC-1 y el correpresor SMRT son ubiquitinados y degradados por el
proteosoma 26S in vitro.

Para tener un acercamiento fisiolégico sobre la regulacion de estas
proteinas se determind su contenido en diferentes regiones cerebrales de ratas
que fueron tratadas con el inhibidor del proteosoma MG132 durante la noche del

proestro, cuando se encuentran elevados los niveles de P4.
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V. HIPOTESIS

Si la degradacién del RP estd mediada por el proteosoma 26S en
condiciones fisiologicas, entonces al administrar un inhibidor del mismo durante el
proestro cuando los niveles de P4 son mas altos, no se reducira el contenido del
RP por accion de la P4.

Ademas, factores involucrados en la regulacion del RP, como el RE vy
cofactores como SRC-1 y SMRT, que se sabe son degradados por el proteosoma
in vitro se mantendran estables al inhibir al proteosoma 26S en condiciones

fisiolégicas.

VI. OBJETIVOS
6.1 GENERAL
- Determinar el papel del proteosoma 26S en la regulacién del contenido del RP,
RE y proteinas correguladoras en diferentes regiones del SNC durante el ciclo

estral de la rata.

6.2 PARTICULARES

- Determinar si el contenido del RP en el hipotalamo, area predptica e
hipocampo del cerebro de la rata se modifica al administrar un inhibidor del
proteosoma 26S en la etapa del proestro del ciclo estral.

- Determinar si el contenido de las isoformas del RP, RE, del coactivador SRC-1
y el correpresor SMRT se modifica al inhibir el proteosoma 26S en diferentes

regiones del SNC.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1. Animales de experimentacion.

A lo largo de este estudio se utilizaron ratas adultas hembras de la cepa.
Sprague Dawley de 250 g de peso, que se mantuvieron con agua y comida ad

libitum, en un ciclo luz obscuridad de 14:10 h (luz de 6:00-20:00 h).

7.2. Determinacion del ciclo estral.

Se determiné la etapa del ciclo estral en la cual se encontraban las ratas
intactas por medio de! analisis citolégico de frotis vaginales. El dia del proestro se
distinguidé por la presencia de células epiteliales nucleadas, el dia del estro por
células epiteliales cornificadas, el dia del metaestro por células epiteliales
cornificadas y leucocitos, y finalmente el dia del diestro por pocas células
epiteliales cornificadas y leucocitos en abundancia. Las ratas que presentaron 3

ciclos consecutivos fueron usadas para realizar los experimentos.

7.3. Microinyecciones intracerebroventriculares del inhibidor del

proteosoma.

7.3.1. Implantacion de canulas de microinyeccion por
estereotaxia.

Previo a los experimentos se estandarizé la técnica de microinyeccion para
determinar las coordenadas y el sitio de la administracion del inhibidor del

proteosoma, inyectando azul de Pontamina (SIGMA, 1.2 ug/2 ul), y confirmar que
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el farmaco administrado llegara a las regiones cerebrales de interés (hipotalamo,
area preoptica e hipocampo) en donde la P4 ejerce diversas acciones.

Los animales fueron sacrificados a los 15, 30 minutos y 1 hora después de
la microinyeccion, se extrajeron los cerebros y se realizaron cortes confirmando
que el colorante se distribuyera en el hipotalamo, el area preoptica y en el
hipocampo.

Los animales con ciclos regulares fueron anestesiados con ketamina-
xilazina (100 y 12 mg/kg i.p.). Las ratas se colocaron en el aparato estereotaxico
(David Kopf; Tujunga, CA.) y con técnicas de asepsia se rasur6 la cabeza y se
realiz6 una incision en la parte medial para descubrir el craneo. Se retir el tejido
conjuntivo para dejar solo el hueso y de esta forma tener a la vista el punto de
interseccion entre las suturas sagital y frontoparietal (punto Bregma). Con el uso
de la torre estereotaxica, se marcé el sitio sobre el craneo donde se realizdé un
trépano, se introdujo unilateralmente la canula guia de acero inoxidable (calibre
25) dirigida al ventriculo lateral izquierdo. Las coordenadas estereotaxicas
utilizadas para la implantacion de la canula guia fueron: 1.4 lateral izquierdo, 0.0
antero-posterior y -3.9 vertical desde la superficie del craneo (Paxinos y Watson,
1986) con la barra de incisivos colocada a 3.5 mm debajo del cero interaural. En la
entrada de la canula guia se colocé un estilete para prevenir que se bloqueara la
entrada; por ultimo se colocaron dos tornillos de acero inoxidable (Small Parts;
Miami Lakes, FL.) en el craneo y el dispositivo se fijé con acrilico dental. Al final de
la cirugia se aplicé antibidtico topicamente (gentamicina, 300 ul) y se suturé la
herida. Los animales se dejaron en recuperaciéon en cajas individuales de acrilico

durante siete dias, durante los cuales se continuaron tomando frotis vaginales
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para confirmar que la cirugia y la manipulaciéon del animal no afectara el ciclo
estral. Durante los primeros tres dias postcirugia se les administré antibiotico en el

agua de beber (Baytril, Bayer, México).

7.3.2. Administracion del inhibidor del proteosoma 26S:MG132

Durante la fase experimental los animales que se encontraban en la etapa
de proestro se colocaron individualmente en cajas de observacion de acrilico
transparente de 30x30x30 cm para posteriormente inyectarlos unilateralmente a
las 19:00 h (cuando los niveles de P4 son mas altos) con 100 uM del inhibidor del
proteosoma (MG132) o con vehiculo (DMSQO) en las coordenadas anteriormente
mencionadas. Cabe mencionar que los animales fueron tratados sin anestesia, de
modo que se pudiera observar y registrar si la capacidad motora y la conducta de
los animales era alterada por los farmacos adminstrados.

Todas las microinyecciones se aplicaron en un volumen total de 1 pl
durante 5 minutos, utilizando una canula de inyecciéon de acero inoxidable calibre
32, conectada a una microjeringa Hamilton de 10 pl por un tubo de polietileno; los
animales fueron observados durante una hora a partir de la microinyeccion para

evaluar que no hubiera alteraciones en la conducta y capacidad motora.
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7.4. Obtencion de las diferentes regiones cerebrales

Los animales fueron sacrificados 24 h después (noche del estro) del
tratamiento con el inhibidor del proteosoma o con el vehiculo y se disecaron las
siguientes regiones cerebrales: hipotalamo, area predptica e hipocampo segun el

atlas Paxinos del cerebro de la rata (Paxinos y Watson, 1998).

7.5. Analisis de las proteinas del RP, RE, SRC-1 y SMRT

7.5.1. Extraccion y electroforesis de proteinas totales

Se homogenizaron los tejidos en buffer de lisis TDG con un coctel de
inhibidores de proteinasas (Tris-HCI 10 mM, ditiotreitol TmM, glicerol al 30%, triton
al 1%, azida de sodio 15 mM, EDTA 1mM, leupeptina 4 pug/ml, aprotinina 22 ug/ml,
PMSF 1mM, ortovanadato de sodio 1mM), en una relacion de 1 ml de buffer/ g de
tejido a 4°C.

Las muestras homogenizadas fueron centrifugadas a 15,000 rpm, durante
15 min, a 4°C y se separo el sobrenadante. La concentracion de proteinas en el
sobrenadante se determind por el método de Bradford (Bradford, 1976).

Las proteinas obtenidas de los tejidos (80 pg) se separaron por
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 7.5% a 75 volts
durante 2 horas. Cada muestra se prepar6 con Buffer de carga (Tris 0.5 M pH 6.8,
glicerol 10%, SDS 2%, B-mercapto-etanol 5%) en un volumen 1:1 y se hirvieron

durante 5 min para depositarse en los geles antes mencionados.
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7.5.2. Western Blot.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Amersham) a 20 volts, durante 1 hora en una camara semihimeda.
Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas por 2 horas a temperatura
ambiente con una solucién de leche descremada en polvo al 5% y albumina al
0.5% en TBS 1X.

Las membranas fueron incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente
con los siguientes anticuerpos, dependiendo de la proteina que se fuera a
detectar. anticuerpo primario monocional de rata anti RP (Santa Cruz sc-810)
anticuerpo monoclonal de raton anti RE-a (Santa Cruz sc- £4®2) en una
concentracion de 1 pg/ml y anticuerpo policlonal de csibra anti RE-B (Santa Cruz
sc- 6821) en una concentracion de 1 pg/ml; anticuerpos policlonales anti SRC-1
(Santa Cruz sc- 6097) o anti SMRT (Santa Cruz sc- 1612) en una concentracion
de 0.5 pg/ml. Las membranas fueron lavadas con TBS-Tween (TBS (pH=7.4)
+Tween al 0.1%) 3 veces por 5 minutos. Para detectar al RP y al RE-a las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario anti-raton (IgG-HRP)
conjugado a peroxidasa en una concentracién de 0.24 pg/ml (Santa Cruz sc-
2005). Para detectar al RE-B, SRC-1 y SMRT, las membranas fueron incubadas
con el anticuerpo secundario anti-cabra (IgG-HRP) conjugado a peroxidasa en una
concentracion de 0.24 pg/ml (Santa Cruz sc-2033). Se utilizd un metodo de
deteccion de alta sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) para

determinar la presencia de las proteinas estudiadas. Con este sistema, el peroxido
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de luminol y un potenciador son sustrato de la peroxidasa acoplada al anticuerpo
secundario que cuando reacciona se genera una sefal de quimioluminiscencia al
exponer las membranas a placas radiograficas.

Para corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteina cargada,
las membranas en las cuales se detectaron las proteinas de interés (RP-B, RP-A,
RE-a, RE-B, SRC-1 y SMRT) se lavaron con glicina acida (glicina 0.1M, SDS
0.5%, pH 2.5) toda la noche a 4 °C y 30 min. a 37°C para posteriormente
incubarlas con un anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-a-tubulina en una
concentracion de 0.5-1pug/ml (Sigma-Aldrich, T9026) durante 2 horas a
temperatura ambiente, las membranas fueron lavadas con TBS-Tween 3 veces
por 5 minutos; después se incubaron 1 hora con un anticuerpo secundario anti-
ratdbn acoplado a peroxidasa en una concentracion de 0.24 pg/ml (Santa Cruz sc-
2033) y posteriormente se utiliz6 el método de deteccién de alta sensibilidad

descrito anteriormente.

7.6. Analisis de resultados.

Cada placa fue sometida a un analisis densitométrico utilizando un aparato
Scan Primax 600p (Colorado) y el programa KODAK 1D Image Analisis Software
para cuantificar la expresion de las isoformas del RP, RE-a, RE-, SRC-1, SMRT y
o-tubulina, de acuerdo a la intensidad de cada banda. Para cada experimento los

datos obtenidos de las proteinas de interés se normalizaron con los de o-tubulina.
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A los datos obtenidos se les aplico una prueba de t-Student. Se utilizo el

programa Prism 2.01 (Graph Pad, CA) para calcular los valores de probabilidad.
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VIll. RESULTADOS

Para determinar el papel del proteosoma 26S en la regulaciéon del RP en
condiciones fisiolégicas, se evalud el contenido de la proteina en el hipotalamo, el
area preoptica y el hipocampo de la rata, se administré el inhibidor del proteosomé
MG132 intrecerebroventricularmente, en la noche del proestro (cuando los niveles
de progesterona son mas altos). Se realizaron ensayos de Western blot y
utilizando anticuerpos que reconocen al RP, y a otros factores que sabe estan
involucrados en la regulacion de dicho receptor, como las isoformas del RE, el
coactivador SRC-1 y el correpresor SMRT.

En la figura 14 se muestra la deteccion por Western blot de las isoformas A
y B del RP de 80 y 110 kDa respectivamente, de las isoformas a y B del RE de 66
y 55 kDa respectivamente, el coactivador SRC-1 de 160 kDa y el correpresor
SMRT de 165 kDa en el hipotalamo. Se muestra también la deteccion de a-
tubulina de 50 kDa, que se utiliz6 como control de carga. En esta figura se
muestran experimentos de 4 animales tratados con vehiculo y 4 con MG132.

En la figura 15 se muestra el analisis densitométrico de los datos
presentados en la figura 14. En esta figura se observa que en el hipotalamo hubo
un incremento en ambas isoformas del RP después de administrar el inhibidor del
proteosoma comparado con los tratamientos con vehiculo (Fig.15a), el aumento
fue de 26.6% para RP-A y 18.1% para RP-B. Para el caso del RE, la isoforma a no
presentd cambios significativos en su contenido mientras que la isoforma B si

aumento (29.3%) al administrar el MG132 (Fig. 15b). Tanto el coactivador SRC-1
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como el correpresor SMRT presentaron un incremento significativo cuando se

administro el inhibidor MG132, de 40.2% y 20% respectivamente (Fig.15c).
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Figura 14. Ensayo de Western Blot de las isoformas del RP, del RE, el
coactivador SRC-1 y el correpresor SMRT en el hipotalamo de la rata. Se
realizaron 4 experimentos independientes, las ratas fueron inyectadas
intracerebroventricularmente con el inhibidor del proteosoma 26S (MG132, 100
uM) o con vehiculo (DMSQ) a las 19:00 horas de la etapa del proestro. Las ratas
fueron sacrificadas 24 h después de las microinyecciones (19:00 h. de la etapa del
estro). Se homogeneizé el tejido de cada hipotalamo de cada animal por
separado, se extrajeron y cuantificaron las proteinas totales, se separaron en
geles de poliacrilamida SDS 7.5% y en cada carril se cargaron 80 ug de proteina.
Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa para ser incubadas
con anticuerpos que reconocen al RP, a las isoformas del RE, al coactivador SRC-
1 y al correpresor SMRT. Se revelaron por quimioluminiscencia (ECL). Como
control de carga se incub6 cada membrana con un anticuerpo que reconoce a a-
tubulina.
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Figura 15. Contenido de las isoformas del RP, RE y cofactores en el
hipotalamo de la rata a las 19:00 h del estro, después de administrar el
inhibidor del proteosoma MG132 a las 19:00 h del proestro. Las isoformas
detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de una analisis
densitomeétrico y los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para
la a-tubulina. a) RP, b) RE y ¢) SRC-1y SMRT, *p<0.05 vs DMSO.
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En la figura 16 se muestra la deteccion de las isoformas A y B del RP de 80
y 110 kDa respectivamente, en el area predptica, también se pueden observar las
isoformas a y B de los pesos moleculares correspondientes, la deteccion del
coactivador SRC-1 y del correpresor SMRT de 160 kDa de 165 kDa
respectivamente. Se muestra también la deteccién de a-tubulina de 50 kDa, que
se utilizé como control de carga. En esta figura se muestran experimentos de 4
animales tratados con vehiculo y 4 con MG132.

Se puede observar que en el area predptica las isoformas del RP (RP-A
27.18% y RP-B 42.6%), del RE (RE-a 45.7% y RE-B 35.4%) y los cofactores
estudiados (SRC-1 27.1% y SMRT 33.5%) incrementaron significativamente su
contenido al administrar el inhibidor del proteosoma comparado con los

tratamientos con vehiculo (Fig. 17 a, b y c).
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Figura 16. Ensayo de Western Blot de las isoformas del RP, las isoformas
del RE, del coactivador SRC-1 y del correpresor SMRT en el area preoptica
de la rata. Se realizaron 4 experimentos independientes como se sefialé en la
figura 15.
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Figura 17. Contenido de las isoformas del RP, RE y cofactores en el area
preoptica de la rata a las 19:00 h del estro, después de administrar el
inhibidor del proteosoma MG132 a las 19:00 h del proestro. Las isoformas
detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de una analisis
densitométrico y los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para
la a-tubulina. a) RP, b) RE y ¢) SRC-1 y SMRT, *p<0.05 vs DMSO.
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En la figura 18 se muestra la deteccién de las isoformas del RP, del RE, de
SRC-1y SMRT en el_ hipocampo de la rata. El analisis densitométrico se muestra
en la figura 19 en la que se puede observar que el contenido de las isoformas del
RP (Fig. 19a) y del RE-B aumento significativamente después del tratamiento con
el inhibidor del proteosoma (Fig. 19b). De manera interesante se puede observar
en la figura 19c que el coactivador SRC-1 aumenté su contenido con el
tratamiento con MG132 mientras que el correpresor SMRT no presenté cambios

significativos.
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Figura 18. Ensayo de Western Blot de las isoformas del RP, las isoformas
del RE, del coactivador SRC-1 y del correpresor SMRT en el hipocampo de la
rata. Se realizaron 4 experimentos independientes, como se sefial6 en la figura
15.
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Figura 19. Contenido de las isoformas del RP, RE y cofactores en el
hipocampo de la rata a las 19:00 h del estro, después de administrar el
inhibidor del proteosoma MG132 a las 19:00 h del proestro. Las isoformas
detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de una analisis
densitometrico y los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para
la a-tubulina. a) RP, b) RE y ¢) SRC-1y SMRT, 'p<0.05 vs DMSO.
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IX. DISCUSION

En este trabajo se evalud la regulacion del contenido del RP por el sistema
ubiquitina-proteosoma en el SNC de la rata en condiciones fisiologicas, mediante
la inhibicién de dicho sistema en la noche del proestro del ciclo estral de la rata,
que es cuando los niveles de P4 se encuentran mas elevados. También se
analizaron las proteinas de las isoformas o y B del RE, del coactivador SRC-1 y
del correpresor SMRT, que son factores determinantes en la regulacion de la
sintesis y actividad del RP. Los resultados obtenidos muestran que, de manera
general, el RP, el RE y los cofactores SRC-1 y SMRT son degradados por el
proteosoma 26S en condiciones fisiolégicas.

Cabe mencionar que en este tipo de modelos de estudio donde se utiliza un
animal completo, en condiciones fisiologicas, el proceso estudiado no esta aislado
y existe relacién con diversos factores y sistemas que no estan contemplados y
controlados, por lo que es comun que las diferencias obtenidas no superen el
30%. Las diferencias en los resultados de este trabajo estan consideradas dentro
de este rango.

En el hipotalamo, el area preéptica y el hipocampo, el contenido de las dos
isoformas del RP (RP-A y RP-B) presenté un incremento significativo 24 horas
después de haberse administrado el inhibidor del proteosoma, MG132 (etapa del
estro), lo cual concuerda y apoya los datos reportados por nuestro laboratorio que
demuestran que el contenido del RP aumenta en el area preoptica y el hipocampo

después de bloguear la actividad del proteosoma con otro inhibidor (PSI) en un
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modelo de ratas ovariectomizadas y tratadas con E y P4 (Camacho-Arroyo et al.,
2002).

Se ha demostrado que la degradacion de varios receptores nucleares, entre
los que se encuentran, el RP y el RE es inducida por su ligando (Dennis vy
O'Malley, 2005); sin embargo la mayoria de estos estudios se ha realizado in vitro,
y el efecto biolégico de la degradacion de dichos receptores esta aun por
entenderse. En ratas ovariectomizadas, el incremento en el contenido del RP por
inhibicion del proteosoma 26S en el area predptica y en el hipotalamo esta
relacionado con el despliegue de la conducta de lordosis (Gonzalez-Flores et al.,
2004).

Aunque hasta la fecha no se ha determinado si existe una variacion
temporal (horas) del RP durante todas la etapas del ciclo estral de la rata, este
trabajo pretende un primer acercamiento para entender si el recambio del RP es
regulado por el proteosoma 26S en condiciones fisiologicas. Nuestros resultados
sugieren que el proteosoma 26S puede estar involucrado en el recambio del RP
en dichas condiciones y que puede participar en funciones reproductivas
reguladas por la P4 en el hipotalamo y en el area preoptica, tales como la
ovulacion y el despliegue de conducta sexual de las ratas hembras.

Se sabe que en el hipocampo tanto la P4 como el E regulan diversas
funciones que involucran modificaciones en la estructura celular. EIl proteosoma
26S al regular el contenido del RP y del RE puede mediar el recambio de
proteinas que participan en la regulacién de la memoria, el aprendizaje y en

general en procesos cognoscitivos.
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Al ser el RP un factor de transcripcion su tasa de recambio es muy
importante y determinante en la expresion de los genes que regula. Sin embargo,
es preciso realizar estudios que permitan un mejor entendimiento del papel del
proteosoma en la regulacion del RP y las consecuencias en la regulacion de
procesos biologicos, en los que éste esta involucrado.

Dentro de los estudios que podrian realizarse para determinar ampliamente
si el proteosoma participa en la regulacion del RP en condiciones fisiologicas, esta
la evaluacion del contenido del RP en todo el ciclo estral y la inhibicion del
proteosoma 26S en cada etapa. Por otro lado, seria interesante determinar el
estado funcional del RP durante las 4 etapas del ciclo estral, evaluando el nivel del
fosforilacién del receptor en dichas condiciones. Otro aspecto importante, es el de
la regulacion del RP durante el ciclo estral por sus coactivadores y/o correpresores
cuando éste se encuentra unido a su secuencia blanco en el DNA, esto podria
evaluarse por medio de ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) que
nos permitirian determinar el estado transcripcional del RP.

Ya que la P4 regula diferencialmente procesos biolégicos a través de su
receptor, la regulacion diferencial de éste en condiciones fisiologicas, podria tener
implicaciones importantes en eventos regulados por la P4 en el SNC, como el
despliegue de conducta sexual, suefio, memoria y aprendizaje; entonces estos
procesos pudieran ser alterados al inhibir el proteosoma 26S en las diferentes
etapas del ciclo estral.

El RE es importante en la regulacion del RP. Existen diversos trabajos, que
demuestran que en lineas celulares de cancer de mama como la MCF-7 y T47D y

en la linea Ishikawa de cancer de endometrio (Horwitz y McGuire, 1978); en el
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utero, el pulmon (Gonzalez-Arenas et al., 2003) y el cerebro de la rata, el RP es
regulado positivamente por E2 (Guerra-Araiza et al., 2003). Esta regulacion
positiva del RP se debe a la presencia de elementos de respuesta a estrogenos
(ERE) en la regidon promotora del gen del RP. Por ejemplo, en la rata se ha
determinado que la region del promotor para RP-A existen dos ERE, mientras que
en la region del promotor para RP-B no se han detectado ERE, sin embargo se
han determinado sitios de union al factor de transcripcion conocido como proteina
especifica 1 (Sp1) en la posicion -49/-41 (Kraus et al., 1993) que puede permitir la
interaccion con el RE (Salvatori et al., 2003; Khan et al., 2003) para regular la
transcripcion del RP (Kraus et al., 1993).

En el area predptica ambas isoformas del RE (a y B) fueron blanco de
degradacion por el proteosoma 26S, ya que el contenido de estas proteinas
aumentd significativamente después de inhibir la actividad catalitica del
proteosoma. Se observd que en el hipotalamo y en el hipocampo sélo RE-$
aumento significativamente después de haber bloqueado la actividad catalitica del
proteosoma 26S, lo cual sugiere que en condiciones fisiologicas, el proteosoma
degrada selectivamente a las isoformas del RE, ya que ER-« no presenté cambios
significativos en su contenido en estas dos regiones cerebrales.

cstos resultados concuerdan con los datos reportados sobre el papel del
proteosoma en la degradacion del RE en estudios in vitro (Alarid et al., 1999;
Preisler-Mashek et al., 2002; Tateishi et al., 2004) y en el Gtero de la rata (Nirmala
y Thampan, 1995). Cabe mencionar que en la etapa del proestro, se presenta la

mayor concentracion plasmatica de E y se ha demostrado que la degradacion del
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RE mediada por el proteosoma también es dependiente de ligando (Lonard et al.,
2000). El E puede interactuar con el RE, inducir su fosforilacion y ubiquitinacion
para posteriormente ser degradado por el proteosoma, de manera que al inhibir
este sistema de degradacion se observé un incremento en RE.

De manera interesante, se observd que dicho incremento fue diferencial
entre las isoformas del RE y ademas fue region-especifico.

Actualmente no se sabe cual es el mecanismo por el cual el proteosoma
26S regula al RE, sin embargo, es posible que la presencia de otras proteinas
pueda determinar el efecto region-especifico de la regulaciéon de este receptor por
el proteosoma en el SNC.

En este trabajo se utilizé el inhibidor MG132, del cual han sido
caracterizadas y demostradas una alta potencia y selectividad por la actividad de
quimiotripsina en estudios in vitro. En la rata no se ha reportado ningun estudio
hasta la fecha, utilizando este inhibidor, sin embargo las dosis utilizadas in vitro
van de 1 a 100 uM, no habiendo diferencias en el efecto en la inhibicion del
proteosoma de la dosis de 10 a 100 uM, por lo cual nosotros decidimos utilizar la
dosis maxima registrada (100 puM) ; sin embargo, no se sabe si habria mayor
efecto en el bloqueo de la actividad catalitica del proteosoma al incrementar la
concentracion en la dosis del inhibidor y si permaneceria el efecto diferencial
observado en este estudio sobre el contenido de las isoformas del RE.

Los cofactores son proteinas capaces de modular la transactivacion de los
receptores nucleares, hay evidencia in vitro de que el coactivador SRC-1 vy el

correpresor SMRT regulan la actividad del RP. In vitro, los cofactores pueden ser
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fosforilados y degradados por el proteosoma 26S (Rowan et al., 2000; Lonard et
al.,, 2000; Yan et al.,, 2003), sin embargo se desconoce el mecanismo de
degradacion de dichos cofactores en condiciones fisiolégicas. Nuestros datos
sugieren que existen diferencias en el contenido y tasa de recambio de estos
cofactores en el cerebro de la rata, ya que esta regulacion se presenté de manera
diferencial en distintas regiones del SNC.

En cultivos celulares (células HeLa, MCF-7 y ts85), los coactivadores de la
familia SRC y CBP presentan un aumento en la actividad transcripcional y en el
contenido de su proteina en presencia del inhibidor del proteosoma MG132, lo
cual sugiere que dichos coactivadores son blanco del proteosoma in vitro
provocando una concentracion intracelular elevada y a su vez esto incrementa su
potencial transcripcional (Lonard et al, 2000). También ha surgido evidencia de
que los correpresores SMRT y NcoR son degradados por el sistema del
proteosoma 26S, ya que la respuesta al tratamiento con MG132 in vitro es el
aumento en el contenido de la proteina y la represion en la transcripcion (Dennis y
O’Malley, 2005).

Los cofactores estan presentes en el SNC de la rata (Meijer, 2000) y son
regulados diferencialmente por hormonas esteroides y durante el ciclo estral en el
hipotalamo, el area predptica y el hipocampo de la rata (Camacho-Arroyo et al.,
2005).

En este trabajo encontramos que en el hipotalamo y en el area preodptica,
tanto SRC-1 como SMRT aumentaron su contenido significativamente después de
administrar el inhibidor del proteosoma en la etapa del proestro del ciclo estral de

la rata. En el hipocampo se presenté una regulacion diferencial de estos
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cofactores, ya que el coactivador SRC-1 aumentd su contenido después de
administrar el MG132, mientras que el correpresor SMRT no cambid su contenido
después de inhibir al proteosoma.

Las diferencias en el contenido tanto del RE como de los cofactores
estudiados pueden deberse a que existe una tasa de recambio diferencial en
condiciones fisiologicas y ésta puede estar determinada por una parte por el
estimulo hormonal (de acuerdo a la etapa del ciclo estral); por otra, a la presencia
de otras proteinas involucradas tanto en su propia regulacion como en la del RP
(como el cofactor SRC-3, el correpresor NcoR y otras proteinas reguladoras que
forman parte del sistema de degradacién ubiquitina-proteosoma 26S, como las
ligasas de ubiquitina); a los patrones de fosforilacion y desfosforilacion que
determinan la activacion y la degradacion del receptor; de modo que sea posible el
recambio del RP, el RE y sus cofactores de acuerdo a las necesidades de la
celula.

Todo lo anterior, sugiere que la expresion y la regulacion de los cofactores
por el proteosoma 26S se presenta de manera region-especifica en el cerebro de
la rata en condiciones fisiolégicas y que las hormonas esteroides participan en la
regulacion de la expresion de los cofactores SRC-1 y SMRT en diferentes tejidos
durante los ciclos reproductivos.

En este trabajo se observo que la degradacion del RP es mediada por el
proteosoma 26S en condiciones fisiologicas y se presenta diferencialmente en las
areas del cerebro de la rata estudiadas, ademas, factores importantes

involucrados en la regulacion del propio RP como el RE, el coactivador SRC-1 y el
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correpresor SMRT también son degradados por el proteosoma 26S en las mismas
condiciones.

Sin embargo, seria interesante evaluar los efectos biologicos que implica la
inhibicion del proteosoma en cada etapa del ciclo estral, ademas de poder estudiar
la distribucion y expresion tanto del RP, RE y los cofactores de interés durante el
mismo, y evaluar su colocalizacion en diferentes regiones del cerebro de la rata de
modo que se pueda determinar la interaccion entre ellas en condiciones

fisiologicas.
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X. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que el proteosoma 26S esta involucrado en el
recambio del RP, RE, SRC-1 y SMRT, que son proteinas fundamentales que
participan en el mecanismo de accidon genomico de la P4 en el sistema

nervioso central de la rata en condiciones fisiologicas.

La regulacién de las isoformas del RE se presenté de manera diferencial y en
las regiones del SNC estudiadas. EI RE- incrementé su contenido en el
hipotalamo, el area preoptica y el hipocampo, mientras que RE-« solo aumentd

significativamente en el area preodptica en las mismas condiciones.

El contenido de las proteinas de los cofactores presenté una regulacion
diferencial, ya que el coactivador SRC-1 aumenté significativamente después
de inhibir la actividad del proteosoma en la etapa de proestro en el hipotalamo,
el area preodptica y el hipocampo, mientras que el contenido del correpresor

SMRT aumenté significativamente en el hipotalamo y en el area preoptica.
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