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I. RESUMEN

En el presente escrito se abordard la relacion entre la respuesta fisioldgica a la
progesterona (P4) y el patrén de expresion de las isoformas del receptor a progesterona
(RP) en varios tejidos del sistema nervioso central (SNC). Se hard hincapié en los
efectos de la P4 en el hipotdlamo y otros tejidos involucrados de manera importante en
la reproduccién y la conducta. Finalmente se mostrara el trabajo experimental realizado
sobre la estandarizacion de una técnica de inmunofluorescencia, que permitiria
colocalizar las isoformas del RP en el hipotidlamo de la rata; sin embargo la carencia de
un anticuerpo especifico para reconocer la isoforma RP-A no permitié establecer las
condiciones experimentales para dicha técnica, y asi conocer la expresion y la

distribucion de ambas isoformas del RP en los tejidos estudiados.



IL. INTRODUCCION
Las hormonas esteroides sexuales actian como mensajeros quimicos regulando
una gran variedad de actividades fisioldgicas en los mamiferos, incluido el ser humano.
La coordinacion del sistema neuroendocrino con otros sistemas que conforman a los
organismos pluricelulares, entre los que destacan el sistema nervioso central (SNC) y el
sistema inmunoldgico, permite la supervivencia y la adaptacién de las especies a los

diferentes ecosistemas (Gonzalez-Arenas et al., 2003) .

La progesterona (P4) una hormona esteroide, participa en distintas funciones del
SNC, entre las que destacan las conductas asociadas a la reproduccién (Delville y
Blaustein, 1989), la excitabilidad neuronal y tiene accién neuroprotectora ante diversas
condiciones patoldgicas (Reyna-Neyra et al., 2002). Los efectos fisioldgicos de la P4
dependen del tipo celular y de la via por la cual actiie sobre las células blanco. La P4
puede ejercer accién en neuronas y células gliales a través de 1) receptores
intracelulares especificos (RP); 2) sitios de regulacidon presentes en los receptores a

neurotransmisores y 3) canales i6nicos (Camacho-Arroyo et al., 2003).

Los efectos gendmicos de la P4 estin mediados por el RP, del cual se han
caracterizado dos isoformas: RP-A y RP-B con distinta funcién y regulacién (Guerra-
Araiza y Camacho-Arroyo, 2000). El nivel de expresiéon del RP asi como la relacion
estequiométrica entre ambas isoformas en distintos tejidos varia como consecuencia del

desarrollo y estado hormonal (Conneely y Ludon, 2000).

Por lo tanto, para entender los efectos fisioldgicos tejido-especificos, es
importante conocer el patréon de expresion de las isoformas del RP a través de una
técnica que permita colocalizar dichas isoformas en la misma célula intacta y no en

homogenados del tejido como hasta hoy dia se ha caracterizado.



III. GENERALIDADES SOBRE EL HIPOTALAMO

Una regidn del cerebro se distingue de otra por los tipos neuronales y los patrones
de interconexién. Tanto si se trata de una respuesta refleja simple como de un acto mental
complejo, la conducta es el resultado de un patrén de transmisién de sefiales entre células

interconectadas adecuadamente. (Blaustein, 2003).

El hipotdlamo estd situado en la base del tercer ventriculo, por debajo del tilamo y
por encima de la hip6fisis o pituitaria. El hipotdlamo desempefia un papel muy importante
en la regulacion del sistema nervioso auténomo (compuesto por las neuronas aferentes y
eferentes que inervan las glandulas, visceras y tejido muscular liso) y cumple una funcién

integradora al regular las siguientes funciones (Conn y Freeman, 2000):

¢ Control de la presion arterial y la composicién electrolitica mediante un conjunto de
mecanismos reguladores que van desde el control de la ingesta de liquidos y el
apetito por la sal hasta el mantenimiento de la osmolalidad sanguinea y el tono

vasomotor.

e Regulacién de la temperatura corporal por medio de actividades que abarcan el
control de la termogénesis metabdlica hasta comportamientos como buscar un

ambiente mas calido o mas frio.

e Control del metabolismo energético regulando la ingesta de alimentos, la digestion

y el metabolismo.

e Regulacién de la reproduccién a través del control hormonal del apareamiento, el

embarazo y la lactancia.

¢ Control de la respuesta de emergencia al estrés, incluidas las respuestas fisicas e
inmunoldgicas al estrés regulando el flujo sanguineo al misculo y a otros tejidos,

asi como la secrecion de adrenalina.

El hipotidlamo se puede dividir anatdémicamente en las siguientes regiones: drea
predptica (POA), hipotdlamo anterior, hipotidlamo medial, e hipotilamo posterior.
Cada 4rea puede subdividirse en media y lateral y comprender varios nticleos que se

distinguen por su funcionalidad (Tabla 1).



Nicleos del Hipotalamo

Area Predptica (POA) Nicleo predptico medial

Nicleo predptico periventricular

Hipotidlamo Anterior Nicleo Periventricular
Nucleo supraquiasmatico
Nicleo hipotaldmico anterior
Nucleo supradptico
Nucleo paraventricular (PVH)

Area quiasmatica medial

Hipotidlamo Medial Nicleo arcuato
Nucleo ventromedial (VMH)
Nicleo dorsomedial
Niicleo perifornical

Eminencia Media

Hipotalamo Posterior Nucleo arcuato posterior
Nicleo tuberomamilar
Nucleo premamilar ventral
Nucleo premamilar dorsal
Nicleo hipotaldmico posterior

Nucleo supramamilar

Tabla 1. Divisiones topograficas del hipotdlamo

El hipotdlamo tiene conexiones vasculares con el 16bulo anterior de la hipdfisis.
Estos capilares sanguineos se conocen como el sistema porta hipotdlamo-hipofisis, 1o que
permite que las hormonas liberadoras que se sintetizan en el hipotdlamo lleven el mensaje a

la hip6fisis anterior o adenohip6fisis donde se sintetizardn hormonas que tienen acciones en



diferentes 6rganos blanco. Asi mismo, algunos nicleos del hipotilamo estdn conectados
directamente con la médula espinal donde las neuronas aferentes de 6rganos reciben un

estimulo externo relacionado a la funcién fisioldgica en curso (Purves et al., 2001).

La parte més anterior del hipotdlamo es el POA, que regula los ciclos de actividad,
la temperatura corporal y en muchos mamiferos sintetiza la hormona liberadora de

gonadotropinas (GnRH).

Los nucleos supradptico y paraventricular del hipotdlamo sintetizan oxitocina y
vasopresina (llamada también hormona antidiurética). Estas dos hormonas descienden por

los axones hasta el 16bulo posterior de la hipdfisis dentro de granulos secretores.

Cuando se recibe un estimulo nervioso, estos granulos descargan su contenido en la
hipdfisis posterior y las hormonas hipofisarias alcanzan el torrente sanguineo. Ademds de
sus efectos como hormonas, la vasopresina y la oxitocina, también pueden actuar como
neurotransmisores entre el hipotdlamo y la médula espinal. La oxitocina induce la
contraccién del mdsculo liso, favoreciendo la producciéon de leche en la mama y la

contraccién uterina durante el parto.

Los nicleos ventromedial (VMH) y dorsomedial se proyectan en todo el
interior del hipotdlamo y hacia el sistema limbico para regular funciones complejas de
integracién como el control del crecimiento, la alimentacién, la maduracién y junto con el

POA las conductas asociadas a la reproduccion.

IV. GENERALIDADES SOBRE LA PROGESTERONA

IV.1. Estructura y funcion de la progesterona

La P4 (4-pregnen-3,20-diona) pertenece al grupo de hormonas esteroides, su
nombre se deriva del latin: pro (a favor) y gestare (llevar), lo que denota el efecto de llevar

o sostener el producto de la concepcién (Pérez-Palacios, 1985).

La estructura quimica de la P4 y de sus metabolitos (derivados hidroxilados o
reducidos) es la del hidrocarburo pregnano, constituido por 21 dtomos de carbono. La P4 se

sintetiza principalmente en el reticulo endopldsmico liso de las células del cuerpo ldteo del



ovario, durante el ciclo menstrual (Hsueh et al., 1984; Hutchison et al., 1986); otros
organos donde también se ha demostrado su sintesis son la corteza adrenal, la placenta
(Perrot-Applanat y David-Ferreira, 1982), el testiculo, (Weisz y Ward, 1980; Dalkin et al.,
1992) y el cerebro (Zwain y Yen, 1999; Ukena et al., 1999).

La sintesis de la P4 es regulada por numerosas hormonas como la luteinizante (LH),
la hormona foliculo estimulante (FSH), las prostaglandinas y la adrenalina, llamada
también epinefrina (Graham y Clark, 1997); y se inicia con la conversién del colesterol a
pregnenolona y posteriormente a P4 (Fig. 1), por medio de distintas enzimas que se

localizan en los tejidos u érganos anteriormente citados.
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Figura 1. Biosintesis de la P4. La biotransformacién de colesterol a P4 implica tres cambios estructurales en la
molécula: a) Pérdida de un fragmento de seis dtomos de carbono de la cadena lateral en el C-17 por medio de la
enzima 20,22 esteroide liasa (1), b) la oxidacién del grupo alcohol en el C-3 y c¢) la migracién del doble enlace

del anillo B al anillo A por medio de la enzima 33-OH-esteroide deshidrogenasa (2) (Gore-Langton, 1988).

Una vez que la P4 y sus metabolitos han llevado a cabo su funcién en el organismo,

su catabolismo ocurre a nivel hepético en dos etapas secuenciales:

1. La reduccion en el carbono 20 que da lugar a la formaciéon de 20a y 208
dihidroprogesterona (con actividad bioldgica, que puede ser similar o diferente a la
de progesterona); posteriormente, se reduce el anillo A en los carbonos 3 y 5 dando

lugar a la formacion de diferentes compuestos (pregnandioles y pregnantrioles).

2. La eliminacién de los pregnandioles ocurre cuando, por condensacién con la
glucopiranosa, forma glucésidos; esto incrementa la polaridad de la molécula y se

forman compuestos hidrofilicos que son excretados por orina (Fig. 2).
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Figura 2. Formacién de un glucésido a partir de pregnandiol.

La P4 participa en muchas de las actividades bioldgicas de diferentes tejidos (Tabla 2).
Sus efectos pueden ser estimuladores: como en el caso de la liberacién de la GnRH (Ke y
Ramirez, 1987), de la dopamina (Dluzen y Ramirez, 1991), en la induccién de la lordosis
(Schaeffer et al., 1990), que es una conducta de receptividad sexual durante la cual la
hembra flexiona su espina dorsal en forma de arco al ser montada por un macho para darle
acceso a la cavidad vaginal; en la sintesis de uteroglobina, en la reaccién acrosomal y en el
flujo de Ca® en el espermatozoide (Meizel y Turner, 1991; Tesarik et al., 1992). Los
efectos de la P4 también pueden ser inhibidores, como en la contractilidad uterina (Csapo y
Resch, 1979) y en la sintesis de noradrenalina inducida por AMPc en el hipotdlamo (Petitti

y Etgen, 1992).

Tejido Funciéon Referencia
Utero/Ovario Liberacion del ovocito Susuki et al., 1994
Facilitacién de la implantacion Graham y Clarke, 1997
Mantenimiento del embarazo Rotchild, 1983

Estimulacién de la regeneracién del estroma | Clarke, 1993

Gldndula mamaria | Aumento del desarrollo alveolar Topper y Freeman, 1980
Regulacion de la sintesis de leche Savouret et al., 1990
Cerebro Regulacién de la respuesta sexual Camacho-Arroyo et al., 1995
Reduccioén de la excitabilidad neuronal y Camacho-Arroyo et al., 1999
aumento de suefio
Neuroproteccién Gonzilez-Mordn y Camacho-Arroyo, 1998

Vongher y Frye, 1999




Memoria y Aprendizaje Reyna-Neyra et al., 2002

Timo Involucion del timo Shinoyima et al., 1991
Hueso Prevencién de la pérdida de la masa dsea Wei et al., 1993
Pulmén Maduracion, desarrollo y ventilacion Beyer et al., 2003

Gonzalez-Arenas et al., 2003

TABLA 2. Acciones fisiolégicas de la P4.

Otro de los efectos estudiados de la P4 es su participacion en el ciclo celular y, para ello
se han utilizado como modelo las células T47-D provenientes de cancer de mama (las
cuales expresan el RP). Cuando se tratan estas células con P4 se observa progresiéon del
ciclo celular, lo que estd relacionado con la induccién de genes asociados a este proceso,
como las ciclinas CD-1 (Musgrove et al., 1991, 1993), los factores de crecimiento EGT,
TGF-a, TGF- B (Murphy et al., 1986; Musgrove et al., 1993) y protooncogenes asociados
con la actividad proliferativa (Wong y Murphy, 1991; Musgrove et al., 1991).

IV.2. Papel de la progesterona en el SNC

La P4 ejerce diversas acciones en el SNC de mamiferos de forma tejido-especifica,
incluyendo médula espinal, tallo cerebral, cerebelo, hipotdlamo, hipocampo, amigdala,
corteza y bulbo olfatorio (Schumacher et al., 1999). La P4 participa en los procesos de
regulacion de la ovulacion, la conducta sexual (Conneely y Ludon, 2000), la diferenciacion
sexual del cerebro, la excitabilidad neuronal, el ciclo suefio-vigilia, el estado de animo,
aprendizaje y memoria, neuroproteccion y en el crecimiento de tumores cerebrales (Beyer

et al., 1997).

En relacion con el control de la reproduccion, se ha reportado que la P4 participa en
el proceso de ovulacion al incrementar la liberacion de GnRH en neuronas hipotalamicas;
participa en el desarrollo de la conducta sexual de las hembras al inducir la sintesis de
varios péptidos y proteinas, tales como la oxitocina y su receptor o por la reduccion de la
actividad del receptor a p-opioides (MOR) (Skinner et al., 1998). Después de la liberacion
de la hormona luteinizante (LH), la P4 reduce la frecuencia de los pulsos de liberacién de la
GnRH; ademds se ha observado que después de la induccion del comportamiento de

lordosis por parte de la P4, dosis subsecuentes de la hormona no inducen la conducta




sexual, por lo que se evidencia el proceso conocido como inhibicién secuencial (Beyer et

al., 1997).

El incremento de la temperatura basal corporal, que se observa durante el ciclo
menstrual y el embarazo, es también modulado por la P4 a través de las neuronas
termosensibles que se encuentran en el POA (Nayakama et al., 1975). La P4 provoca el
desarrollo del comportamiento maternal en hembras de roedores y conejos mientras que en

los machos adultos induce la agresion contra las crias (Schneider et al., 2003).

Respecto a la excitabilidad neuronal, se ha reportado que la P4 modula la actividad
de varios neurotransmisores como el 4cido 7Y-amino butirico (GABA), glutamato,
acetilcolina, dopamina, norepinefrina y serotonina. Algunos de los metabolitos reducidos
de la P4, como la 3,50~ tetrahidroprogesterona pueden tener la misma o mayor actividad
que su precursor (Frye et. al, 2000). Se ha observado que la P4 disminuye la excitabilidad
neuronal, que puede resultar en un efecto anestésico, incluso en varones, al incrementar la
actividad de GABA o por la regulacién del glutamato (Oettel, et. al, 2004). De hecho la P4
ejerce sus efectos anestésicos en varias especies y posee propiedades anticonvulsivas tanto

en animales de experimentacién como en humanos (Camacho-Arroyo, 2003).

La P4 se relaciona con el incremento de la analgesia que se observa durante el
embarazo (Caba et al., 1994), ya que provoca el incremento del contenido de dinorfina en

la médula espinal de la rata a nivel lumbar (Medina et al., 1993).

La aparicién de los sintomas del sindrome premenstrual en mujeres, como la
ansiedad que se observa al final de la fase lutea, ha sido correlacionada con una
disminucién en los niveles de P4; se ha reportado que algunos metabolitos de la P4 poseen

propiedades ansioliticas (Backstrom et al., 2003).

El tratamiento agudo con P4 favorece la formacion de espinas dendriticas inducidas
por E2 en el hipocampo, demostrando que la P4 participa también en la modulacion de la
plasticidad sindptica; este efecto coincide con un incremento en el contenido de la proteina
asociada a microtibulos 2 (MAP2) en el hipocampo (Reyna-Neyra et al., 2002). Se ha
reportado en otros experimentos que la memoria espacial de las ratas varfa durante el
embarazo, observando que la memoria de retencion es favorecida por la P4 (Gould et al.,

1990).



La regeneracion neuronal posterior a la administraciéon de P4 en el SNC de ratas
después de un dafio, se ha asociado con el aumento de la sintesis de componentes
mielinicos por parte de las células de Schwann y los oligodendrocitos (Schumacher et al.,

2004).

Por otro lado, durante la etapa temprana postnatal, las células de Purkinje del
cerebelo sintetizan P4 y ésta promueve tanto el crecimiento dendritico como la
sinaptogénesis de dichas cé€lulas, contribuyendo a la formacidn de circuitos neuronales en

el cerebelo (Reyna-Neyra et al., 2004).

IV.3. Mecanismos de accion de la progesterona.

Los mecanismos celulares mediante los cuales la P4 puede llevar a cabo sus efectos
se dividen en dos: genémicos y no gendomicos (Bramley, 2003). Los primeros involucran la
interaccion de la P4 con sus receptores nucleares especificos (RP) (Evans, 1988), mientras
que los segundos requieren la interaccion de la P4 con receptores membranales o sitios de
regulaciéon presentes en los receptores a neurotransmisores como el GABA, canales
i6nicos, receptores de tipo tirosina cinasa y receptores de siete dominios transmembranales

(Fig. 3); (Camacho-Arroyo, 2003).
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Figura 3. Esquema de los diferentes mecanismos de accién de la P4. Los efectos de la P4 ocurren por dos
mecanismos celulares: 1) en la membrana incluyen la participacién de receptores membranales y canales
iénicos, cuya activacion inicia cascadas de sefializacion mediante la intervencién de mensajeros
intracelulares. PKA: Proteina Cinasa A, GABA,R: 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). 2) en el niicleo
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.
Mediante el mecanismo no gendémico se modifican la conductancia idnica, la
formacién de segundos mensajeros y la activacion de cascadas de fosforilacién (Bramley,

2003). De esta manera la P4 puede regular diferentes funciones en el cerebro a corto

(milisegundos), mediano (minutos) y largo plazo (horas y dias).

Por medio del mecanismo gendémico se generan cambios en la transcripcién de genes
especificos después de la interaccion de la P4 con el RP. En general, el mecanismo de

accién del RP se lleva a cabo de la siguiente manera (Fig. 4) (Giangrande et al., 1997):



e Unioén 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, 1989; Chambraud et al., 1990; Schowalter et al., 1991).

¢ Dimerizacién del RP y aumento en su afinidad por secuencias reguladoras en el
DNA, denominadas elementos de respuesta hormonal (HRE), en este caso es un

elemento de respuesta a P4. Activacion del RP por fosforilacion.

e  Unioén del RP activado a su elemento de respuesta, el reclutamiento de cofactores de
la transcripcion hacia la regiéon promotora que, junto con la maquinaria basal de
transcripcion, inician y regulan la sintesis del mRNA (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 es removido para su

posterior degradacidn por el proteosoma.

e La fosforilacion del RP inducida por la P4 y mediada por proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPKSs) es sefial para la ubiquitinacién del RP y su

degradacion por el proteosoma 26S.

Los coactivadores de receptores nucleares como el RP son una clase de
proteinas coreguladoras que interactiian con estos receptores de manera ligando

especifica, para potenciar su efecto en la trascripcion de genes blanco.

Funcionalmente, los coactivadores sirven como puentes moleculares que unen al
receptor con la maquinaria basal de transcripcion (McKenna et al., 1999). Se ha
observado que algunos coactivadores tienen actividades enzimadticas que contribuyen a

potenciar la transcripcién de genes.

Union de la P, al RP
Dimerizacion

Fosforilacion

Reclutamiento de la magquinaria basal
da francertnetan v enachvadoras

CBEF/p300



Figura 4. Mecanismo general de activacion del RP por su ligando. El RP estd 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 HRE, reclutar a coactivadores y a la maquinaria basal
de transcripcidn, lo cual modifica la transcripcion del gen blanco. El complejo formado puede reclutar otros
cofactores al promotor como el CBP/p300 que pueden 1) abrir la estructura de la cromatina a través de su
actividad de histona acetil transferasa (HAT) y 2) contribuir a la estabilizacién del complejo de pre-iniciacion
(Giangrande et al., 1997).

Los coactivadores de receptores a esteroides (SRC-1, 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 funcidén enzimdtica implicada en la transcripcién
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 dcido



retinoico y a hormonas tiroideas (SMRT) y el correpresor de receptores nucleares (NcoR)
son dos de los correpresores que cominmente 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. La unién del RP con SMRT y/o
NcoR se da cuando el receptor estd unido a antagonistas o incluso agonistas (Heinzel et al.,
1997, Jackson et al., 1997). La existencia de coactivadores y correpresores aumenta ain

mds el nivel de complejidad de la regulacion de la actividad del RP.

IV.4. Caracteristicas del receptor a progesterona.

El RP pertenece a la familia de receptores a hormonas esteroides; cuyos miembros
regulan la expresion de genes en respuesta a la unién con su ligando (Kastner et al., 1990).
El RP es un factor de transcripcion que regula la expresion de genes a través de la
interaccidon con secuencias especificas en el DNA (HRE). Este receptor 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 (Fig. 5); las caracteristicas

de estas isoformas se describiran mas adelante.

En los mamiferos y especificamente en el humano el gen del RP estd localizado en
el cromosoma 11p22.23, el tamafio de éste es de aproximadamente 90 kb y comprende 8

exones mds 7 intrones (Fig. 5) (Misrahi et al., 1993).

La identidad entre los genes del RP de humano y el de rata es de un 85% y la

identidad entre las proteinas es de un 96% (Park-Sarge y Mayo, 1994).

Estructuralmente, las isoformas del RP estdn compuestas por cuatro dominios que

llevan a cabo las siguientes funciones:

1) Dominio amino terminal (NHT): Se codifica a partir del exén 1 (2380 pb).
Participa en la regulacion de la transcripciéon de genes blanco, ya que contiene

funciones de transactivacion.

2) Dominio de union al DNA (DBD): Se codifica a partir de los exones 2 (152 pb) y
3 (117 pb). Participa en la dimerizacidon con otro receptor y en la unién al DNA a

través de la presencia de dedos de cinc.



3) Dominio bisagra (H): Se codifica a partir del exén 4 (306 pb). Participa en
procesos de estabilizacién del receptor por unién a proteinas de choque térmico
como Hsp90 y en la localizacién nuclear ya que contiene el péptido de localizacién

nuclear (NLS).

4) Dominio de union al ligando (LBD): Se codifica a partir de los exones 5 (145), 6
(131), 7 (158) y 8 (153 pb). Participa en la interaccién con el ligando y en la
regulacion de la transcripcion, ya que contiene una funcién de transactivacion (Fig.

5).

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 regulacién de
distintas vias de sefializacion celular alteran la actividad y la fosforilacién 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. En el
humano el RP contiene 14 sitios de fosforilacion (Fig. 6), de los cuales 10 han sido
identificados mediante ensayos de fosforilacién in vitro e in vivo (Ser”, Ser®', Ser'®?,
Ser162, Ser190, Ser’!? , Ser294, Ser346, Ser400, Ser676) y cuatro unicamente por fosforilacion
in vitro (Ser™, Ser', Ser*’, Ser’™™*) (Zhang et al., 1994 y 1995, Lange et al., 2000,
Knotts et al., 2001).
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Figura 5. Estructura del RP de la rata y su gen. A) Organizacién de los dominios del RP de la rata. La
secuencia de aminodacidos del RP esta dividida en 4 dominios: el dominio amino terminal sefialado (NHT), el
dominio de unién al DNA (DBD), el dominio bisagra (H) y el dominio de unién al ligando (LBD). Las
funciones de cada uno de estos dominios se describen en el texto. B) Estructura del gen del RP de la rata.
Contiene dos regiones promotoras, 8 exones y 7 intrones, en donde los exones del 1 al 8 estdn sefialados con
la letra E maytscula y el nimero correspondiente a cada exén. Las dos regiones altamente conservadas entre
el RP del humano, el pollo y la rata estdn sefialadas con flechas huecas. Los limites de los exones estin
indicados con lineas verticales gruesas de color negro que corresponden a las posiciones de los aminoacidos,
los cuales estdn sefialados con nuimeros en la parte superior. Los intrones estdn sefialados como lineas
interrumpidas entre cada exén. La region promotora 1 se encuentra ubicada de la posicién —131 a +65 y la 2
en la posicién +461 a +675. Se sefialan las dos posiciones de inicio de la traduccién (ATG) y la de término

(TGA); (Misrahi et al., 1993).

Se ha reportado que la P4 induce la fosforilacion del RP en los residuos Ser'®,
Ser’, Ser’®, Ser®!, Ser'®, Ser'” y Ser*?” (Zhang et al., 1994 y 1995). Ademads se conocen
tres diferentes cinasas capaces de fosforilar algunos de estos residuos; el residuo Ser®'
puede ser fosoforilado por la caseina cinasa II (CKII) (Zhang et al., 1994), los residuos
Ser” , Serlgo, Ser’!? , Ser294, Ser430, Ser554, Ser®’® por la cinasa 2 dependiente de ciclina

(Cdc2) (Zhang et al., 1997, Knotts et al., 2001), y los residuos Ser'®? y Ser?* por las



proteinas cinasas activadas por mitégenos 44 y 42 (MAPK-44 y MAPK-42) (Lange et al.,
2000).

Hasta el momento, no se han hecho estudios en la rata sobre los sitios de
fosforilacion y las cinasas que pudieran fosforilarlos, sin embargo a través de diversos
algoritmos bioinformdticos (Mac. Vector y NetPhos 2.0) se han identificado 37 residuos de
serina en el RP de la rata que podrian ser fosforilados por cinasas tales como la proteina
cinasa C (PKC) para los residuos Ser94, Ser’ 99, 8575, S757, §% 7, la proteina cinasa A (PKA)
para los residuos Ser98, Serm, Ser276, Serzgl, Ser344, Ser488, Ser539, caseina cinasa I (CK I)
para los residuos Ser'”, Ser®®, Ser®’, Ser™, Ser®, Ser'®, Ser'®, Ser’”?, Ser*, Ser’’®, Ser’”,
Ser397, Ser*® s Ser450, Ser468, Ser542, Ser 576, Ser747, Ser’8¢ y Serggg, la CK II para los residuos
Sergo, Sergg, Serm, Serm, Ser166, Ser450, Ser®” y Ser869, la glucégeno sintasa cinasa 3
(GSK-3) para los residuos Ser43, Ser94, Ser162, Ser166, Ser439, Ser443, Serm, la cinasa II
dependiente de calmodulina (CaMKII) para los residuos Sergg, Ser”o, Ser539, Ser®® , la

Cdc2 para el residuo Ser'” y la proteina cinasa G para el residuo Ser”® (Poletti et al., 1993).
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Figura 6. Sitios de fosforilacion en el RP humano (hRP). Residuos de fosforilacion en el hRP identificados

hasta la fecha. Tomado de Knotts et al., 2001.

El receptor fosforilado presenta una alta afinidad por los HRE (Mahesh et al., 1996;

24 del humano

Beato, 1989). Se ha observado que la fosforilacién del RP en el residuo Ser
es necesaria para la ubiquitinacion del receptor y su degradacion por el proteosoma 26S

(Lange, et al., 2000).



Se ha detectado la presencia del RP en diferentes tejidos del aparato reproductivo de
distintos grupos de vertebrados; en las células de la granulosa en 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 y David-Ferreira, 1982); asi como
en el oviducto y bolsa de Fabricio de pollo (Ylikomi et al., 1985; Gonzalez-Moran y
Camacho-Arroyo, 1998). También el RP se ha localizado tanto en tejido normal como
neoplasico de glandula mamaria (Pollow et al., 1977; Horwitz y McGuire, 1975) asi como
en distintas dreas del cerebro tales como el hipotdlamo, el drea predptica, el hipocampo y la
corteza cerebral (Camacho-Arroyo et al., 1998b). También, se expresa en el timo (Pearce
et al., 1983), islotes pancreaticos (Green et al., 1978); en células osteoblasticas (Gunnet et

al., 1999) y en el pulmé6n (Camacho-Arroyo et al., 1994b).

Como se mencioné anteriormente, se han identificado dos isoformas del RP, las
cuales se han denominado RP-A (80-94 KDa) y RP-B (108-120 KDa) (Fig. 7). La isoforma
RP-A carece de 164 aminodcidos en la regién 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 excepcién del conejo en el cual sélo se ha detectado

la isoforma RP-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 trancriben 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., 1993b) (Fig. 7).

Estudios bioquimicos indican que ambas isoformas tienen la misma afinidad tanto
por la P4 como por los HRE (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).
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Figura 7. Organizacion de las isoformas del RP de la rata. Los ndimeros indican la posicion de las bases y
de los aminodcidos 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: ATG-1 y ATG-2: Sitios de
inicio de la traduccién de RP-B y RP-A respectivamente; TGA: Codén de término de la traduccién (Park-

Sarge y Mayo 1994; Kraus et al., 1993b).

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 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 ttero del ratén 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).

RP-A puede ejercer efectos represores sobre la actividad transcripcional de otros
receptores a hormonas esteroides como el receptor a estrégenos, los receptores a
glucocorticoides y mineralocorticoides. Esta capacidad transrepresora permite al RP-A
mediar las acciones de la P4 al mismo tiempo que regula los efectos de otras hormonas,
participando de forma importante en la integracién de sefales (cross-talk) mediados por

otros receptores a hormonas (Camacho-Arroyo, 2003).



La distinta actividad transcripcional de cada isoforma del RP puede ser relacionada
con las diferencias en su estructura: la isoforma RP-A carece de 164 aminodcidos presentes
en el extremo amino terminal de la isoforma RP-B (Graham et al., 1995). El RP-A posee
solamente dos regiones con funciones de activaciéon (AF1, AF2), mientras que el RP-B
contiene ademds una tercera regiéon (AF3) presente en el extremo amino terminal (“B-
upstream” o BUS) (Giagrande y McDonell, 1999) (Fig. 8). La presencia de una regién con
funcién inhibidora localizada en la region adyacente a AF1 que s6lo es funcional en RP-A.
Se han demostrado que esta regién bloquea la activacion de la transcripciéon mediada por

AF1y AF2, pero no por AF3, presente en RP-B (Huse et al., 1998).
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Figura 8. Organizacion estructural de las isoformas del RP. La organizacion general de las proteinas de

las isoformas del RP estd esquemdticamente ilustrada. AF-1, AF-2 y AF-3 indican las funciones de
activacion, IF la funcién de inhibicién, DBD el dominio de unién al DNA y HBD el dominio de unién a la

hormona (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000).

Por otro lado, cada isoforma es mds afin a coactivadores o a correpresores de la
transcripcion: el RP-A presenta mayor afinidad a correpresores como el SMRT, incluso es
incapaz de reclutar eficientemente a los coactivadores transcripcionales como la proteina
que interactiia con el receptor a glucocorticoides-1 (GRIP-1) y SRC-1 (Giangrande et al.,
1999), mientras que el RP-B es mds afin a coactivadores como el SRC-1 (Camacho-
Arroyo, 2003). Incluso la tasa de expresion de los coactivadores respecto a los
correpresores dentro del ambiente celular influye en la actividad transcripicional de cada
isoforma, provocando que en algunos casos el RP-A no ejerza su actividad represora
(Camacho-Arroyo, 2003).

Se sabe que 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).



La diferente distribucién y regulacion de los sitios de fosforilacién 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 transcripcidon de un gen. El RP humano
es fosforilado al menos en catorce residuos, seis de estos sitios s6lo se encuentran en el RP-

B mientras que los otros ocho los comparten ambas isoformas (Knotts et al., 2001).

Las dos isoformas de RP tienen distinta localizacién subcelular en células de céncer
endometrial. Mientras que el RP-B estd localizado primordialmente en el citoplasma, el
RP-A se encuentra en el niicleo; lo anterior apunta a que en ausencia de ligando el RP-B
puede ejercer efectos no gendmicos en el citoplasma y el RP-A puede actuar de forma
ligando independiente en el nicleo. Estas observaciones llevan a sugerir que una alteracion
en la expresion o actividad de las isoformas del RP puede tener importantes consecuencias

en la capacidad de respuesta a la P4 (Mote et al., 1999).

El RP es regulado de manera positiva por el E2 y de manera negativa por P4 en
muchos tejidos blanco, como el ttero y el hipotdlamo (Graham y Clarke, 1997; Camacho-

Arroyo et al., 1994a; Mendoza-Rodriguez et al., 1999).

La regulacion positiva del RP por estrégenos, como el E2, se debe a que en el
promotor del gen de este receptor se han determinado los ERE. Por ejemplo en la rata se ha
determinado que en la regién del promotor para RP-A existen 2 ERE, uno completo que
contiene una secuencia palindrémica que varfa en dos nucledtidos de la secuencia
consenso, ubicado en la posicién +615/637 del gen del RP y otro sitio més que Gnicamente
contiene la mitad del ERE en la posicion +462/4+466 (Kraus y Katzenellenbogen, 1993a).
En la region del promotor para RP-B no se han detectado ERE, sin embargo, se han
determinado sitios de unién al factor de transcripcién conocido como proteina especifica 1
(Spl) en la posicién —49/-41 (Kraus et al., 1993b), que puede actuar junto con el RE
(Salvatori et al., 2003; Khan et al., 2003) para promover la transcripcién del RP.

En la rata los mecanismos moleculares involucrados en la regulacién negativa de la
trascripcion del gen del RP por P4 podrian implicar la participacidn otras proteinas, dada la

carencia de elementos de respuesta a P4 en el gen del RP (Savouret et al., 1991).

Se sabe que el proteosoma 26S es un sistema localizado tanto en el nicleo como en
el citoplasma que utiliza la célula para degradar proteinas que tienen una vida media corta,
como son los factores de transcripcion, reguladores del ciclo celular, proto-oncogenes o

genes de induccién temprana y los receptores a hormonas esteroides. Las proteinas



degradadas por el proteosoma necesitan estar ubiquitinadas lo cual implica la participacidén
consecutiva de tres enzimas, la enzima activadora de ubiquitina, el complejo de enzimas

conjugadoras de ubiquitina, y las ligasas de ubiquitina (Gonzales-Flores et al., 2004).

Se ha demostrado que al inhibir la actividad del proteosoma 26S el contenido
celular del RP se incrementa, observando un mayor efecto en la expresién a nivel de
proteina del RP-B en el hipotdlamo y drea predptica (POA) atin en presencia de su ligando.
Lo anterior sugiere que el proteosoma 26S es un importante mediador molecular en la

regulacion negativa del RP por parte de la P4 (Gonzalez-Flores et al., 2004).

IV.5. Regulacién de las isoformas del RP en el SNC.

El patrén de expresion y la regulacion de las isoformas del RP en el cerebro
dependen del tejido, la edad, sexo, condicién hormonal, y la especie animal. La expresion
de las isoformas del RP ha sido detectada a través de varias técnicas como la transcripcion
reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR, por sus siglas en
inglés), ensayos de proteccion a RNasa, inmunohistoquimica y western-blot (Ingar et al.,
1992; Graham y Clarke, 1997; Camacho-Arroyo, 2003). Esta expresion diferencial puede

ser critica para la respuesta celular a la P4 (Gonzdlez-Arenas et al., 2003).

Camacho-Arroyo y sus colaboradores han reportado que en el encéfalo de ratas
ovariectomizadas existe una regulacion diferencial de las isoformas de RP por parte del E2
y la P4. En el hipotdlamo la expresion de ambas isoformas del RP a nivel de RNAm fue
inducida por E2 y regulada de forma negativa por la P4, mientras que en el POA estos
cambios sOlo se observan para el RP-B. En contraste, en el hipocampo y bulbo olfatorio,
s6lo existe induccion de la isoforma RP-A por parte del E2 y la administracién de P4 no
modifica la expresion de ninguna de las dos isoformas. Ni en corteza frontal ni en el
cerebelo de las ratas hembra, el tratamiento con cualquiera de las dos hormonas modificé la

expresion del RP (Camacho-Arroyo et al., 1998b).

El mismo grupo ha encontrado también en ratas ovariectomizadas, que la induccién
de la expresion de ambas isoformas del RP por parte del E2 a nivel del RNAm es reflejada
a nivel de proteina en el POA, el hipocampo y el hipotdlamo (Guerra-Araiza et al., 2000 y
2003).

Por otra parte, la expresion de las isoformas del RP es tejido-especifica y depende

del estado hormonal del animal variando de acuerdo al ciclo reproductivo. A nivel de



RNAm la isoforma RP-B es predominante en el hipotilamo, POA y corteza frontal,
mientras que en el hipocampo ambas isoformas se expresan en una tasa similar. La maxima
expresion de la isoforma RP-B en cada region cerebral depende del dia del ciclo estral: en
el hipotdlamo sucede durante el proestro, en el POA y corteza frontal se presenta durante el
metaestro y diestro, respectivamente (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000); mientras
que no se observa cambio alguno en el hipocampo, ni a nivel de RNAm, ni a nivel de

proteina (Guerra-Araiza et al., 2003).

En el hipotalamo el contenido de proteina para ambas isoformas es casi constante
durante todo el ciclo y solamente disminuye significativamente para la isoforma RP-A en el
diestro; en contraste, el contenido mas alto de ambas isoformas se observé durante el
diestro. En la corteza frontal el contenido a nivel de proteina mas bajo de la isoforma RP-B
se hizo notorio s6lo en el estro y el contenido de la isoforma RP-A no se modifico

significativamente (Guerra-Araiza et. al, 2003).

En la hipéfisis de la rata también se han reportado cambios en la expresion de las
isoformas del RP durante el ciclo estral, siendo notorio el aumento de la expresién de
ambas isoformas en la mafiana del proestro cuando son altos los niveles de E2 (Szabo et al.,

2000).

El dimorfismo sexual del patron de expresion de las isoformas del RP se evidencia
en ratas gonadectomizadas: en contraste con los datos reportados para las ratas hembra,
s6lo el E2 induce la expresion de la isoforma RP-A en el cerebelo de ratas macho
gonadectomizados; en otras regiones del encéfalo la expresion del RP no se ve modificada

ni por el E2 ni por la P4 (Guerra-Araiza et al., 2003).

Se ha reportado que a nivel del RNAm existen diferencias durante el desarrollo y de
forma tejido-especifica en la regulacion en el patron de expresion de ambas isoformas del
RP, por ejemplo, en el mesencéfalo de ratones machos y hembras, el contenido a nivel de
proteina del RP-B es significativamente mds alto que el de RP-A en ratas prepuberes

(Guerra-Araiza et al., 2002).

La expresion de RP-A en el hipotdlamo es mayor en las ratas macho adultas intactas
que la observada en los animales preptiberes, mientras que en el POA, la corteza frontal, el

hipocampo y el bulbo olfatorio ambas isoformas se expresaron de manera similar (Guerra-



Araiza et al.,, 2001) y en ambas edades de la rata macho en el cerebelo predomina la

isoforma RP-B (Kato et al., 1993).

V. RELACION ENTRE LA DISTRIBUCION DE LAS ISOFORMAS
DEL RECEPTOR A PROGESTERONA Y LOS EFECTOS
FISIOLOGICOS DE LA PROGESTERONA EN EL SISTEMA
NERVISO CENTRAL Y OTROS TEJIDOS

V.1. Regulacion del RP en el SNC durante la ovulacion.

La ovulacién se manifiesta cuando la LH actiia sobre las células de la granulosa del
foliculo de De Graaf del ovario, induciendo la secrecidon rdpida de hormonas esteroides
foliculares, que incluyen una pequefia cantidad de P4, lo que hace que el foliculo se rompa,

se transforme en el cuerpo liteo y, por tanto, se produzca la expulsion del évulo.

La P4 puede inhibir o estimular la liberaciéon de la hormona luteinizante (LH), la
cual es fundamental dentro del proceso de ovulacién a través del control de la liberacion de
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH); (Ronnekleiv y Kelly, 2005). La mayor
distribucién de células RP positivas en el cerebro se ha encontrado en el POA, el nicleo
ventromedial (VMH) y el nticleo arcuato del hipotdlamo, asi como en la hip6fisis anterior
(Ronnekleiv y Kelly, 2005); la localizacién del RP dentro de la hipéfisis s6lo se restringe a

los gonadotropos de ratas y primates (Turgeon y Waring, 2000).

En primates y roedores se ha demostrado que la GnRH es secretada por las
neuronas localizadas en el hipotilamo medial y, para el caso de las rata hembra, en el
proestro (cuando existe la una alta concentracién plasmatica de P4). La GnRH alcanza el
16bulo anterior de la hipdfisis a través del sistema portal hipotdlamo-hipéfisis e induce la

sintesis de la LH de forma pulsétil (Turgeon y Waring, 2000).

La importancia del patrén de expresion del RP respecto a la ovulacién queda al
descubierto gracias a estudios realizados con ratones que no expresan el RP (PR-KO) y
ratones que no expresan la isoforma RP-A (PRA-KO). Sélo las ratonas PR-KO no
producen 6vulos atin cuando muestran ovarios normales, lo cual sugiere que la P4 ejerce
su efecto gendmico positivo a través del RP-B sobre el gen de la GnRH de las células del

hipotdlamo (Connely et al., 2001).



Una vez completada la ovulacién el proceso se detiene debido al efecto de
inhibiciéon de la P4 en la secrecion GnRH y de LH (Ronnekleiv y Kelly, 2005)
probablemente por la disminucién de la expresion del RP-B mediada por el proteosoma

26S (Gonzalez-Flores et al., 2004).

V.2. Participacion del RP en la conducta sexual.

En la tarde del proestro y la mafiana del estro, se presenta en la rata hembra la
conducta de lordosis, cuyo objetivo es facilitar la monta del macho. Esta conducta podria
estar mediada por el RP-B, incluso durante la mafiana del estro cuando los niveles de

RNAm para dicha isoforma son altos (Guerra-Araiza et al., 2000).

Se ha demostrado que cuando se inhibe la actividad del proteosoma 26S se
incrementa la expresién del RP, con un notable incremento en el contenido del RP-B
durante la conducta de lordosis (Gonzalez-Flores et al., 2004). La importante participacion
del RP-B podria evidenciarse durante el proestro, cuando la dopamina y la P4 en el
hipotdlamo incrementan la concentracion del AMPc que activa a la proteina cinasa A
(PKA). El incremento de PKA provoca la fosforilacion de fosfoproteinas neuronales como
la fofoproteina-32 regulada por dopamina y AMPc (DARPP-32). Se sabe que la
fosforilacion de DARPP-32 favorece la fosforilzacion del RP y el reclutamiento de
cofactores de transcripcion (especificamente el RP-B que es mds afin a coactivadores de la
transcripcion) provocando que se exacerbe lordosis aumentada (Mani S, 2001). Estos datos
coinciden con el incremento en la transcripcién del gen de la GnHR por parte del RP-B, lo
que a su vez desencadena la secrecién de la LH en la pituitaria para la induccién posterior

de la ruptura folicular y ovulacién (Chabbert-Buffet et al., 2000).

V.3. Expresion del RP durante el embarazo

En el embarazo, cuando los niveles séricos de P4 se encuentran en su maximo, la
ovulacién se inhibe. El RP-A en presencia de su ligando inhibe la transcripcién del RNAm

para la GnRH tanto en placenta como en la hipdfisis (Fang et al., 2002).

Ademés, el efecto estimulador del RP-B sobre la transcripcidn disminuye debido a

su degradacion mediada por el proteosoma 26S.



Se ha demostrado que en la placenta la expresion del RP-A durante el embarazo
predomina sobre la expresion del RP-B, y la P4 a través del RP-A favorecerd el
crecimiento de la placenta de forma independiente a los factores de crecimiento como el

IGF-1I 6 el IGFBP-2 (Mark et al., 2006).

En los roedores, al final del embarazo existe una disminucion de los niveles
plasmaticos de la P4 (Brown et al., 2004); sin embargo, en humanos esta disminucién no es
significativa y solamente se observa el aumento en la tasa de expresion del RP-A respecto
al RP-B en las células miometrales debido al efecto estimulador de los estrégenos sobre la

transcripcion de su gen.

Al aumentar el contenido del RP-B y en presencia de su ligando se favorece la
transcripcion del gen de la oxitocina en el POA, en el nicleo paraventricular (PV) y en el
nucleo supradptico del hipotdlamo. La oxitocina actda sobre la glindula mamaria y el ttero
favoreciendo la contraccién de las células mioepiteliales e iniciando el trabajo de parto

(Mesiano et al., 2002).

V.4. Participacion del RP en la conducta maternal y paternal.

Investigaciones recientes demuestran que los cambios hormonales que ocurren
durante el embarazo, gestacién y lactancia pueden remodelar el cerebro de las hembras,
incrementando el nimero de neuronas en algunas regiones como en el POA y provocando
cambios estructurales en otras como sucede durante el aumento en la densidad de las
espinas dendriticas de la regiéon CA1l del hipocampo. Algunos de los sitios involucrados
regulan el comportamiento maternal, tal como la construccién de nidos, el acicalamiento y
la proteccién de los jovenes. Otras regiones afectadas se relacionan con la memoria, el

aprendizaje y las repuestas al miedo y al estrés (Kinsley y Lambert, 2006).

Kinsley y colaboradores sugieren que la sola presencia de las crias, al estimular la
secrecion de oxitocina, se promueve el desarrollo de conexiones a largo plazo en el

hipocampo, por lo que la memoria espacial y el aprendizaje de la rata madre mejoran.

Para los roedores la conducta maternal involucra méas alla del comportamiento de
proteccién a las crias, incluye el desarrollo de actividades arriesgadas a fin de atender las
necesidades del nido; con relativa frecuencia, la madre se aleja del nido a fin de encontrar

el alimento que sostiene a su descendencia. El riesgo del alejamiento se compensa por la



confianza que la rata adquiere al aumentar su memoria espacial y por lo tanto, la seguridad

que tiene al saber cémo regresar al nido.

Por otro lado, una vez que la rata macho llega a su etapa adulta, en el hipotdlamo la
expresion del RP-A es predominante mientras que en el cerebelo predomina la expresion
del RP-B a nivel de RNAm (Guerra-Araiza et al., 2000). La informacién somatosensorial,
principalmente auditiva se procesa en el cerebelo, mientras que el hipotdlamo se relaciona

mads con procesos de conducta.

Estudios con roedores que no expresan el RP (PR-KO) demuestran que la
activacion del RP en el macho adulto incrementa la conducta agresiva contra las crias, sin
modificar la agresividad contra otros machos. Lo anterior sugiere que algin gen que
determina la conducta relacionada hacia las crias es regulado a la baja por el RP (Schneider

et al., 2003).

V.5. Relacion entre la expresion del RP y la excitabilidad neuronal.

Existe evidencia de que los neuroesteroides interactian alostéricamente con canales
ionicos ligados a ligando anclados en la membrana celular, disminuyendo la excitabilidad
neuronal. Pero por otro lado, algunos metabolitos 3a-reducidos de la P4 pueden regular la
expresion del RP a nivel de RNA m después de una oxidacidn intracelular a esteroides Sa-
pregnanos y tener algin efecto fisiologico. En hombres y en mujeres los esteroides
neuroactivos 3a-reducidos producen perfiles EEG del suefio parecidos a la induccién con

benzodiazepinas (Oettel y Mukhopadhy, 2004).

Los metabolitos 3a-reducidos de la P4 podrian estar activando el RP-B de forma
independiente al ligando: El desencadenamiento de una cascada de fosforilaciéon por la
misma P4 (por vias no gendmicas) o como consecuencia de estimulo ambiental (la
activacion de receptores a dopamina D1 6 DS5), puede traer consigo la fosforilacién del RP

y la consecuente unién del receptor a DNA (Blaustein, 2003).

Ademads la P4 muestra actividad anestésica a nivel de médula gracias al incremento
de la monoamino-oxidasa (MAOQO), la enzima que cataboliza la serotonina en el cerebro

(Sherwin, 1999), el incremento de la MAO podria ser debido a la expresion del RP-B.



V.6. Participacion del RP en la neuroproteccion, memoria y aprendizaje.

En varios modelos experimentales de dafio cerebral (por la administracién de
colchicina o el péptido B-amiloide ) la P4 induce la recuperacion y la neurorregeneracion,
debido a la induccién de la sintesis de componentes mielinicos en células de Schwann y
oligodendrocitos (Guennoun et al.,, 2001). Otras acciones de la P4 que reflejan

neuroproteccion pueden demostrarse a través de la modulacién de la plasticidad sindptica.

La plasticidad neuronal es la adaptacion estructural de las neuronas a los
requerimientos fisioldgicos, por ejemplo la formacién de espinas dendriticas. Este proceso
requiere cambios dindmicos estructurales por parte del citoesqueleto o de proteinas
asociadas a sus componentes. Se ha demostrado, que en la regién CA1 del hipocampo de
ratas hembra la P4 modifica la densidad de las espinas dendriticas por la induccién en el
contenido de la proteina asociada a microtibulos (MAP2); (Reyna- Neyra et al., 2004).
Aun cuando a nivel de RNAm o a nivel de proteina la expresion de ambas isoformas del
RP en el hipocampo de la rata hembra es similar (Camacho-Arroyo, 2003) el RP-A podria
mediar el aumento en el contenido de la MAP2, a nivel de proteina y no en la expresion
génica, a través de la disminucién de su degradacién. El RP-B podria contribuir de manera
significativa en el aumento de la expresion a nivel de RNAm de la MAP2, ya que durante
el proestro el ligero aumento en la expresion de dicha isoforma del receptor coincide con el

incremento significativo de la MAP2 (Reyna- Neyra et al., 2002).

La regién CA1 del hipocampo ha sido relacionada con la memoria, es en esta regién
en donde el E2 aumenta la densidad de las espinas dendriticas y la P4 a través de sus
receptores modula la morfologia neuronal. De este modo se favorecen los procesos de

aprendizaje (Camacho-Arroyo, 2003).



VI. TRABAJO EXPERIMENTAL

VI.1. Justificacion.

Las isoformas del RP juegan un papel importante en los efectos mediados por la
P4. El andlisis de la actividad de ambas isoformas en varios modelos experimentales y
tipos celulares, nos llevan a la conclusion de que el RP-A y el RP-B poseen diferentes
propiedades de transactivacion, desencadenan efectos fisioldgicos distintos y se regulan
de manera diferente por el E2 y la P4. Sin embargo, se desconoce la distribucion de las
isoformas del RP en el hipotidlamo de la rata, por lo que su conocimiento llevara a
entender algunos aspectos sobre los mecanismos por los cuales la P4 ejerce sus efectos

en el SNC.



VI.2. Planteamiento del problema.

La informacién generada hasta el momento sobre la expresion de las isoformas
del RP en el SNC se ha basado en preparaciones de homogenados de regiones
cerebrales que contienen diversos grupos neuronales con distintas caracteristicas
fisiologicas, lo que ha impedido establecer una relaciéon entre la expresion de las
isoformas del RP y la funcién de grupos neuronales especificos de las regiones
cerebrales en donde ejerce sus acciones la P4 y que estan relacionadas con la conducta
sexual y la ovulacién. Por lo cual, resulta de gran importancia contar con una técnica
estandarizada que permita estudiar la distribucion y la regulacién de las isoformas del

RP dentro de una misma neurona.



VL.3. Hipotesis.

e Siel E2 yla P4 regulan de manera tejido-especifica el contenido del RP-A y RP-
B en el SNC de la rata, entonces la distribucién y el contenido de las isoformas
del RP en los nicleos ventromedial, arcuato y POA se modificardn al
administrar estas hormonas.

e La estandarizacion de la técnica de inmunofluorescencia para colocalizar el RP-
A y el RP-B permitird conocer la distribucidon de ambas isoformas en la misma

neurona.

VI1.4. Objetivos.

e Estandarizar la técnica de inmunofluorescencia que permitird conocer la

colocalizacién de las isoformas del RP en el SNC de la rata.

e Determinar por inmunofluorescencia la distribucién de las isoformas de RP en el
POA y los nucleos ventromedial y arcuato del hipotilamo de ratas

ovariectomizadas tratadas con E2 y P4.



VI.5. Metodologia.

VI.5.1 Estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica.

A fin de establecer las condiciones iniciales para el desarrollo de la técnica de
inmunofluorescencia de doble tincidn, se llevé a cabo la localizacién del RP y del RE
en cortes transversales de tdtero y cortes coronales de la region media del cerebro
montados en parafina. Se incluyd la deteccion del RE con el objetivo de precisar si

existian problemas metodolégicos que evitaran la obtencién de resultados.

Cuatro ratas adultas Sprague-Dawley (200-250 g) mantenidas bajo un ciclo luz-
oscuridad de 12:12 h (7-19 hrs.) con agua y alimento ad Ilibitum fueron
ovariectomizadas bajo anestesia (80 mg/ kg) con ketamina (Galen S. A., México). Dos
semanas después fueron asignados de forma aleatoria los siguientes tratamientos
tomando 2 ratas por grupo:

a) Vehiculo (aceite de maiz) administrado por via subcutanea (s.c.) por un dia.

b) E2 (25 pug/100 g de peso) administrado por via s.c. por un dia.

La administracién de vehiculo permitiria observar la expresion del RE, mientras
que la dosis de E2 utilizada induciria la expresién del RP. Veinticuatro horas después
del tratamiento los animales fueron sacrificados, se realizé la perfusidn intracardiaca
con 250 mL de solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 7.4 (PBS) y 25 mL de
parformaldehido al 4%. Inmediatamente después se disectaron el cerebro y el utero. Los
tejidos de tres animales (el otro se utiliz6 para estandarizar la técnica histoldgica que se
describird mds adelante) se mantuvieron a 4°C en paraformaldehido al 4% de 2 a 3
horas, posteriormente fueron conservados en una solucién de sacarosa al 10% en PBS a

4° C durante toda la noche.

Cabe mencionar que para localizar los nicleos cerebrales sobre los cuales se
trabajaria, se estandariz6 la técnica histoldgica. Para ello, inmediatamente después de
ser fijados, uno de los cerebros fue mantenido a 4° C en soluciones de sacarosa al 20 y
30% en PBS (dos horas en cada solucion) y posteriormente, con ayuda de un cridstato,
se obtuvieron cortes coronales de 10 um por congelacion. Estos cortes se montaron en
laminillas tratadas con poli-L-lisina y se tifieron con violeta de cresilo. Se demostré que
los cortes se realizaron correctamente (Fig. 9) identificando los nticleos de interés, por

lo cual se continué con la estandarizacion de la técnica inmunohistoquimica.



Fig. 9. Estandarizacion de la técnica histoldgica. A: corte coronal de cerebro tefiido con violeta

de cresilo. B: detalle de de la figura 33 del Atlas de Paxinos y Watson (1998). El corte del panel

A corresponde al nicleo ventromedial del hipotdlamo (indicado con una flecha) que se muestra

en el panel B (VMHC).

Al dia siguiente de su obtencion, los tres cerebros y los tteros fueron colocados
en rejillas de plastico a fin de ser incluidos en parafina. La deshidratacion se llevé a
cabo con lavados de una hora en soluciones de alcohol (70, 80, 96 y 100 %), alcohol-
xilol 50% - 50% y xilol al 100%. Posteriormente, fueron embebidos en parafina. Con el
uso de un microtomo se obtuvieron cortes coronales seriados de 10 um de POA y del
hipotdlamo de cada cerebro de acuerdo al Atlas de Paxinos y Watson y cortes
transversales de 10 um de los tteros los cuales fueron montados en laminillas tratadas

con poli-L-lisina.

La técnica inmunohistoquimica se realizé sobre los tejidos incluidos en parafina

y montados sobre las laminillas de la siguiente forma:



. La rehidratacién de los tejidos consistié en lavados de dos minutos en: xilol al
100%, xilol-alcohol 50%-50%, alcohol en alcohol (al 100, 96, 80, y 50%), y

agua destilada.

. Incubacién con citrato de sodio (10mM) a pH 6.0 bajo ebullicién durante 5

minutos.

. Incubacién con peréxido de hidrégeno (H,0O,) al 3% en PBS pH 7.4 durante 20

minutos.

. Permeabilizacion de la membrana con Tritéon X-100 al 0.5% durante 20 minutos.

. Bloqueo de la reactividad inespecifica (disminucién del fondo) con suero normal

de cabra (NGS) al 0.1% en PBS pH 7.4 durante 30 minutos.

. Incubacién con el anticuerpo primario durante 48 horas a 4°C. Para detectar

ambas isoformas del RP se emple6 el anticuerpo monoclonal PRAB-52: sc-810
en una dilucién 1:50 en Tritén X-100 al 3%, NGS al 3% y PBS pH 7.4. Para
detectar el RE se utilizé el anticuerpo monoclonal. ERaD-12: sc-8005 en una
dilucién 1:50 en Tritén X-100 al 3%, NGS al 3% y PBS pH 7.4. Ambos

anticuerpos de Santa Cruz Biotechnology Inc.

. Después de tres lavados con PBS pH 7.4 cada uno de 10 minutos, los cortes
fueron incubados con el anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-ratén

diluido 1:50 en PBS durante 24 horas a 4° C.

Se realizaron dos lavados en PBS pH 7.4 cada uno de 10 minutos y se agrego el
complejo avidina-biotina durante dos horas a temperatura ambiente. Después se

realizaron dos lavados mas en PBS.

. La inmunoreactividad fue detectada revelando con una solucién de DAB de la

casa VECTOR durante 2 a 5 minutos a temperatura ambiente. Se inactivé la
reaccion con agua destilada a través de dos lavados de 5 minutos cada uno, y se
realiz6 la deshidratacion de los tejidos empleando las soluciones descritas en el
inciso 1, comenzando por el agua hasta una solucion de xilol al 100%. Y las

laminillas fueron conservadas con el medio de montaje Permount (Vectashield).



VI1.5.2 Andlisis de la especificidad de los anticuerpos monoclonales.

Para comprobar la especificidad de los anticuerpos monoclonales que se
utilizarfan para colocalizar las isoformas del RP  mediante la técnica de
inmunofluorescencia, se llevo a cabo un andlisis de Western-Blot.

Los anticuerpos empleados en la caracterizacion cualitativa fueron los
siguientes: Para reconocer a la isoforma A (80 kDa) se empleé el anticuerpo
monoclonal de ratén Ab7 de LabVision Corp.; para reconocer a la isoforma B (110
kDa) se usé el anticuerpo monoclonal de ratén PRB-30: sc-811 y como control para
identificar ambas isoformas se utiliz6 el anticuerpo monoclonal de ratén PRAB-52: sc-
810 estos ultimos de Santa Cruz Biotechnology Inc.

El ensayo de Western-Blot se realizé con homogenados de hipotdlamo de una
rata adulta Sprague-Dawley de 250 g que fue tratada con una dosis elevada de E2 (25
pg/ 100 g de peso).

Como se puede observar en la Fig. 10 el anticuerpo Ab7 reconoce
preferentemente a la isoforma RP-A mientras que el anticuerpo B-30 reconoce

especificamente el RP-B permitiendo continuar con la estandarizacién de la técnica de

inmunofluorescencia.
A AB-52 B-30
110K Da — e ——— RPB
80 K Da > ey wew RP-A
B AB-52 Ab7
110 K Da — R RP-B
80 K Da — — RP-A

Fig. 10. Especificidad de los anticuerpos anti RP. A: Ensayo de Western Blot donde se muestra
que el anticuerpo AB-52, reconoce a ambas isoformas del RP (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y
el anticuerpo Ab7 reconoce preferentemente la isoforma RP-A (Labvision, Neomarkers). B: El

anticuerpo B-30 reconoce a la isoforma RP-B (Santa Cruz Biotechnology, Inc.).



VI.5.3 Estandarizacion de la técnica de inmunofluorescencia. Tincion simple.

Para asegurar la alta expresion del RP se administré una dosis de 25 pg/ 100 g
de peso de E2 a tres ratas hembra adultas Sprague-Dawley de 250 g. A las 24 h se
sacrificaron por sobredosis de Pentobarbital (30 mg/ 100 g de peso), e inmediatamente
después se llevo a cabo la perfusion intracardiaca con 250 mL de PBS seguida por 250
mL de paraformaldehido al 4%, en PBS pH 7.4 y la diseccién del cerebro. Los tejidos se
mantuvieron a 4° C en paraformaldehido al 4% de 2 a 3 horas conservados a 4° C
durante la noche en una solucién de sacarosa al 10% en PBS durante toda la noche. De

los cerebros disectados se obtuvieron cortes de 10 um de tres formas distintas:

e Cortes montados en parafina. Uno de los cerebros se deshidraté e incluyé en
parafina tal como se describié anteriormente; los cortes coronales seriados
obtenidos con ayuda de un microtomo se montaron en laminillas tratadas con

poli-L-lisina.

e Cortes obtenidos por congelacion y conservados en laminillas. Otro cerebro se
sometid a tres lavados en PBS pH 7.4 durante 5 minutos cada uno y con ayuda
de un cridstato se obtuvieron cortes coronales seriados del POA y del VMH. Los
cortes obtenidos fueron montados en laminillas tratadas con poli-L-lisina y

secados al vacio durante tres horas y se almacenaron a temperatura ambiente.

e Cortes obtenidos por congelaciéon y conservados en solucién anticongelante. Un
ultimo cerebro se someti6 a tres lavados en PBS pH 7.4 durante 5 minutos cada
uno y con ayuda de un criéstato se obtuvieron cortes coronales seriados del POA
y del VMH. Los cortes obtenidos fueron almacenados en una solucién
anticongelante a 4° C durante toda la noche. Estos cortes se emplearian en

ensayos de inmunofluorescencia por flotacidn.

El anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-ratén (BA-9002) fue revelado
por fluoresceina acoplada a avidina (A-2001) ambos reactivos de la casa VECTOR. En
todos los casos como control negativo se evitd la incubacion con el anticuerpo primario
sustituyéndolo por NGS.

La técnica de inmunofluorescencia de tincion simple se realizé como se describe

a continuacién. Es importante mencionar que los tejidos montados en parafina fueron



previamente rehidratados segiin se describi6 en el inciso 1 de la técnica

inmunohistoquimica.

1.

10.

11.

Se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS pH 7.4 a temperatura

ambiente. Cada lavado de los tejidos se realizé en las mismas condiciones.

Para la recuperacion del antigeno los tejidos se incubaron 4 veces durante cinco

minutos en solucién de citrato de sodio 10 mM pH 6.0 en ebullicién.
Lavado de los tejidos en PBS.

La permeabilizacién de la membrana se llevo a cabo incubando los tejidos con

Tritén X-100 al 0.5% en PBS durante 30 minutos.
Lavado de los tejidos en PBS.

El bloqueo de la inmunoreactividad inespecifica se realizd mediante la
incubacién a temperatura ambiente con NGS al 5% y Triton X-100 al 2% en

PBS durante 30 min.

Los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario diluido 1:50 en Tritén X-

100 al 0.5%, NGS al 2% en PBS durante 48 hrs. a 4° C.
Lavado de los tejidos en PBS.

Los tejidos se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado 1:50 en PBS
durante 24 horas a 4°C y posteriormente con la fluoresceina acoplada a avidina
en una dilucién 1:250 en PBS durante dos horas a temperatura ambiente y

protegidos de la luz.
Lavado de los tejidos en PBS.

Los tejidos fueron conservados con medio de montaje Vectashield H-1000 de la

casa VECTOR, siempre protegidos de la luz.



VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Un aspecto central para entender el mecanismo molecular involucrado en el
esclarecimiento de los efectos fisioldgicos de la P4 mediados por sus receptores es la
colocalizacion de las isoformas del RP a nivel de proteina en la misma célula intacta y no
en homogenados del tejido; no obstante una de limitantes para lograr la estandarizacion de
la técnica de inmunofluorescencia de doble tincién, fue la falta de un anticuerpo que
reconociera especifica y no preferentemente, a la isoforma RP-A.

Mote y colaboradores (Mote et al., 1999) han reportado que el anticuerpo Ab7
puede reconocer dUnicamente la isoforma RP-A, mediante las técnicas de
inmunofluorescencia, donde las proteinas mantienen su conformacién y el plegamiento de
la isoforma RP-B hace inaccesibles algunos epitopes reconocidos por el anticuerpo. Sin
embargo, es posible que durante la desnaturalizacién que se provoco durante la
recuperacion del antigeno en los ensayos de inmunohistoquimica realizados, se haya
favorecido la exposicion de estos epitopes y el reconocimiento de la isoforma RP-B.

Ademds, el anticuerpo primario Ab7 utilizado en la metodologia, habia permitido
la localizacion del RP-A en células de endometrio humano (Mote et al, 1999) y no existe

reporte alguno sobre su uso en células del SNC.

También se ha reportado que la expresion del RP es inducida por el E2, por lo cual
en los cortes tanto del dtero como del cerebro de la rata a la que se le habia administrado
E2 se encontraron células inmunoreactivas al RP total. Como era de esperarse en los cortes
de los tejidos de la rata a la cual se le administré el vehiculo, no se encontré un nimero
significativo de células inmunoreactivas en comparacién con la intensidad y ndmero de
células que expresan el RP en los cortes que corresponden a los tejidos de la rata tratada

con E2 (Fig. 11).

A fin de contar con una referencia sobre la metodologia, se incluyé la deteccion del
RE a través de la técnica de inmunohistoquimica sobre los cortes del cerebro
(correspondientes al VMH) de la rata tratada con E2 y de la rata a la cual se le administré
el vehiculo. El E2 disminuy6 el nimero de células inmunoreactivas al RE en el VMH de la
rata en comparacién con el nimero de células inmunoreactivas encontradas en la rata
tratada con vehiculo (Fig. 12). Lo anterior coincide con estudios que reportan una

regulacion negativa del RE por su ligando (Mendoza-Rodriguez et al., 1999).



Por otro lado, la expresion de RE-a también fue detectada en el hipocampo por la
técnica de inmunohistoquimica descrita anteriormente (Fig. 13). En la localizacién tanto
del RP como del RE, se consideraron como controles negativos aquellos cortes en los que
se omitid la incubacién con el anticuerpo primario correspondiente, en ambos casos

ninguna célula inmunoreactiva fue encontrada; descartando asi errores metodoldgicos.

Antes de intentar la estandarizacion de la técnica de fluorescencia para una doble
tincién y la colocalizacién de ambas isoformas del RP, se comenzé por utilizar los
anticuerpos primarios por separado en una tincién simple (anticuerpo Ab7 para reconocer
la isoforma RP-A y el anticuerpo. Se observoé reactividad inespecifica tanto en los ensayos
donde se utilizaron los tejidos congelados y conservados en laminillas con poli-L-lisina,

como tejidos montados en parafina (los resultados no se muestran).
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Fig. 11. Deteccién del RP por la técnica ica. Cortes transversales del ttero (10X) de una
rata tratada con vehiculo (A) y de una rata tratada con E2 (B). Cortes coronales del cerebro correspondientes
al VMH (10X) de una rata tratada con vehiculo (C) y de una rata tratada con E2 (D). Controles negativos
(cortes en los que se evita la incubacién con el anticuerpo primario): corte transversal del tdtero (10X) (E) y

corte coronal del cerebro correspondiente al VMH (F). Las células inmunoreactivas al RP se indican con una
flecha.



Fig. 12. Detecciéon del RE-a por la técnica inmunohistoquimica. Cortes coronales del cerebro
correspondiente al VMH (10X): tratamiento con vehiculo (A), tratamiento con E2 (B), control negativo
(cortes en los que se evita la incubacién con el anticuerpo primario) (C). Las células inmunoreactivas al RE
se indican con una flecha.

Fig. 13. Deteccidn del RE-a por la técnica inmunohistoquimica en el hipocampo (10X). (A)Control negativo,
evitando la incubacién con el anticuerpo primario. (B) Tratamiento con vehiculo donde se observan células
inmunoreactivas indicadas con una flecha.

Para los cortes obtenidos por congelaciéon y que se sometieron a la técnica de
inmunofluorescencia por flotacién se localizaron algunas células inmunoreactivas
positivas para el RP-A y ninguna para el RP-B o el RP total, cabe mencionar que la

fluorescencia fue muy débil. (Fig. 14 y 15).



Fig. 14. Inmunofluorescencia para el RP en los cortes coronales de POA, 10X. A: Tejido incubado con el
anticuerpo B-30 que reconoce a la isoforma RP-B. B: Tejido incubado con el anticuerpo Ab7 que reconoce
principalmente a la isoforma RP-A. La flecha vacia indica la zona donde se encontraron algunos nucleos

inmunoreactivos al RP-A. C: Tejido incubado con el anticuerpo AB-52 que reconoce a ambas isoformas del

RP. D: Control negativo.

Fig.15. Detalle (40X) de la imagen del panel B de la figura 14 (zona marcada con una flecha vacia) se
sefialan algunos nicleos inmunoreactivos al RP-A con flechas sélidas.

Por lo anterior y a fin de contar con control positivo, se eligié un tejido donde fuera
alta la expresion del RP. Se realizaron cortes transversales de tejido congelado de 10 um

del dtero de una rata tratada con una dosis de E2 de 25 pg/ 100 g de peso.



Se llevé a cabo la inmunofluorescencia en las condiciones ya mencionadas, sin
embargo sdlo se observod reactividad inespecifica (propia del tejido) para cualquiera de los
anticuerpos primarios a pesar de haber incrementado la concentracién utilizada (de una

dilucién 1:50 a 1:10); (Fig. 16).

Fig. 16. Inmunofluorescencia para el RP de los cortes transversales de tdtero, 10X. A: Control
negativo en el cual sélo se omite la incubacién con el anticuerpo primario. B: Corte correspondiente a la
inmunofluorescencia para el reconocimiento de la isoforma RP-A con el anticuerpo Ab7 (Labvision,
Neomarkers).

Con la intencién de favorecer el reconocimiento del RP-A por parte del anticuerpo
primario Ab7 se incrementd el tiempo de incubacidn con el anticuerpo primario (hasta 72
hrs.) a diferentes temperaturas (4 y 25° C), o se disminuy6 el tiempo de bloqueo de la
inmunoreactividad inespecifica (de 30 a 10 minutos); incluso se retomaron las condiciones
iniciales de experimentacion pero se trabajo con tejidos obtenidos de animales que fueron
ovariectomizados, anestesiados con éter (J.T.BAKER, México) y sacrificados por
decapitacion en lugar de ser sacrificados por perfusion intracardiaca. No se obtuvieron
resultados satisfactorios lo que impidi6 la realizacién de la inmunofluorescencia de doble

tincion y colocalizacion de las isoformas del RP.



Cabe mencionar que existen reportes sobre la diferente localizacién subcelular y
actividad de las isoformas del RP a través de la utilizacidn de genes reporteros y receptores
modificados que incluyen a la proteina verde fluorescente (GHP-PR), demostrando que es
posible colocalizar a las isoformas del RP dentro de una misma célula (Lim et al, 1999).
El uso de genes reporteros podria ser una alternativa técnica viable para colocalizar las
isoformas del RP; sin embargo los resultados son obtenidos empleando cultivos de lineas
celulares que no expresan el RP y que son transfectados in vitro y no en cortes de tejido de

animales sometidos a ciertas condiciones farmacoldgicas.

Por otro lado, seria posible utilizar la técnica de hibridacién in situ (ISH) sobre
cortes de tejidos embebidos en parafina e incluso se emplearian hibridos etiquetados con
diferentes fluoréforos; en este caso se detectaria el RP a nivel de mRNA (Curran-Rauhut y
Petersen, 2002). Sin embargo, en un modelo de regulacién hormonal y debido a que el RP
sufre modificaciones post-traduccionales, existiria una variacién entre los resultados de la
colocalizaciéon del RP a nivel de mRNA y el patrén de expresion del RP a nivel de

proteina.



VIII. ABREVIATURAS

AF Funcién de activacion.
AMPc Adenosin monofosfato ciclico.
BUS Extremo amino terminal de la isoforma B del receptor a progesterona

(B-upstream segment).

CaMKII Cinasa II dependiente de calmodulina.

Cdc2 Cinasa 2 dependiente de ciclina.

CKlII Caseina cinasa II.

D1, D5 Receptor 1 y receptor 5 a dopamina.
DARPP-32  Fosfoproteina — 32 regulada por dopamina y AMPc
DBD Dominio de unién al DNA.

DNA Acido desoxirribonucléico.

E2 Estradiol.

ERE Elementos de respuesta a estrogenos.

FSH Hormona foliculo estimulante.

GABA Acido y-amino butirico.

GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas.
GRIP-1 Proteina que interacttia con el receptor a glucocorticoides.
GSK-3 Glucdgeno sintasa cinasa 3.

HAT Histona acetil transferasa.

HDAC Desacetilasas de histonas.

HRE Elementos de respuesta a hormona.

HSP Proteinas de choque térmico.

KKI Caseina sinasa I.

LBD Domininio de unidn al ligando.

LH Hormona luteinizante.

MAO Monoamino oxidasa.

MAP2 Proteina asociada a microttibulos 2.
MAPK Proteinas cinasas activadas por mitdgenos.
MOR Receptor a L-opiodes.

mRNA Mensajero del acido ribonucléico.

NcoR Correpresor de receptores nucleares.

NHT Dominio amino terminal.

NGS Suero normal de cabra.

P4 Progesterona (4-pregnen-3,20-diona).



PBS
PKA
PRKO
POA
RP-A
RP-B
RP
RT-PCR
Spl
s.C.
SMRT
SNC
SRC
VMH

Solucién amortiguadora de fosfatos.

Proteina cinasa A.

Especies “knot out” que no expresan el RP.

Area preéptica medial del hipotdlamo.

Isoforma A del receptor a progesterona.

Isoforma B del receptor a progesterona.

Receptor a progesterona.

Transcripcion reversa acoplada ala reaccidn en cadena de la polimerasa.
Proteina especifica 1.

Via subcutdnea de administracion.

Silenciador mediador para el receptor a dcido retindico y a hormonas tiroideas.
Sistema nervioso central.

Coactivadores de receptores a esteroides.

Nucleo ventromedial del hipotdlamo.
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