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2. Resumen

La actividad copulatoria es la expresion conductual de una funcién importante en la
fisiologia reproductiva del organismo, que hace posible la unién de las gametas
masculina y femenina de una pareja de individuos de la misma especie y con ello la
conservacion a través de la trasmision de las caracteristicas genéticas a la siguiente
generacion. Esta, al igual que otras funciones que le preceden durante el desarrollo
de los individuos o durante su vida reproductiva, tales como la diferenciacion sexual,
la pubertad, la esteroidogénesis y gametogénesis, la ovulacion, entre otras, y
dependen de la interaccion precisa de diversos fenbmenos neuroendocrinos que
dan como resultado el establecimiento de caracteristicas morfolégicas y funcionales
particulares en una variedad de estructuras periféricas y neuronales (Morali 1992).
La progesterona y sus metabolitos poseen un amplio espectro de actividad biolégica
sobre el sistema nervioso central (SNC) y periférico. La accion de los esteroides a
nivel neuronal se lleva a cabo a través de receptores intracelulares especificos y
mediante efectos no gendmicos al interactuar con receptores membranales
desencadenando cascadas de sefalizacion.

Entre los efectos que se producen, estd su papel en la reproduccién, y ademas
influyen en otros aspectos conductuales por la interacciéon de las isoformas, las
cuales regulan la expresion de diferentes genes cuyos productos modulan distintas
funciones como la regulacién del desarrollo y el funcionamiento de los tejidos
reproductivos, asi como la excitabilidad neuronal, la ovulacion, el despliegue de la
conducta sexual y el suefio en el sistema nervioso central de los mamiferos.
Diversas evidencias experimentales sugieren que la progesterona modula otros
sistemas de receptores de membrana tales como el serotonérgico, el
noradrenérgico y el dopaminérgico, junto con el receptor a GABA.

En este trabajo se determind la regulacion de las isoformas A y B, del receptor a
progesterona mediante la administracion de oligos antisentido en el tercer ventriculo
cerebral disminuyendo el contenido de las isoformas en el hipotdlamo de ratas
ovariectomizadas tratadas con estradiol y progesterona.

Se buscaron los efectos provocados, por la inhibicion de la traduccién de las
isoformas del RP, en la expresion de genes del acido glutamico descarboxilasa,
tirosina hidroxilasa y triptéfano hidroxilasa, que son fundamentales en la sintesis de

neurotransmisores para que se lleve a cabo el despliegue de la conducta sexual.



3. Antecedentes
3.1 Estructuray funcion de las hormonas esteroides
3.1.1 Generalidades

as hormonas esteroides son lipidos no saponificables hidrofébicos, solubles
en disolventes organicos y que estructuralmente presentan en comdn como
ndcleo quimico bésico, el ciclopentanoperhidrofenantreno (hidrocarburo
ciclico constituido por diecisiete atomos de carbono dispuestos en tres
anillos de seis a4tomos de carbono y un
anillo de cinco atomos de carbono) (Knobil y Neill,
1988). El término esteroide se deriva de la palabra -
griega estéreos, que significa solido; la mayoria de . CH—"CH
ellos se sintetizan en el ovario, testiculo y glandulas : CH
adrenales utilizando al colesterol como precursor. o
(Fig. 1). (Gore-Langton y Armstrong, 1988). Las - ::: e
hormonas esteroides desempefian un papel muy o1
importante en la regulacion de mdultiples procesos < o
biol6gicos en los mamiferos, entre ellos destacan la
homeostasis hidrolitica, el dimorfismo sexual, la "™ uo
funcién reproductiva y Ig respuesta al estrés. Entre Figura 1. En la molécula de
las hormonas esteroides se encuentran 10S  colesterol se puede distinguir una
estrégenos, las progestinas, los andrégenos, los  cabeza polar constituida por el grupo
L . L hidroxilo y una cola o porcion apolar
glucocorticoides y los mineralocorticoides ¢ - vor 4 anillos de nicleos
(Gonzélez-Arenas et al., 2001). condensados
Estas hormonas modifican la actividad celular al  (ciclopentanoperhidrofenantreno) y
. e . los sustituyentes alifaticos.
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 nacleo de la célula y
pertenecen a la familia de factores de transcripcidon que regulan la expresion de
genes especificos, positiva o negativamente, a través de la interaccion con distintas
secuencias en el DNA denominadas elementos de respuesta hormonal (Zhang et
al., 1996).

Colesterol

3.1.2 La progesterona

La progesterona (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 concepcién (Pérez-Palacios et
al., 1985).

La estructura quimica de la P, y de sus metabolitos (derivados hidroxilados o
reducidos) es la del pregnano, constituido por 21 atomos de carbono -C 21- (Fig. 2).
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Figura 2. 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) 173-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).

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 P, se inicia con la conversién del colesterol a
pregnenolona y posteriormente a P4 (Fig. 3), por medio de distintas enzimas que se
localizan en los tejidos u 6rganos anteriormente citados.

Una vez que la P4y sus metabolitos han llevado a cabo su funcion en el organismo,
su catabolismo ocurre en dos etapas secuenciales:
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Figura 3. Biosintesis de la P,. La biotransformacién de colesterol a P, 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 oxidacion 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).

La reduccion en el carbono 20 lo que da lugar a la formacién de 20a y 203
dihidroprogesterona (con actividad biolégica, que puede ser similar o diferente a la
de P,); posteriormente se reduce el anillo A en los carbonos 3 y 5 dando lugar a la
formacion de ocho pregnandioles o pregnantrioles.

La reduccion 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. 4).
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Figura 4. Principales catabolitos de la P4 (Renwick 1970).

3.1.2.1 Acciones generales de la P4

La P4 participa en muchas de las actividades biologicas de diferentes tejidos (Tabla
1). Desde hace varias décadas se ha demostrado que la P, 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 demostro
gue la P4 participa en el desarrollo alveolar y la sintesis de leche en la glandula
mamaria respectivamente. De manera interesante, se ha observado 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 suefo, la neuroproteccién, la memoria y el aprendizaje, asi como en la
involucién del timo y la regulacion de la masa Osea.



Tabla 1. Acciones fisioldgicas de la P,.

Tejido Funcion

Liberacion del ovocito (1)

Facilitacion de la implantacién (2)
Mantenimiento del embarazo (3)

Estimulacion de la regeneracion del estroma (4)

Utero/Ovario

Aumento del desarrollo alveolar (5)

Glandula mamaria o L
Regulacion de la sintesis de leche durante el embarazo (6)

Regulacion de la respuesta sexual (7)
Reduccidn de la excitabilidad neuronal y aumento de suefio (8)

Cerebro Neuroproteccion (9, 10)
Memoria y aprendizaje (11, 12)
Timo Involucion del timo (13)
Hueso Prevencion 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.

3.1.2.2 Acciones de la P, 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., 1999; Stein, 2001). La
P, 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 neuroproteccién 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 ovulacion a través de su accion en neuronas hipotalamicas. De manera
interesante, la P, 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 P, a través de sus acciones en neuronas
termosensibles del hipotalamo y el area predptica (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 despliegue de la conducta maternal en roedores y
conejos (Gonzélez-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).

En afos recientes, 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).

Las diferencias sexualmente dimorficas en el volumen de estructuras como el
nacleo preodptico 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 diferenciacién sexual del cerebro.
En relacién a la excitabilidad neuronal, se ha reportado que la P, modula la actividad
de varios neurotransmisores como el acido y-amino-butirico (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
modulacion 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 3o, 5a tetrahidroprogesterona, que también
tiene actividad biologica 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 Py,
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.,, 1997). Se ha
reportado que las microinyecciones de P, 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 aparicion de sintomas del sindrome premenstrual en las mujeres, asi como la
ansiedad observada al final de la fase latea ha sido correlacionada con la
disminucion en los niveles de P4. De acuerdo con esta evidencia, se ha encontrado
gue la P4 y sus metabolitos poseen propiedades ansioliticas (Backstrom et al., 2003;
Freeman, 2002; GOmez et al., 2002; Picazo y Fernandez-Guasti, 1995).

La P4 también participa en la modulacién de la plasticidad sinaptica y se sabe que la
memoria espacial varia durante el embarazo en ratas, y la retencion de la memoria
es aumentada por el tratamiento de E, y P, (Galea et al., 2000; Sandstrom y
Williams, 2001). Se ha reportado que un tratamiento agudo con P4 (5 h) aumenta la
formacion 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 P, 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 degeneracibn como promover la
neuroproteccion y la neuroregeneracion. En varios modelos animales de dafio
cerebral se ha observado que la P, 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 mecanismos involucrados
en estos procesos podria ser de gran importancia, con el proposito de utilizar a la P4
en humanos no sélo después de un trauma cerebral, sino en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas como la de Alzheimer y la de Parkinson.

3.1.2.3 Mecanismos de accién de la P4

Los mecanismos celulares mediante los cuales la P, puede llevar a cabo sus
efectos se dividen en dos: gendmico 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 interaccion de la P4, con
receptores membranales o sitios de regulacion presentes en los receptores a
neurotransmisores como el GABA,, canales ionicos, receptores de tipo cinasa de
tirosina y receptores de siete dominios transmembranales (Fig. 5) (Camacho-Arroyo,
2003).

Mediante el mecanismo no gendmico se modifican la conductancia idnica, la
formacion de segundos mensajeros y la activacion de cascadas de fosforilacion
(Bramley, 2003). De esta manera, la P4 puede regular diferentes funciones a corto
(milisegundos), mediano (minutos) y largo plazo (horas y dias). Por medio del
mecanismo gendémico, se generan cambios en la transcripcion de genes
especificos después de la interaccion de la P4 con el Receptor a Progesterona (RP)
(Fig. 5)

En general, el mecanismo de accidon genomico 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
etal., 1991).

b) Cambio conformacional inducido por la unién del ligando, separacion de las
HSP, fosforilacién y activacion del RP.

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

d) Union 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 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 transcripcién de los genes, el RP y la
maquinaria transcripcional se desensamblan de ellos, y el receptor regresa a
la fase de inactivacion.
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Figura 5. Esquema de los diferentes mecanismos de accion 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 sefializacion mediante la intervencion de mensajeros intracelulares; 2) en el
nicleo donde receptores a P4 (PR), que son moduladores directos de la expresién 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, RGABAA: Receptor a GABA tipo A, RP: Receptor a P4, PLC: Fosfolipasa C, IP3:
Inositol Trifosfato, DAG: Diacil glicerol, PKC: Proteina Cinasa C, PI13-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).

Como se mencion6 anteriormente, existen proteinas cofactoras que son capaces de
regular 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 maquinaria 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, 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 funcién 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).
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Figura 6. Mecanismo de accién genémica de la P,. EI 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 transcripcion 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 estructura mas compacta de la cromatina por la actividad de histona
desacetiltransferasa, y 2) contribuir a la estabilizacion del complejo de pre-iniciacién (Giangrande 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 transcripcion 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).

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 unién 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 P, (ERP), localizados
principalmente en la regiébn promotora de los genes regulados por P4, El RP
presenta dos isoformas: una larga denominada B (108-120 KDa) y una corta
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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 describirdn mas
adelante.

En los mamiferos y especificamente en el humano el gen del RP esta localizado en
el cromosoma 11p22-23, el tamafio de éste es de aproximadamente 90 kb y
comprende 8 exones y 7 intrones (Fig. 7) (Misrahi et al., 1993). La homologia 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 estan compuestas por cuatro dominios que llevan a cabo las siguientes
funciones:

a) Dominio NH; terminal (A/B): Se codifica a partir del exén 1 (2380 pb).
Participa en la regulacion de la transcripcion de genes blanco ya que contiene
funciones de transactivacion.

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

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

d) 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 sefializacion 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 fosforilacién del RP, mientras que
otros parecen afectar a proteinas asociadas (Rowan et al., 2000).

La fosforilacibn es un evento muy importante para que se lleve a cabo la
transactivacion de genes mediada por P4. EI hRP contiene 14 sitios de fosforilaciéon
(Fig. 7), de los cuales 10 han sido identificados mediante ensayos de fosforilacién in
vitro e in vivo (Ser®®, Ser®, Ser'® Ser'®? Ser'®, ser? Ser®®, Ser®*® Ser'®,
Ser6’®) y cuatro Unicamente 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 P, 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).
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Figura 7. 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 sefialado en color blanco, el dominio bisagra sefialado en color negro y el dominio de
union al ligando (LBD) sefialado en color gris claro. Las funciones de cada uno de estos dominios se describen
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 ndmeros 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 sefialados con la letra E mayuUscula y el nimero correspondiente a cada exon. El tamafio
de cada exdn esta indicado en el texto. Los intrones estan sefialados como lineas interrumpidas entre cada exén.
La regidn promotora 1 se encuentra ubicada de la posicién —711 a +31 y la 2 en la posicion +464 a +1105. Se
sefialan las dos posiciones de inicio de la traduccion (ATG) y la de término (TGA) (Misrahi et al., 1993).

La fosforilacion de sitios especificos del RP esta acoplada a multiples funciones del
mismo, incluyendo localizacion nuclear en respuesta a la activacion de MAPK,
sinergismo transcripcional en presencia de P,y regulacion a la baja por accion del
complejo ubiquitina-proteosoma 26S (Kazmi et al., 1993; Lange, 2004).
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Figura 8. Sitios de fosforilacion en el RP humano (hRP). Residuos de fosforilacion en el hRP identificados
hasta la fecha. Tomado de Knotts et al., 2001.

En estudios recientes se reporté que la CDK2 regula la actividad del RP en ausencia
de progestinas a través de la fosforilacién de la Ser 400 (Pierson-Mullany y Lange,
2004).
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El receptor fosforilado presenta una alta afinidad por los ERP (Mahesh et al., 1996;
Beato et al., 1989), y como se mencion6 antes, la P4 induce la fosforilacion del
receptor para que éste pueda ser funcional y entonces pueda llevar a cabo su efecto
genomico, asi que por un lado la P, induce la fosforilaciobn del receptor. Sin
embargo, la misma P, induce la fosforilacion en serinas como la 294, y 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
gue degrada proteinas poliubiquitinadas (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 et al., 1970) en las trompas de Falopio, en la vagina, en el testiculo (Terner
et al., 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 pulmoén
(Camacho-Arroyo et al., 1994).

3.2.2 Isoformas del RP

Como ya se mencionod, se han identificado dos isoformas del RP, las cuales se han
denominado A (80-94 kDa) y B (108-120 kDa) (Fig. 9). La isoforma A es la forma
truncada de la isoforma B, ya que no contiene 164 aminoacidos en la region 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. 9).

Estudios bioquimicos indican que ambas isoformas tienen la misma afinidad tanto
por la P, 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 actla como un activador transcripcional, mientras que el
RP-A funciona como un fuerte represor de la actividad transcripcional mediada tanto
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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 Gtero 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).
En células T47D, derivadas de cancer de mama, se observd 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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Figura 9. Organizacion de las isoformas del RP. Los numeros indican la posicién 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: Codon de término
de la traduccién. AF: Funcion de activacidn. 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).

Se han detectado seis sitios de fosforilacion 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. 9).

3. La presencia de una regién con funcion inhibidora localizada en la regién
adyacente a AF gque solo es funcional en RP-A. Estudios recientes han
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demostrado que esta regidén bloquea la activacion de la transcripcién 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 transcripcion
gue los heterodimeros B:A, mientras que los homodimeros A:A son los que
presentan la menor actividad transcripcional (Leonhardt et al., 1998).

5. El 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 ambas isoformas (Knotts et al., 2001). La diferente distribucion y
regulacion 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 transcripcién 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 expresion o actividad
de las isoformas del RP puede tener importantes consecuencias en la capacidad de
respuesta a la Pg.

La tasa de expresion de las dos isoformas varia en diferentes 6rganos 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 Gtero 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).

3.2.3 Regulacion de la expresion del RP

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

La regulacién positiva del RP por estrégenos se debe a que en el promotor del gen
de este receptor se han determinado elementos de respuesta a estrégenos (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 nucledtidos 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 regién 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 (Spl) en la posiciéon —49/-41
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(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 regulacion negativa de la
trascripcion del gen del RP por P, son hasta el momento desconocidos. Es posible
qgue en tal regulacion participen otras proteinas, dada la carencia de elementos de
respuesta a P, (ERP) en el gen del RP (Kraus et al., 1993a, Savouret et al., 1991).
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
gue 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 hipotdlamo es mayor en las ratas macho adultas intactas
gue la observada en los animales prepuberes, mientras que en el area predptica, 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 Utero 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 P, 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 P,y E3) y
hacia el final del ciclo RP-B es practicamente indetectable (niveles bajos de E, y Py)
(Mangal et al., 1997).

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 mafana del proestro (Szabo et al., 2000).

Se han observado claras diferencias en la regulacion de la expresion del mMRNA 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 estrogenos y reducida por la P4, y en el area
predptica estos cambios sélo se presentaron en RP-B, mientras que en el
hipocampo la isoforma que present6 induccion con estrégenos fue RP-A sin que la
P, tuviera efectos en la expresiéon 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 preodptica, mientras que la P, regulé negativamente a ambas
isoformas en el hipotdlamo méas no en el area predptica. En el hipocampo sélo el
contenido de RP-A se incrementd por E, y disminuyd por P, (Guerra-Araiza et al.,
2003). En el ciclo estral de la rata el mRNA del RP-B fue predominante en el
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hipotalamo en el dia del proestro, mientras que el contenido mas bajo de la proteina
de ambas isoformas se detectd durante el diestro. En el hipocampo no se detecto
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 P, regula negativamente a su receptor a nivel de su
degradacion por el proteosoma 26S (Lange, 2000; Turgeon y Waring, 2000; Shen et
al., 2001; Lange et al., 2004).

3.3 Neurotransmisores

3.3.1 Principales neurotransmisores

Un neurotransmisor (NT) es una sustancia quimica liberada selectivamente de una
terminacion nerviosa por la accién de un potencial de accién, que interacciona con
un receptor especifico en una estructura adyacente y que, al entrar en contacto,
produce una determinada respuesta fisiologica. (Kendel, 2000)
Hay cuatro criterios para que una sustancia quimica sea considerada como
neurotransmisor:
1. Debe ser sintetizada en la neurona
2. Debe estar presente en la terminal presinaptica y ser liberada en cantidad
suficiente por un potencial de accién (PA) para ejercer una accion definida en
una neurona postsinaptica u 6rgano efector y cuando se une al receptor,
producir siempre el mismo efecto
3. Cuando es administrado de manera exdgena, en concentraciones
adecuadas, mimetiza la accion, de manera exacta, del transmisor endégeno
4. Hay un mecanismo especifico para removerlo de su sitio de accion.(Kendel,
2000)
A diferencia de una hormona, el neurotransmisor es sintetizado cerca del sitio de
liberacion y de accion, mientras que las hormonas son liberadas al torrente
sanguineo para actuar en blancos diversos y mas distantes. (Kendel, 2000)
El sistema nervioso central hace uso de dos clases principales de sustancias
guimicas para sefializar: transmisores en forma de moléculas pequefias y péptidos
neuroactivos. Ambos tipos estan contenidos en vesiculas, que liberan su contenido
por exocitosis.
En la tabla 2 aparecen los principales neurotransmisores y las enzimas que los
sintetizan, siendo muchas veces el paso limitante de actividad transmisora.

3.3.1.1 Serotonina

La serotonina se sintetiza a partir del triptéfano por medio del enzima triptéfano
hidroxilasa (que es el paso limitante de la sintesis), que lo convierte en 5-
hidroxitriptofano y luego en serotonina (5HT). Las proyecciones serotoninérgicas se
originan en los cuerpos neuronales localizados principalmente en el mesencéfalo y
tronco del encéfalo, los denominadas nucleos del rafe. Estas proyecciones inervan
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practicamente todo el cerebro y alcanzan su mayor densidad en areas limbicas
como el hipocampo, amigdala o corteza cerebral. También hay proyecciones
seratoninérgicas hacia el cerebelo y la médula espinal. (Aguera-Ortiz et al 2006).
Los niveles de 5-HT estan regulados por la captacion de triptéfano y por la accion de
la monoaminooxidasa (MAO) intraneuronal. Se estima que el 95% de la serotonina
corporal se encuentra en el tracto gastrointestinal el 5% restante es encontrado en
el cerebro.

Tabla 2. Principales neurotransmisores y sus enzimas biogénicas

Transmisor Enzimas Actividad
Acetilcolina Colina aciltransferasa Especifica
Aminas biogénicas
Dopamina Tirosina hidroxilasa Especifica
Norepinefrina Tirosina hidroxilasa y dopamina [ hidroxilasa Especifica
Epinefrina Tirosina hidroxilasa y dopamina B hidroxilasa Especifica
Serotonina Triptofano hidroxilasa Especifica
Histamina Histidina descarboxilasa Especificidad incierta
Aminoacidos
Acido y-amino-butirico  Acido glutdmico descarboxilasa Probablemente especifica
Glicina Enzimas operando en metabolismo general Ruta especifica
Glutamato Enzimas operando en metabolismo general Ruta especifica

Una vez producida, la serotonina cerebral tiene un importante desempefo en varios
campos; asi, modula el funcionamiento de otras neuronas, participa en la regulacion
del deseo sexual, en el control del apetito, mantenimiento de la vigilia, modulacion
de la ansiedad y de la agresividad, ademas de contribuir a coordinar la produccién
de otras hormonas. (Aguera-Ortiz et al 2006)

Aunque a través de la sangre se pueden medir las concentraciones de serotonina,
esto provee poca informacion de lo que ocurre en el cerebro, ya que ambos
espacios -el cerebro y el resto del cuerpo- se encuentran separados por la barrera
hemato-encefalica, evitando un efecto no deseado sobre las sefiales quimicas.
(Aguera-Ortiz et al 2006)

3.3.1.2 Dopamina

La dopamina se sintetiza en neuronas a partir de la tirosina, que es convertido en L-
DOPA por medio de la tirosina hidroxilasa. Las principales vias dopaminérgicas
parten de grupos de células localizadas en el mesencéfalo y forman proyecciones
nigroestriatales, que inervan principalmente el estriado dorsal (caudado y putamen)
y las proyecciones mesolimbicas y mesocorticales, que inervan las regiones
limbicas (nucleus accumbens, amigdala) y corticales (corteza prefrontal),
respectivamente. (Aguera-Ortiz et al 2006)

3.3.1.3 Acido y-amino-butirico (GABA)

La sintesis del GABA se realiza a partir del glutamato en un solo paso enzimatico
catalizado por la &cido glutAmico descarboxilasa, enzima que se localiza
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exclusivamente en neuronas GABAérgicas. EI GABA es el neurotransmisor de la
mayoria de las interneuronas del sistema nervioso. También aparece en algunas
neuronas de proyeccion como las neuronas estratopalidales y palidotalamicas de los
ganglios basales, y las células de Purkinje, interviniendo asi en funciones motoras y
cognitivas complejas. (Aguera-Ortiz et al 2006)

En la sinapsis GABAérgica, como en la glutamatérgica, los astrocitos también llevan
a acabo una funcién importante, recapturando el GABA liberado en la sinapsis
mediante transportadores situados en la membrana y transformando éste en
glutamina que sera utilizado como precursor para la sintesis de nuevo GABA en la
terminacion presinaptica. Los astrocitos también pueden liberar GABA, si bien las
pruebas sobre el posible papel de esta GABA astrocitario como modulador de la
actividad neuronal son escasas. (Aguera-Ortiz et al 2006)

3.3.2 Receptores de neurotransmisores

Los receptores de los NT son complejos proteicos presentes en la membrana
celular. Los receptores acoplados a un segundo mensajero suelen ser monoméricos
y tienen tres partes: una extracelular donde se produce la glucosilacion, un sitio de
union del ligando, donde actda el NT y una parte intracitoplasmatica donde se
produce la unidn de la proteina G o la regulacion mediante fosforilacion del receptor.
Los receptores con canales iénicos son poliméricos. En algunos casos, la activacion
del receptor induce una modificacion de la permeabilidad del canal. En otros, la
activacion de un segundo mensajero da lugar a un cambio en la conductancia del
canal ionico.

Los receptores que son estimulados continuamente por un NT o por farmacos
(agonistas) se hacen hiposensibles; aquellos que no son estimulados por su NT o
son bloqueados cronicamente (antagonistas) se hacen hipersensibles. La
suprarregulacion o infrarregulacion de los receptores influye de forma importante en
el desarrollo de la tolerancia y dependencia fisica.

Los receptores de serotonina se asocian con proteinas G (excepto los 5-HT3, que
son ionotrépicos) y son acoplados a la adenilato ciclasa (5-HT,, 5-HT, y 5HT;) 0 a
fosfolipasa C (5-HT,). En particular, los receptores 5HT;n funcionan como
receptores postsinapticos en areas limbicas (hipocampo, septo, corteza) y como
autorreceptores en cuerpo y dendritas de neuronas serotoninérgicas. En otras areas
cerebrales predominan otros subtipos de receptores seratoninérgicos: en sustancia
negra S5HTisp Y SHT4; en estriado 5HT24 y SHTs; en hipocampo 5HTs y 5HT4, en
talamo y hipotalamo 5HT- y en corteza cerebral 5HT 5 Y 5HTs 6 7. (AgUera-Ortiz et al
2006)

Existen dos grupos principales de receptores dopaminérgicos: D; (subtipos D; y Ds)
y D2 (subtipos D, D3 y D4). Ambos grupos son receptores asociados a proteinas G.
Los receptores D; estimulan a la adenilato ciclasa y, por lo tanto, aumentan la
sintesis de AMPc, y los D, inhiben a la adenilato ciclasa reduciendo la sintesis.
Ambos grupos de receptores funcionan como postsinapticos, y en el caso de los D»
también pueden funcionar como autorreceptores y regular la actividad
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dopaminérgica. La mayor densidad de los receptores D; se localiza en el caudado,
putamen, nucleus accumbens y amigdala, aunque también se expresan en otras
areas cerebrales como la corteza prefrontal. Los receptores D, son muy abundantes
en caudado, putamen y nucleus accumbens, pero se distribuyen también en el
hipocampo, hipotadlamo, tdlamo y corteza cerebral. Ademés, la densidad de cada
subtipo varia en areas especificas del cerebro. (Aglera-Ortiz et al 2006)

En el caso del NT GABA, existen dos tipos de receptores: GABA-A y GABA-B. El
GABA-A es un receptor ionotropico con permeabilidad selectiva para el ién cloruro,
y su apertura induce potenciales postsinapticos inhibidores. Los receptores GABA-B
estan acoplados a proteinas G y producen la activacion de canales permeables para
K, cuya apertura provoca la hiperpolarizacion de la membrana. Los receptores
GABA-B se pueden localizar presindpticamente y funcionar como autorreceptores
para inhibir la liberacion de GABA. Los receptores GABA-B median potenciales
inhibidores lentos, cooperando en muchos casos con las acciones mediadas por los
receptores GABA-A con los que coexisten. (Aguera-Ortiz et al 2006)

Desde el punto de vista funcional, las interneuronas GABAérgicas forman parte de
los circuitos locales que medina sefiale inhibitorias y suelen aumentar la relacion
sefal-ruido en la informacion de salida de las areas donde se localizan. De esta
manera forman parte de circuitos de retroalimentacion negativa, asi como de
inhibicion lateral que modulan la actividad de las neuronas de proyeccion. En
algunas regiones como la corteza cerebral, el tAlamo, el estriado o el cerebelo, las
interneuronas GABAérgicas se encuentran fisicamente unidas por uniones de
hendidura (gap junctions), lo que facilita una accion sincronizada sobre la actividad
de los diferentes circuitos en los que se integran. (Aguera-Ortiz et al 2006)

3.4 Participacion de la P, y sus receptores en la conducta sexual
3.4.1 Progesterona y conducta sexual

La progesterona es un componente importante en la regulacion de la
retroalimentacién del ovario en la secrecion de gonadotropinas y acelera la
pulsatibilidad en la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
en ratas ovariectomizadas (Bauer-Dantoin, 1993). La progesterona actta a través
de la interaccion con el RP ya que un antagonista de la progesterona, que se une al
RP, como el RU486 puede bloquear los efectos de esta hormona en la secrecion de
GnRH y de la hormona luteinizante (LH) responsable de la ovulacién en los
roedores (Simerly, 1996). Se ha reportado que la progesterona aumenta la
expresion del gen que codifica para GnRH en el hipotalamo-area preoptica de la
rata (Haywood, 1999).

Las implicaciones fisiol6gicas del conocimiento de la distribucién y regulacion por
estradiol y progesterona de las isoformas del PR son de gran importancia ya que se
ha reportado que la progesterona participa en la comunicacibn mediada por
diferentes neurotransmisores entre los que se encuentran las aminas biogénicas
gque son elementos importantes en las redes neuronales que regulan la
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reproduccion. El RP se encuentra en neuronas noradrenérgicas del nucleo del tracto
solitario durante el ciclo estral (Lu, 1999). La progesterona aumenta tanto la
expresion del RNA mensajero como la actividad de la enzima triptofano hidroxilasa
gue participa en la sintesis de la serotonina (Arbogast ,1993), asi como de la enzima
tirosina hidroxilasa la cual sintetiza dopamina y noradrenalina en el hipotalamo
(Fenelon, 1996).

Estos datos sugieren que la progesterona participa en la modulacion de la liberacion
de neurotransmisores como la dopamina y la noradrenalina, los cuales permiten la
secrecion de GnRH y ésta a su vez aumenta la sintesis de LH permitiendo la
liberacion del 6vulo. Se ha reportado también que en el hipotalamo de la rata la
progesterona aumenta la expresion del gen que codifica para el receptor a receptor
al 4cido y-amino-butirico A (GABA,) (Frye, 2000), asi como de la descarboxilasa del
acido glutdmico, enzima responsable de la produccién de GABA (Beyer-Gonzélez
Flores, 1997), aumentando la sintesis de GnRH.

En los roedores el despliegue de la conducta sexual requiere de la actividad
coordinada de diversas regiones del SNC. Sin embargo la exposicion al estradiol y a
la progesterona de algunos de estos nudcleos cerebrales como el ndcleo
ventromedial (VMH) y el nacleo arcuato en el hipotdlamo es suficiente para que se
lleve a cabo la postura receptiva femenina o conducta de lordosis (Etgen, 1999). En
el hipotalamo, las células del VMH y el area preoptica medial (MPOA) son los
mayores sitios de la facilitacion de la lordosis por estradiol y progesterona (Ogawa,
1994). El despliegue de la conducta sexual en la rata hembra requiere la activacion
del RP en el hipotdlamo, ya que la aplicaciéon hipotalamica (Mani, 1994) o
intraventricular (Coirini, 1992) de oligonucledtidos antisentido del RP reduce la
conducta de lordosis, asi como las conductas proceptivas en animales tratados con
estradiol y progesterona. Esta a través de la interaccidn con sus receptores puede
regular la sintesis de diversos neurotransmisores como la dopamina, la
noradrenalina, la somatostatina y la oxitocina, asi como de sus receptores (Tetel,
2000) los cuales son fundamentales para que exista una adecuada estimulacién en
el hipotalamo de la rata y se lleve a cabo el despliegue de la conducta sexual

3.4.2 Receptores a progesterona y conducta sexual

Debido a que el estradiol y la progesterona tienen influencias muy predecibles en la
conducta sexual femenina, la regulacion de este sistema provee un modelo
fisiol6gicamente relevante con el cual investigar como los procesos celulares de E»,
P, y otros factores actuan sobre el cerebro e influenciar la funcion neuronal y
conductual a través de estos procesos. (Fig. 10) (Blaustein, 2003)

Generalmente, cuando los niveles de RP estan elevados, los animales responden la
P, expresando conducta sexual, y cuando estan reducidos, ya sea por interferencia
con el receptor, por la ausencia de estradiol o por una regulacion descendente de la
misma P4, los animales son hiposensibles o0 no responden a ella. (Blaustein, 2003)
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Figura 10. Interaccién de la progesterona con sus receptores en el despliegue de la conducta sexual. Se ha
reportado que en el hipotalamo de la rata, la progesterona puede regular la sintesis de dopamina y del GABA,
dos neurotransmisores que juegan un papel importante en el despliegue de la conducta sexual, a través del
aumento en el contenido y la actividad de las enzimas tirosina hidroxilasa (TH), la descarboxilasa del acido
glutdmico (GAD) y la triptofano hidroxilasa (5-HT), sin embargo se desconoce el papel de las isoformas del RP
en dicha regulacion.

Hay varios neurotransmisores que pueden sustituir a la P4 en la facilitacion de la
conducta sexual, esto se ha visto con la infusion intracerebroventricular de
receptores especificos para dopamina D1/D5; y envuelve la activacion de los RP de
manera independiente al ligando. Los RP pueden ser activados, ademas de la P4y
DA, por GnRH, E; y oxido nitrico; asi como la estimulacién por cAMP y cGMP en un
proceso donde participan las proteinas cinasas Ay G (PKA y PKG) en el cual hay
expresion de conducta sexual. (Blaustein, 2004)

La activacion de los RP’s independiente del ligando, no se limita a la regulacién de
la conducta sexual, este proceso también involucra la regulacion de la ovulacién
durante el ciclo estral de la rata y el raton. (Blaustein, 2004)

Y asi como la facilitacion del comportamiento sexual por P4, cualquier antagonista
de ésta, oligonucleétidos antisentido dirigidos a los mMRNA del PR o una
perturbacion del gen del RP, que puedan bloquear esta actividad, apoya la idea de
gue la facilitacion de la conducta sexual por dopamina implica la activacion de los
PR en mecanismos neuronales ligando-independiente. (Blaustein, 2004)
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4. Planteamiento del problema

Las evidencias experimentales sobre la regulacién de la expresion de las isoformas
de RP tanto a nivel mensajero como de la proteina en el SNC, indican mecanismos
de regulacién tejido-especificos, que varian de acuerdo a las condiciones
hormonales presentes en los mamiferos. En el hipotalamo de la rata, se conoce el
papel del RP sobre la regulacion de expresion de genes que participan en la
modulacion de funciones reproductivas como la ovulacion y la conducta sexual, sin
embargo se desconoce cual de las isoformas del RP participa en la modulacion de
estas funciones.

El conocimiento acerca del papel de las isoformas del RP en funciones
reproductivas es fundamental para llegar a establecer los mecanismos por los
cuales la P4 ejerce sus efectos en el hipotdlamo y el area predptica a través de la
interaccion con sus receptores, por la regulacion génica que ejercen en estos
tejidos. A partir de esto se pretende:

Estudiar el efecto de cada una de las isoformas sobre la lordosis, mediante pruebas
de conducta sexual.

Investigar, de manera indirecta, la relacion de cada una de las isoformas de RP
sobre la expresion de algunos genes como Th y GAD, que participan en la ovulacion
y la conducta sexual a nivel traduccional en el hipotalamo de las ratas hembra,
utilizando la técnica de Western blot.
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5. Hipotesis

En base a la informacion anterior se espera bloquear la traduccion del RP total y de
la isoforma B por la inyeccion de oligonucledétidos antisentido en el tercer ventriculo,
disminuyendo el contenido de las isoformas del RP, en el hipotdlamo de ratas
ovariectomizadas tratadas con estradiol y progesterona.

En el mismo sentido, se plantea que la inhibicion de la traduccién de la isoforma B
del RP en el hipotalamo de la rata, disminuya el coeficiente de lordosis, por lo que
se espera que la isoforma B del RP participe en la regulacién de la expresion de los
genes de la tirosina hidroxilasa (TH) y de la acido glutamico descarboxilasa (GAD)
gue son fundamentales en la ovulacion y el despliegue de la conducta sexual.
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6. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es conocer el efecto de los desoxinucleotidos
(ODNSs) antisentido de las isoformas del RP sobre el despliegue de la conducta
sexual y los mecanismos implicados en el hipotalamo de la rata.

De ello se desprende determinar los efectos de los ODNSs sobre la expresion de las
isoformas del receptor a progesterona, asi como evaluar las repercusiones sobre la
conducta sexual de las ratas ovariectomizadas con tratamientos hormonales
suplementarios.

Ademas, se pretende averiguar los efectos de los ODNSs, a nivel proteina, sobre la
expresion de la Tirosina Hidroxilasa y la Acido Glutdmico Descarboxilasa en el
hipotalamo de las ratas ovariectomizadas tratadas con E;, y Pa.

Finalmente, establecer la relacion entre el bloqueo de la sintesis de las isoformas
del RP, la expresion de TH y GAD y la conducta sexual que muestren los animales
durante los tratamientos.
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7. Materiales y métodos
7.1 Animales

Se utilizaron ratas hembras de 240 a 260g de peso de la cepa Sprague-Dawley, las
cuales se mantuvieron a 23 = 2 °C con un ciclo invertido de luz-obscuridad (14h de
luz, 10h de obscuridad), la fase de luz fue desde las 20:00 hasta las 10:00 hrs.
Todas las pruebas se hicieron 1 hr después de apagada la luz. Fueron alimentadas
y provistas de agua ad libitum.

En cada uno de los tratamientos se utilizaron 5 grupos con 8 animales cada uno.

7.2 Ovariectomia

Para la ovariectomia, se anestesiaron los animales con éter, seguido de la
eliminacion del pelo en la zona lumbar en cada costado. Se ligb el Gtero y se
extirparon los ovarios. Se suturaron las heridas y finalmente se les inyectd
antibidtico (Pentrexil) via intramuscular.

7.3 Implantacion de canulas de microinyeccion por estereotaxia

Dos semanas mas tarde, los animales fueron anestesiados con xilazina (4 mg / kg) y
ketamina (80 mg / kg); se colocaron en el aparato estereotaxico (David Kopf;
Tujunga, CA.) para la implantacion de una canula de acero inoxidable del no. 5 (22
g, 17 mm de largo) en el ventriculo lateral derecho, el punto de interseccidn es entre
la sutura sagital y la frontoparietal (punto Bregma). Las coordenadas estereotaxicas
utilizadas para la implantacion de la canula guia fueron: 1.4mm lateral, - 0.80mm
posterior y 3.9mm vertical desde la superficie del craneo (Paxinos ,1989) (Fig. 11)
por ultimo se colocaron dos tornillos de acero inoxidable (Small Parts; Miami Lakes,
FL.) en el craneo y el dispositivo se fijé con cemento dental. Una canula de menor
calibre (30 g), con capucha fue introducida en la canula guia para prevenir la
obstruccion y la contaminacion.

Figura 11. Coordenadas
estereotéxicas utilizadas
para la implantacién de

i la cénula guia en el
ventriculo lateral (LV)
las  cuales  fueron:
1.4mm lateral, -0.80mm
posterior 'y  3.9mm
vertical desde la

| superficie del créaneo
(Praxinos 'y Watson,
1986)

Interaural S20mmm Brcznda 0 R0 mm

Después de la implantacion de canula se inyecté via intramuscular penicilina
(22.000 UI/kg) y se sutur6 la herida. Los animales se dejaron en recuperacion en
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cajas individuales de acrilico durante siete dias. Durante los primeros tres dias post
cirugia se les administré antibiético en el agua de beber (Baytril, Bayer).

7.4 Disefio de los oligonucledtidos antisentido (ODNSs)

Las secuencias del RNAm para las isoformas del RP se buscaron en PubMed y a
partir de ellas se disefiaron los oligonucleotidos con el programa Primer 3 (V.0.3.0).

Tabla 3. Regiones del RP que se utilizaron para el disefio de los oligonucledtidos sentido y antisentido.

Oligonucle6tidos Secuencia
Sentido PR A+B 5’-CTCCTGGATGAGCCTGATGGTG-3’
Anti Sentido PR A+B 5’-CACCATGCCCGCCAGGATCTTG-3’
Sentido PR-B 5’-CTGAGCTGCAGGCAAAGGAT-3’
Anti Sentido PR-B 5’-AGCTCTGGGATTTCTGCTTCTT-3’

* Los oligos se procesaron con INVITROGEN

7.5 Esquema hormonal

Dos semanas después de la ovariectomia se administraron via subcutanea:
Benzoato de estradiol (EB) (Sigma), 5 pg por 2 dias consecutivos (5 mg/0.1 ml en
aceite de cartamo).

En el dia 3, EB en el mismo esquema anterior, seguido de 130ng progesterona (P)
(Sigma), via intracerebroventricular (ICV) disuelto en aceite de cacahuate.

Tanto las dosis de estradiol y progesterona como el esquema de tratamiento han
sido utilizados en diversos trabajos sobre la regulacion del RP en homogenados de
distintas regiones cerebrales (Camacho-Arroyo, 1998; McLusky 1978; Vongher
1999).

En cada uno de los tratamientos hormonales se les administré en el segundo dia de
tratamiento via la canula implantada:

Solucion Salina (Control)
2. Oligonucleotidos sentido para el RP total (4 nmol) (S A+B)
3. Oligonucledtidos antisentido para el RP total (4 nmol) (As A+B)
4. Oligonucleétidos sentido para la isoforma B (4 nmol) (S B)
5. Oligonucledtidos antisentido para la isoforma B (4 nmol) (As B)

Los ODNs fueron disueltos en solucion salina.Todas las microinyecciones se
aplicaron en un volumen total de 1 ul durante 5 minutos, utilizando una canula de
inyeccion de acero inoxidable calibre 32, los animales fueron observados durante
una hora a partir de la microinyeccién para evaluar que no hubiera alteraciones en la
conducta y capacidad motora. (Fig. 12)

27



Sentido Antisentido Sentido Antisentido

Suling Lo A+B PRA+B PR-B PR-B

Estradiol 94

Sugs.c. N
Progesterona /'5?’\
130ng i.cwv. e X
Coeficienie de
lordosis
.

Diseccion de hipotalamo

|

Extraccion
de protoinas
WH de RP

Figura 12. Esquema de tratamiento hormonal y de ODNSs sentido y antisentido. El estradiol fue administrado
via subcutanea y la progesterona al igual que los ODNSs via intracerebroventricular.

7.6 Pruebas de conducta sexual

Cuatro horas después de la administracion de progesterona, los animales fueron
sometidos a pruebas de conducta sexual. Colocando a las hembras en un escenario
circular de Plexiglas (53 cm de diametro) con un macho vigoroso. El cociente de
lordosis [LQ = (numero de lordosis/10 montas) x 100] se utilizé para evaluar el
comportamiento receptivo.

La lordosis es un comportamiento donde las hembras de roedores, gatos, conejos y
primates realizan un arqueamiento del dorso y una elevacion de la pelvis,
frecuentemente acompafiada de una desviacion de la cola que facilita la
receptividad. Solo se utilizaron los animales que exhibieron altos niveles de lordosis.

La conducta receptiva de cada rata fue observada durante 10 min. en presencia de
un macho, anotada y registrada a los minutos 30, 60 y 120. La conducta receptiva
fue medida al evaluar

1.el nimero de lordosis
2.aceptacion del macho por la hembra

3.numero de montas por el macho y coeficiente de lordosis (LQ)

7.7 Obtencion del tejido

24 horas después del dltimo tratamiento las ratas fueron sacrificadas por
decapitacion, rapidamente se abrié el craneo con cuidado de no lastimar el tejido
encefalico, una vez extraido se puso en una caja Petri sobre hielo con un filtro de
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papel humedecido con Buffer de TBS en concentracion 1X *(anexo), el tejido que se
separO para este estudio fue el Hipotdlamo (Ht) (Paxinos, 1989), las muestras se
pusieron rapidamente en tubos Eppendorf de 1.5 ml y preservados en hielo seco
para evitar la degradacion y se almacenaron en congelacién a -72°C.

7.8 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Se homogenizaron los tejidos en buffer de lisis (PIK) con un coctel de inhibidores de
proteasas *(anexo) en una concentracion de 1:1000 y en una relacion de 1 ml de
buffer/1 g de tejido a 4°C. Las muestras homogenizadas fueron centrifugadas a
15,000 rpm, durante 15 min., a 4°C y se recuperd el sobrenadante, que es la
fraccion donde se encuentran las proteinas. La concentracion de proteinas se
determind por el método de Bradford (Bradford, 1976) y leida en un
espectrofotometro (Thermo spectronic Genesis 20) a una longitud de onda de 590A.

7.9 Western Blot

Para obtener las muestras a la concentracion necesaria, se calculo el volumen en el
cual se cargan 30ug de proteinas en cada uno de los pozos de los geles de
acrilamida *(anexo). Cada muestra se preparo con Buffer de carga (LB) 5X *(anexo),
con su fraccion de la muestra y agua bidestilada; las proteinas se hirvieron durante
5 minutos para desnaturalizarlas. Después, se separaron por electroforesis en los
geles desnaturalizantes al 10% a 110 volts durante 150 minutos aproximadamente.
Las proteinas, ya separadas por peso molecular en el gel, fueron transferidas
membranas de polivinilfluoridona (PVDF) (Millipore) a 20 volts, durante 1 hora en
una camara de transferencia semi humeda (Bio-Rad, Trans Blot sd, semi-dried).
Posteriormente, las membranas fueron tefiidas para una primera inspeccion con
solucion Rojo Ponceau *(anexo), blogueadas por 1 hora a temperatura ambiente
con una solucién de blogqueo al 5% *(anexo). Las membranas fueron incubadas
durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios, dependiendo de la
proteina que se fuera a detectar.

Terminada la incubacion primaria, las membranas fueron lavadas con TBS-Tween
*(anexo) 3 veces por 5 minutos. Después, fueron incubadas durante 60 minutos con
el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa.

Se utilizé un método de deteccién de alta sensibilidad (GE Healthcare, Piscataway,
NJ) para determinar la presencia de las proteinas. Con este sistema, se genera una
sefial de quimioluminiscencia al exponer las membranas a placas radiograficas.
Cada placa fue sometida a un analisis densitométrico utilizando un equipo Scan HP
y el programa Kodak 1D para cuantificar la expresion de las proteinas de acuerdo a
la presencia e intensidad de cada banda.
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Tabla 4. Relacion de anticuerpos primarios y secundarios.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario

Anti Acido Glutamico Descarboxilasa

(Anti-GAD) monoclonal (Chemicon) Mouse (Santa Cruz)

Anti Tirosina Hidroxilasa

(Anti-TH) monoclonal (Chemicon) Mouse (Santa Cruz)

Anti Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa

(Anti-GAPDH) monoclonal (Chemicon) Mouse (Santa Cruz)

Los anticuerpos primarios fueron utilizados en proporcién 1:1,000 y los secundarios en 1:10,000 diluidos en
TTBS.

7.10 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos del Western blot fueron analizados con un analisis de varianza
(ANOVA) de una via seguido de un andlisis post hoc con una prueba de Tukey. El
Coeficiente de Lordosis y lordosis se analizaron con una prueba de U de Mann-
Whitney y la conducta preceptiva de los animales se analizé con una prueba exacta
de Fisher. Las variables independientes fueron los tratamientos con los
oligonucledtidos sentido y antisentido (control, SA+B, ASA+B, SB y ASAB), las
variables dependientes fueron la conducta de lordosis y el contenido de proteina
(RP-A y RP-B). Para calcular los valores de probabilidad se utilizO el programa
Prism 2.01 (Graph pad, CA). Para todas las pruebas estadisticas se consideré una
significancia de P<0.05.
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8. Resultados
Cociente de Lordosis

La infusibn de EB y P, estimulé el comportamiento sexual de las ratas en las
pruebas de lordosis a diferentes tiempos. Se observo respuesta sexual 30 min.
después de su inyeccidn, mientras que el valor maximo del cociente de lordosis fue
observado a 120 min. (Fig. 13)

Los parametros de lordosis permanecieron esencialmente sin cambios a 240 min.
en el caso del grupo control.

También se pudo ver el efecto de los ODNs sobre el cociente de lordosis. La
inyeccion del S A+B no modificé significativamente el comportamiento inducido por
progestadgenos, mismo comportamiento que se observé en el grupo de
administracion del S B.

En contraste, el As A+B bloqued, de manera significativa, la lordosis durante toda la
prueba. El As B también inhibio la lordosis aunque con menos eficacia que el caso
anterior. Los efectos del As B no fueron estadisticamente diferentes en comparacion
a los observados con el As A+B.

30 min iz 120 min 20002 240 min
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Figura 13. El cociente de facilitacion de lordosis en ratas ovariectomizadas, tratadas con EB al suministrar P se
antagoniza con la infusion ICV de 1ug/pl de antisentido PR A+B (A + B As) o antisentido PR B (B As),
mientras que el sentido PR A+B (A + B S) o el sentido PR B (B S) no influyeron en el LQ inducida por P.
Todos los ODNs se administran en el ventriculo lateral derecho del hipotalamo, inmediatamente antes y 24
horas mas tarde de la administracion de EB. ElI comportamiento sexual se puso a prueba 30 (blancas), 120
(lineas) y 240 (cuadricula) minutos. + + P <0, 001; + P <0,01; * P <0,05 vs grupos de control (progestinas mas
solucion salina).

Contenido de proteinas

En la caracterizacion de las isoformas del RP, en todos los tratamientos con ODNs
se detectaron dos bandas de 110 y 80 KDa correspondientes a RP-B y a RP-A. La
gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utilizd6 como un control de
carga de proteinas y se reconocié como una banda de 37 kDa.
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Figura 14. Andlisis densitométrico e imagenes de Western Blot de A) las isoformas del RP, B) Tirosina
Hidroxilasa C) Descarboxilasa del &cido glutdmico, en el hipotdlamo de ratas tratadas con distintos ODNs.
GAPDH sirve como proteina de control.

Se observo que con la inyeccidon de los ODNs S A+B y S B no se modificaron los
contenidos de las isoformas de PR, mientras que con As A+B hubo un marcado
decremento en la cantidad de ambas isoformas. Con la administracion de As B solo
disminuy6 el contenido de la isoforma B. (Fig. 14)

En el caso de las otras proteinas que se estudiaron en este trabajo se tiene a la
descarboxilasa del 4cido glutamico (GAD) que es el paso limitante en la conversién
de acido glutamico en &cido y-amino-butirico, cuyas cantidades no se vieron
modificadas de manera significativa en los tratamientos con S A+B y S B respecto a
las ratas control. De la misma forma, las inyecciones de As A+B y de As B arrojaron
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una disminucion del contenido de la GAD en el hipotdlamo de las ratas tratadas;
todos estos resultados estan en paralelo con los obtenidos para las isoformas de
RP. (Fig. 14)

La tirosina hidroxilasa (TH) participa en la sintesis de dopamina, epinefrina y
norepinefrina. La progesterona regula la sintesis de la TH por lo que se estudi6 el
papel de las isoformas del RP en la expresion del gen de esta enzima.

Hubo aumento en la expresion de la tirosina hidroxilasa en las ratas a las que se les
administré el As A+B y As B, mientras que en las ratas tratadas con S A+By S B no
se observé cambio alguno con respecto al control. (Fig. 14)
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9. Discusién

El comportamiento sexual puede ser descrito en términos de dos componentes: 1) la
busqueda de una pareja y el despliegue del cortejo para estimular el interés sexual
de la misma, que esta unido al grado de motivacion; 2) el denominado
comportamiento consumatorio, el cual incluye el despliegue del comportamiento que
conduce al apareamiento: adopcion de una postura de la hembra y la intromisién y
eyaculacion del macho.

La receptividad sexual consiste en aquellos comportamientos que permiten la
copulacién y en varias especies, incluyen la inmovilidad. En roedores, conejas,
gatas y primates, la hembra adopta la postura de lordosis, la cual es un arqueo
reflexivo del lomo y una elevacién de la pelvis, frecuentemente acompafnada por
desviacion de la cola. Esta postura es el parametro utilizado cominmente para
cuantificar el comportamiento sexual en las hembras. Esta postura facilita la
insercion peneana intravaginal y eventualmente la eyaculacion. (Morali, 1999).

El despliegue de la conducta sexual es presenta generalmente en las hembras solo
en un corto periodo durante el ciclo estral, cerca de la ovulacion. En todas las
especies, la expresion de la conducta sexual es precedida por un incremento en las
concentraciones de estradiol en plasma. Un agudo tratamiento con estradiol en
animales ovarectomizados induce este comportamiento, de cualquier forma en la
mayoria de los casos es necesaria la combinacion de progesterona con estradiol.
(Fabre-Nys, 1998)

El sitio de accidon de las hormonas esteroides puede ser inferido por la observacion
de la localizacion de sus receptores. En los vertebrados que han sido estudiados y
en ambos sexos, el receptor es encontrado en el hipotalamo y en el area predptica.
Las areas entre las hembras y los machos varian, pero son marcadamente similares
a través de las especies. El comportamiento sexual femenino es mas eficientemente
estimulado por estradiol cuando es administrado en la parte ventrolateral del
hipotalamo mediobasal (VHM), mientras que el area predptica medial es el sitio mas
eficiente para estimular el comportamiento sexual masculino. Se ha reportado que
en las hembras, el estradiol y la progesterona son los principales componentes para
la estimulacion de la conducta sexual. (Fabre-Nys, 1998)

El bloqueo de la sintesis de una proteina al administrar ODNs, se logra por la union
de éstas secuencias al RNAm a partir del cual esa proteina es normalmente
sintetizada. En los experimentos, se observa una disminucién en la sintesis de
ambas isoformas del RP al aplicar ODNs As A+B y de la isoforma B al administrar
As B respectivamente, en comparacion a las ratas control y las que recibieron los
ODNs sentido; esta informacion es congruente con los resultados de cociente de
lordosis, en donde se manifiesta una menor conducta sexual con esos mismos
tratamientos.

Los resultados de las pruebas de lordosis, demuestran que las ratas tratadas con As
A+B y As B presentaron una disminucién significativa en el cociente con respecto a
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las tratadas soélo con progesterona y las tratadas con los ODNs sentido. Se observo
menor lordosis en las ratas administradas con el As A+B con respecto a las ratas
tratadas con el As B. Estos resultados sugieren que la presencia del RP en el
hipotdlamo es necesaria para el despliegue de la conducta sexual en las ratas
hembras, y que la isoforma B tiene un rol preponderante sobre la isoforma A.
(Guerra-Araiza, 2000)

Otro de los objetivos de este trabajo fue, conocer el efecto de las isoformas del RP,
mediante el uso de los ODNs antisentido, sobre la expresion de la tirosina
hidroxilasa (TH) y la descarboxilasa del acido glutamico (GAD) en el hipotdlamo de
ratas ovariectomizadas, ya que en ésta regidn cerebral se regula parte del
despliegue de la conducta sexual de la rata mediada por la progesterona.
(Gonzélez-Flores, 2004).

Las implicaciones del conocimiento de la distribucién y regulacion de las isoformas
del PR son de gran importancia, ya que se ha reportado que la progesterona
participa en la comunicacion mediada por diferentes neurotransmisores que son
importantes en las redes neuronales que regulan la reproduccién. La progesterona
aumenta tanto la expresion del RNAm como la actividad de la enzima triptofano
hidroxilasa que participa en la sintesis de la serotonina, asi como de la tirosina
hidroxilasa la cual sintetiza dopamina y noradrenalina en el hipotalamo.

La TH cataliza, en un paso limitante, la conversion de tirosina a dopa, precursor de
la DA y otras catecolaminas. La progesterona regula la expresion de TH, y en
consecuencia la sintesis de DA. Existe evidencia de que este neurotransmisor
inhibe la receptividad sexual en el hipotdlamo de la rata hembra. (Mani, 2001;
McGinnis, 1980).

Por estudios anteriores se sabe que la fosfoproteina DARPP-32 es reguladora de
dopamina y cAMP, la cual esta asociada con neuronas relacionadas al receptor de
dopamina subtipo Dj.(Mayerhofer, 1999) La DA con su receptor inducen un
incremento en los niveles de adenosina 3°-5° monofosfato (CAMP), y activa a la
proteina cinasa dependiente de cAMP (PKA). La DARPP-32 es fosforilada por PKA.
En estado fosforilado ésta molécula por inhibicién de la actividad de la fosfatasa-1
(PP1), incrementa el estado de fosforilacion de varios substratos, iniciando asi
varias respuestas fisiolégicas. (Mani, 2000)

La progesterona incrementa la fosforilacion de DARPP-32 por activacion de PKA en
neuronas del hipotalamo, resultando en un aumento en la lordosis. Se ha observado
gue la lordosis facilitada con progesterona fue reducida con oligonucledtidos
antisentido para DARPP-32 en ratas, ya que la DARPP-32 inhibe la actividad de PP-
1 dando como resultado la fosforilacién de los substratos de ésta molécula y es
probable que la fosforilacion del RP o sus coactivadores asociados sean modulados
por DARPP-32. (Mani, 2000, Mayerhofer, 1999)

Los datos obtenidos sugieren que la interaccién de la progesterona con RP-B podria
participar en la regulacién de la lordosis mediada por la proteina DARPP-32 en el
hipotalamo de la rata.
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Los experimentos muestran, disminucion de lordosis, ante el bloqueo de traduccion
de GAD y a la vez, menor sintesis y actividad de GABA. De este modo a mayor
cantidad de GAD vy actividad de GABA se facilita el comportamiento sexual. Esto
nos dice que la baja actividad de GABA se traduciria en un aumento de DA,
mientras que GABA tiene alta actividad suprimiendo la accibn de DA. Se ha
reportado que los agonistas de DA inhiben el comportamiento de sexual en las
ratas, mientras que los antagonistas facilitan este comportamiento. (McGinnis,
1980) Nuestros resultados indican una baja en los niveles de HT, asociado con un
cociente mayor de lordosis, mientras que un descenso en los niveles de GAD,
resulta en una menor expresion de conducta sexual.

Es importante mencionar que las hormonas no activan la conducta de lordosis, sino
gue el medio hormonal determina la probabilidad de que los animales desplieguen
esta conducta en respuesta a la estimulacion sensorial apropiada (Etgen, 1999). De
esta manera, las vias aferentes y los componentes moleculares post-sinapticos
como por ejemplo los canales idnicos, receptores a neurotransmisores y las
enzimas que sintetizan a los neurotransmisores son candidatos blanco sobre los
cuales las hormonas pueden actuar para regular la lordosis.(Pfaff, 1994).
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10. Conclusiones

Los oligonucledtidos antisentido administrados via ICV redujeron la traduccién de
las isoformas del RP en el hipotadlamo de manera significativa y de forma especifica,
el ODN As B sélo redujo la expresion de RP-B sin afectar la expresion de RP-A,
mientras que el As A+B actu6 sobre ambas isoformas.

La presencia del RP en el hipotalamo es necesaria para el despliegue de la lordosis,
y es mediada principalmente por la isoforma B.

La interaccion de la progesterona con RP-B podria participar en la regulacion de la
lordosis mediada por la proteina DARPP-32 en el hipotalamo de la rata.

Estos resultados sugieren que la isoforma B del receptor a progesterona ejerce un
efecto inhibidor sobre la expresion de TH y un efecto promotor en la sintesis de
GAD en el hipotadlamo, con la consecuente inhibicion o promocion de conducta
sexual, respectivamente.
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11. Anexo

% BUFFER DE TBS 10X, pH 7.5
60.5¢

NaCl 87.69
Se pone en agitacidn con agua destilada y
se ajusta el pH con HCI. Se afora a 1lt.

Tris-Base

% BUFFER DE CORRIDA 10X

Tris-Base 299
Glicina 144g
SDS 10g

Se pone en agitacion con agua destilada y
se afora a 1lt.

% TBS TWEEN (TTBS)
TBS 1X 1000ml
TWEEN 20 1ml

% BUFFER DE CARGA 5X

(LB5X)
SDS 209
Glicerol 100 ml
Dithiothreitol(DTT) 15.4g
Tris 0.5M pH 8.5 26 ml
Azul Bromofenol 0.1g

Poner en agitacion y aforar con agua
destilada a 200 ml.

% BUFFER TRANSFERENCIA
10X
Tris-Base 299

Glicina 144q

38

% BUFFER DE TBS 1X,pH 7.5
Se toman 100 ml de TBS 10X, pH 7.5y se
afora a 1lt. con agua destilada.

+ BUFFER DE CORRIDA 1X
Se toman 100ml de Buffer de Corrida 10X
y se afora a 1 It. con agua destilada

« SOLUCION DE BLOQUEO
Para dos membranas. 2.5g de leche
descremada en polvo en 50 ml de TTBS
1X

< BUFFER LISIS PROTEINAS

(PIK)
NaCl 1.75¢g
Tris HCI 0.485¢
EDTA stock 0,5M 2 mi
Se ajustaelpH a 7.4
Glicerol 10% 20 ml
NP 40 1% 2 ml

Se afora a 200ml con agua desionizada
Los inhibidores de proteasas Leupeptina,
Pepstatina, Aprotinina se utilizan en
proporcion 1:1000 con el Buffer de Lisis
de Proteinas

% BUFFER TRANSFERENCIA
1X
Se toman 100ml de Buffer de
Transferencia 10X y se afora a 1 It. con
agua destilada



SDS 29
Se pone en agitacion con agua destilada y
se afora a 1lt.

% SOLUCION ROJO PONCEAU
Acido Acético

5ml
concentrado
Agua destilada 95ml
Rojo Ponceau 0.1g

®,

«» PERSULFATO DE AMONIO
Persulfato de
Amonio (APS)
Agua destilada 1mi

0.1g

*+ GEL DE POLIACRILAMIDA

El gel tiene dos partes: Stacking (concentrante) y Resolving (separador)
RESOLVING (100ml) dependiendo el tamafio de las proteinas

Tamano de la

. 14 15-70 20-100 50-250 >250
proteina (Kda)
% Gel 14% 12% 10% 8% 7%
Glicerol 50% 20ml 20ml 20ml 20ml 20ml
H,0 8.33ml 15mi 21.68ml 28.33ml 31.66ml
Tris 1,5M pH 8,8 25ml 25ml 25ml 25ml 25ml
Bisacrilamida 30% 46.66ml 40ml 33.32ml 26.66ml 23.33ml
SDS 10% 1ml 1ml Iml Iml Iml

STACKING (100 ml)

H.O 61ml
Tris 0,5M pH 6,8 25ml
Bisacrilamida 30% 13ml
SDS 10% 1ml

RESOLVING (para dos geles)

Resolving 15 ml
APS 150 pl
TEMED 15 ul

STACKING (para dos geles)

Resolving 7 mi
APS 90 ul
TEMED 9 ul
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