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Participacion del Receptor a Progesterona en La Conducta de Estro Postparto en
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“Participacion del Receptor a Progesterona en el Control Neuroenddcrino de la

Conducta del Estro Postparto en la Rata”

Resumen

En los mamiferos, la conducta sexual de la hembra es regulada a nivel del sistema
nervioso central (SNC) por una compleja red de sefalizaciones quimicas, que
incluyen neurotransmisores y hormonas, principalmente, el estradiol (E) y la
progesterona (P). Dichas hormonas tienen una funcién determinante en la
expresion de la conducta sexual de la rata hembra y su accion en el cerebro se
lleva a cabo principalmente por su unién a sus receptores nucleares. En algunos
mamiferos, se presenta un fendmeno conocido como estro postparto, un breve
periodo en que se presenta la ovulacién acompafada de receptividad sexual, el
cual ocurre en la rata durante las primeras 24 horas después del parto. La maxima
expresion de la lordosis se presenta alas 9y 12 h tras el parto y termina alrededor
de las 21 h postparto. Si la hembra no concibe en este periodo se inicia un periodo
de diestro prolongado debido a la lactancia. Si la hembra concibe, el apareamiento
postparto producira la gestacion y lactancia de dos camadas simultaneas. En
roedores la conducta de estro es inducida por la accion secuencial de Ey P. EI E
estimula los sustratos neurales que regulan la lordosis y la P favorece el inicio e
incrementa la intensidad de esta conducta. Los efectos de P en la conducta sexual
se efectuan a través de su receptor intracelular (el receptor a P, RP) localizado en
neuronas del nucleo ventromedial y el area preodptica media del hipotalamo. En la
rata, el RP se presenta como dos isoformas: RP-A de 86 kDa y RP-B de 110 kDa.
Las isoformas del RP difieren en su capacidad para activar genes blanco en la
misma célula. No existen estudios previos acerca de la regulacion neuroenddcrina
del estro postparto. Por lo anterior, en este trabajo se estudio el papel del RP en el
despliegue de la conducta sexual de la rata hembra durante el estro postparto. Se
trataron ratas hembras adultas con el antagonista para el RP, RU486 (1.25 y 5
mg) 3 horas después del parto y se evalud la conducta sexual durante todo el

primer dia del postparto. Los niveles de E y P cambiaron durante las primeras 24



horas postparto. Los niveles mas elevados de E y P se encontraron a las 9 y 12
horas, respectivamente. La isoforma predominante del RP en el hipotalamo y el
area preoptica durante el periodo postparto fue RP-A; el contenido de esta
isoforma se incrementé a las 6 horas en el hipotalamo y el area preoptica, y
disminuyé en ambas regiones a las 9 horas. El contenido de RP-B aumentd
solamente en el area preodptica a las 12 horas. El mayor despliegue de lordosis y
conductas proceptivas se encontré a las 12 horas postparto. El tratamiento con
1.25 y 5 mg de RU486 redujo la lordosis en 61% y 92% respectivamente. El
tratamiento con RU486 también redujo la expresion de ambas isoformas del RP,
pero solo en el area preoptica. Este resultado nos conduce a sugerir que el RP es

esencial en el despliegue del estro postparto en la rata.



Abstract

In female mammals, sexual behavior is regualted in the central nervous system by
a complex chemical signaling network, speciallly by steroid hormones estradiol (E)
and progesterone (P). These hormones have a critical function in the display of
sexual behavior in female rats acting througth their nuclear receptors. In several
mammalian species, including rats (Rattus norvegicus) females undergo post-
partum estrus, a brief period of ovulation and sexual receptivity that usually occurs
in rats during the first 24 h following parturition. The maximal lordotic expression
occurs at 9 and 12 h after the initiation of parturition and ended by 21 h
postpartum. If a female rat fails to conceive during this period, a lactational diestrus
begins, but if the female does conceive, postpartum mating will result in
simultaneous gestation and lactation of two different litters. Estrus behavior in
rodents is induced by the sequential action of E and P. E prepare the neural
substrates for lordosis, and P triggers the onset and increases the intensity of this
behavior. P effects on sexual behavior are mediated by its intracellular receptor
(progesterone receptor, PR) located in the ventromedial nucleus in the
hypothalamus and the medial preoptic area. In the rat, PR is expressed as two
isoforms: PR-B, 110 kDa and PR-A, 86 kDa. PR isoforms differ in their ability to
activate distinct target genes in the same cell. The neuroendocrine mechanisms
involved in postpartum estrus behavior are unknown. We studied the role of PR in
the display of female sexual behavior during postpartum estrus in rats. Adult
female rats were treated with the PR antagonist, RU486 (1.25 and 5 mg), 3 h after
parturition and sexual behavior was evaluated throughout the first postpartum day.
E and P serum levels changed during the first 24 h postpartum. The highest E and
P levels were found at 9 and 12 h postpartum, respectively. The predominant PR
isoform in the hypothalamus and the preoptic area was PR-A during postpartum
day. The content of PR-A increased at 6 h postpartum in the hypothalamus and the
preoptic area, and decreased in both regions at 9 h. PR-B content only increased
in the preoptic area at 12 h postpartum. The highest display of lordotic and
proceptive behaviors were found at 12 h postpartum. The treatment with 1.25 and

5 mg of RU486 respectively reduced lordosis by 61% and 92% at 12 h postpartum.



RU486 treatment also reduced the content of both PR isoforms but only in the
preoptic area. These results suggest that PR is essential in the display of

postpartum estrus in rats.



1. Introduccion

La conducta de estro en mamiferos indica que la hembra se encuentra fértil y
receptiva hacia el macho. La receptividad se expresa principalmente mediante la
conducta de lordosis que permite la penetracion. Durante el ciclo estral, la rata
presenta la maxima receptividad sexual después del aumento en la secrecion de
E, seguido del incremento de P. Varios estudios muestran que la conducta de
lordosis estd modulada mediante el receptor a P (RP), el cual se presenta en dos
isoformas: RP-A (86-90 KDa) y RP-B (110-120 KDa). En varios mamiferos se
presenta un fendmeno conocido como estro postparto, un breve periodo de
receptividad sexual en las primeras 24 horas después del parto, acompanado de
ovulacion, lo que permite la fecundacién y que la hembra pueda gestar una nueva
camada mientras cuida y amamanta a la otra. No se conocen los mecanismos
neuroenddcrinos que regulan la transicion de la nula actividad sexual de la hembra

durante el embarazo hacia un intenso estro postparto.

2.Antecedentes

2.1 Ciclo estral

En varias especies de mamiferos la ovulacién es ciclica y la conducta sexual se
presenta durante el periodo periovulatorio. A este tipo de ciclo ovarico se le
conoce como ciclo estral. El ciclo estral se divide en cuatro etapas: proestro, estro,
metaestro y diestro. La rata (Ratus norvegicus) es un mamifero no estacional, de
ovulacién ciclica y poliéstrica. Durante el ciclo estral se presentan cambios
estructurales en tejido reproductivo y variaciones en las concentraciones
plasmaticas de hormonas. Mediante un frotis vaginal es posible identificar las
diferentes etapas del ciclo estral de la rata, el cual tiene una duracion de 4 a 5
dias. (Fig 1). Las etapas del ciclo estral pueden distinguirse mediante el tipo de
células que aparecen en el frotis vaginal: el proestro se caracteriza por el

predominio de células epiteliales nucleadas, redondas y agrupadas,



ocasionalmente pueden aparecer células escamosas cornificadas; durante el
estro la mayoria de las células son epiteliales escamosas, cornificadas, sin nucleo,
con citoplasma altamente granular y de forma irregular; durante el metaestro y el
diestro predominan los leucocitos, asi como algunas células epiteliales nucleadas
( Everett, 1989).
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Fig. 1. Etapas del ciclo estral de la rata y niveles de E y P durante el ciclo (tomado de
Freeman, 1988).

Los cambios en los tejidos reproductivos durante el ciclo ovarico se encuentran

bajo control enddocrino y siguen un ritmo circadiano. En un ciclo luz:oscuridad



natural, la hipdfisis secreta niveles bajos de Hormona Luteinizante (LH) desde la
noche del estro hasta la mafnana del proestro. En la tarde del proestro, entre las 14
y 15 horas, los niveles circulantes de LH se incrementan rapidamente, para
alcanzar el nivel maximo entre las 17 y 19 horas de ese mismo dia. Este
incremento en LH induce la ruptura del foliculo y la ovulacion. Estos niveles
declinan para alcanzar valores basales en la mafana del dia del estro. El patron
de secrecién de la hormona foliculo estimulante (FSH), es similar al de la LH, con
secrecion de niveles basales desde el metaestro a la tarde del proestro; a partir de
las 14 6 15 horas del dia del proestro los niveles de FSH comienzan a aumentar
rapidamente y alcanzan el maximo entre las 17 y 19 horas del mismo dia. Los
niveles comienzan a descender poco después, pero hay un segundo incremento

durante la manana del dia del estro.

La etapa preovulatoria del ciclo estral se caracteriza por el crecimiento de los
foliculos ovaricos que conlleva una creciente secrecion de estrogenos. Los niveles
de E en plasma son bajos durante el estro y comienzan a incrementarse en la
tarde del metaestro, para alcanzar su maximo alrededor del medio dia del
proestro, para comenzar a descender cerca de las 17 horas del dia del proestro.
Hay dos picos en los niveles de P durante el ciclo estral, el menor ocurre durante
la tarde del metaestro, y proviene del cuerpo luteo recién formado tras la
ovulacion, el mayor se presenta en la tarde del dia del proestro, alrededor de las
16 horas, antes de la ovulacion. Esta secrecion proviene del foliculo preovulatorio.
El incremento en los estrégenos desencadena un estimulo neural que activa la
liberacién de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) por el hipotalamo,
la que a su vez desencadena la secrecién de LH para inducir la ovulacién
(Freeman 1988, Kalra y Kalra,1983; Mahesh, 1985).

En la rata hembra, la conducta sexual se restringe al periodo comprendido entre la
tarde del proestro (alrededor de las 17 horas) y la madrugada del dia del estro, de
tal manera que la conducta sexual se presenta cerca del momento de la ovulacion,

favoreciendo asi las posibilidades de que la copula sea fértil (Barfield et al.,1984).
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Esta estricta limitacion temporal de la conducta sexual de la rata hembra condujo a
los investigadores a pensar que se encuentra bajo control hormonal; dicha
observacion se ha confirmado por la extincion de la conducta en las ratas
ovariectomizadas, en las cuales las concentraciones de E y P en suero

disminuyen hasta ser practicamente indetectables.

2.2 Conducta Sexual de la Rata Hembra.

El conjunto de patrones conductuales que presenta la hembra para establecer
contacto con el macho y que se lleve a cabo la fecundacién, se conoce como estro
conductual o conducta de estro. En los roedores el estro dura entre 12 y 13 horas
y se inicia y declina de manera gradual. En los mamiferos el estro tiene dos
componentes fundamentales: la proceptividad y la receptividad. Las conductas
proceptivas son todas aquellas que la hembra realiza para incitar al macho a
establecer contacto sexual. En la rata se describen principalmente tres conductas
de este tipo: a) orejeo: un movimiento rapido y repetitivo de la cabeza que produce
vibracion de las orejas, b) zigzagueo (“darting”): carreras cortas con rapidos
cambios de direccion, tras de las cuales la hembra se detiene abruptamente, y )
brincoteo (“hopping”): la hembra avanza a pequenos saltos efectuados sobre sus
cuatro patas, que concluyen con la adopcion de una postura agazapada. La
receptividad se expresa mediante las conductas que muestran una respuesta
positiva a los intentos del macho por establecer contacto sexual. En la rata y en
muchos otros mamiferos, el patrén conductual mas representativo de la
receptividad es la lordosis, que consiste en un arqueamiento de la columna dorsal
que produce la elevacién de la region perianal, asociado a un movimiento de la
cola hacia un lado, colocando la pelvis en una posicion que hace accesible la
vagina a la intromision peneana. Este patron conductual se presenta en respuesta
al estimulo de la monta por el macho (Beach 1976). La expresion de estas

conductas permite el éxito reproductivo de la hembra.
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2.3 Modulacién Neuroenddcrina de la Conducta Sexual.

2.3.1 Reflejo de Lordosis.

La monta del macho activa receptores de presién en los flancos y perineo de la
rata hembra. Mediante desaferentacién quirdrgica o farmacoldgica (Kow et al.,
1976) asi como observaciones conductuales y el uso de un colorante, se ha
logrado determinar la cantidad y calidad del estimulo necesario y suficiente para
activar la lordosis en la hembra. Otros estimulos sensoriales no son necesarios ni
suficientes (Kow y Pfaff, 1998). La presion proporcionada por el macho activa
nervios sensoriales que proyectan hacia los ganglios de la raiz dorsal de la médula
espinal, siendo L6 el ganglio mas importante en esta ruta, el cual responde
exclusivamente al estimulo tactil de presion (Kow y Pfaff, 1979). La mayoria de las
neuronas que responden al estimulo de presion se encuentran en las laminas IV a
VIII de la médula espinal, mientras que existen neuronas que participan en la
proyeccion del estimulo en las laminas IV a X, exceptuando la IX (Kow et al.,
1980). Mediante transeccion de los haces nerviosos se mostré que la senal
sensorial que inicia el reflejo de lordosis se transporta por la médula espinal hasta
el tallo cerebral, alcanza la formacion reticular ventral, principalmente el nucleo
lateral reticular y el nucleo gigantocelularis (Hennessey et al., 1990). El cerebelo
no participa en esta conducta, ya que ratas hembra a las que se les ha dafiado

esta area, continuan llevando a cabo la lordosis (Zemlan y Pfaff, 1975).

En el nucleo gigantocelularis, se encuentra presente un grupo de neuronas
reticuloespinales que sélo responde al estimulo de presién de la monta, lo que
muestra que el estimulo se integra a la sefal motora en la formacion reticular
mesencefalica (Kow y Pfaff,1998). En presencia de niveles altos de estrogenos, se
activan las neuronas de la sustancia gris periacueductal que reciben aferencias del
hipotalamo. Estas a su vez activan a las neuronas del nicleo gigantocelularis y las
del nucleo vestibular lateral las que a su vez activan a las neuronas motoras
espinales que innervan a los musculos posteriores bajos, dando como resultado la

caracteristica postura de lordosis (Blaustein y Erskine, 2002; Daniels y Flanagan-
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Cato, 2000; Gonzalez Mariscal y Gonzalez-Flores, 2002; Calizo y Flanagan-Cato,
2003).

Ciertas neuronas de la sustancia gris periacueductal reciben aferencias directas
del hipotalamo, mientras que en algunas de estas conexiones participan
interneuronas. En la sustancia gris periacueductal se encuentran tanto receptores
a estrégenos, como RPs inducidos por estrogenos (Turcotte y Blaustein, 1993;
Calizo y Flanagan-Cato, 2003).

La lesion del cerebro medio impide la lordosis, lo cual muestra que no basta con el
arco reflejo espino-bulbar para mediar esta conducta y la influencia de los
estrégenos en el hipotdlamo ventromedial es esencial (Kow y Pfaff, 1998;
Blaustein, 2008).

Dicha influencia de los estrégenos esta mediada por la liberacién de una o mas
sustancias de transporte axoplasmatico, ya que la administracion de tetrodotoxina
(la cual bloquea los canales de Na*), o de colchicina (que bloquea el transporte
axoplasmatico) inhiben la lordosis (Meyerson 1982).

A continuacion se muestra un esquema del circuito neural que permite

desencadenar la respuesta de lordosis en la rata (Fig.2).
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Fig. 2. Circuito Neural involucrado en el despliegue de la lordosis. Este circuito es

bilateralmente simétrico. (tomado de Pfaff, 1999)
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2.3.2. Hipotalamo

El hipotalamo es una region del cerebro que forma parte del diencéfalo y se
encuentra situada en la base del tercer ventriculo, por debajo del talamo y por
encima de la hipdfisis. Su limite dorsal es el piso del tercer ventriculo, el limite
anterior, el quiasma Ooptico y el limite posterior se localiza entre los cuerpos
mamilares y la comisura posterior. La parte superior del hipotalamo da lugar al
tallo hipofisario. En la zona dorsal el hipotdlamo se une a la zona incerta y en su
region caudal a la sustancia gris periacueductal y al area ventral tegmental del
mesencéfalo (Carrive y Morgan, 2004). Desempefa un papel fundamental en la
regulacion del sistema nervioso auténomo y cumple una funcién integradora al

regular las siguientes funciones (Halasz, 2000):

e Control de la presion arterial y la composicion electrolitica mediante
mecanismos reguladores que van desde el control de la ingesta de liquidos
y sal hasta el mantenimiento de la osmolalidad sanguinea y el tono
vasomotor.

e Regulacion de la temperatura corporal mediante el control de la
termogénesis metabdlica y desplazamiento hacia lugares calidos o frios
(termotaxis).

e Control del metabolismo energético mediante la regulacién de la ingesta de
alimentos, la digestion y el metabolismo.

e Regulacion de la reproducciéon mediante el control hormonal de la conducta
sexual y materna.

e Control de la respuesta de emergencia a estimulos estresantes, incluidas
las respuestas fisicas e inmunoldgicas al estrés regulando el flujo

sanguineo a los distintos tejidos y la secrecién de adrenalina.
Por su participacién en las funciones mencionadas, el hipotalamo forma parte del

sistema limbico, junto con los giros parahipocampal y cingulado, la amigdala y el

hipocampo. Su participacion es fundamental en el mantenimiento del ambiente
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interno del organismo en un rango adecuado para el funcionamiento del

organismo, es decir que participa en la homeostasis.

El hipotdlamo se puede dividir anatomicamente en las siguientes regiones: area
predptica (APO), hipotdlamo anterior, hipotdlamo medial e hipotalamo posterior.
Cada area se subdivide en media y lateral, y comprende varios nucleos que se

distinguen por llevar a cabo funciones distintas y especificas.

El hipotalamo tiene conexiones vasculares con el I6bulo anterior de la hipdfisis.
Estos capilares sanguineos se conocen como sistema porta hipotalamo-
hipofisario, o que permite que las hormonas que se sintetizan en el hipotalamo
lleguen a la adenohipdfisis, donde se sintetizan otras hormonas con acciones en
diferentes 6rganos blanco (Bergland y Page, 1979). Las aferencias al hipotalamo
provienen principalmente del cerebro anterior, especialmente de componentes del
sistema limbico, y del tallo cerebral y la médula espinal. Las rutas eferentes del
hipotalamo conectan algunos nucleos directamente con la médula espinal,
enviando estimulos hacia neuronas aferentes de diversos 6rganos (Hall, 2001),
mientras que otros proyectan hacia el hipocampo, la amigdala, el talamo e incluso
a la corteza cerebral (Heimer y Van Hoesen, 2006). También se comunica con la
neurohipdfisis y mediante los axones de esta ruta libera hormonas peptidicas en

dicha region hipofisaria, como la oxitocina y la vasopresina (Guillemin,1978).

El hipotalamo medial comprende, entre otros nucleos, el nucleo hipotalamico
ventromedial (HVM), el cual tiene proyecciones neuronales hacia regiones del
cerebro anterior y tallo cerebral que contienen células que expresan receptores a
hormonas esteroides involucradas en la regulacion de la conducta sexual; algunas

de estas regiones son la amigdala medial y el APO, en el propio hipotalamo.
El APO pertenece, por su ontogenia al prosencéfalo, sin embargo, pertenece

funcionalmente al hipotalamo. ElI APO es la regidn mas anterior del hipotdlamo, se

extiende hacia delante desde el quiasma Optico hasta la lamina terminal y la
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comisura anterior y forma parte de las paredes del tercer ventriculo. Algunas
neuronas de la region media del APO contienen hormona liberadora de
gonadotropinas. Estas neuronas proyectan hacia la eminencia media, por lo que
se considera que regulan la liberacion de hormonas hipofisarias. Los nucleos del
APO vy el hipotdlamo anterior muestran dimorfismo sexual o que depende de la
exposicion perinatal a los esteroides gonadales (Allen et al.,, 1989). Una de las
funciones del APO es la regulacion de los ciclos de suefio-vigilia, asi como de las
fases de suefio MOR (movimientos oculares rapidos) y no-MOR, funciones en las
que también participa el hipotalamo medio basal (Szymusiak et al., 2007; Peterfi
et al., 2009); también esta involucrada, junto con el hipotalamo posterior, en la
termorregulacion (Morrison y Nakamura, 2011).

La participacion del hipotalamo como regidn cerebral critica para la modulacién de
la conducta sexual de la hembra, asi como la identificacién de los principales
nucleos involucrados en la regulacion de esta conducta se ha analizado
empleando dos aproximaciones técnicas: la lesién de zonas especificas en el SNC
y la estimulacion de estas zonas, ya sea eléctrica o mediante implantes
hormonales intracraneales. Las lesiones en el HVM suprimen la lordosis inducida
por E, si bien la extincion de la conducta tiene una latencia de 48 h tras la lesion.
Este procedimiento no elimina por completo la conducta sexual cuando es
inducida por la administracion de E y P (Mathews y Edwards, 1977; Blaustein y
Erskine, 2002). La estimulacién eléctrica del HVM puede inducir la lordosis o
incrementarla en ratas ovariectomizadas y pretratadas con E (Sakuma y Pfaff,
1980).

Las lesiones del APO incrementan la receptividad sexual y reducen el umbral de la
dosis de E necesaria para inducir la lordosis (Powers y Valenstein, 1972; Blaustein
y Erskine, 2002) mientras que la estimulacién eléctrica inhibe la receptividad
(Sakuma y Pfaff, 1980). Algunos estudios muestran que las lesiones en esta area
pueden eliminar las conductas proceptivas (Hosina et al., 1994; Yang y Clements,
2000), lo que muestra que las neuronas del APO participan en la modulacion de la

conducta sexual en forma bastante compleja, con efectos opuestos. La
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interrupcién de eferencias del APO también facilita la conducta de lordosis,
extendiendo el periodo de receptividad (Modianos et al., 1976).

Los implantes de E y P incrementan la expresion de lordosis al ser colocados en la
formacion reticular, APO y HVM. Trabajos como los de Rubin y Barfield (1983) y
Etgen y Barfield (1986) han mostrado que la estimulacion del HVM mediante

implantes de E y P es suficiente para facilitar la conducta sexual de la hembra.

2.3.3. Hormonas y neurotransmisores que participan en la regulacion de la

conducta sexual en la rata hembra.

Si bien el E y la P son las hormonas principales en la regulacion de la conducta de
estro, ésta es modulada por una compleja red de interacciones entre hormonas y
neurotransmisores, que actuan sobre los centros nerviosos de integracién que
controlan este comportamiento clave para la preservacion de la especie.

Varios neurotransmisores modulan la conducta de estro, entre los cuales se

encuentran:

Dopamina. Las neuronas dopaminérgicas del cerebro medio que proyectan a los
ganglios basales participan en la ejecucion de movimientos estereotipados, como
los patrones proceptivos (por ejemplo “orejeo”). La dopamina incrementa la
lordosis en ratas hembras que han recibido un tratamiento hormonal que induce
un bajo cociente de lordosis (Paredes y Agmo, 2004). En la rata la administracion
subcutanea de E incrementa la liberacion de dopamina en el nucleo accumbens y
el estriado (Mermelstein and Becker, 1995), mientras que la administracion de P
produce el mismo efecto en el area predptica media (Matuszewich et al., 2000). En
la rata la sola presencia del macho incrementa la liberacion de dopamina en el
estriado y en el nucleo accumbens se incrementa tras la copula. En el APO, el
incremento en la liberacién de dopamina depende del control de hembra sobre el
tiempo que comparte con el macho (Paredes y Agmo, 2004). Esto podria deberse
a la participacion de la dopamina en la motivacion y recompensa, ya que se ha

reportado que la copula es mas gratificante para la hembra cuando es ella quien
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controla completamente el contacto con el macho (Garcia-Horsman y Paredes,
2004).

Algunos metabolitos de la P, tales como la 3a, 5 a —THP actuan en el area
tegmental ventral del cerebro medio y facilitar la lordosis, al interactuar con
receptores a dopamina tipo 1 (D1). Las progestinas incrementan la densidad de
D1 en el estriado y los niveles de dopamina en el cerebro medio. Los antagonistas
para D1, al ser inyectados en el area tegmental ventral, reducen la lordosis

inducida por P, mientras que los agonistas la incrementan (Frye y Walf, 2008).

Noradrenalina. Los cuerpos celulares que contienen noradrenalina estan
ubicados en el locus cceruleus, el bulbo raquideo y la médula, y proyectan
neuronas hacia el hipotalamo, el talamo, el sistema limbico y la corteza cerebral.
Los receptores a1-noradrenérgicos, en el HVYM o APO podrian participar en la
activacion de la lordosis, ya que la infusién de noradrenalina en dichas areas
cerebrales en ratas pretratadas con estrogenos incrementa la receptividad. La
administracion subcutanea de estrogenos induce la sintesis de estos receptores
en el hipotalamo ventromedial (Mong y Pfaff, 2004). Los farmacos que bloquean
los receptores a1-adrenérgicos reducen la lordosis. La administracion directa de
noradrenalina incrementa la actividad eléctrica en el hipotdlamo ventromedial. Si
se danan los axones de las neuronas noradrenégicas del locus ccerlleus que
proyectan al hipotalamo se bloquea la lordosis (Carter, 1992). El tratamiento con
agonistas de los receptores a1-adrenérgicos evita el incremento de RP inducido
por E. Varios estudios han mostrado que el efecto de la noradrenalina sobre la
lordosis se lleva a cabo a través del incremento de diacilglicerol, que activa la
proteina-cinasa C, y del incremento en el inositol-3-fosfato, el cual moviliza el
calcio intracelular. Ambas acciones llevan a la apertura de canales de calcio tipo L
y al consecuente aumento de oxido nitrico, el cual a su vez estimula la guanilil
ciclasa, favoreciendo la sintesis de GMPc que activa la proteina-cinasa G. Si se
bloquea cualquier paso de esta ruta, se inhibe la conducta de lordosis (Etgen et al;
1999; Mong y Pfaff, 2004).
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Acetilcolina (ACh). En las hembras los estrogenos incrementan la actividad de la
colin-acetiltransferasa, (necesaria para la sintesis de ACh), asi como el niumero de
receptores a ACh en el HVM, so6lo en las hembras. En el HVM las neuronas que
presentan receptores a estrogenos también expresan receptores a ACh. La
infusion de ACh en el HVM o en el fluido cerebroespinal incrementa la lordosis,
mientras que la administracion de antagonistas para los receptores a ACh inhiben
la receptividad (Dohanich et al. 1981).

Serotonina (5-HT). La serotonina reduce la actividad secretora de la hipofisis. Los
farmacos que inhiben la serotonina facilitan la lordosis en varias especies. Sin
embargo, la accion de la serotonina depende de qué subtipo de receptor se
active. Mientras la activacion de los receptores 5-HT1A reduce la conducta de
lordosis, la activacidon de los recptores 5-HT2A y 2C facilitan el reflejo de lordosis.
Se ha sugerido que la expresion de estos receptores puede modular la capacidad
de las hembras para reprimir la conducta de lordosis cuando las condiciones del
medio sean inadecuadas. La expresion de los receptores a 5-HT es modulada por
estrogenos (Uphouse, 2000).

GABA. El acido gamma-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor
inhibitorio cerebral. Los farmacos que bloquean GABA facilitan la lordosis mientras
que los que estimulan sus receptores inhiben el comportamiento sexual.
Aparentemente, bloquear los receptores a GABA incrementa la sensibilidad a los
estimulos somatosensoriales ligeros, lo que podria aumentar el efecto de
estimulos proporcionados por el macho. EI GABA también participa en la
liberacion de oxitocina por lo cual también puede ejercer un efecto indirecto en el
comportamiento sexual (Carter,1992).

Entre las hormonas que se ha descrito que participan en la regulacion del estro en
roedores se encuentran:

Prolactina. Las neuronas que contienen prolactina en el nucleo arcuato del
hipotalamo proyectan a la sustancia gris central del cerebro medio. Hay receptores
a prolactina en el HVM. Las infusiones de prolactina en esta area pueden facilitar
la lordosis en ratas pretratadas con dosis bajas de estrogenos, y la iontoforésis de

prolactina en esa area incrementa la actividad eléctrica neuronal local. La
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administracion de prolactina en ratas pretratadas con E incrementa la receptividad
sexual, pero tiene el efecto contrario en ratas a las que se les ha administrado
E+P. En ratas en estro la supresion farmacolégica de la liberaciéon de prolactina
atenua la receptividad (Dudley et al., 1982).

GnRH. Los axones de neuronas GnRHérgicas, ademas de proyectar hacia el
sistema porta, también lo hacen a la sustancia gris pericuaductal del cerebro
medio. Asi, la GnRH también se puede liberar en dicha area del cerebro e
incrementar la probabilidad de que ocurra la lordosis. La administracion de GnRH
localmente en la sustancia gris central del cerebro medio, incrementa la respuesta
de lordosis. Los anticuerpos para GnRH administrados en dicha area inhiben la
lordosis (Gémora-Arrati et al., 2008).

Oxitocina (OT). La estimulacion cervical durante la cépula provoca la liberacidon
de OT (Baskerville y Douglas, 2008). La OT estimula el comportamiento sexual en
ratas hembra que han sido pretratadas con dosis subumbral de estrogenos, P o
ambos, e incrementa la frecuencia y duracion de la lordosis durante el estro. EI E
induce un incremento en los receptores a OT en el HVM. Concentraciones bajas
de OT pueden suprimir la lordosis si se administran en el ventriculo lateral de la
rata hembra(Baskerville y Douglas, 2008). Las ratas implantadas con OT en el
HVM mostraron menor agresividad y mayor contacto fisico con el macho, mientras
que la infusién de antagonistas de OT en el APO media antes de la administracion
de P inhibe la actividad sexual e incrementa el rechazo hacia el macho. Las
infusiones intrahipotalamicas de oligonucleétidos antisentido contra el mRNA del
receptor para OT reducen la conducta de lordosis. En hamsters ovariectomizadas
pretratadas con E la microinyeccion de OT en APO o en HVM induce receptividad
sexual e incrementa las vocalizaciones proceptivas (Neumann, 2008;
Carter,1992).

Estrogenos. Los estrégenos, principalmente el 17-8 E, actian a través de su
receptor intracelular (Roy y Wade, 1977; Blaustein; 2008), sensibilizando a los
sustratos neurales, como el HVM y el APO e incrementando la expresion del RP
en dichas areas relacionadas con la modulacion de la conducta sexual de la

hembra (Kastner et al., 1990; Camacho-Arroyo et al., 1994; Schumacher y Robert,
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2002). La activacion de los centros neurales hipotalamicos por el E y la P
determina que el estimulo sensorial producido por la monta del macho active la
lordosis. Los implantes de E en el HVM facilitan la lordosis. En hembras
ovariectomizadas la administraciéon de E, basta para inducir lordosis, aunque con
menor intensidad que si se administra una inyeccién posterior de P (Blaustein,
2008).

Accion de la P en la modulacion de la conducta sexual en la rata.

En las hembras ovariectomizadas, la administracion de dosis altas de E estimula
la receptividad sexual, pero no con la intensidad con la que se observa en los
animales a los que se les administra E y P. Las hembras tratadas con E no
presentan conductas proceptivas, por lo cual se propone que la P es necesaria
para el despliegue de la conducta sexual completa en la rata hembra. También se
describe una correlacion entre el curso temporal de la respuesta conductual vy el
incremento y disminucion de la P circulante (Barfield y Lisk, 1974; Blaustein y
Erskine, 2002).

La administracion de P a las ratas hembras ovariectomizadas pretratadas con E
produce la expresiéon de la conducta de estro. Sin embargo, esta exposicion hace
que el animal entre en un periodo refractario, durante el cual no responde a una
segunda administracion de P, Este fenémeno se conoce como ‘“inhibicion
secuencial” y se considera que tiene la funcién de limitar la conducta sexual a la
etapa periovulatoria. De esta forma, la P es esencial tanto para el inicio como para

el fin del periodo de respuesta sexual (Gonzalez-Flores et al., 2004).

Mediante el uso de hormonas marcadas con is6topos radiactivos, se identifico el
hipotalamo como la principal region del cerebro en la que se acumulan las
hormonas ovaricas (Warembourg 1978). Las lesiones en el hipotalamo también
impiden la accién hormonal en la conducta sexual, mientras que el implante de

pequefas dosis de P directamente en el HVM y el APO han confirmado la
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facilitacion de la conducta sexual y la inhibicion secuencial por accion de esta
hormona en el hipotalamo. El sitio mas sensible a la accion de la P en el
hipotalamo de la rata es la zona lateral del HVM. En ratas pretratadas con E la
aplicacién de P directamente en este nucleo facilita la expresiéon de la conducta
sexual completa, tanto de la receptividad como de la proceptividad. Mediante
experimentos con implantes hormonales se han identificado otras regiones
cerebrales en las que la P facilita la conducta sexual, especialmente la formacion
reticular mesencefalica y la habénula (Pfaff, 1999).

En el cerebro, la P provoca sus efectos a través de varios mecanismos de accion,

principalmente interactuando con sus receptores especificos.

Evidencias de la participacion del RP en la conducta sexual

Varios estudios muestran que la conducta de estro en roedores es modulada a
través del RP: En un trabajo realizado en hembras del cobayo ovariectomizadas y
pretratadas E con, Blaustein y Feder (1979) encontraron que la expresion del RP
en el HVYM y en el APO precede al inicio de la conducta de apareamiento inducida
por la administracion de P. También hallaron una considerable reduccién en la
expresion del RP en las mismas areas cerebrales durante el periodo refractario de
la conducta sexual. Parsons et al. (1981) confirmaron estos hallazgos en el
cerebro de la rata. Estudios posteriores mostraron que la administracion de un
antagonista del RP (RU 486), asi como la interferencia con la sintesis del receptor
mediante la administracion del oligonucledtido antisentido para el RNA mensajero
del RP en el hipotalamo de hembras ovariectomizadas, inhibe la conducta de estro
inducida por la exposicion secuencial a E y P, ademas de disminuir la expresion
del RP (Brown y Blaustein, 1984; Etgen y Barfield, 1986; Pollio et al., 1993; Mani
et al., 1994; Ogawa et al., 1994; Guerra-Araiza et al., 2009). El incremento en la
expresion del RP por inhibicion del proteosoma 26S en el hipotalamo disminuye la
inhibicién secuencial de la conducta de lordosis (Gonzalez Flores et al., 2004). Las
hembras de ratdon que no expresan el RP (Knockout), tampoco despliegan la

conducta de lordosis inducida por P (Lydon et al., 1995; Mani et al., 1997).
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2.4 Receptores Intracelulares a P (RP)

El RP pertenece a la familia de receptores intracelulares a hormonas esteroides,
cuyos miembros regulan la expresion de genes en respuesta a la uniéon con su
ligando (Kastner et al., 1990). EI RP es un factor de transcripcién que regula la
expresion de genes blanco involucrados en el metabolismo, desarrollo y
reproduccion, a través de la interaccion con secuencias especificas en el ADN, los
elementos de respuesta a hormonas (ERH). Este receptor presenta dos isoformas:
una larga denominada RP-B (110-120 KDa) y una corta denominada RP-A (80-94
KDa) (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000; Camacho-Arroyo et al., 2007).
Ambas isoformas se generan a partir del mismo gen pero son reguladas por
distintas regiones promotoras. En los mamiferos, especificamente en el humano,
el gen del RP esta localizado en el cromosoma 11g22,23. El tamafio de este gen
es de aproximadamente 90 kb y comprende 8 exones y 7 intrones (Misrahi et al.,
1993). La identidad entre los genes del RP del humano y de la rata es de un 85%

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

La presencia del RP se ha detectado en diferentes 6rganos de distintos grupos de
vertebrados, en tejidos del aparato reproductivo, tales como la granulosa del
ovario, trompas de Falopio, vagina, testiculo y glandula mamaria (Milgrom y
Baulieu, 1970; Terner, 1977; Pollow et al., 1978; Gonzalez-Moran y Camacho-
Arroyo, 2001) en oviducto y bolsa de Fabricio de aves (Ylikomi et al., 1985;
Gonzalez—Moran y Camacho-Arroyo, 1998; Camacho-Arroyo et al., 2007), asi
como en tejidos no pertenecientes al aparato reproductivo, como en el miocardio y
en el musculo liso de las arterias (Ingegno et al.,1988), en el timo (Pearce et al.,
1983), los islotes pancreaticos (Green et al.,, 1978), las células osteoblasticas
(Gunnet et al., 1999), el pulmén (Camacho-Arroyo et al., 1994) y en distintas areas
del cerebro como el hipotalamo, APO, hipocampo y corteza cerebral (Camacho-
Arroyo et al., 1998; Guerra-Araiza et al., 2002; Camacho-Arroyo et al., 2007).
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2.4.1 Estructura

El RP tiene una estructura modular organizada en cuatro dominios funcionales
(Fig. 3):

a)

Dominio amino terminal (region A/B): Se codifica a partir del exén 1 (2380
pdb). Contiene funciones de transactivacion que regulan la especificidad del
promotor, por lo que participa en la regulacion de la transcripcion de genes
blanco (Bai y Weigel, 1995).

Dominio de unién al ADN (regién C): Se codifica a partir de los exones 2
(152 pdb) y 3 (117 pdb). Contiene dos dedos de zinc de tipo Il a través de
los cuales interactua con el ADN. También participa en la dimerizacion con
otra molécula del RP.

Dominio bisagra (region D): Se codifica a partir del exon 4 (306 pdb).
Contiene el péptido de localizacion nuclear, también participa en procesos
de estabilizacion del receptor por unidn a proteinas de choque térmico.
Dominio de unién al ligando (region E): Se codifica a partir de los exones 5
(145), 6 (131), 7 (158) y 8 (153 pdb). Contiene una funcion de
transactivacion. Participa en la interaccion con el ligando y en la regulacion

de la transcripcion.
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Fig 3. Estructura del RP de la rata y organizacién de sus dos isoformas.

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: sitios de inicio de la
traduccion de las isoformas RP-B y RP-A, respectivamente; TGA: coddn de término de la

traduccion (Kraus et al., 1993; Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000).

El RP es una fosfoproteina cuya actividad puede ser regulada por fosforilacién
(Sheridan et al., 1989., Zhang et al., 1997). La regulacion de distintas vias de
sefalizacion celular altera el patron de fosforilacion y la actividad del RP (Beck et
al.,, 1992; Takimoto et al., 1996) asi como de otros receptores a hormonas
esteroides (Ignar-Trowbridge 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 fosforilacion
es un evento muy importante en la transactivacién de genes mediada por P. EI RP
humano contiene al menos 14 sitios de fosforilacion, identificados mediante
ensayos de fosforilacion in vitro e in vivo, todos ellos localizados en las serinas:
20, 25, 81, 102, 130, 162, 190, 213, 294, 346, 400, 430, 554, 676 (Zhang et al.,
1994, 1995; Lange et al., 2000; Knotts et al.,2001). Hasta el momento no se han

realizado estudios sobre los sitios de fosforilaciéon en la rata, sin embargo, a través

26

056 gh



de algoritmos bioinformaticos (Mac. Vector y NetPhos 2.0) se han identificado 37
residuos de serina en el RP de la rata que podrian ser fosforilados , tales residuos
de serina son: 15, 26, 43, 50, 80, 89, 94, 98, 113, 122, 130, 162, 166, 170, 190,
202, 232, 276, 281, 344, 399, 439, 443, 450, 468, 488, 539, 542, 575, 576, 703,
747, 757, 786, 829, 857, 869, 888. Estos residuos podrian ser fosforilados por
cinasas como la proteina cinasa C (PKC), la proteina cinasa A (PKA), caseina
cinasas | y Il (CKI y CKIl), la glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK-3), la cinasa I
dependiente de calmodulina (CaMKIl), la Cdc” y la proteina cinasa G (Poletti et al.,
1993).

El receptor fosforilado presenta una alta afinidad por los ERH (Mahesh et al.,
1996; Beato, 1989). La fosforilacién del RP humano en el residuo Ser®® es
necesaria para la ubiquitinacion del receptor y su degradacién por el proteosoma
26S (Lange et al., 2000).

2.4.2 Isoformas del RP

Se han identificado dos isoformas del RP, denominadas RP-A (80-94 KDa) y RP-B
(110-120 KDa). La isoforma RP-B presenta 164 aminoacidos mas en la region
amino terminal que la isoforma RP-A. Ambas isoformas se han identificado en
diversas especies de roedores, primates y aves (Camacho-Arroyo et al., 1998;
Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000; Camacho-Arroyo, 2003).

En el ser humano y la rata, ambas isoformas son codificadas por el mismo gen
pero se transcriben a partir de dos secuencias promotoras distintas, una distal,
que promueve la transcripcién de la isoforma RP-B, y otra proximal, que promueve
el inicio de la transcripcion de RP-A; lo cual da origen a diferentes mRNA (Kastner
et al., 1990, Kraus et al., 1993).

La proporcion de ambas isoformas varia segun la especie y el tejido al que
pertenezcan las células en que se expresan. La proporcion de estas isoformas
varia en respuesta a estimulos hormonales, por lo que cambia durante el
desarrollo y en las distintas fases del ciclo reproductivo, ademas de encontrarse
diferencias en el patrén de expresion de mRNA de estas isoformas entre los sexos
(Guerra-Araiza et al., 2001, 2002).
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Estudios bioquimicos muestran que ambas isoformas tienen la misma afinidad por
la Py por los ERH (Christensen et al., 1991). El RP tiene la capacidad de formar
tres especies diméricas: AA, AB, BB. La transcripcibn mediada por el RP es
diferente cuando se forman homodimeros o heterodimeros (Leonhardt et al.,
1998).

Las isoformas del RP difieren en sus funciones dependiendo del tipo celular en
que se encuentren, del gen blanco y del promotor (Camacho-Arroyo et al., 2007).
En varios sistemas celulares la isoforma RP-B actua como activador
transcripcional, mientras que la isoforma RP-A reprime la actividad transcripcional
mediada por RP-B asi como por otros receptores a hormonas esteroides. Algunos
genes son activados principalmente por RP-B, mientras que otros responden
igualmente a ambas isoformas (Vegeto et al., 1993, Clemm et al., 1995). En el
utero del raton RP-A regula 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 reprimir la actividad transcripcional de otros receptores a hormonas
esteroides, como el receptor a estrégenos, los receptores a glucocorticoides y
mineralocorticoides. Esto permite que el RP-A medie las acciones de la P al
mismo tiempo que regula los efectos de otras hormonas, participando en la
integracion de sefiales mediadas por otros receptores a hormonas (Camacho-
Arroyo, 2003).

Las diferencias en la actividad transcripcional de cada isoforma del RP pueden ser
relacionadas con sus diferencias estructurales, ya que la isoforma RP-A carece de
164 aminoacidos presentes en el extremo amino terminal de la isoforma RP-B
(Graham et al., 1995). El RP-A contiene solamente dos regiones con funciones de
activacion (AF1 y AF2), mientras que el RP-B presenta una regién de activacion
mas (AF-3) que se encuentra en el extremo amino terminal (“B-upstream” o BUS)
(Giangrande and McDonnell 1999). También se presenta una region de accién

inhibidora localizada en la region adyacente a AF1 que es funcional s6lo en RP-A.

28



Esta region bloquea la activacion de la transcripcion mediada por AF1 y AF2, pero

no por la regién presente sélo en RP-B: AF3 (Huse et al., 1998).

Caracteristica RP-A RP-B
Peso molecular 72-86 KDa 110-120 KDa
Region N-terminal Trunca Completa
Funciones de activacién 2 3
Funcion de inhibicidn Activa Inactiva
Sitios de fosforilacion 9 14
Preferencia en la union a cofactores | Correpresores Coactivadores
Principal actividad transcripcional Represora Activadora
Propiedad de transrepresor Si No

Tabla 1. Diferencias entre las isoformas del RP (Tomado de Camacho-Arroyo vy

Rodriguez-Dorantes, 2006).

Ambas isoformas presentan diferente afinidad a coactivadores o correpresores de
la transcripcidn: el RP-A presenta mayor afinidad a correpresores como el SMRT
y es ineficiente en el reclutamiento de coactivadores como la proteina que
interactua con el receptor a glucocorticoides-1 (GRIP-1) y SRC-1 (Giangrande y
Pollio, 1997), mientras que el RP-B es mas afin a coactivadores como el SRC-1
(Camacho-Arroyo, 2003). La tasa de expresion de los coactivadores respecto a los
correpresores dentro del ambiente celular influye en la actividad transcripcional de
cada isoforma, provocando que en algunos casos el RP-A no ejerza su actividad
represora (Camacho-Arroyo, 2003; Camacho-Arroyo et al., 2005).

Los homodimeros son mas estables que los heterodimeros. Los homodimeros B:B
tienen una mejor actividad transcripcional que los heterodimeros A:B, mientras
que los homodimeros A:A son los que presentan la menor actividad transcripcional
(Leonhardt et al., 1998). Las isoformas del RP presentan diferencias en la
distribucion y regulacién de los sitios de fosforilacion, las cuales pueden dar origen

a diferentes estados conformacionales con mayor o menor afinidad por las
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secuencias blanco en el ADN y asi intervenir en la regulacion de la transcripcion
de un gen. EI RP humano es fosforilado al menos en catorce residuos. Seis de
estos sitios sbélo se encuentran en el RP-B mientras que los otros ocho los
comparten ambas isoformas (Knotts et al., 2001, Kariagina, 2008).

En células de cancer endometrial las dos isoformas de RP tienen distinta
localizacion subcelular; el RP-B se localiza principalmente en el citoplasma,
mientras que el RP-A se encuentra en el nucleo (Lim et al.,1999), lo cual apunta a
que, en ausencia del ligando el RP-B puede ejercer efectos no genémicos en el
citoplasma, mientras que el RP-A puede actuar en forma ligando independiente en
el nucleo. Estos datos apoyan la sugerencia de que las alteraciones 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; Guerra-
Araiza et al., 2009).

En muchos tejidos blanco, como el utero y el hipotdlamo, el E regula de manera
estimulante el RP, mientras que la P lo regula de manera inhibitoria (Camacho-
Arroyo et al.,1994; Mendoza-Rodriguez et al., 1999; Guerra-Araiza et al., 2003).

El incremento en la presencia del RP por estrogenos, como el E, se debe a que
en el promotor se encuentran ERH. Por ejemplo, en la rata hay dos ERH en la
region del promotor para RP-A, uno completo, que contiene una secuencia
palindrédmica que varia en dos nucleotidos de la secuencia consenso, la cual se
ubica en la posicion +615/637 del gen del RP, asi como otro sitio que unicamente
contiene la mitad del ERH, en la posicién +462/+466 (Kraus y Katzenellenbogen,
19932, Kraus et al., 1994).

En la region del promotor para RP-B no se han detectado ERH, sin embargo, se
han determinado sitios de union al factor de transcripcion conocido como proteina
especifica 1 (Sp1) en la posicién —49/-41 (Kraus et al., 1993), que puede actuar
junto con el receptor a estrogenos y promover la transcripcion del RP.

En el cerebro de la rata, la expresion de ambas isoformas esta regulada en forma
diferencial por el E. En el APO el E modula la expresion del mRNA de la isoforma
RP-B, mientras que en el hipotdlamo, induce la expresion de mRNA para ambas

isoformas (Camacho-Arroyo et al., 1998). La expresion de mRNA para ambas
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isoformas varia a lo largo del ciclo estral en forma region-especifica. La expresiéon
del RP-B es predominante en el metaestro en el APO, mientras que se expresa
mas durante el proestro en el resto del hipotalamo(Guerra-Araiza et al., 2000). Hay
variaciones en la expresion de las isoformas del RP cuando el individuo pasa de la
etapa juvenil a la madurez sexual (Guerra-Araiza et al.,2001). Estudios en cepas
de ratones Knockout que no expresan las dos isoformas de RP o bien sdlo
expresan RP-A, se mostr6 que RP-A es esencial para el despliegue de la
conducta sexual en respuesta a la accion de P, si bien RP-B también tiene un
papel importante (Mani et al.,, 2006), mientras que en la rata, un estudio con
oligonucledtidos antisentido muestra que el RP-B es la isoforma esencial para el
despliegue de la conducta de lordosis en hembras tratadas con E y P (Guerra-
Araiza et al., 2009).

La P disminuye la cantidad de RP al promover la fosforilacion, especificamente de
la serina 294, esto permite que el al RP sea ubiquitinado y a continuacién
degradado por el proteosoma 26S, sistema utilizado por la célula para degradar
proteinas con una vida media corta, como son los factores de transcripcion,
reguladores del ciclo celular y proto-oncogenes. La proteinas degradadas por el
proteosoma necesitan estar ubiquitinadas. La inhibicion de la actividad del
proteosoma 26S incrementa el contenido celular del RP, aun en presencia de su
ligando, lo que muestra que el proteosoma 26S es un importante mediador

molecular en la regulacion del RP por parte de la P (Gonzalez-Flores et al., 2004).

2.4.3. Mecanismo de accion del RP

El mecanismo de accion gendémico del RP se conoce también como mecanismo

de acciodn clasico y se lleva a cabo de la siguiente manera:
La P entra en la célula por difusion simple, y al llegar al nucleo se une al RP. La

estructura del cristal del dominio de unién al ligando forma un bolsillo, en el cual la

molécula de P interactua con el receptor mediante el grupo NH2 de la glicina 725
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del RP y el grupo 3-ceto de la P, lo cual provoca un cambio conformacional
mediante el reposicionamiento de una de las 12 a-hélices del dominio de unién al
ligando, lo que permite la disociacion de las proteinas chaperonas que estaban
unidas al receptor inactivo, asi como la fosforilacion del receptor. A continuacién el
RP se dimeriza e interactua con los ERH en el ADN mediante los dedos de zinc;
esta interaccion se lleva a cabo en la region promotora del gen blanco (gen
regulado por P). Los ERH son secuencias palindrobmicas imperfectas. La
secuencia consenso de los elementos de respuesta a P consta de dos secuencias
de seis pares de bases, orientada en forma palindrémica con tres pares de bases
intermedios. La interaccion mencionada induce una nueva fosforilacion del
receptor que favorece el reclutamiento de coreguladores, que remodelan la
cromatina, asi como componentes de la maquinaria basal de la transcripcion,
modificando la expresion de los genes blanco (Fig.4.) (Tsai y O’'Malley, 1994.,
Beato y Klung, 2000). Una vez que se ha llevado a cabo la transcripcién, el RP y la
maquinaria transcripcional se desensamblan del gen blanco y el receptor regresa
a la fase inactiva. Ahora el RP puede ser degradado por la via ubiquitina-
proteosoma (Camacho-Arroyo et al., 2002., Camacho-Arroyo y Rodriguez
Dorantes, 2006).
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[_‘ Transcripcion

Fig. 4. Regulacion de la expresion génica por P a través del receptor intracelular. ElI RP, en
ausencia del ligando se encuentra unido a proteinas chaperonas tales como las proteinas
“heat shock” HSP90 y HSP70. Tras la union de P, RP se disocia de sus proteinas
chaperonas y se dimeriza con otra molécula de RP, entonces el RP es fosforilado
(triangulos) y forma complejos con cofactores como el coactivador SRC-1 o el correpresor
SMRT. El RP interactia con elementos de respuesta a hormonas (HRE) en la regién
promotora de los genes blanco para P, lo cual también induce fosforilacion del RP y se
recluta la maquinaria basal de la transcripcién (BTM). A/B, C, D, E y F son dominios del

RP (tomado de Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006).

En diversos tipos celulares el RP se encuentra localizado principalmente en el
nucleo, incluso en ausencia de su ligando. Las dosis altas de E que son capaces
de producir la lordosis, favorecen que el RP se concentre en el nucleo en las
neuronas del hipotalamo, lo cual podria explicar el efecto del E en la activacion de

la conducta sexual sin administracién de P (Gasc et al., 1989). En el RP se ha
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identificado una sefal de localizacién nuclear mediante experimentos de
mutagénesis dirigida. Estas sefiales son secuencias cortas ricas en argininas y
lisinas, necesarias para la interaccion con las proteinas del poro nuclear. La sefal
de localizacion nuclear identificada en el RP es una secuencia de 61 aminoacidos
localizados entre la region de bisagra y el segundo dedo de zinc. Una parte de
esta secuencia se activa sélo en presencia del ligando (Guiochon-Mantel et al.,
1989). La localizacién nuclear del RP es un proceso dinamico continuo durante el
cual el receptor entra al nucleo por transporte activo, dependiente de energia, y

sale por difusién (Tyagi et al., 1998).

La accion de la hormona es especifica para cada tipo celular, de modo que el
receptor tiene funciones distintas dependiendo de su contexto celular, Truss y
Beato (1993) mencionan cuatro factores que contribuyen a la especificidad de la
accién hormonal en la célula: 1) la presencia de proteinas reguladoras y factores
de transcripcidon especificos en cada célula, 2) las interacciones con las cascadas
de sefalizacion celular, 3) la organizacion de la cromatina en cada célula, que
determina la accesibilidad de los genes para el control transcripcional, y 4) la
organizacion de las secuencias reguladoras en la region promotora de los genes

blanco.

Las proteinas correguladoras pueden clasificarse en correpresores vy
coactivadores, su accidn juega un papel fundamental en la transactivacion de los
genes modulada por los receptores a hormonas esteroides. Estas proteinas
permiten la integracion de multiples rutas de transduccion de sefiales y pueden
jugar un papel importante en la especificidad de los efectos hormonales, asi como
en la modulacion de estos efectos por factores externos (McKenna et al., 1999).
Entre los correguladores de la accion transcripcional del RP se encuentran
miembros de la familia de coactivadores de receptores a esteroides (SRC), como
SRC-1 y SRC-2, ambos interactuan con la regién AF-2 del dominio de union al
ligando; otro coactivador es el SRA (activador de RNA de receptores a esteroides),

el cual se expresa especificamente en el cerebro e incrementa la transactivacion
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mediada por AF-1. Este coactivador es un transcrito de RNA (Lanz et al., 1999).
Entre los correpresores descritos, dos de ellos, el mediador del silenciamiento de
receptores a hormonas tiroideas (SMRT) y el correpresor de receptores nucleares
(NCoR), se unen preferentemente al complejo RP-antagonista e inhiben las

funciones de transactivacion (Wagner et al., 1998; Villamar—Cruz et al., 2006).

2.5 Estro postparto.

En roedores, tras la expulsibn de la placenta en el parto disminuye la
concentracion de los estrogenos que permanecieron elevados durante el
embarazo. El efecto inhibidor del E sobre la produccién de prolactina deja de
presentarse y se inicia la lactancia. Durante la lactancia la prolactina inhibe la
secrecion de GnRH y la accidon de ésta sobre la hipofisis y antagoniza la accidn de
las gonadotropinas sobre los ovarios. Asi, la ovulacion se inhibe y los ovarios
permanecen inactivos. Al no llevarse a cabo el ciclo estral la hembra no presenta
conducta sexual durante esta etapa, que en ratas dura unos 25 a 30 dias (Hardy,
1970).

En varios mamiferos se presenta un fendmeno conocido como estro postparto, un
breve periodo de proceptividad y receptividad sexual en las primeras 24 horas
después del parto. Si la hembra no queda prefiada durante el estro postparto, el
diestro inducido por la lactancia asegurara que la hembra no restablezca el ciclo
estral (Beyer et al., 2007), pero si la hembra concibe durante este periodo podra
gestar una nueva camada mientras cuida y amamanta a la otra (Connor y Davis,
1980a; Gilbert et al.,1980; Dewsbury, 1990; Hayes, 2000;Tardif et al., 2003;
Mellish e Iverson, 2005; DelBarco-Trillo y Ferkin, 2006; Mayor et al., 2006). No se
conocen los mecanismos neuroenddcrinos que regulan la transicion de la nula
actividad sexual de la hembra durante el embarazo a un intenso estro postparto.
Los niveles de P declinan rapidamente alrededor de las 48 horas antes del parto,
mientras que la produccion de E se mantiene elevada hasta unas tres horas
después del parto para caer drasticamente 6 horas después de éste. Connor y

Davis (1980) mostraron que la conducta de estro aparece a las 6 horas después
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del parto, tiene su maxima expresion entre las 9 y 12 horas y desaparece a las 20
horas posteriores al mismo.

Con respecto al fendmeno de estro postparto en otras especies de mamiferos,
algunos autores han reportado niveles hormonales en suero (especialmente de E
y P) durante el periodo postparto, los cuales se detallaran a continuacion, al hablar
de cada una de las especies (Mayor et al. 2006; Mellish e Iverson, 2005; Ziegler et
al .2005).

El estro postparto se ha reportado en marsupiales: en varias especies de
macropodos (canguros y wallabies) en los que, en caso de aparearse y concebir a
los pocos dias de dar a luz el desarrollo del nuevo embrion se detiene en el estado
de blastocisto. Cuando resta un mes para que la cria abandone la bolsa, el
blastocisto se implanta en el Utero y reanuda su desarrollo. Muchas hembras de
macropodos pueden sostener simultaneamente a una cria lactante capaz de

andar, otra en la bolsa y a un embrién en desarrollo (Muths y Hinds, 1996).

En el murciélago cabeza de martillo (Hypsignatus monstrosus) también se
presenta el estro postparto, de manera que la hembra puede reproducirse dos
veces consecutivas por afio, produciendo una sola cria cada vez (Langevin y
Barclay, 1990). En el pecari de collar (Tayassu tajacu) se ha reportado estro
postparto en un 80% de las hembras, con un 67% de éxito en la concepcion en
aquellos individuos que se aparean en cautiverio, esta especie muestra un pico de
E al séptimo dia postparto, que coincide con el inicio de las sefales de estro, el
cual se presenta entre los dias 7 y 9 postparto; mientras que la concentracion de P
en sangre se incrementa mas de 7 veces entre los dias 3 y 11. El ciclo estral

“normal” de esta especie dura entre 22 y 28 dias (Mayor et al. 2006).

La yegua es el animal en el que el fenbmeno de estro postparto es mas conocido,
debido a su importancia comercial. En esta especie el estro postparto se presenta
en el 99% de los sujetos a los siete dias postparto en promedio, con una fertilidad

de aproximadamente 80% (Vivo et al. 1985).
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En los pinipedos, como la foca gris (Halichoerus grypus) y la foca encapuchada
(Cystophora cristata) también se presenta el estro postparto. Se ha reportado que
las focas presentan niveles bajos de E y P durante el postparto, pero en los
estudios realizados, por llevarse a cabo en campo, las muestras de suero se han

colectado con intervalos de tiempo muy amplios (Mellish e Iverson, 2005).

En primates se ha reportado estro postparto en marmosetas (Callithrix jacchus) y
tamarindos (Saguinus oedipus). Las marmosetas pueden aparearse y ovulan el
dia 10 después del parto. En esta especie la lactancia dura de 65 a 90 dias (Tardif
et al. 2003). Los tamarindos ovulan alrededor del dia 19 postparto. A
consecuencia de este estro postparto las hembras estan prefiadas la mayor parte

del tiempo a partir de que alcanzan la madurez sexual (Ziegler et al.2005).

También se ha reportado estro postparto en otras especies de roedores distintas
de la rata, como ratones, gerbos, ratones de campo (Microtus sp.) y ardillas. Estos
reportes estan basados tanto en observaciones en vida silvestre como en
cautiverio, sin embargo, dichos estudios se limitan a los aspectos etolégicos del
fendmeno (Haslery Banks, 1975; Carter y Witt,1989; Prates y Guerra, 2005).

Lo anterior nos muestra que el fendbmeno de estro postparto se encuentra
representado en los mamiferos a lo largo de la escala filogenética, en familias
cuyas estrategias de supervivencia y reproduccion son sumamente distintas. Por
lo tanto, este fendmeno puede tener muy diferentes funciones adaptativas segun

la especie en la cual se presenta.
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3. Planteamiento del problema
Se desconocen los mecanismos neuroenddcrinos involucrados en el
despliegue de la conducta de estro postparto, por lo que en este proyecto se

estudiara el papel del RP en la regulacion de dicha conducta.

4. Hipotesis
1. Si la P participa en la regulacion del estro postparto actuando a
través del RP, se espera un incremento en el contenido de este receptor en el
hipotalamo y APO previo a la expresion de la conducta de estro y a
continuacion una disminucion en su contenido.
2. Si el RP participa en la conducta de estro postparto, la administracion

de un antagonista del RP, el RU486, inhibira dicha conducta.

5. Objetivos
Objetivo general

Investigar la participacién del RP en la conducta de estro postparto en la rata.

Objetivos especificos

1. Caracterizar los cambios en las concentraciones séricas de E y P
durante el periodo de 24 horas postparto en la rata.

2. Determinar el contenido de las isoformas del RP a diferentes intervalos
después del parto en el hipotalamo y el APOde la rata.

3. Explorar el papel del RP en el despliegue del estro postparto a través de

la administracién de la antiprogestina RU486.
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6. Materiales y métodos

6.1 Animales

Se utilizaron ratas adultas de la cepa Sprague-Dawley de 230-250 g de peso
mantenidas en un ciclo invertido de luz/oscuridad 14:10 horas con agua y comida
ad libitum a 22° C de temperatura ambiente. Las hembras fueron apareadas con
machos expertos bajo observacion, hasta que recibieron tres eyaculaciones para
asegurar la fecundacion. A continuacion se utilizé el método propuesto por Mayer
y Rosenblatt (1998) para controlar el momento del parto, ya que éste permite
obtener un lapso de tiempo uniforme para la labor de parto de un grupo de
hembras que iniciaron la gestacion el mismo dia, facilitando el procedimiento
experimental. De esta manera se logra que todas las hembras den a luz entre las
8:00 y 12:00 horas. Este método consiste en colocar a las hembras tras el
apareamiento, en jaulas individuales, y el dia 7 de la gestacion, entre las 12:00 y
las 13:00 horas se trasladan en sus mismas jaulas a otro cuarto bajo ciclo
luz/oscuridad no invertido, donde permanecen hasta el parto. De esta forma, en el
dia 22 de la gestacién las hembras comenzaron la labor de parto entre las 8:00 y
12:00 horas de la fase de luz. La eutanasia de los animales se llevd a cabo
rapidamente por decapitacion e inmediatamente después se obtuvieron el suero y

el cerebro.

6.2. Pruebas conductuales.

Se llevaron a cabo pruebas de conducta sexual para evaluar receptividad y
proceptividad en las hembras durante la etapa postparto. Las hembras se
colocaron en arenas cilindricas con paredes de Plexiglas (53 cm de diametro x 40
cm de alto) con machos expertos. Se observé a cada una de las hembras durante
10 minutos y se registro la respuesta a los intentos de monta del macho (con o sin

lordosis), asi como la ocurrencia de las conductas proceptivas: saltos (hopping),
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zigzagueo (darting) y orejeo (ear wiggling). Se analizé la proporcién de animales
que realizd estas conductas en cada grupo experimental. Para evaluar la
receptividad, se obtuvo el cociente de lordosis (LQ), el cual resulta de dividir el
numero de respuestas lorddticas entre 10 intentos de monta del macho x 100.

Para evaluar la conducta sexual durante el estro postparto se utilizaron 10
hembras intactas. En las hembras de este grupo se llevaron a cabo pruebas de
conducta sexual a las 3, 6, 9, 12, 15, 18 y 24 horas del nacimiento de la primera
cria, momento que se consider6 como la hora 0 de la etapa postparto. Las
observaciones a las 3, 9 y 24 horas postparto se realizaron bajo la iluminacion
artificial del bioterio (etapa de luz), mientras que las observaciones a las 12, 15y

18 horas se llevaron a cabo utilizando luz roja (30 Wt).

Para explorar el papel del RP en la conducta de estro postparto, 21 hembras (7
por grupo) fueron asignadas al azar para recibir a las 3 horas postparto, via
subcutanea, la administracion de 400 ul de vehiculo (aceite de maiz, 10% de
etanol, 5% de benzil benzoato), 1.25 mg 6 5 mg de RU486. Posteriormente, se
llevaron a cabo las pruebas de conducta sexual a las hembras tratadas, de la
forma anteriormente descrita a las 3, 6, 9y 12 horas postparto.

El analisis estadistico de los datos se llevd a cabo mediante prueba de Kruskal-
Wallis (KW) para determinar las diferencias en el LQ o en la xpresion de
conductas proceptivas entre los distintos tiempos postparto 6 tratamientos

utilizados y U de Mann-Whitney (U) para comparaciones entre dos grupos.

6.3. Extraccion de los tejidos

Se utilizaron cuatro animales intactos por grupo sacrificados a las 3, 6, 9, 12y 24
horas postparto, y cuatro animales administrados con vehiculo 6 tratados con RU
486 por grupo a las 12 h postparto. Los animales se sacrificaron por decapitacion
y se disecaron el APO y el hipotalamo. Estas regiones fueron procesadas
inmediatamente para la extraccién de proteinas totales. La sangre del tronco se

colecté inmediatamente tras la decapitacion, con ayuda de un embudo en un tubo
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Falcon. Cada muestra se almacen6 a temperatura ambiente hasta la formacién del
coagulo, éste se separd y el suero se sometid a centrifugacion a 13500 rpm
durante 15 minutos a temperatura ambiente. El suero obtenido se congelo
inmediatamente y se almacendé a -70°C. Hasta que se llevé a cabo la

cuantificacion de los niveles hormonales por Radioinmunoensayo.
6.4. Radioinmunoensayo

La cuantificaciéon de E y P en el suero de los animales se realizd utilizando la
técnica de radioinmunoensayo de fase sélida ' con el kit ACTIVE (Diagnostic
Systems Laboratories, TX, USA). La sensibilidad el ensayo fue de 7.0 pg/ml para
E y de 0.1 ng/ml para P. Los coeficientes de variacion intraensayo fueron de 5.2 y
de 8.1 respectivamente. Los coeficientes de variacion interensayo fueron de 7.9
para E y de 10.8 para P.

6.5 Extraccion de Proteinas
La extraccidn de proteinas totales se realiz6 de la siguiente manera:

1. En tubos estériles se colocaron los tejidos en solucidon amortiguadora de
lisis RIPA (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 200 mM PMSF, 1
mM EDTA, 1 pug/ml Leupeptina, 1 ug/ml Aprotinina, 1 pg/ml Pepstatina) en
una relacion de 100 mg de tejido por 200 pl de solucion. A continuacion los

tejidos se homogenizaron con Polytron, manteniendo la muestra a 4°C.

2. La muestras procesadas se transfirieron a tubos Eppendorf de 1.5 ml y se
centrifugaron a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C, el sobrenadante se

separo en alicuotas de 200 pl.
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La concentracion de proteinas en la muestra se determiné mediante el método de
Bradford, utilizando albumina sérica bovina para realizar la curva patrén en

concentraciones de 2.5, 5, 10, 15y 20 ug/ml.

6.6. Western blot

De cada muestra se preparo el volumen necesario para cargar 100 ug de proteina
total mezclandolo con el amortiguador de carga (Tris base 50 mM, SDS 2%, B-
mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0.1%, glicerol 10%) en una relacion 1:1
volumen-volumen y se hirvieron a bafio maria durante 5 minutos.

Se depositaron 100 ug de proteina total de cada muestra en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 7.5%. Las proteinas fueron separadas por
electroforesis a 95 volts durante 3 horas. Enseguida se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa a 70 mA durante 2 horas en una camara de
transferencia semihumeda. Posteriormente la membrana se bloque6 con una
solucion de leche descremada al 3% y BSA al 1% en TBS 1X (NaCl, Tris—Base,

pH 7.4) con Tween 20 al 0.1% durante 2 horas a temperatura ambiente.

Se incubd la membrana con 5 ug/ml del anticuerpo primario policlonal producido
en conejo anti-RP Ab-13 (Thermo Fisher Scientific, Cheshire, UK) por 24 horas a
4°C. Se realizaron tres lavados de 5 minutos con una solucién de TBS+Tween 20
0.1%. Posteriormente se incubo con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado
a peroxidasa (IgG-HRP) (NeoMarkers) en una dilucién de 1:5000 durante 45
minutos a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados de 5 minutos cada
uno con TBS+Tween 20 0.1% y las membranas se colocaron en TBS para
continuar con la deteccion de proteinas, la cual se llevd a cabo mediante
quimioluminiscencia de alta sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech,
UK). Con este sistema el peréxido de luminol y un activador son sustratos de la
peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario, el cual, al reaccionar genera una

sefal de luminiscencia detectada en placas radiograficas.
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Para corregir las posibles diferencias en la proteina cargada se utilizé a-tubulina,
cuyo contenido no se modifica en el cerebro durante la etapa posparto. Para esto,
se realizé un lavado de las membranas con glicina acida (0.1M, pH 2.5) por 30
minutos a 60° C. Las membranas se incubaron toda la noche con anticuerpo
primario policlonal anti-tubulina (NeoMarkers) en una dilucién de 1:10000.
Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos con TBS+Tween 20 0.1%.
Se incubaron las membranas con anticuerpo secundario anti-raton IgG-HRP
(NeoMarkers) a una dilucién de 1:5000 durante 45 minutos. Se realizaron tres
lavados de 5minutos con TBS+Tween 20 0.1%. y se detectd la proteina con el

método de alta sensibilidad antes descrito.

6.7. Analisis Densitométrico y Estadistico

Cada placa fue sometida a un analisis densitométrico para cuantificar las bandas
que corresponden al contenido de RP y a-tubulina mediante el programa
Chemlmager 4400. El nivel de expresion de cada isoforma del RP se determind
mediante la densidad de las bandas obtenidas por western blot. El valor resultante
del analisis densitométrico para las bandas correspondientes a RP fue dividido
entre el valor de a-tubulina a fin de normalizar los datos El valor obtenido muestra
la cantidad relativa de las isoformas del RP en cada muestra analizada, a estos
valores se les considerd6 como contenido de RP. A los datos resultantes se les
aplicé la prueba de ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Tukey, se utilizo el
programa GraphPad Prism 4 para calcular los valores de probabilidad. Para
analizar los datos de conducta se empled el mismo programa para llevar a cabo
las pruebas de KWs y U de Mann-Whitney (U). Se consideré que las diferencias

fueron significativas cuando la p fue mayor que 0.05.
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7. Resultados

7.1. Experimento 1. Analisis del comportamiento sexual de la hembra durante el
postparto.

Se observaron importantes cambios en la conducta sexual durante las 24 horas
posteriores al parto. A las 9 horas postparto el LQ fue de 25 y se incrementé
significativamente (F=46.37, p<0.001) a las 12 LQ=93 y 15 horas postparto
LQ=76. A las 18 horas postparto, la conducta de lordosis mostré6 una evidente
disminucion. (LQ= 30, p<0.005). Al llegar a las 24 horas postparto ninguna de las
hembras desplegd conducta sexual. (Figura 5, panel A). Se observd una latencia
similar en la aparicion de las conductas proceptivas en la etapa postparto; a las 9
horas, 30% de las hembras mostraron alguna conducta proceptiva, mientras que a
las 12 horas después del parto 90% de las hembras realizaron conductas
proceptivas, y el porcentaje fue de 80 a las 15 horas. A las 18 y 24 horas el
comportamiento proceptivo se redujo dramaticamente, pasando el porcentaje de
hembras que realizaron alguna conducta proceptiva de 40 a 0%, respectivamente

(Figura 5, panel B).
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Fig. 5. Cambios en el LQ y en el porcentaje de hembras proceptivas durante el primer dia
postparto en ratas. * p<0.05 comparado con 3,6,9,18 y 24. Los datos se expresan como la
media + EE. n=10.

7.2. Experimento 2. Radioinmunoensayo para E y P.

Mediante la técnica de radioinmunoensayo se detectd un incremento en los

niveles de E a las 9 horas postparto comparado con los niveles de esta hormona a
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las 3, 6 y 12 horas (F=15.48, p<0.05). Los niveles mas bajos de E se encontraron
a las 12 horas postparto (Fig. 6 A). Las diferencias entre estos cuatro tiempos
fueron significativas. Los niveles de P en suero también se incrementaron
significativamente a las 9 horas postparto comparados con los niveles detectados
a las 3 y 6 horas (F=15.48, p<0.05); Los niveles de P permanecieron elevados a

las 12 horas y disminuyeron a las 24 horas postparto (Fig. 6 B).
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Fig. 6. Niveles de E y P en suero durante el primer dia postparto. A. Niveles de E en suero
(pg/ml) *p<0.05 comparado con 3,6 y 12 h. B. Niveles de P en suero (ng/ml). * p<0.05
comparado con 6h, ** p<0.05 comparado con 3y 6 h, *** p<0.05 comparado con 3, 6y 24

h. Los datos se expresan como la media + EE. n=4.

7.3. Experimento 3. Efecto del RU486 en el despliegue de la conducta de estro

postparto.
Como en el experimento 1, las hembras tratadas a las que se les administrd

vehiculo o RU486 comenzaron a desplegar la conducta de lordosis a las 9 horas

(LQ=28), la respuesta maxima se registré a las 12 horas postparto (LQ=82).
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Ambas dosis de RU486 tuvieron un efecto inhibitorio sobre la conducta sexual. A
las 12 horas postparto, la dosis mas baja (1.25 mg) redujo significativamente
(61%) el LQ (KW=13.1; U=45, p<0.05), y la dosis mas alta lo redujo en un 92%
(U=51.5, p<0.01) (Fig. 7A). En cuanto a las conductas proceptivas, 88% de las
hembras tratadas con vehiculo, mostré proceptividad, mientras que solo 42% de
los animales tratados con la dosis de 1.25 mg de RU llevaron a cabo conductas
proceptivas, y el porcentaje de las hembras tratadas con la dosis de 5 mg que
mostraron dichas conductas fue de 14% (KW=16.3; U=45.5 vehiculo vs 1.25 mg
RU486; U=52 vehiculo vs 5 mg RU486, p<0.01) (Fig. 7B).
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Fig. 7. Efectos del RU486 en la conducta de estro durante el periodo postparto en las ratas
hembra. Los animales recibieron una inyeccion de 1.25 o0 5 mg de RU486 o vehiculo a las
3h postparto y se llevaron a cabo pruebas de comportamiento para cuantificar la lordosis y
las conductas proceptivas. A. LQ durante el periodo postparto. Los datos se expresan como
la media + EE * p<0.05 vs Veh 'y 1.25 mg.

B. Porcentaje de las hembras que desplegaron conductas proceptivas durante el periodo

postparto * p<0.05 vs Veh, + p<0.05 vs Veh y1.25 mg. N=7.
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7.4 Experimento 4. Deteccidn de las isoformas de RP durante el periodo postparto

mediante Western Blot

Tanto en el hipotalamo como en el APO de las ratas hembra a las 3,6,9,12y 24 h
postparto se detecté una banda de 80 kDa que corresponde a RP-A y dos bandas
de 114 y 118 kDa que corresponden a RP-B. Se detectd el control de carga, a-
tubulina como una banda de 55 kDa (Fig. 8). El andlisis densitométrico muestra
que en el hipotalamo el contenido de RP-A se incrementé a las 6 h postparto
(F=11.28, p<0.05), disminuyd a las 9 horas y se mantuvo sin cambios significativos
hasta las 24 horas postparto (Fig. 8A). En contraste no se observaron cambios
significativos en el contenido de la isoforma RP-B en esta region. En el APO el
contenido de RP-A también se incrementé a las 6 h postparto (F=25, p<0.05),
disminuy¢ a las 9 h y aumentd de nuevo a las 24 horas postparto. El contenido de
RP-B se increment6 a las 12 h y este incremento se mantuvo a las 24 h postparto
(F=4.54, p<0.05)(Fig. 8. B). RP-A fue la isoforma predominante durante el periodo
postparto y el contenido de RP-A en el hipotalamo fue mayor que el de RP-B
durante todo el dia del postparto (Fig. 9). Cabe sefalar que la tasa del contenido
de RP-B/RP-A se incremento en el hipotalamo alas 9 h y en el APO a las 12 h,
respectivamente (p<0.05) (Fig.10).
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Fig. 8. Contenido de las isoformas de RP en el hipotdlamo y APO durante el periodo
postparto. Imagen de un experimento de Western Blot representativo de cada una de las
areas. Las muestras de cerebro fueron obtenidas a las 3, 6, 9, 12 y 24 h postparto. Las
proteinas del hipotdmo APO (100 pg) fueron separadas por electroforésis en gel SDS-
PAGE al 7.5%. Las proteinas en el gel fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa las
cuales se incubaron con un anticuerpo especifico para RP, el cual reconoce ambas
isoformas con la misma afinidad. El complejo RP-anticuerpo fue detectado por
quimiolumiscencia (ECL). Los blots volvieron a incubarse con un anticuerpo policlonal

para a-tubulina y el complejo detectado por ECL.
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Fig. 9 Analisis densitométrico del contenido de las isoformas de RP en el hipotalamo y el
APO de la rata durante el periodo postparto. RP-A y RP-B fueron detectadas mediante
western blot en el hipotalamo (A) y el APO (B), cuantificadas por analisis densitométrico y
corregidas usando los datos del contenido de a-tubulina. A. *p<0.05 comparado con 3y 9
h. B. # p<0.05 comparado con 9 y 12 h, ** p<0.05 comparado con 9 h, *** p<0.05

comparado con 3 h: los resultados se expresan como la media + EE. n=4.
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Fig.10.
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Fig. 10. Cambios en la proporcion de RP-B/RP-A durante el periodo postparto. A.
Hipotalamo. *p<0.05 comparado con 6 y 12 h. B. APO. *p<0.05 comparado con 3y 6 h.

Los resultados se expresan como la media + EE. n=4.
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Experimento 5. Efecto de la administracion de RU 486 en el contenido de las

isoformas de RP en hipotalamo y APO durante el periodo postparto.

Mediante la técnica de Western Blot se encontr6 que en el hipotalamo la
administracion de RU486 no produjo diferencias significativas en el contenido de
las isoformas de RP en comparacion con las hembras a las que se les administré
el vehiculo (Fig. 11.), sin embargo, en el APO la administracién de RU 486 produjo

una disminucidn significativa de ambas isoformas de RP (Fig. 12) (p<0.05).
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Fig. 11.
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Fig. 11. Efecto de la admisitracion de RU486 en el contenido de las isoformas de RP en el
hipotdlamo a las 12 h postparto. Se las administro a los sujetos, a las 3 horas postparto 1.25
6 5 mg de RU 486 ¢ vehiculo. El cerebro fue extraido a las 12 h postparto. RP-A y RP-B
fueron detectadas mediante western blot, cuantificadas por analisis densitométrico y
corregidas usando los datos del contenido de a-tubulina. Los datos se expresan como la

media +EE. n=4.
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Fig. 12.
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Fig. 12. Efecto de la admisitracion de RU 486 en el contenido de las isoformas de RP en el
APO a las 12 h postparto. Se las administrd a los sujetos, a las 3 horas postparto 1.25 6 5
mg de RU 486 6 vehiculo. El cerebro fue extraido a las 12 h postparto. RP-A y RP-B
fueron detectadas mediante western blot, cuantificadas por andlisis densitométrico y
corregidas usando los datos del contenido de a-tubulina. *P<0.05 vs veh y 1.25 mg,

+P<0.05 vs veh. Los datos se expresan como la media +EE. n=4.

55



Discusion

Nuestros resultados muestran que el mayor despliegue de conducta de estro
(tanto lordosis como proceptividad, ocurrié a las 12 y 15 horas postparto. Esta
latencia fue distinta a la reportada por Connor y Davis (1980a), dado que ellos
encontraron que el 30% de las hembras desplegaban lordosis a las 6 horas
postparto y el 100% de las hembras desplegaron esta conducta a las 9 horas
postparto. Esta diferencia podria deberse a las cepas de ratas utilizadas, puesto
que en el citado estudio se emplearon ratas de la cepa Long-Evans, mientras que
en este trabajo se analiz6é la conducta de hembras Sprague-Dawley. La distinta
latencia también podria originarse por diferencias en el método para regular el
momento del parto, ya que Connor y Davis (1980) emplearon un ciclo invertido de
luz/oscuridad de 12:12 horas, mientras que en este estudio se empled el método
propuesto por Mayer y Rosenblatt (1998) para controlar la duracion de la
gestacion y el periodo en el que se presenta el parto, ya que este método permite
obtener un tiempo uniforme de inicio para los procedimientos experimentales
postparto.

El momento de inicio de la conducta sexual durante el periodo postparto (9h)
coincidié con altos niveles de E y P en suero. Los niveles mas altos de P, que se
presentan a las 12 horas, concuerdan con aquellos reportados por Connor y Davis
(1980b); En dicho estudio se reportdé que los niveles plasmaticos de E
permanecieron bajos durante todo el primer dia del postparto. En contraste, en
este estudio se encontro un incremento en los niveles de E en suero a las 9 horas
postparto. Es posible que estas diferencias en los resultados se originen por los
distintos métodos utilizados para medir los niveles hormonales: Connor y Davis
determinaron los niveles de E en plasma utilizando éter de petr6leo y separaron
los esteroides libres y conjugados mediante carbon recubierto con Dextran.
Yoshinaga et al.(1969) y Yoshida et al.(1981) describieron que los niveles de E en
plasma se incrementan repentinamente en el ultimo dia de la gestacion, antes del

parto, alcanzando mas de 70 pg/ml al inicio del trabajo de parto; Puri y Garfield
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(1982) también encontraron niveles altos de E (1.5 ng/g) durante el parto en
muestras de tejido uterino.

Durante el ciclo estral normal en las ratas, los niveles de E decrecen antes de la
ovulacion, al inicio del periodo de conducta sexual (estro conductual) durante la
noche del proestro. En este estudio observamos que a las 9 horas postparto los
niveles de E fueron de 27 pg/ml, semejantes a los alcanzados en las primeras
horas del dia del proestro. Es posible que el E provenga de las células de la teca
del foliculo maduro antes de la ruptura, tal como ocurre durante el ciclo estral
normal. La ovulacion postparto se presenta entre las 15 y 18 horas después del
parto (Ying et al., 1973; Freeman,1988; Takiguchi et al., 2004).

El incremento en los niveles de E en plasma estimula la liberacidon hipotalamica de
la GNRH, la cual provoca el incremento de LH por la hipéfisis que promueve la
ovulacién (Freeman,1988).

No esta claro el origen de la secrecion de P previa al despliegue del estro
postparto (ya sea al as 9 o 12 horas). Long y Evans (1922) observaron que los
ovarios de las ratas lactantes contenian dos conjuntos de cuerpos luteos; uno que
permanece desde la gestacion y otro resultado de la ovulacion postparto. Durante
la gestacion, el cuerpo luteo no sufre lutedlisis estructural, y su contribucion a la
secrecion ovarica de P podria estar involucrada en la expresion del estro
postparto. El mecanismo celular involucrado en el despliegue del comportamiento
de estro durante el primer dia del postparto ha sido mucho menos estudiado que
durante el ciclo estral normal. Estudios previos han mostrado que durante el ciclo
estral normal, asi como en ratas pretratadas con E, el inicio de las conductas
receptivas precede a las proceptivas por aproximadamente dos horas (Hlinak y
Madlafousek, 1978; Glaser et al., 1983; Fadem et al., 1979; Tennent et al., 1980).
Rubin y Barfield (1983) estudiaron el curso temporal de la conducta de estro
inducida por P y ellos encontraron que la administracién de P incrementé el LQ
entre 1 y 2 horas después, pero el comportamiento proceptivo no se incremento
sino hasta entre 2 y 4 horas después de la administracion. En cambio, nuestros

resultados muestran que durante el periodo postparto la aparicion de ambos
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comportamientos tiene la misma latencia, comenzando a las 9 horas y
decreciendo a las 18 horas tras el parto.

Durante este periodo la hembra enfrenta un conflicto entre demandas simultaneas:
la del cuidado que requieren su camada y la del interés de aparearse con el
macho (Gilbert et al., 1980; Agrati et al., 2008). Asi, las hembras deben unir la
presencia de las conductas que motivan la aproximacién el macho (como
zigzageo, brincoteo y orejeo), y el despliegue de intensa lordosis, a fin de mejorar
la eficiencia de este comportamiento en el periodo de estro postparto, durante el
cual debe repartir su tiempo entre el macho y la camada. Hedricks y McClintock
(1985) encontraron que en las ratas Sprague-Dawley la cépula postparto fue mas
rapida que la que se presenta durante el estro ciclico, debido a que los intervalos
entre intromisiones son mas cortos durante el estro postparto y la hembra resulta
mas atractiva para el macho. La presencia de la camada no determina un
apareamiento mas veloz, sino que las hembras dividen el tiempo entre el
apareamiento y sus tareas maternales, dirigiéndose a donde esta el macho para
llevar a cabo el apareamiento y volviendo con las crias. Estas observaciones
sugieren que las condiciones hormonales que conducen al estro difieren entre las
ratas que se encuentran en el ciclo estral normal y aquellas que se encuentran en
el postparto. De hecho el incremento en los niveles hormonales que provoca la
ovulacion en el postparto, no se evita mediante administracion de barbituricos,
como ocurre en las ratas en estro ciclico, a menos que la administracién se de
inmediatamente tras el parto. Estos hallazgos condujeron a Fox y Smith (1984) a
sugerir que la sefal para el incremento en la secrecion de gonadotropinas, y
posiblemente para la conducta de estro se activa mediante estimulacion vagino-
cervical durante el parto.

Los estudios farmacoldgicos han mostrado que se requieren entre 16 y 18 horas
entre el pretratamiento con E y la administracion de P para que se produzca la
conducta de estro. Por lo tanto es poco probable que el incremento de E durante
el postparto sea el causante del estro en esta etapa. Es posible que sea mas bien
complementario al efecto de E secretado durante el ultimo dia de la gestacién. Por

otra parte, en las ratas pretratadas con estrégenos, la latencia con la que la P
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estimula la lordosis es breve, el efecto maximo ocurre alrededor de las 4 horas
tras la administracion de P. El hallazgo de los valores mas elevados de Palas 6y
9 horas postparto es consistente con la idea de que la P facilita la conducta de
estro durante el postparto.

Nuestros resultados muestran que el RP es esencial durante el postparto, ya que
la administracion de su antagonista, RU486, 3 horas tras el parto bloqued
efectivamente la conducta sexual (receptiva y proceptiva). Muchos estudios
apoyan la participacion del RP en el mecanismo por el cual la P facilita la conducta
de estro (Blaustein y Feder, 1979; Gonzalez-Flores et al., 2004, Pfaff et al., 2006),
principalmente en el HVYM (Camacho-Arroyo et al., 1996). Por ejemplo, el RU486
inhibe la lordosis facilitada por P en la rata (Gonzalez-Mariscal et al., 1989;
Barbosa-Vargas et al.,, 2009); la infusién intracerebral de oligonucleotidos
antisentido para el RP también bloquea la lordosis inducida por P (Guerra-Araiza
et al., 2009) y los ratones hembra knockout para el gen del RP no despliegan
conducta sexual cuando se les administra P (Lydon et al., 1995).

El tratamiento con E incrementa el contenido de RP en el HVM y el APO de la rata
(Dufourny y Warenbourg, 1996; Guerra-Araiza et al., 2003). Los picos de E
encontrados a las 3 y 9 horas postparto podrian estar relacionados con el alto
contenido de RP observado a las 6 horas y de las 9 a las 24 horas, si bien el alto
contenido de RP-A a las 6 horas postparto podria reflejar los efectos de los altos
niveles de E en suero antes del parto, los cuales han sido reportados por Shaikh
(1971), Puri y Garfield (1982), Yoshida et al. (1981), y Elenkov et al. (2001).
Parsons et al. (1981) encontraron que el tiempo minimo para la activacion del
reflejo de lordosis por E es de una hora. Este efecto se asocia con un incremento
en la expresion de RP en el hipotalamo mediobasal y el area preodptica de la rata.
En el cerebro de la rata el RP se expresa como dos isoformas: una completa de
cerca de 110 kDa, (RP-B) y una forma truncada en la region N-terminal, de cerca
de 80kDa (RP-A) con funciones distintas, aunque ambas isoformas provienen de
un mismo gen (Camacho-Arroyo et al., 2007). Los resultados de este trabajo
muestran que la isoforma predominante de RP en el hipotdlamo y el APO durante

el postparto es RP-A. Las investigaciones con cepas de ratones que no expresan
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ya sea RP-A o RP-B han hecho evidente que RP-A es esencial para la facilitacion
de la conducta sexual por P. La isoforma RP-B también participa en el despliegue
de la lordosis ,sin embargo su presencia no es esencial para que ésta se lleve a
cabo en el ratén (Mani et al., 2006). Un estudio con oligonucleétidos antisentido
llevado a cabo por nuestro grupo de investigacién, muestra que la isoforma RP-B
es esencial para el despliegue de la conducta de lordosis en las ratas hembras
pretratadas con E y P (Guerra-Araiza et al., 2009). Segun nuestros resultados, la
expresion mas alta de RP-B se presenta durante el despliegue de la conducta de
lordosis a las 9 horas postparto en el hipotdlamo y a las 12 horas en el APO. En
general, RP-B tiene mayor actividad transcripcional que RP-A (Vegeto et al.,
1993). En contraste, RP-A es un represor de la actividad transcripcional mediada
por RP-B, lo cual nos lleva a pensar que RP-A podria disminuir el efecto biolégico
de la P en ciertos tejidos y condiciones fisioldgicas especificas, como al final de la
gestacion y durante la labor de parto en los humanos (Vegeto et al., 1993; Pieber
et al., 2001; Mesiano et al., 2002).

De esta forma, se puede concluir que los efectos de la P dependen de la
proporcion de PR-A/PR-B. Asi, los cambios en la tasa PR-A/PR-B podrian reflejar
distinta contribucion de cada isoforma en la regulacion de la conducta de estro
postparto. Es posible suponer que el efecto represor de RP-A puede disminuir la
excitabilidad del APO, la cual inhibe en forma tonica redes neurales en el sistema
nervioso periférico (Powers, 1971; Powers y Valenstein, 1972) durante las
primeras horas postparto, favoreciendo la expresion de la conducta de estro
(lordosis y proceptividad). Este efecto podria verse reforzado por los efectos
activadores de RP-B en el hipotalamo, area en que la expresion de RP-B se
incrementa a las 9 horas postparto. Es posible que la expresion diferencial de las
isoformas del RP en el hipotalamo y el APO contribuyan al despliegue de la
conducta de estro tanto durante el ciclo estral como en el postparto.

El tratamiento con RU486 tuvo un efecto completamente distinto sobre la
expresion del RP en cada una de las areas cerebrales estudiadas, mientras en el
APO redujo el contenido de ambas isoformas de forma evidente y consistente. En

el hipotadlamo no se observé ningun cambio significativo en el contenido de
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ninguna de las dos isoformas. EI mecanismo de acciéon por el cual el RU486
antagoniza la accion de las progestinas consiste en su unién al RP, permitiendo
que éste forme dimeros y se una al ERH en el DNA, pero impide que active la
transcripcion (Cadepond et al., 1997).

Al unirse al RP, es posible que el RU486 fosforile el RP y lo marque para su
degradacion, aun si no ha activado la transcripcion de los genes blanco. Existen
estudios en los cuales se reporta una accion semejante del RU486, disminuyendo
la expresion de RP a nivel de la proteina en otros tejidos, tales como utero y ovario
(Fang et al., 1997; Shao et al., 2003) o bien del mMRNA de RP (Tseng y Zhu, 1997).
El que existan estudios en los que se reporta que la administracion de RU486 no
tiene efecto en el contenido de RP, o bien, que el tratamiento con RU486
incrementa el contenido de las isoformas de RP (Shao et al., 2006) confirma que
la accion de esta antiprogestina es tejido-especifica. Es llamativo que incluso se
presenten diferencias entre dos areas del SNC; las causas de esta especificidad
pueden deberse a las interacciones del RP con coactivadores y corepresores, los
cuales presentan variaciones tejido especificas. Este hallazgo plantea preguntas
sobre la interaccion del RP con otros elementos de las rutas de sefalizacion
celular, y como éstos pueden afectar la accidon de las antiprogestinas. EI RU486
puede llegar a comportarse como agonista, en su interaccion con RP y receptores
membranales a esteroides, en esto interviene la interaccion con otras vias de

sefalizacion (Cadepond et al., 1997).
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Conclusiones

El RP tiene una funcién critica en la regulacion de la conducta de estro
durante el periodo postparto en la rata.

En el hipotalamo y APO la isoforma RP-A es predominante durante el
periodo postparto.

Hay cambios significativos en el contenido de ambas isoformas de RP en el
Hipotalamo y APO durante el periodo postparto

La accion de la antiprogestina RU486 sobre la expresion del RP es tejido-

especifica.
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We studied the role of progesterone receptor (PR) in the display of female sexual behavior during postpartum
estrus in rats. Adult female rats were treated with the PR antagonist, RU486 (1.25 and 5 mg), 3 h after
parturition and sexual behavior was evaluated throughout the first postpartum day. Estradiol and
progesterone serum levels changed during the first 24 h postpartum. The highest estradiol and progesterone

levels were found at 9 and 12 h postpartum, respectively. The predominant PR isoform in the hypothalamus
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and the preoptic area was PR-A during postpartum day. The content of PR-A increased at 6 h postpartum in
the hypothalamus and the preoptic area, and decreased in both regions at 9 h. PR-B content only increased in
the preoptic area at 12 h postpartum. The highest display of lordotic and proceptive behaviors were found at
12 h postpartum. The treatment with 1.25 and 5 mg of RU486 respectively reduced lordosis by 61% and 92% at
12 h postpartum. These results suggest that PR is essential in the display of postpartum estrus in rats.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

In the evening following parturition, females of several mamma-
lian species ovulate and become sexually receptive. In rats, this
postpartum estrus usually occurs during the first 24 h following
parturition (Connor and Davis, 1980a; Dewsbury, 1990; Hayes, 2000;
Tardif et al., 2003; Mellish and Iverson, 2005; DelBarco-Trillo and
Ferkin, 2006; Mayor et al., 2006). Previous studies have shown that
lordotic expression occurred as early as 6 h following the onset of
parturition, however, maximal lordosis was expressed at 9 and 12 h
after the initiation of parturition and ended by 21 h postpartum
(Connor and Davis, 1980a; Beyer et al.,, 2007). If a female rat fails to
conceive during this period, a lactational diestrus begins, and it will
not present estrous cycles for 25 to 30 days until pups are weaned, but
if a female does conceive, postpartum mating will simultaneously
result in gestation and lactation of two different litters (Gilbert et al.,
1980; Connor and Davis, 1980a).

In rodents with regular estrus cycle, female sexual behavior is
induced by the sequential action of estradiol (E) and progesterone (P).
E prepares the neural substrates for lordosis, and P triggers the onset
and increases the intensity of this behavior (Boiling and Blandau,
1939; Edwards et al., 1968; Beyer et al., 2003; Blaustein, 2008). In
ovariectomized female rodents an injection of E followed by P not
earlier than 18 h induces sexual behavior indistinguishable from

* Corresponding author. Fax: 452 246 46 21727.
E-mail address: oglezflo@prodigy.net.mx (0. Gonzalez-Flores).

0018-506X/$ - see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
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natural estrus behavior (Blaustein and Feder, 1979; Blaustein, 2008;
Frye and Walf, 2010).

Connor and Davis (1980b) found that the highest plasma levels of
E levels were found at 3 h postpartum with a significant fall at 6 h.
Besides, P levels steadily increased between 3 and 12 h postpartum. At
this time, the percentage of females displaying lordosis was low but
by 9 h postpartum, all females displayed lordosis. This increase was
related to that of P levels (Connor and Davis, 1980b).

From both the analysis of hormones profile during the estrous
cycle and pharmacological studies it is considered that P regulates the
initiation and duration of behavioral estrus in the rat, but its role in the
display of postpartum estrus is not known. It has been proposed that
sex steroid postpartum surge is triggered by parturition (Fox and
Smith, 1984), and its effect in estrus behavior and ovulation has not
been determined.

P effects on sexual behavior are mediated by its intracellular
receptor (PR) that is located in specific hypothalamic nuclei, in
particular the ventromedial nucleus and the medial preoptic area
(Etgen and Barfield, 1986; Gonzalez-Flores et al., 2004; Pfaff et al.,
2006; Guerra-Araiza et al., 2009). A large number of studies have
demonstrated a close temporal correlation between estrogen induc-
tion of hypothalamic PR and female rodent lordotic responses
(Blaustein and Feder, 1979; Blaustein, 1982; Wise and Parsons,
1984; Guerra-Araiza et al., 2003).

A significant increase in the number of PR expressing neurons in
the medial preoptic area at the end of pregnancy and at parturition as
compared with virgin rats at proestrus when circulating E levels were
the highest has been reported (Francis et al, 2002). In contrast,
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Numan et al. (1999) found no differences in PR expression in the
medial preoptic area between late pregnant and proestrous/estrous
rats but no information about PR expression in the brain during the
first postpartum day is available.

In the rat, PR is expressed as two isoforms: a full-length form (PR-
B, ~110 kDa) and an N-terminally truncated form (PR-A, ~86 kDa).
Both PR isoforms are derived from the same gene and are generated
from either alternative transcriptional or translational start sites
(Kastner et al., 1990). PR isoforms differ in their ability to activate
distinct target genes in the same cell (Camacho-Arroyo et al., 2007).
PR-A/PR-B mRNA and protein content ratios vary in different rat brain
regions (Camacho-Arroyo et al., 1998; Guerra-Araiza et al., 2003) and
under distinct hormonal conditions, such as during the estrus cycle or
after sexual maturity (Guerra-Araiza et al., 2001, 2002).

In many studies, antiprogestins have been used as pharmacolog-
ical tools to study the role of PR in lordotic behavior, especially RU486
because of its high affinity for both PR isoforms (Meyer et al., 1990).
RU486 is a competitive antagonist that blocks the transcription of P-
dependent genes (Mahajan and London, 1997), reduces estrus
receptivity in intact females (Telleria et al., 1997), and antagonizes
lordosis activity induced by P or A-ring reduced progestins in E-
primed female rats (Beyer et al., 1995; Brown and Blaustein, 1986;
Gonzalez-Mariscal et al., 1989; Barbosa-Vargas et al., 2009).

Due to the lack of studies about the neuroendocrine mechanisms
involved in the display of postpartum estrus, the purpose of this study
was to provide information on the role of PR in the display of sexual
behavior during postpartum estrus, and its correlation with E and P
levels. In the first experiment, we determined the onset of postpartum
estrus in Sprague-Dawley rats, since previous studies have been
performed in Long-Evans rats. In the second experiment, we
quantified the serum levels of E and P by radioimmunoassay
throughout the first postpartum day. In the third experiment, we
explored the role of PR in postpartum estrus by using RU486, and in
the last experiment, we analyzed whether PR isoforms content is
differentially expressed in hypothalamus and preoptic area during the
first postpartum day.

Materials and methods
Animals

Fifty one adult female Sprague-Dawley rats (250 g) maintained
under a 14:10 h light/dark cycle (lights on 06.00 h) with food and
water available ad libitum were used in this study. In a room with
reverse light/dark cycle all females were mated with proven breeders,
until they received three ejaculations to assure pregnancy. We used
the method proposed by Mayer and Rosenblatt (1998) for controlling
the duration of gestation and the time of parturition, since this
method allows experimenters to have a uniform starting time
(gestation Day 22) for any postpartum experimental procedure.
After mating, females were individually placed in rat breeding cages,
and on day 7 of pregnancy, between 12:00 and 13:00 h, they were
moved to cages in another room under the normal light/dark cycle,
where they remained until parturition. Thus, on day 22, females began
parturition during the light phase, regularly between 8:00 and
12:00 h. All the experiments were performed under the guidelines
of the Mexican Law of Animal Protection (NOM-062-Z0O0-1999)
under the approval and supervision of the Institutional Committee for
the Use and Care of Laboratory Animals (CICUAL), from Universidad
Nacional Auténoma de México.

Experiment 1. Analysis of female sexual behavior during postpartum
Tests for sexual behavior (receptivity and proceptivity) were

conducted at 3, 6,9, 12, 15, 18, and 24 h after delivery of the first pup.
Observations at 3, 9 and 24 h were made under light conditions, while

observations at 12, 15, and 18 h were made under red light (30 wt).
Females were placed in a circular Plexiglas arena (53 cm in diame-
ter x 40 cm height) with proven breeders. The lordosis quotient [LQ =
(number of lordotic displays/10 mounts)x 100] was used to assess
receptive behavior. Proceptivity was measured by determining the
incidence of hopping, darting, and ear-wiggling throughout the entire
receptivity test. The proportion of animals displaying any of these
behavioral patterns in each experimental group was analyzed. In this
first experiment 10 untreated control female rats were used.

Experiment 2. Radioimmunoassay for E and P

Twenty females (4/group) were rapidly decapitated by using a
guillotine, in order to minimize suffering, at 3, 6, 9, 12 and 24 h
following delivery. Blood was obtained from rats trunk, and
centrifuged at 3500 rpm for 15 min at room temperature. Serum
was then withdrawn and frozen for storage until the E and P
radioimmunoassay was conducted. E and P concentrations were
measured by using the solid phase '2°I technique with the ACTIVE kit
(Diagnostic Systems Laboratories, TX, USA) following the method
described by the manufacturer. Sensitivities for E and P with this
method were 7.0 pg/ml and 0.1 ng/ml, respectively. The intra-assay
coefficients of variation (CVs) for E and P were 5.2 and 8.1
respectively, and the inter-assay CVs for E and P were 7.9 and 10.8.

Experiment 3. Effect of RU 486 on postpartum estrus display

Three hours after delivery, 21 females (7/group) were randomly
assigned to a subcutaneous administration of: (i) 400 pl of vehicle
(corn 0il/10% ethanol/5% benzyl benzoate), (ii) RU486 (1.25 mg/rat),
(iii) RU486 (5 mg/rat). Behavioral tests were then performed as
described at 3, 6, 9 and 12 h after delivery. RU486 was administered
3 h after the onset of labor, before the increase in P levels, to ensure
that PR was not occupied by its natural ligand. The doses of RU486
were selected from previous studies showing their effectiveness for
interfering with lordosis behavior (Beyer et al., 1995; Pleim et al.,
1990).

Experiment 4. Western blot detection of PR isoforms during postpartum
period

The same females used for quantifying E and P levels in
Experiment 2 were analyzed in this experiment. Rat brains were
obtained (4 animals/group) at 3, 6, 9, 12 and 24 h postpartum. Once
the rat brain was obtained, the hypothalamus (limited by the optic
chiasm and the caudal portion of the mammillary bodies that laterally
limit the hypothalamic commissures (AP:6.8 to 5.4, L:1 to -1, V:0.3 to
1) and the preoptic area (limited by the optic chiasm to the anterior
commissure whose anteroventral limit was the nucleus of the
diagonal band of Broca (AP:8.74 to 7.2, L:1 to —1, V:0.3 to 0.8) were
excised according to the Atlas of Paxinos and Watson (1968) and
immediately processed for protein extraction.

Rat brain regions were homogenized in RIPA lysis buffer with
protease inhibitors (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% NP-40,
200 mM PMSF, 1 mM EDTA, 1 pg/ml Leupeptin, 1 ug/ml Aprotinin,
1 pg/ml Pepstatin). Proteins were obtained by centrifugation for
30 min at 13 500 rpm at 4 °C and quantified by the Bradford method
(BioRad; Carlsbad, CA, USA). Proteins (100 pg) were separated by
electrophoresis on 7.5% SDS-PAGE at 95 V. Pre-stained markers
(BioRad) were included for size determination. Gels were transferred
to nitrocellulose membranes (Amersham-GE Healthcare, Buckin-
ghamshire, UK) 120 min at 70 mV that were subsequently blocked
1 h at 4 °C with 5% nonfat dry milk diluted in 0.05% tween-20 Tris-
buffered saline and incubated overnight at 4 °C with 5 pg/ml of rabbit
anti-PR polyclonal antibody Ab-13 (Thermo Fisher Scientific, Che-
shire, UK) which recognizes both PR isoforms with similar affinity.



G.E. Carrillo-Martinez et al. /| Hormones and Behavior 59 (2011) 37-43 39

After incubation with the primary antibody, membranes were washed
and incubated for 1 h with a 1:5000 dilution of mouse antirabbit IgG
conjugated to horseradish peroxidase (Neo Markers). Bands were
detected by chemiluminescence. Blots were developed with the ECL
kit (Amersham, Bucks, UK) and exposed 10 min to Biomax Light Film
(Kodak). To test the specificity of the rabbit anti-PR polyclonal
antibody used in our study, 5 pg/ml of this antibody were preabsorbed
overnight at 4°C with 100 pg/ml of uterine proteins from an
ovariectomized rat treated with E. Blots prepared as described
above were incubated with the preabsorbed antibody, and western
blots were performed as previously described (data not shown).

To correct for differences in the amount of total protein loaded in
each lane, blots were stripped with glycine (0.1 M, pH 2.5, 0.5% SDS)
overnight at 4 °C and 30 min at 37 °C and reprobed with 1 pg/ml of
mouse anti a-tubulin polyclonal antibody (NeoMarkers) overnight at
4 °C. Blots were incubated for 1 h with a 1:10 000 dilution of goat
antimouse IgG conjugated to horseradish peroxidase (Neo Markers)
and detected by chemiluminescence. The intensity of PR isoforms or
a-tubulin signals was quantified by densitometry using the software
Chemilmager 4400. The expression level of each PR isoform was
normalized to that of a-tubulin.

Statistical analysis

The effect of RU486 on postpartum estrus was assessed by
comparing LQs from rats treated with vehicle with those from
animals treated with RU486. A Kruskal—Wallis test followed by
Wilcoxon Mann—Whitney test was used to analyze proceptivity
(Bruning and Kintz, 1987; Siegel and Castellan, 1988). The other data
including radioimmunoassay and western blot results were analyzed
by an ANOVA followed by post hoc analysis with Tukey test. GraphPad
Prism version 4.00 for Windows (GraphPad Software, CA, USA) was
used for calculating probability values.

Results
Experiment 1. Analysis of female sexual behavior during postpartum

Sexual behavior was analyzed throughout the first postpartum
day. A dramatic change in lordotic and proceptive behaviors was
observed during the first 24 h after parturition. At 9 h, the LQ was
about 25 and it significantly increased (F=46.37, p<0.001) at 12 and
15 h (LQ=93 and 76, respectively). At 18 h, lordosis behavior clearly
decreased (LQ =30, p<0.05) and at 24 h no females displayed sexual
behavior (Fig. 1, panel A). Similar latency values were observed in the
display of proceptivity. At 9 h, 30% females showed some proceptive
behavior, whereas at 12 and 15 h after parturition, 90 and 80% females
showed intense proceptivity (p<0.05), At 18 and 24 h proceptive
behavior dramatically diminished (LQ =40 and 0, respectively).

Experiment 2. Radioimmunoassay for E and P

Serum levels of E and P were quantified by radioimmunoassay in
postpartum female rats at 3, 6, 9, 12, and 24 h postpartum. An increase
in E levels was found at 9 h postpartum compared with E levels at 3, 6
and 12 h (F=6.0392 p<0.05). The lowest E levels were found at 12 h
postpartum (Fig. 2A). Serum levels of P also significantly increased at
9 h postpartum compared with those observed at 3 and 6h
(F=15.48, p<0.05); P levels remained high at 12 h and decreased
at 24 h postpartum (Fig. 2B).

Experiment 3. Effect of RU 486 on postpartum estrus display
To assess the role of PR in postpartum estrus, female rats were

treated with 1.25 or 5 mg of RU486 at 3 h postpartum and sexual
behavior tests were performed at 6, 9 and 12 h postpartum. As in
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Fig. 1. Changes in LQ and the percentage of proceptive females during the first
postpartum day in rats. *p<0.05 compared with 3, 6,9, 18 and 24 h. Data are expressed
as mean + SEM. n=10.

experiment 1, females started to show lordosis behavior at 9h
(LQ=28), with maximum response at 12 h (LQ=382) postpartum.
Both doses of RU486 inhibited sexual behavior. At 12 h, the low dose
of RU486 (1.25mg) significantly reduced (61%) LQ (KW =13.1;
U=45, p<0.05), and the high dose of RU486 (5 mg) reduced it 92%
(U=51.5,p<0.01) (Fig. 3A). 88% females treated with vehicle showed
proceptivity at 12 h postpartum, whereas 42% and 14% of the animals
treated with 1.25 and 5 mg of RU486, respectively, showed proceptive
behaviors (KW =16.3; U=45.5 vehicle vs 1.25 mg RU486; U=52
vehicle vs 5 mg RU486, p<0.01) (Fig. 3B).

Experiment 4. Western blot detection of PR isoforms during postpartum
period

PR isoforms content was assessed in the hypothalamus and preoptic
area of female rats at 3, 6,9, 12 and 24 h postpartum by western blot. In
both regions we detected a band of 80 kDa that corresponded to PR-A
and two bands of 114 and 118 kDa that corresponded to PR-B. a-tubulin
was detected as a band of 55 kDa (Fig. 4). The expression level of each PR
isoform was determined by the density of the bands obtained in western
blot whose value was normalized to that of a-tubulin. This value shows
the relative amount of PR isoforms in each analyzed sample, and was
used as PR content. Densitometric analysis showed that in the
hypothalamus, PR-A content increased at 6 h postpartum (F=11.28,
p<0.05), diminished at 9 h, and remained without significant changes
until 24 h postpartum (Fig. 5A). By contrast, there were no significant
changes in PR-B isoform content in this region. In the preoptic area, PR-A
content also increased at 6 h postpartum (F=25.0, p<0.05), diminished
at9 h and increased again at 24 h postpartum. PR-B content increased at
12 h and this increase was maintained at 24 h postpartum (F=4.54,
p<0.05) (Fig. 5B). PR-A was the predominant isoform during postpar-
tum period, and in the hypothalamus PR-A content was higher than that
of PR-B in all postpartum day (Fig. 6). Interestingly, PR-B/PR-A content
increased at 9 and 12 h postpartum in the hypothalamus and the
preoptic area, respectively (p<0.05).
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Fig. 2. Estradiol and progesterone levels in serum during the first postpartum day.
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progesterone levels (ng/ml). *p<0.05 compared with 6 h, **p<0.05 compared with 3
and 6 h, ***p<0.05 compared with 3, 6 and 24 h. Data are expressed as mean -+ SEM.
n=4.

Discussion

Our results show that the highest display of estrus behavior
(lordosis and proceptivity) occurred at 12 and 15 h postpartum. This
latency was different to that reported by Connor and Davis (1980a),
because they found that 30% females displayed lordosis at 6h
postpartum and 100% females displayed it at 9 h postpartum. This
slight difference could be due to the rat strains used because they
studied Long-Evans rats and we analyzed Sprague-Dawley rats or to
differences in the method for regulating the time of parturition since
Connor and Davis (1980) used a reversed 12:12 light/dark cycle.

The onset of sexual behavior during the first postpartum day (9 h)
coincided with high serum levels of E and P. The highest levels of P
found at 12 h agree with those reported by Connor and Davis (1980b).
However, they reported that E plasma levels remained low during the
entire first postpartum day. In contrast, we found that E serum levels
increased at 9 h. Differences in the results could be due to the distinct
methods used to measure hormone levels: Connor and Davis
determined E levels from plasma using petroleum ether and
separated free and bound steroids using Dextran-coated charcoal. In
line with our data, Yoshinaga et al. (1969) and Yoshida et al. (1981)
described that E levels in plasma suddenly increased on the last
gestational day before parturition to more than 70 pg/ml at the onset
of labor; Puri and Garfield (1982) also found high E levels (1.5 ng/g)
during delivery in uterus tissue samples.
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Fig. 3. Effects of RU486 on estrus behavior during postpartum period in female rats.
Animals received one injection of 1.25 or 5 mg of RU 486 or vehicle at 3 h postpartum
and lordotic and proceptive behaviors were tested. A. LQ during postpartum period.
Data are expressed as mean 4+ SEM. *p<0.05 vs. 1.25 and 5 mg. B. Percentage of females
that displayed proceptive behaviors during postpartum period. *p<0.05 vs Veh,
+p<0.05 vs 1.25 mg and Veh. n=7.

In normal cycling rats, E levels decrease before ovulation, and at
the beginning of sexual behavior during the night of proestrus. We
found that at 9 h postpartum, E levels were 27 pg/ml. The source of E
could be thecal cells from mature follicles before rupture as in normal
cycling rats; postpartum ovulation occurs between 15 and 18 h after
parturition (Ying et al., 1973; Freeman, 1988; Takiguchi et al., 2004).
The increase in E levels in plasma stimulates hypothalamic release of
gonadotropin releasing hormone, which in turn triggers an ovulatory
surge of luteinizing hormone by the pituitary gland (Freeman, 1988).
The source of P secretion before postpartum estrus display (i.e., at 9 or
12 h) is unclear, however, Long and Evans (1922) observed that the
ovaries of lactating rats contain two sets of corpora lutea; one
remaining from gestation and the other forming after postpartum
ovulation. The corpora lutea during gestation do not undergo rapid
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Fig. 4. PR isoforms content in the preoptic area during postpartum period. A
Representative assay of a Western blot experiment is shown. Brains were obtained at 3,
6,9, 12 and 24 h postpartum. Proteins from the preoptic area (100 pg) were separated by
electrophoresis on 7.5% SDS-PAGE. Gels were transferred to nitrocellulose membranes and
then incubated with an anti-PR antibody, which recognizes both PR isoforms with the
same affinity. PR antibody complex was detected by chemiluminescence (ECL). Blots were
stripped, reprobed with anti a-tubulin polyclonal antibody and detected by ECL.
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structural luteolysis and their contribution to ovarian progesterone
secretion could be involved in the expression of postpartum estrus.
The cellular mechanisms involved in the display of estrus behavior
during the first postpartum day have been much less studied than
during the normal estrous cycle. Previous results have shown that the
onset of receptive behavior precedes proceptive behavior by approx-
imately 2 h in the naturally cycling rat (Madlafousek and Hlinak,
1978) and when P is administered to estrogen-primed rats (Glaser et
al., 1983; Fadem et al., 1979; Tennent et al., 1980). Rubin and Barfield
(1983) studied the time course of estrus behavior induced by P, and
they found that P administration in the hypothalamus increased LQ
between 1 and 2 h later, but proceptive behavior did not increase until
two to four h after hormone administration. Interestingly, our results
show that both behaviors (lordosis and proceptivity) have the same
latency, beginning at 9 h and decreasing at 18 h after parturition.
During this period, females face a conflict between simultaneous
demands of copulation and litter care (Gilbert et al., 1980; Agrati et al.,
2008). Thus, females must recruit the motivational aspects (e.g.
hopping, darting, and ear-wiggling) and the display of intense lordosis
to improve behavioral efficiency during postpartum estrus time that
must be shared with the male and the litter. Hedricks and McClintock
(1985) found that in Sprague-Dawley rats, postpartum copulation
was faster than that presented during a cycling estrous due to shorter
intervals between intromissions and a higher female attractiveness to
the male. Then, the presence of pups does not determine faster
postpartum mating, yet postpartum females did exhibit time-sharing
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Fig. 6. Changes in the PR-B/PR-A ratio during postpartum period. A. Hypothalamus:
*p<0.05 compared with 6 and 12 h. B. Preoptic area. *p<0.05 compared with 3 and 6 h.
Results are expressed as mean 4= SEM. n=4.

relationships between their mating and maternal demands. The above
mentioned facts suggest that hormonal conditions leading to estrous
behavior vary between cyclic and postpartum rats. Indeed, the
hormonal surge leading to ovulation in postpartum rats is not
prevented by barbiturate administration as in cycling rats unless
given shortly after parturition. This finding led Fox and Smith (1984)
to suggest that the signal for the gonadotropin surge and presumably
for estrous behavior is activated by vagino-cervical stimulation during
labor.

Pharmacological studies have shown that the priming effect of E
allowing P to initiate estrous behavior requires between 16 and 18 h.
Therefore, it appears that rises in postpartum E are not causative of
postpartum estrous but perhaps complementary to the effect of E
secreted during the last days of pregnancy and parturition. On the
other hand, P in the estrogen primed rat stimulates lordosis with a
brief latency, the maximal effect occurring around 4 h. The finding
that high values of P were found 6 and 9 h postpartum is consistent
with the idea that P facilitated estrous behavior during postpartum.
Moreover, our results show that PRs are essential during postpartum
estrous because the administration of two doses of its antagonist
RU486 (1.25 and 5 mg), 3 h after parturition significantly blocked
female sexual behavior (lordosis and proceptivity). Many studies
support the involvement of intracellular PR in the mechanisms of
facilitation of sexual behavior induced by P (Blaustein and Feder,
1979; Gonzalez-Flores et al., 2004; Pfaff et al., 2006), particularly in
the ventromedial hypothalamus (Camacho-Arroyo, et al., 1996). For
example, RU486 inhibits P-facilitated lordosis in rats (Gonzalez-
Mariscal et al, 1989; Barbosa-Vargas et al., 2009); intracerebral
infusion of antisense oligonucleotides to PR also blocks the lordosis
induced by P (Guerra-Araiza et al., 2009) and knockout PR female
mice do not show P-facilitated sexual behavior (Lydon et al., 1995).

It is well established that E treatment increases PR protein content
in the hypothalamus and the preoptic area of the rat (Dufourny and
Warembourg, 1996; Guerra-Araiza et al., 2003). E peaks found at 3
and 9 h could be correlated with the high PR content observed at 6
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and 9-24 h, although the high content of PR-A at 6 h postpartum
could reflect the effects of high E serum levels before parturition, as
reported by Shaikh (1971), Puri and Garfield (1982), Yoshida et al.
(1981) and Elenkov et al. (2001). Parsons et al. (1981) showed the
minimum time required for the activation of lordosis reflex by E was
1 h. This effect was associated with an increase in PR expression in the
mediobasal hypothalamus and the preoptic area of the rat.

In the rat brain, PR is expressed as two isoforms, a full-length form
(PR-B, ~110kDa) and an N-terminally truncated form (PR-A,
~80 kDa) that are functionally different; however, the same PR gene
is capable of synthesizing the two different isoforms (Camacho-
Arroyo et al., 2007). Our results showed that the predominant PR
isoform during postpartum in the hypothalamus and preoptic area
was PR-A. Research with strains of mice with disrupted expression of
either PR-A or PR-B has evidenced that PR-A is essential for P-
facilitated sexual behavior, but PR-B isoform also has an important
role (Mani et al., 2006). Furthermore, a study with antisense
oligonucleotides by our group suggests that in rats, PR-B isoform is
essential for the display of lordotic behavior in females pretreated
with E and P (Guerra-Araiza et al., 2009). In accordance with this
result, we observed the highest expression of PR-B during the display
of lordotic behavior at 9h in the hypothalamus and at 12h
postpartum in the preoptic area. In general, PR-B is a stronger
activator of transcription than PR-A (Vegeto et al., 1993). In contrast,
PR-A is a repressor of the transcriptional activity mediated by PR-B,
suggesting that PR-A can diminish the biological effect of P in specific
tissues and physiological conditions, as at the end pregnancy and
during labor in humans (Vegeto et al., 1993; Pieber et al., 2001;
Mesiano et al., 2002). Therefore, P effects depend on PR-A/PR-B ratio.
Thus, changes in PR-B/PR-A ratio could reflect different contribution
of each PR isoform in the regulation of postpartum estrus behavior.
We suppose that the repressor effect of PR-A may decrease the
excitability of POA, which tonically inhibits lower neural structures
(Powers, 1971; Powers and Valenstein, 1972), during the first
postpartum hours, favoring the estrous behavior expression (lordosis
and proceptivity). This effect could be reinforced by the activator
effects of PR-B in the hypothalamus whose expression increases at 9 h
postpartum. It is possible that the differential expression of PR
isoforms in the hypothalamus and the preoptic area contributes to the
display of estrus behavior during both the estrous cycle and
postpartum.
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Abstract

In several mammalian species females undergo postpartum estrus, a brief period
of ovulation and sexual receptivity that in rats usually occurs during the first 24 h
following parturition. The maximal lordotic expression occurs at 12 h after the
initiation of parturition and depends on intracellular progesterone receptor (PR).
We studied the regulation of PR expression by its antagonist, RU486 in the
hypothalamus and the preoptic area of the rat during postpartum estrus by western
blot. Adult female rats were treated with RU486 (1.25 and 5 mg) 3 h after
parturition, and western blot was performed to assess the expression of PR-A and
PR-B at 12 h postpartum. RU486 (1.25 and 5 mg) reduced the expression of PR-A
(63% and 95%) and that of PR-B (75% and 99%), respectively in the preoptic area
whereas it had no effects in the hypothalamus. These results suggest a differential

regulation of PR expression in the rat brain during postpartum estrus.

Keywords: Hypothalamus, Lordosis, Postpartum estrus, Preoptic area,

Progesterone, Progesterone receptor, RU486.



Introduction

In the evening following parturition, females of several mammalian species ovulate
and become sexually receptive. This phenomenon is called postpartum estrus
[8,10,26]. Previous studies have shown that lordotic expression occurred as early
as 6 h following the onset of parturition, however, maximal lordosis is expressed
between 9 and 15 h after parturition initiation and ended by 21 h postpartum [7,8].
If a female rat fails to conceive during this period, a lactational diestrus begins, and
it will not present estrous cycles until pups are weaned, but if a female does
conceive, postpartum mating will simultaneously result in gestation and lactation of
two different litters [8,9,13].

In rodents with regular estrus cycle, female sexual behavior is induced by the
sequential action of estradiol (E) and progesterone (P). In a previous work, we
found that the onset of sexual behavior during the first postpartum day (9 h)
coincided with high serum levels of E and P [7]. P effects on sexual behavior are
mediated by its intracellular receptor (PR) located in the ventromedial nucleus and
the medial preoptic area [11,16,23]. A large number of studies have demonstrated
a close temporal correlation between estrogen induction of PR and female rodent
lordotic responses [2,18].

In the rat, PR is expressed as two isoforms: a full-length form (PRB, ~110 kDa) and
an N-terminally truncated form (PR-A, ~86 kDa) wich differ in their ability to activate
distinct target genes in the same cell [5]. PR-A/PR-B mRNA and protein content
ratios vary in different rat brain regions and under distinct hormonal conditions,
such as during the estrus cycle or after sexual maturity [6,15,17]. We have

reported that the content of PR-A increased at 6 h postpartum in the hypothalamus



and the preoptic area, while PR-B content only increased in the preoptic area at 12
h postpartum [7].

RU486 is a competitive PR antagonist that blocks the transcription of P dependent
genes [19], reduces estrus receptivity in intact females [27], antagonizes lordosis
activity induced by P or A-ring reduced progestins in E primed female rats [1,14]
and reduces postpartum sexual behavior (both lordosis and proceptivity) [7]. Due
to the lack of studies about the neuroendocrine mechanisms involved in the display
of postpartum estrus, the purpose of this study was to provide information about

the regulation of PR isoforms expression by RU486 during postpartum estrus.

Methods

Twelve adult female Sprague—Dawley rats (250 g) maintained under a 14:10 h
light/dark cycle (lights on 06.00 h) with food and water available ad libitum were
used in this study. In a room with reverse light/dark cycle all females were mated
with proven breeders, until they received three ejaculations to assure pregnancy.
We used the method proposed by Mayer and Rosenblatt [20] for controlling the
duration of gestation and the time of parturition, since this method allows
experimenters to have a uniform starting time (gestation Day 22) for any
postpartum experimental procedure. After mating, females were individually placed
in rat breeding cages, and on day 7 of pregnancy, between 12:00 and 13:00 h,
they were moved to cages in another room under the normal light/dark cycle,
where they remained until parturition. Thus, on day 22, females began parturition
during the light phase, regularly between 8:00 and 12:00 h. All the experiments

were performed under the guidelines of the Mexican Law of Animal Protection



(NOM-062-Z00-1999), and under the approval and supervision of the Institutional
Committee for the Use and Care of Laboratory Animals (CICUAL), from
Universidad Nacional Autébnoma de México. Three hours after delivery, females
(4/group) were randomly assigned to a subcutaneous administration of: (i) 400 pl of
Vehicle (corn 0il/10% ethanol/5% benzyl benzoate); (ii) RU486 (1.25 mg/rat) and
(iii) RU486 (5 mg/rat). RU486 was administered 3 h after the onset of labor, before
the increase in P levels, to ensure that PR was not occupied by its natural ligand.
The doses of RU486 were selected from previous studies showing their
effectiveness for interfering with lordosis behavior [14].12 h after parturition, rat
brains were obtained. The hypothalamus (limited by the optic chiasm and the
caudal portion of the mammillary bodies that laterally limit the hypothalamic
commissures (AP:6.8 to 5.4, L:1 to -1, V:0.3 to 1) and the preoptic area (limited by
the optic chiasm to the anterior commissure whose anteroventral limit was the
nucleus of the diagonal band of Broca (AP:8.74 to 7.2, L:1 to -1, V:0.3 to 0.8) were
excised according to the Atlas of Paxinos and Watson [21] and immediately
processed for protein extraction. Rat brain regions were homogenized in RIPA lysis
buffer with protease inhibitors (20 mM Tris—HCI, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 200
mM PMSF, 1 mM EDTA, 1 pg/ml Leupeptin, 1 ug/ml Aprotinin, 1 ug/ml Pepstatin).
Proteins were obtained by centrifugation for 30 min at 13,500 rpm at 4°C and
quantified by the Bradford method (BioRad; Carlsbad, CA, USA). Proteins (100 pg)
were separated by electrophoresis on 7.5% SDS-PAGE at 95 V. Pre-stained
markers (BioRad) were included for size determination. Gels were transferred to
nitrocellulose membranes (Amersham-GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) 120

min at 70 mV that were subsequently blocked 1 h at 4°C with 5% nonfat dry milk



diluted in 0.05% tween-20 Tris buffered saline and incubated overnight at 4°C with
5 pg/ml of rabbit anti-PR polyclonal antibody Ab-13 (Thermo Fisher Scientific,
Cheshire,UK) which recognizes both PR isoforms with similar affinity. After
incubation with the primary antibody, membranes were washed and incubated for 1
h with a 1:5000 dilution of mouse antirabbit IgG conjugated to horseradish
peroxidase (Neo Markers). Bands were detected by chemiluminescence. Blots
were developed with the ECL kit (Amersham, Bucks, UK) and exposed 10 min to
Biomax Light Film (Kodak). To test the specificity of the rabbit anti-PR polyclonal
antibody used in our study, 5 ug/ml of this antibody were preabsorbed overnight at
4°C with 100 pg/ml of uterine proteins from an ovariectomized rat treated with E.
Blots prepared as described above were incubated with the preabsorbed antibody,
and western blots were performed as previously described (data not shown). To
correct for differences in the amount of total protein loaded in each lane, blots were
stripped with glycine (0.1 M, pH 2.5, 0.5% SDS) overnight at 4°C and 30 min at
37°C and reprobed with 1 pyg/ml of mouse anti a-tubulin polyclonal antibody
(NeoMarkers) overnight at 4°C. Blots were incubated for 1 h with a 1:10 000
dilution of goat antimouse IgG conjugated to horseradish peroxidase (Neo
Markers) and detected by chemiluminescence. The intensity of PR isoforms, and
a-tubulin signals was quantified by densitometry using the software Chemilmager
4400. The expression level of each PR isoform was normalized to that of a-tubulin.
Data were analyzed by an ANOVA followed by post hoc analysis with Tukey test.
GraphPad Prism version 4.00 for Windows (GraphPad Software, CA, USA) was

used for calculating probability values.



Results

PR isoforms content was assessed in the hypothalamus and the preoptic area of
female rats at 12 h postpartum by western blot. In both regions we detected a band
of 80 kDa that corresponded to PR-A and two bands of 114 and 118 kDa that
corresponded to PR-B in the hypothalamus, but in the preoptic area we just found
one band of 114 kDa; a-tubulin was detected as a band of 55 kDa in both regions
(Fig. 1). The ratio of PR-B/PR-A was different in preoptic area and hypothalamus.
The PR-B/PR-A ratio was 0.45 in preoptic area and 1.08 in hypothalamus
respectively in animals treated with vehicle. Densitometric analysis showed that
RU486 administration 3 h after parturition reduced the expression of both PR
isoforms in the preoptic area at 12 h postpartum whereas it had no significant
effects in the hypothalamus (Figs. 1 and 2). RU486 (1.25 and 5 mg) reduced the
expression of PR-A (63% and 95%, p<0.05, F=8.096) and that of PR-B (75% and

99%, p<0.05, F=20.132), respectively in the preoptic area (Fig.1).

Discussion

The administration of RU486 exerted completly different effects upon PR
expression in the preoptic area and the hypothalamus of the rat during postpartum
estrus. In preoptic area, RU486 reduced both PR isoforms expression, while in
hypothalamus it did not exert any significant effect. RU486 antagonizes progestins
action by its binding with PR allowing dimerization and binding with DNAs HREs

but avoids transcription [4]. After RU486 binding with PR, RU486 could induce PR



phosphorylation and mark it to degradation by 26S proteosome even without
transcriptional activation. Previously, it has been reported a reduction of PR
isoform expresion at protein level after RU486 administration in the uterus, ovary
and breast cancer cell lines [12,23,24] or a reduction of PRs mRNA level [28],
however, there are reports showing no effects on PR or even an increase in PR
isoforms expression by RU486 as in granulosa cells from ovary in mice [25],
suggesting that RU486 action on PR expression is tissue-specific. RU486
treatment does not seem to have effects upon E or P levels in serum. We
measured the levels of both steroids by radioinmunassay and we did not find any
significant difference in E or P levels in serum between rats treated with RU486
and those with vehicle (data not shown).

We found differences in the regulation of PR by RU486 between two brain areas,
in accordance with a previous report from our group, where we described that the
expression of PR isoforms is differentially regulated by steroids in several regions
of the female rat [18]. We also found a difference between the two areas even in
untreated animals, finding just one band for PR-B in preoptic area and two in
hypothalamus, this could be due to a different basal phosphorylation of PR-B in
each brain area. These results lead us to guessing about PR interactions with
other elements from cell signaling pathways and how they can affect antiprogestins
action.

By electric stimulation or injury in specific areas it has been assessed that preoptic
area exerts repressive effects in lordosis and that electric stimulation in
ventromedial hypothalamus enhances lordosis [3]. We cannot discard the

heterogeinity of analyzed tissues since the hypothalamus as a whole contains



many different nuclei, thus the effect of RU486 upon ventromedial hypothalamus

could be disguised by its action in other nuclei. It remains to investigate which

genes are targets for transcription triggered by PR in each brain area in order to

understand P action in postpartum estrus.

These results suggest a differential regulation of PR expression by RU486 in the

rat brain during postpartum estrus..
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Figure 1. Effects of RU486 on PR isoform content in the preoptic area of the rat
during postpartum period. PR-A and PR-B proteins were detected by western
blotting, quantified by densitometric analysis and corrected using data of a-tubulin
protein content. *p<0.05 compared with Veh and 1.25 mg, +p<0.05 compared with

Veh, (PR-A: F=8.096, PR-B: F=20.1328).

Figure 2. Effects of RU486 on PR isoform content in the hypothalamus of the rat
during postpartum period. PR-A and PR-B proteins were detected by western
blotting, quantified by densitometric analysis and corrected using data of a-tubulin

protein content (PR-A: F=2.528, PR-B: F=1.932).
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