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RESUMEN

La progesterona es una hormona esteroide que participa en la regulacion
de diversas funciones de los sistemas reproductivo, nervioso e inmunolégico en
los vertebrados. En el sistema nervioso central (SNC) se le ha relacionado con
funciones como la excitabilidad neuronal, la neuroproteccion, la memoria, el
aprendizaje y la regulaciéon del estado de animo. La progesterona y sus derivados,
actuan a través de receptores nucleares clasicos (PR), pero también inducen
respuestas rapidas no genémicas a través de receptores de membrana (mPRs).
Se han descrito 5 subtipos de mPR: a, B y, & y €. Por otra parte, existen pocos
estudios que describen la expresion de estos receptores en el SNC, sin embargo,
su expresion diferencial entre hembras y machos, por edad e incluso en las

diferentes areas del SNC, no se han definido claramente.

En el presente estudio, caracterizamos por citometria de flujo por medio de
una tincién intracelular, la expresién de los subtipos a, B y y en el hipocampo,
hipotalamo, la corteza frontal, la corteza lateral, el bulbo olfatorio y el area
predptica de ratones hembras y macho prepuberes y adultos. Los resultados
obtenidos mostraron que el mMPR[( es el mas expresado dentro del SNC, siendo
las hembras adultas las de mayor expresion, ademas se observo que la expresion
del mPRa no esta influenciada por la carga hormonal de los animales y finalmente,
el mMPRy se expresa unicamente en animales prepuberes. Adicionalmente los
resultados obtenidos en los animales gonadectomizados arrojaron que en todas
las areas del SNC (3, tiene un porcentaje de expresidn mayor, asi como una mayor
intensidad de fluorescencia media en los animales sham (animales sometidos a
una cirugia simulada), respecto a los mPRa y mPRy. El subtipo a, se expresa
poco dentro del SNC, pero tiene presencia en todas las areas. Finalmente, el
subtipo “y” unicamente se expresa en los machos sham. Nuestros resultados
demuestran que la expresion de los mPRs dentro del SNC depende de diversos
factores como la edad y el sexo. Sin embargo, son necesarios mas estudios para

comprender mejor como se regula la expresion de estos receptores en el SNC.



INTRODUCCION
1. LA RED NEUROINMUNEONDOCRINA

En vertebrados superiores, particularmente mamiferos, existen diversos
mecanismos homeostaticos que regulan multiples aspectos fisioldgicos, tales
como la temperatura corporal, el balance electrolitico, el intercambio de gases
(oxigeno), diversos procesos anabdlicos-catabdlicos, entre otros. Sin embargo,
estos mecanismos se encuentran regulados a su vez, a través de sistemas
homeostaticos mas complejos, entre los cuales destacan por su importancia el
Sistema Enddcrino, el SNC y el Sistema Inmune. Estos sistemas tienen influencias
reguladoras entre si, para que las reacciones fisiolégicas no se extralimiten.
Ademas, captan las informaciones de ambiente animado e inanimado como base
para la respuesta correspondiente, ya sea en forma de reaccion (defensa, huida,
enfrentamiento) o de adaptacion a la situacion. Estas interrelaciones se ven
reflejadas en los ritmos circadianos y su influencia en la patologia del estrés, en la

inmunidad o en el metabolismo’.

El SNC esta constituido por el encéfalo y la médula espinal. Su funcién
principal es la de recibir estimulos internos y externos, interpretarlos y coordinar
una respuesta precisa por medio de distintos érganos efectores. El encéfalo, se
compone principalmente de dos tipos celulares: neuronas y células gliales. Las
principales funciones de las células gliales (neuroglia), son las de proveer soporte
y nutricion a las neuronas, asi como la generacion de nuevos cuerpos neuronales.
Las neuronas, por su parte, estan a cargo de la recepcion de estimulos, tanto
internos como externos, y la pronta orquestacion de una respuesta a través de la
transmision del impulso nervioso por medio de potenciales de accion y
neurotransmisores. A través de cientos de conexiones axonales, las neuronas se
comunican entre si, formando una compleja pero eficiente red de procesamiento

de informacién que regula y mantiene la homeostasis del organismoz.

El sistema enddécrino constituye otro de los sistemas homeostaticos mas

importantes de los mamiferos. Su funcion principal es la de comunicar a las



distintas células, tejidos, 6rganos y sistemas de un organismo a través de la
secrecion de hormonas 0 mensajeros quimicos. Las hormonas de naturaleza
quimica esteroide o proteinica, son sintetizadas y liberadas por células
especializadas en respuesta a un estimulo. Estas células se concentran en el
hipotalamo, la hipdfisis, la glandula tiroides y paratiroides, las adrenales, ovarios y
testiculos entre otros. Las hormonas secretadas por las glandulas, son
depositadas en el torrente sanguineo a través del cual pueden ser transportadas y
encontrar a su célula blanco?, aun en organos sumamente alejados de la glandula
donde originalmente se sintetizd la hormona. Las hormonas esteroides, como el
17B-estradiol, la progesterona, la dehidroepiandrosterona, la testosterona, la
aldosterona, el cortisol, y sus metabolitos) y las hormonas proteinicas (hormona
liberadora de corticotropina, hormona leutinizante, hormona foliculo estimulante,
tiroxina, prolactina, oxitocina, y hormona del crecimiento, entre otras) mantienen
una permanente comunicacion entre el SNC y el sistema enddcrino, constituyendo
al sistema neuroenddcrino (SNE), de bien sabida importancia en procesos tales

como crecimiento, diferenciacion, y reproduccion®.

El sistema inmune constituye un sistema vital en el mantenimiento de la
homeostasis interna de un organismo, particularmente cuando ésta se ve
amenazada por un agente invasor como pueden ser virus, bacterias y parasitos,
entre otros. Este sistema estd conformado por una gran variedad de tipos
celulares, entre los cuales destacan los linfocitos T colaboradores o helpers, por
sus siglas en inglés (ThO, Th1, Th2, Th3, Th17, Th33), T citotdoxicos, Ty/d, T
reguladores; linfocitos B, asi como células presentadoras de antigenos (APC’s por
sus siglas en inglés), como los macrofagos y células dendriticas, y otros tipos de
granulocitos (eosindfilos, basdfilos, mastocitos y neutréfilos). En su conjunto, todos
estos tipos celulares constituyen la respuesta inmunolégica que, dependiendo del

estimulo antigénico, puede ser innata o adaptativa®.
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Figura 1. Interrelaciones entre el SNC, sistema enddcrino y el sistema inmune.

Como resultados de esta comunicacion multidireccional entre el SNC, el
sistema endocrino e inmune, se tiene una compleja red de interacciones
neuroinmunoendocrinas (figura 1), que es fundamental para mantener la

homeostasis durante el proceso salud-enfermedad del organismo humano.

2. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El SNC esta formado por el encéfalo y la médula espinal (figura 2). El
encéfalo se ubica dentro del craneo; la médula espinal se ubica en el conducto
raquideo, extendiéndose desde el agujero occipital hasta la segunda vértebra

lumbar®.

En términos generales, el encéfalo se puede subdividir en cerebro, cerebelo
y tronco encefélico. Segun las formaciones embrionarias de las cuales deriva o se
forma, el SNC se divide en tres partes principales: Romboencéfalo, mesencéfalo y
prosencéfalo. Clasicamente, el romboencéfalo incluye el bulbo raquideo, el puente
y cerebelo. En conjunto, el bulbo raquideo, el puente y el mesencéfalo forman el

9



tronco encefalico®. El prosencéfalo comprende el diencéfalo (el talamo y el

hipotalamo) y el telencéfalo (hemisferios cerebrales).
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Figura 2. Divisién del SNC (http://consorciodeneuropsicologia.org/)

Los hemisferios cerebrales son con diferencia, las partes mas grandes del
encéfalo humano, rodean y cubren tanto el diencéfalo como el mesencéfalo. La
superficie de los hemisferios cerebrales presenta una serie de giros o

circunvoluciones, separadas por surcos o fisuras®.

El SNC se encuentra protegido no solo por el craneo y la columna vertebral,
sino también por capas de membranas llamadas meninges y esta bafiado por el
liquido cefaloraquideo. Este liquido rodea al encéfalo y la médula espinal y circula
por canales y ventriculos, lleva nutrientes a diferentes partes del SNC, y ademas,
actia como amortiguador de impactos; mientras que la barrera hematoencefalica
regula el pasaje de sustancias desde la circulacion sanguinea al tejido nervioso y

al liquido cefaloraquideo, proveyendo una proteccién adicional al sistema®.
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2.1 Tipos celulares del SNC

A pesar de su extrema complejidad, el SNC se basa en células
especializadas, las cuales pueden dividirse en dos amplias categorias: las células
nerviosas (0 neuronas) y células de sostén llamadas glia (neuroglia), Las
neuronas, estan especializadas en el sefialamiento eléctrico en largas distancias.
Por el contrario, las células de sostén no pueden efectuar el sefialamiento eléctrico,
no obstante, tienen varias funciones esenciales en el encéfalo en desarrollo y del

adulto.

2.1.1 Neuronas

Las neuronas y la glia, al igual que otras células, contienen reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi, las mitocondrias y distintas estructuras
vesiculares. La organizacion celular basica de las neuronas se asemeja a la de
otras células. Sin embargo, se distinguen con claridad por la especializacion para
la comunicacién intercelular. El signo mas evidente de especializacién neuronal
para la comunicaciéon a través del sehalamiento eléctrico es la ramificacion
extensa de las neuronas, las dendritas, que surgen del cuerpo de la célula
neuronal. Estas ramificaciones son el blanco primario de las eferencias sinapticas

desde otras neuronas®.

La informacién transmitida por la sinapsis a las dendritas neuronales (figura
3) es procesada en el origen del axén, porcidén de la célula nerviosa especializada
en la conduccion de sefiales hacia el sitio siguiente de interaccién sinaptica.
Muchas células nerviosas del encéfalo humano (y de otras especies) tienen
axones cuya longitud no es superior a unos milimetro y algunas no tienen ningun

axon®,

11
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Figura 3. Diagrama de células nerviosas y sus componentes. B. Segmento inicial del axén (azul)
que entra en la vaina de mielina (dorado). C. Botones terminales (azul) cargado con vesiculas
sinapticas que forman sinapsis con una dendrita (purpura). D. Corte transversal de axones (azul)
envainado por las prolongaciones de los oligodendrocitos (dorado). E. Dendritas atipicas (purpura)
de las células piramidales corticales. F. Cuerpos de células nerviosas (purpura) ocupadas por
grandes nucleos redondos. G. Porcion del axén mielinico (azul) que ilustra los intervalos entre

segmentos adyacentes de mielina (dorado) denominados nodos de Ranvier (Purves, 2007).

El cuerpo celular (soma) (figura 3) es la region dilatada de la neurona que
contienen un nucleo grande con un nucléolo prominente y el citoplasma
perinuclear circundante, mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico liso
y rugoso, microtibuos, neurofilamentos y microfilamentos de actina. Las neuronas
son muy activas en la sintesis proteica y por lo tanto tienen un reticulo

endoplasmico rugoso extenso y bien desarrollado’.

Las neuronas transmiten sefales a otras neuronas y a células efectoras
como las musculares y las glandulares a través de uniones conocidas como

sinapsis. La comunicacion rapida que ofrecen las neuronas y su disposicién en

12



redes organizadas con la clave de la integracion y el control centralizado que

sustenta el estilo de vida activa de los animales.
Dentro del SNC existen tres tipos de neuronas’;

1. Las interneuronas, que transmiten sefales dentro del SNC y forman
circuitos neuronales.

2. Las neuronas de proyeccion, que transmiten sefales desde un punto a otro
dentro del SNC.

3. Las neuronas motoras, que transmiten senales fuera del SNC hacia las
células efectoras: musculos y glandulas. Estas neuronas son eferentes, de
modo que llevan sefiales hacia la periferia, a diferencia de las neuronas
sensoriales que son aferentes, que transmiten informacion del sistema

nervioso periférico hacia el SNC.

2.1.2 Neuroglia

Las células neurogliales, son muy diferentes de las células nerviosas. Son
mas numerosas que las neuronas en el encéfalo, a las que superan en niumero en
una relacion tal vez de 3 a 1. La distincion principal es que las células de la glia no
participan directamente en las interacciones sinapticas y en el sefalamiento
eléctrico, aunque sus funciones de sostén ayudan a definir contactos sinapticos y
a mantener la capacidad de sefalizacion de las neuronas. Aunque las células
gliales también tienen prolongaciones complejas que se extienden desde sus
cuerpos celulares, por lo general son menos sobresalientes que las ramificaciones

neuronales, y no cumplen los mismos propdsitos que los axones y las dendritas®.

Las funciones bien establecidas de las células gliales son: mantener el
medio idnico de las células nerviosas, modular la velocidad de propagacion de las
sefiales nerviosas, modular la accion sinaptica al controlar la captacién de

neurotransmisores en la hendidura sinaptica o cerca de ella y proporcionar un

13



andamiaje para ciertos aspectos del desarrollo neural y ayudar en la recuperaciéon

de la lesion neural (o en algunos casos impedirla).

Dentro del SNC maduro existen tres tipos de células gliales® (figura 4):

(A) Astrocito

(B) Oligodendrocito (C) Célula mucroglial

\
!

) Cuerpo z
& il Proloncacionss)
celular rolongaconesg

| 1
olialos
A0S

Figura 4. Variedades de células neurogliales. Trazados de un astrocito (A), un oligodendrocito (B)

y una célula microglial (C) (Purves, 2007).

1.

Los astrocitos, que estan limitados al encéfalo y la médula espinal. Tienen
prolongaciones locales elaboradas que brindan a estas células un aspecto
estrellado. Una funcion importante de los astrocitos es mantener de
distintas formas, un entorno quimico apropiado para el sefialamiento®.

Los oligodendrocitos, que también estan restringidos al SNC, depositan una
envoltura laminada y rica en lipidos llamada mielina alrededor de algunos
axones, pero no de todos. La mielina también tiene efectos importantes
sobre la velocidad de la transmision de sefales eléctricas®.

Las células microgliales derivan en mayor medida de células precursoras
hematopoyéticas (aunque algunas pueden derivar directamente de células
precursoras neurales). Estas células comparten muchas propiedades con
los macréfagos que se encuentran en otros tejidos, y son
fundamentalmente células limpiadoras que eliminan los restos celulares de

sitios de lesion o de recambio celular normal. Ademas, secretan moléculas

14



de senalizacién (principalmente citosinas) que pueden modular la
inflamacion local e influir en la supervivencia o la muerte celular. Luego del
dafo encefalico, la cantidad de células microgliales en el sitio de la lesion

aumenta de forma espectacularﬁ.

2.2 Hipotalamo

El hipotalamo se localiza en la base del encéfalo anterior, forma el piso y
las paredes laterales del tercer ventriculo y se continua a través del tallo
infundibular con la hipdfisis posterior. El hipotalamo puede dividirse en una porcién
anterior, la regidon quiasmatica, el hipotalamo central que incluye el infundibulo (el
tallo que conecta la hipdfisis con el hipotalamo) y la porcion posterior, el area
mamilar. Los lados derecho e izquierdo del hipotalamo tienen un area hipotalamica

media, que contiene muchos nucleos, y un area hipotalamica lateral®.

Aunque el hipotalamo es pequefio, tiene importantes funciones reguladoras,

las cuales se describen en la siguiente tabla®:

El centro de la alimentacion localizado en el hipotalamo lateral
evoca el comportamiento de la ingesta. Un centro de saciedad en
AUllie-la0 el nacleo ventromedial detiene el hambre e inhibe el centro de
alimentacion si se alcanza un nivel alto de glucosa en sangre
después de ingerir alimentos.

Las areas posterolaterales y dorsomedial de hipotalamo funcionan
Funcion como una region de activacion simpatica (catecolaminas), en tanto
auténoma que un area anterior funciona como regién de activacion
parasimpatica.

Cuando algunas areas del hipotalamo se estimulan de manera

Temperatura

adecuada, evocan respuestas autbnomas que provocan la
corporal o » »
pérdida, conservacion o produccion de calor corporal. Por lo
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normal, el punto fijo o termostato hipotalamico se encuentra justo
por debajo de 37°C de temperatura corporal.

La influencia hipotalamica en la secrecion de vasopresina dentro
de la hip&fisis posterior se activa por los osmorreceptores en el
hipotalamo, en particular en las neuronas dentro del “centro de la
sed”.

El hipotalamo ejerce una influencia directa en las secreciones de
la hipdfisis anterior y una indirecta en las secreciones de otras
glandulas enddcrinas al liberar o inhibir hormonas transportadoras
por los vasos portales hipofisiarios. Regula funciones enddcrinas
incluyendo la reproduccion, conducta sexual, secreciones tiroideas
y de la corteza suprarrenal y crecimiento. En las mujeres controla
los ciclos menstruales, el embarazo y la lactancia

Las células del nucleo supraquiasmatico muestran ritmos
circadiano en la actividad metabdlica y eléctrica y en la sintesis de
neurotransmisores, y parecen mantener al resto del cerebro en un

ciclo de dia y noche.

El hipotalamo participa en la expresion de ira, temor, aversion,

conducta sexual y placer.

Promueve adaptaciones del volumen minutos, el tono vasomotor,
la osmolaridad sanguinea y la depuracién renal, y al motivar la

ingestion de liquidos y el consumo de sal

Tabla 1. Descripcion de las funciones del hipotalamo

2.3 Hipocampo

El hipocampo es un area cerebral clave para el aprendizaje y la memoria en
los vertebrados, es la parte mas grande del sistema limbico, la cual esta
constituida por el hipocampo propio (asta de Ammon), fimbria del hipocampo

(cuerpo franjeado) y la circunvolucién dentada®.
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En los seres humanos el hipocampo se activa durante ciertos tipos de
tareas de memoria, mientras que en los roedores, las neuronas del hipocampo
soOlo disparan potenciales de accion cuando un animal esta en ciertas
localizaciones. Estas “células de lugar” parecen codificar las memorias espaciales,
interpretacion apoyada por la falta de eficiencia en las tareas de aprendizaje

espacial en ratas con dafio del hipocampo®.

Existen diversas teorias sobre el papel del hipocampo en la memoria, en las

cuales consideran a esta estructura critica para la memoria episédicag.

- La teoria declarativa. El hipocampo, es crucial para todas las formas de los
procesos de memoria conscientemente accesibles (episédica y semantica,
el recogimiento y la familiaridad), por un periodo de tiempo limitado.

- Teoria de huella multiple. Los recuerdos episddicos siguen dependiendo del
hipocampo durante la vida y se hace mas resistente al dafo parcial,
mientras que las memorias semanticas se vuelven independientes del
hipocampo y se almacenan en otras regiones del cerebro en el tiempo.

- Teoria de doble Proceso. El hipocampo es importante para el recuerdo
episddico de los detalles contextuales de un evento.

- Teoria relacional. ElI hipocampo permite la asociacion flexible de la
informacion en modulos neocorticales que no podian comunicarse de otra
manera. Esto permite que las relaciones entre los elementos de una escena
0 un evento a ser recuperada o utilizado para la inferencia en situaciones
nuevas.

- Teoria mapa cognitiva. Una funcion principal del hipocampo de mamiferos
es construir y almacenar representaciones de lugares en el medio ambiente
para ayudar a la navegacién flexible, por ejemplo, a partir de una nueva
posicion de partida. En los seres humanos estos procesos
predominantemente espaciales se han desarrollado para apoyar el contexto

espacio-temporal de los recuerdos episodicos.
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2.4 Bulbo olfatorio

Toda la informacion que un organismo posee sobre el mundo entero se
obtiene a través de sus sistemas sensoriales. Para muchos animales, el olfato
juega un rol en diversos aspectos de la vida incluyendo reconocimiento,
interacciones madre-hijo y deteccion de depredadores. Los roedores han
demostrado una habilidad excepcional de aprender rapidamente, recordar y
discriminar olores', donde el bulbo olfatorio es la estacién central para el
procesamiento de la informacién quimiosensitiva que surge en las neuronas

receptoras en la cavidad nasal®.

La percepcidon de estimulos olfativos comienza con la union de moléculas
odorantes al receptor olfativo (OR) proteinas localizadas en neuronas sensoriales
olfativas (OSN por sus siglas en inglés) en el epitelio nasal. La transduccion de la
sefal olfativa comienza cuando las moléculas odorantes se unen a las OR e
inician cascadas quimicas dentro de las neuronas receptoras que generan los
potenciales en los axones que viajan al bulbo olfativo a través de los axones OSN.
Cada OSN responden a la superposicién de conjuntos odorizantes con odorantes
individuales capaces de activar mas de un tipo de receptor. Por lo tanto, los
diferentes olores se codifican a nivel epitelial por el subconjunto de neuronas
receptoras activadas. Este conjunto Unico de neuronas receptoras activadas forma
la base de un cédigo de identidad de olor que se proyecta para el bulbo olfatorio.
Por lo tanto, la exposicién a un odorante especifico seria estimular un subconjunto
especifico de neuronas receptoras, que, a su vez, activan un grupo de glomérulos
formando un patrén espacial con base a las caracteristicas moleculares de la

odorantes'®.

2.5 Corteza cerebral

La corteza cerebral contiene tres tipos principales de neuronas dispuestas
es una estructura de capas: células piramidales (con forma triangular, con un

dendrita apical); neuronas estelares (en forma de estrella, con dendritas que se
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proyectan en todas direcciones); y neuronas fusiformes (que se encuentran en las
capas mas profundas, con una dendrita de gran tamafo que asciende hacia la
superficie de la corteza. La corteza cerebral es la cubierta exterior de la materia
gris en los hemisferios. Ciertas regiones corticales tienen funciones algo mas
sencillas, denominada las cortezas primarias. Estas incluyen areas que reciben
directamente la informacidon sensorial (vision, audicién, sensacion somatica) o
directamente involucrados en la produccion de las extremidades o de los
movimientos oculares. Las regiones de la corteza de asociacion estan al lado de
las cortezas primarias, estas areas son importantes en funciones mas complejas
incluyendo la memoria, el lenguaje, la abstraccion, la creatividad, el juicio, la
emocion y la atencidén. También estan involucrados en la sintesis de los

movimientos.

2.6 Area preéptica

El area preodptica, aunque funcionalmente forme parte del hipotalamo (y del
diencéfalo), embrionariamente deriva del telencéfalo. Esta compuesta sobre todo
por los nucleos predpticos medial y lateral. El nucleo predptico medial contiene
neuronas que fabrican hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Esta
sustancia se transporta a lo largo del fasciculo tuberoinfundibular hasta los
capilares del sistema porta hipofisario y, desde alli, hasta el I6bulo anterior de la
hipdfisis, donde provoca la liberacién de las gonadotropinas (hormona luteinizante
y hormona foliculoestimulante). Dado que esta liberacion es continua en los
hombres y ciclica en las mujeres, el nucleo predptico medial del varon tiende a ser
mas activo y, por consiguiente, mayor que el de la mujer. Asi pues, a menudo se
le denomina nucleo sexualmente dimoérfico del area predptica. También influye
sobre los comportamientos relacionados con la alimentacion, las actividades
reproductoras y la locomocion. ElI nucleo preodptico lateral se localiza
inmediatamente rostral a la zona hipotalamica lateral. Aun no se ha determinado
totalmente su funcioén; sin embargo, por sus conexiones con el palido ventral,

puede tomar parte en la regulacion de la locomocion™.
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Por otra parte, la regidn predptica contiene neuronas que son sensibles a
cambios sutiles en la temperatura hipotalamica. Las neuronas termosensibles
predpticas también reciben una gran cantidad de informacion somatosensorial de
la piel y termorreceptores espinales. De esta manera, las neuronas preopticas
comparan e integran informacion térmica central y periférica. Como resultado de
esta integracion sensorial y su control sobre las zonas efectoras mas bajas, la
region predptica provoca las respuestas termorreguladoras que son los mas

apropiados para ambas condiciones térmicas (internas y ambientales)12.

3. EJE HPG (HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAS)

En animales dotados de reproduccion sexual, la transmision genética
requiere la fusion previa de la informacion complementaria de dos gametos

diferentes.

La determinacién del genotipo sexual en la concepcion, seguida por el
desarrollo fisiolégico y endocrinolégico, provocan multiples diferencias entre
machos y hembras en las especies sexualmente dimorficas (condicidn de
especies animales que presentan dos aspectos anatdomicos diferentes).
Empezando desde la infancia y a lo largo de la edad reproductiva, se presentan
diferencias basadas en la produccién, secrecion y concentraciones circulantes de
estrégenos, progesterona y testosterona. La base de estas diferencias se
encuentra principalmente en la funciéon y desarrollo de eje HPG, que es el
responsable, tanto en el macho como en la hembra, del control final de todos los
aspectos del proceso reproductor. Ejercera para ello dos funciones primordiales:
esteroidogénesis y gametogénesis. La organizacién funcional de este eje es
similar en ambos sexos, aunque existen algunos aspectos que difieren de forma

importante™?.

El control primario del eje es ejercido por la GnRH, producido por neuronas
hipotalamicas, y es liberada a la circulacion portal hipotalamo-hipdfisis, una vez

que llega a la hipdfisis anterior (adenohipdfisis), estimula la sintesis y liberacion de
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dos hormonas glicoproteicas: la FSH (hormona foliculo-estimulante) y LH
(hormona luteinizante). Ambas son sintetizadas por las células gonadotropicas, la
FSH y la LH son liberadas a la circulacion general y actuan sobre las génadas

(ovario y testiculo) ejerciendo el control de |la esteroidogénesis y gametogénesis”.

3.1 Eje Hipotalamo-Hipéfisis-Testiculos

La puesta en marcha y el mantenimiento subsiguiente de la funcion
testicular depende de la adecuada secrecion pulsatii de GnRH por parte del
gonadostato hipotalamico, que a su vez determina la liberacion pulsatil de las
gonadotropinas hipofisarias, FSH y LH, hacia el torrente sanguineo desde donde
alcanzan el testiculo. A este nivel la accion combinada de las gonadotropinas pone
en marcha la espermatogénesis y la androgénesis, ademas de estar regulados
hormonalmente por el eje HPT, dependen también de una compleja serie de

interacciones locales de tipo autocrinas y paracrinas'>.

El mantenimiento de la funcién normal depende pues de la secrecion
hipotalamica pulsatil de GnRH, que a su vez activa la secrecion (también pulsatil)
de LH y FSH. Ambas gonadotropinas actuan sobre el testiculo (figura 5) iniciando
la espermatogénesis (FSH) y la produccién de testosterona (LH). A su vez, el
testiculo ejerce una retroalimentacion negativa sobre la producciéon de FSH y LH.
Este lazo de regulacion negativa tiene como blanco principal el hipotalamo. La
retroalimentacion negativa por testosterona no se ejerce directamente sobre las
neuronas productoras de GnRH sino sobre otros grupos neuronales sensibles a
hormonas esteroides y que su vez se proyectan sobre las neuronas del generador
de pulsos de GnRH.

La secrecion de FSH en el macho es inhibida tanto por la testosterona
como por el estradiol. Sin embargo, existe un regulador negativo especifico de la
secrecion de FSH (producido en el testiculo y en el ovario), la inhibina que es una

hormona glicoproteica que ademas también es producida a nivel local en la
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hipdfisis, donde ejercen acciones de tipo paracrino, modulables ademas por la

GnRH, por el estradiol y por la testosterona.

3.2 Eje Hipotalamo-Hipéfisis-Ovarios

El funcionamiento de este eje es similar, en cuanto a disefio y organizacién
general, al eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo, aunque con algunas particularidades
que lo hace mas complejo, y que vienen dictadas por el caracter ciclico de su
funcionamiento. En la especie humana, en condiciones normales, los ovarios
producen un unico foliculo dominante y por consiguiente una unica ovolucion en
cada ciclo menstrual™. En el ciclo menstrual humano se designa como dia 1 del
ciclo el primer dia de sangrado, es en este momento cuando los foliculos tienen un
tamano pequefo y las células foliculares producen pequenas cantidades de
estradiol. En consecuencia existe un bajo nivel de retroalimentacion negativa en el
eje hipotalamo-hipdfisis, es aqui donde las concentraciones de la FSH estan
ligeramente elevadas, lo que causa una producciéon folicular de estradiol que
incrementa la retroalimentacion negativa (figura 5), como consecuencia de esto la
secrecion pulsatil de LH se enlentece, pero a medida que el foliculo crece aparece
un retroalimentacion positiva del estradiol que ocasiona un aumento en la libracién
de GnRH, asi como un pico liberador de LH. Esto provoca la disolucion de la
pared folicular y la ovulacién. La progesterona y el estradiol ejercen un efecto de
retroalimentacion negativa en el hipotalamo y la hipdfisis por lo que se enlentece
la frecuencia de pulsos de la LH. En ausencia de estimulacién el cuerpo luteo se
atrofia espontaneamente, lo que causa una disminucion de la secrecién de
progesterona y estradiol que provoca una disminucién en las sefales de
retroalimentacion negativa al hipotalamo y la hipdfisis, o que permite un nuevo
aumento de la secrecion de LH y FSH. La disminucién de la progesterona
constituye la supresion del soporte por parte de esta hormona para el endometrio

uterino y es eliminado con lo que comienza el ciclo de nuevo',
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Figura 5. Diagrama del eje hipotadlamo-hipdfisis-génadas. Se muestran la retroalimentacion de las
hormonas esteroides gonadales a nivel del hipotalamo y la hipdfisis. FSH: hormona foliculo

estimulante; LH: Hormona leutinizante (Kronenberg et al. 2009).

4. EL SISTEMA ENDOCRINO (SE) Y LAS HORMONAS

El SE comprende el conjunto de 6rganos y tejidos que forman hormonas, estos
organos o tejidos funcionan como glandulas, que secreta una o varias hormonas.
No hay relacién anatémica entre las diversas glandulas enddcrinas, pero entre
algunas existen ciertas relaciones hormonales de interdependencia, control, es
aqui cuando hablamos de ejes enddcrinos, por ejemplo, SNC-hipotalamo-hipofisis-

goénadas’.

Las hormonas, auténticos mensajeros quimicos; son sustancias organicas
producidas por las glandulas y tejidos enddcrinos que, por lo general, pasan a la

circulacién general y ejercen su accion en otros tejidos distantes del lugar de
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secrecion, de esta manera una de las clasificaciones de estos mensajeros

quimicos, es de acuerdo con la distancia sobre la que actuan (figura 6):

1. Enddcrinos: que actuan sobre células distantes del sito de liberacion, por
ejemplo la insulina y la adrenalina.

2. Paracrinos: (también llamados mediadores locales) actuan sobre células
proximas a la célula que las libera.

3. Autdcrinos actuan sobre las mismas células que las libera.

A

Célula
secretora

Hormona

Torrente
sanguineo

Célula
secretora

Hormona o
mediador local

J

Célula secretora /
Célula blanco

Célula
blanco

Figura 6. Clasificacion de los mensajeros quimicos de acuerdo a la distancia a la que actuan, (A)

enddcrino, (B) paracrino, (C) autécrino.

Las hormonas pueden poseer una estructura proteinica, esteroide, o ser
aminas o acidos grasos ciclicos. Las hormonas proteicas estan constituidas por
polipéptidos de pocos aminoacidos (menos de 15), como la somastatina y la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH); de un numero medio de

aminoacidos (aa), como la insulina (51 aa), el glucagon (29 aa); o de muchos,
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como la hormona del crecimiento (191 aa). Las hormonas esteroides derivan del
nucleo del colestano y son caracteristicas de las glandulas suprarrenales y de las
goénadas. Son consideradas aminas las catecolaminas, la serotonina, la
melatonina, etc. Las prostaglandinas también consideradas hormonas, estan

constituidas por acidos grasos de 20 carbonos con un pentaciclo’.

4.1 Secrecion Hormonal

La secrecion hormonal no tiene lugar de forma continua y uniforme, sino
pulsatil, con periodos de secrecion (pulsos) y otros de reposo. En los pulsos se
distinguen un pico, un nadir, una amplitud y una frecuencia, su caracteristica es
que pueden variar a lo largo del dia, o en diversas circunstancias fisiolégicas o
patolégicas. Cuando la secrecion varia ostensiblemente a lo largo del dia se habla
de ritmo circadiano, que puede presentar su maxima secrecion en uno u otro

momento del dia’.

4.2 Circulacion y transporte hormonal

Por lo general, las hormonas polipeptidicas pueden circular libres en plasma,
mientras que las esteroides necesitan proteinas transportadoras que faciliten su
circulacion en el medio acuoso que es el plasma sanguineo, ejemplo de esto es el
cortisol transportado por la globulina trasportadora de cortisol o las hormonas
sexuales testosterona y estradiol, cuya proteina transportadora es comun y se
denomina TeBG o globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG),
aunque en parte pueden unirse a otras proteinas. El transporte también impide su
metabolizacién o su filtracion renal en algunos casos, de forma que para actuar en
las células sensibles hace falta que vuelvan a quedar libres para poder unirse a los
receptores de membrana, del citosol o del nucleo. Generalmente una pequefia
fraccion hormonal (2-5%) circula libre y aumenta en circunstancias patolégicas de

hiperproduccion’.
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5. HORMONAS ESTEROIDES

Los esteroides adrenocorticales median una amplia variedad de funciones
metabdlicas. Estos se producen en la corteza suprarrenal, donde se sintetizan al
menos 50 esteroides adrenorcorticales. Esos se clasifican de acuerdo con la

respuesta fisioldgica que provocan1:

e Los glucocorticoides afectan el metabolismo de los carbohidratos, las
proteinas y el metabolismo lipidico en forma casi opuesta a la de la insulina
e influyen en una amplia variedad de otras funciones vitales, incluidas
reacciones inflamatorias y la capacidad de hacer frente al estrés. Los
glucocorticoides mas comunes son el cortisol (hidrocortisona) y la
corticoesterona.

e Los mineralocorticoides regulan principalmente la excrecion de sal por el
riidn, por ejemplo la aldosterona.

e Los androgenos y los estrégenos afectan el desarrollo y la funcién sexual,
los cuales son sintetizados en grandes cantidades por las gonadas.

e La progesterona, que en los ovarios se sintetiza en el cuerpo amarillo y se
secreta a nivel de las células de la granulosa del foliculo. La progesterona
se secreta durante el embarazo, en los ciclos menstruales y en el periodo
de actividad sexual™.

Las gonadas (testiculos en los machos y ovarios en las hembras), ademas
de producir espermatozoides y ovulos, secretan hormonas esteroides (andrégenos
y estrogenos) que regulan la diferenciacion sexual, la expresion de caracteres
sexuales secundarios y los patrones de comportamiento sexual. Ambos esteroides
son sintetizados por testiculos y ovarios, aunque en diferentes cantidades; los
primeros secretan predominantemente androgenos, por lo que se conocen
hormonas sexuales masculinas, mientras que los ovarios secretan en mayor
medida estrégenos, que en consecuencia se denominan hormonas sexuales

femeninas.
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6. LA PROGESTERONA

La progesterona, la progestina mas abundante, esta compuesta de C,1 es
un precursor de los glucocorticoides, los mineralocorticioides y la testosterona;
esta hormona esteroidea esta involucrada en la regulacion de diversas funciones
en los vertebrados, actua de forma conjunta con los estrégenos, ya que produce
un endometrio secretor que conduce a la preparacion y posteriormente, el
mantenimiento del embarazo. En el tejido mamario, induce el desarrollo alveolar
preparando la glandula para la lactancia®. Sin embargo, ésta hormona también
participa en procesos no reproductivos muy diversos, como la regulacion de la
excitabilidad neuronal, la memoria y el aprendizaje, la neuroproteccion, la
proliferacion de distintos tumores (Camacho-Arroyo, 2003), la ventilacion pulmonar
y la respuesta inmunolégica. Desde hace mas de 70 afios, Hans Seyle reportd que
la progesterona producia efectos anestésicos, después se demostré que la
progesterona se metaboliza en distintas regiones del sistema nervioso para formar
alopregnenolona vy tetrahidroprogesterona (THP), las cuales se unen al receptor

GABA, para producir somnolencia y sedacion®.

6.1 Sintesis

La progesterona se sintetiza principalmente en el ovario, la glandula adrenal,
la placenta y el SNC'’. El ovario representa, en condiciones normales, la fuente
principal de las hormonas esteroides sexuales presentes en la circulacion. La
funcidon esteroidogénica del ovario se encuentra regulada por las gonadotropinas
hipofisarias. La capacidad del ovario para sintetizar las diferentes hormonas
sexuales esteroides varia en las diferentes etapas de la vida. A diferencia de la
gonada masculina, el ovario es inactivo en cuanto a la produccion de hormonas
durante la vida intrauterina, y es hasta la pubertad cuando adquiere su capacidad

esteroidogénica’®.
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La sintesis de la progesterona y otros esteroides (el estradiol, androstendiona,
la testosterona, y la 17-B-hidroxiprogesterona) se encuentra determinada por tres

factores principales:

1. Las gonadotropinas hipofisarias (LH y FSH)

2. La presencia de receptores especificos para LH y FSH, en las membranas
de las células esteroidogénicas

3. La disponibilidad de los sustratos necesarios para su sintesis

4. De los productos hormonales del ovario, la progesterona y el estradiol son

los mas importates.

La esteroidogénesis es similar en las adrenales y las gonadas, pero con las
diferencias enzimaticas inherentes a cada glandula y a cada zona de la corteza

adrenal”.

6.1.1 Sintesis en las glandulas adrenales

La biosintesis de la progesterona y de las demas hormonas esteroides, en
las adrenales, es a partir del colesterol, cuya fuente principal es el colesterol
circulante captado por los receptores de lipoporoteinas de baja densidad (LDL);
en menor proporcidn derivada del colesterol sintetizado en las propias células a
partir del acetato o del colesterol ligado a lipoporoteinas de alta densidad (HDL)

captado por receptores diferentes.

A partir del colesterol se forma la 5-pregnenolona. Primero el colesterol
pasa al interior de las mitocondrias, luego se hidroxila y se escinde la cadena; todo
ello esta regulado por una sola enzima: CYP11A1, esta via esta estimulada por la
ACTH (hormona liberadora de adrenocorticotropina) y la angiotensina Il. De la 5-
pregnolona se originan los demas progestagenos. Por la accién de la enzima 33-
hidroxiesteroide deshidrogenasa, 85, d4-isomerasa (3-HSD-II) se convierte en
progesterona. Sobre la pregnenolona y la progesterona actua la 17a-hidroxilasa

(17a-OH)/17-20 liasa (P450c17) para formar respectivamente 17a-
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hidroxipregnenolona y 17a-hidroxiprogesterona. La progesterona es el principal
precursor de mineralocorticoides, mientras que la 17-hidroxiprogesterona lo es de

los glucocorticoides”.

Colesterol
CYP11Al
v CYP17 CYP17 17B-HSD
5-Pregnenolona pe====3» 17-OH pregnenolona pe======3» DHEA &> 5-androstenediol
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Figura 7. Representacién esquematica de la esteroidogénesis adrenal.

La progesterona (figura 7) se hidroxila por la 21-hidroxilasa (CYP21A2) lo
que da origen a la 11-desoxicorticosterona (DOC) y luego actua una sola enzima
(aldosterona sintasa o CYP11B2) con accion hidroxilasa seguida de 10-
17a-
hidroxiprogesterona por la accién sucesiva de la 21-hidroxilasa (21-OH o

metiloxidasa para formar aldosterona. El cortisol proviene de la
CYP21A2, qué forma 11-desoxicortisol) y de la 11B-hidroxilasa, que confiere al
cortisol el grupo tipico 11-hidroxilasa (11-OH o CYP11B1). Los andrégenos se
forman a partir de los progestagenos; en primer lugar actua la 17a-OH, seguida de

la actividad de 17,20-liasa (ambos componentes de la enzima P450c17). Asi surge
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la DHEA desde la 17a-hidroxipregnenolona y la 4-androstenediona a partir de la
17a-hidroxiprogesterona. Posteriormente sobre ambas actua la enzima 173-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD) para formar, respectivamente, 5

androstenediol y testosterona (figura 7)'.

6.1.2 Sintesis ovarica

La fuente principal del colesterol utilizado por el ovario para la esteroidogénesis
deriva de la captaciéon del colesterol lipoprotéico de baja densidad (LDL); un
porcentaje es sintetizado in situ por las células a partir de la acetilcoenzima A. El
ingreso de la LDL a la célula se realiza a través de un proceso de endocitosis
mediado por un receptor. El destino del colesterol intracelular puede ser la
esterificacion con acidos grasos para formar ester-colesterol y almacenarse como
gotas de lipidos o bien ser transportados al interior de la mitocondria para ser
utilizados en la sintesis de hormonas. En la membrana interna de la mitocondria
se encuentra la primera enzima P450scc (side chain cleavage), que oxida al
carbono 20 y desprende la cadena lateral como acido isocaproico. El producto que
se forma es la pregnenolona, es el precursor necesario de todos los esteroides

sexuales ovaricos’.
Una vez formada la pregnenolona, existen dos alternativas enzimaticas’:

1. La ruta de la 33-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (33-HSD), que conduce a
la formacion de progesterona.

2. Hidroxilacion en posicion 17, que origina, 17-hidroxipregnolona, la cual a su
vez puede romper la union entre los carbonos 17 y 20 y originar
dehidroepiandrosterona. Esta ruta conduce la sintesis de androgenos y

estrégenos, pero mas adelante se encontrara con parte de la 33-HSD.

Para la sintesis de la progesterona, la pregnenolona es llevada hasta el reticulo
endoplasmico donde la 33-HSD (mediante la deshidrogenacién del grupo hidroxilo,

su conversion a grupo cetonico y la isomerizacion del doble enlace C-5-C-6 a C-
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4.C-5 cataliza la transformacion de pregnenolona en progesterona. La mayor parte
de la progesterona sintetizada pasa a la sangre y una pequefa parte se queda en

C-17, que da lugar a androstenediona.

6.1.3 Sintesis Placentaria

La placenta humana tiene la funcion de mantener el embarazo. En las
mitocondrias de este tejido se sintetiza la pregnenolona a partir de colesterol a
travées de una cadena de transporte compuesta por la adrenedoxina, la
adrenedoxina reductasa y el citocromo P450 que rompe la cadena lateral del
colesterol (P450scc). La pregnenolona se transforma rapidamente en
progesterona dentro de la mitocondria por el complejo enzimatico de la 3b-OH-
esteroide-deshidrogenasa-D5-6-isomerasa. Sin embargo, a la fecha no se conoce
qué hormona(s) o sustancia(s) son las responsables de modular la transformacién
de colesterol en progesterona durante el embarazo. Incluso se han aislado
proteinas comunes que participan en la transferencia de colesterol en los ovarios,
los testiculos y en las glandulas suprarrenales que no se han detectado en la
placenta, lo que indica que este tejido tiene propiedades esteroidogénicas

Unicas’®.

6.1.4 Sintesis neuronal

Es bien sabido que el SNC es un blanco de los efectos enddcrinos de las
hormonas esteroides provenientes de glandulas esteroidogénicas periféricas. Sin
embargo, el sistema nervioso también controla de una manera paracrina y
autécrina los esteroides sintetizados directamente por las neuronas y las células
gliales, llamados neuroesteroesteroides'®. Estos neuroesteroides estan dentro de
la familia de esteroides neuroactivos, donde se incluyen esteroides hormonales,
neuroesteroides y esteroides sintéticos, los cuales pueden regular diversas

funciones neuronales.
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La sintesis y el metabolismo de los esteroides neuroactivos ocurre en las
células gliales y en las neuronas?®. La esteroidogénesis tiene como paso inicial la
translocacion del colesterol del citoplasma a la membrana mitocondrial. Este paso
esta limitado y mediado hormonalmente por StAR y la proteina translocadora 18
kDa. En la mitocondria. La enzima P450scc convierte al colesterol en
pregnenolona, que es transformada en progesterona o DHEA en el reticulo
endoplasmico?'. Estas moléculas ejercen efectos sobre el SNC per se, pero
pueden sufrir transformaciones metabdlicas que las conducen a la formacién de
metabolitos neuroactivos. Debido a su naturaleza lipdfilica, los esteroides
neuroactivos se mueven de una célula a otra. Esto afecta en gran medida su
metabolismo, que se rige por el repertorio enzimatico que expresan los diferentes
tipos celulares. Por ejemplo la DHEA puede ser convertida en androstenediol, y
posteriormente en testosterona o en androstenediona en todas las células del
SNC?'. En las neuronas, la androstenediona, asi como la testosterona pueden ser
convertidas por la enzima P450 aromatasa (ARO) a estrona y 17B-estradiol,
respectivamente. Esto también ocurre en los astrocitos, esto también ocurre en los
astrocitos, los cuales muestran ARO, pero no en la microglia®’. En las neuronas,
asi como en los astrocitos, la progesterona y la testosterona pueden ser
metabolizadas por el complejo enzimatico formado por la 5a-reductasa (5a-R) y la
3a-hidroxiesteroide dehidrogenasa (3a-HSD) en dihidroprogesterona (DHP) vy
tetrahidropogesterona (THP), también conocida como alopregnenolona (DHT) vy
5a-androstano-3a,17B-diol (3a-Diol) respectivamente®’. Aunque esta via es
compartida con la microglia, este tipo celular no es capaz de producir
pregnenolona o progesterona. Ademas expresa 17B3-HSD, que sintetiza
androstenediol a partir de la DHEA? y la testosterona a partir de la
androstenediona. Finalmente, las células de la microglia no expresan ARO, asi

que producen estradiol solamente de estrona y no de testosterona (figura 8)**.
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Figura 8. Representacion esquematica de la neuroesteroidogénesis. Las flechas representan la

localizacion celular en neuronas (rojo), astrocitos (verde), microglia (azul).

6.2 Efectos de la Progesterona en tejidos reproductivos

La progesterona participa en procesos reproductivos, como la maduracion
del ovocito e implantacién del ovocito fecundado. En los humanos y otros
vertebrados, la actividad biolégica de la progesterona es mediada por varios
mecanismos®®> que por un lado modulan cascadas de sefalizacién intracelular
(mecanismo no gendmico) y por otro, modifican la actividad y el patron de

expresion génica (mecanismo genoémico) de las células.

En el ovario, los receptores a progesterona (PR) juegan un papel importante
en la funcion ovarica, se demostrd que la antiprogestina RU486 inhibe la ovulacion
y que la hormona leutinizante (LH), la sefal primaria para la ruptura de los

foliculos ovaricos preovulatorios, puede estimular la expresion transitoria de
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ARNm de PR y en las células de la granulosa®®?’, En ratones que carecen de
ambas isoformas de los PR dejan de ovular, incluso en respuesta a la induccion
de la ovulacion. Después de la ovulacion, la progesterona promueve su propia
secrecion e inhibe la proliferacion celular y la apoptosis en células de la granulosa
luteinizadas?’. La mucosa uterina es el principal objetivo de las hormonas
esteroides ovaricas. EI aumento posterior a la ovulacion en los niveles circulantes
de progesterona inhibe la actividad proliferativa del endometrio humano
estimulado de estrégenos e induce una remodelacidon de tejidos para la
preparacion de la implantaciéon del embrion y formacion de la placenta. El efecto
antiproliferativo de la progesterona es, al menos en las células epiteliales, mediado
por la inhibicion de multiples genes. Ademas, la progesterona inicia un programa
de diferenciacién caracterizada inicialmente por el crecimiento de arterias
espirales, transformacion secretora de las glandulas, afluencia de células inmunes,
las células asesinas naturales uterina (UNK) y posteriormente por decidualizacion
del compartimiento del estroma. La transformacioén de los fibroblastos del estroma
en células deciduales-epiteliales secretoras durante la fase secretora tardia del
ciclo otorga algunas caracteristicas unicas sobre el endometrio, esenciales para la

invasion coordinada del trofoblasto en caso de embarazo?’.

En la placenta las concentraciones elevadas de la progesterona durante
todo el embarazo son criticas para mantener el miometrio humano es un estado
de reposo. Al igual que la ovulacion y la menstruacion, el parto es un proceso
inflamatorio que abarca las membranas fetales, la decidua, miometrio y el cuello
uterino. La progesterona se considera generalmente un esteroide anti-inflamatorio,
por la inhibicién de la expresién de la cicloxigenasa Il (COX-2), una enzima
implicada en la biosintesis de prostaglandinas, y hasta por la regulacién de
deshidrogenasa 15-prostaglandina, un enzima catabolizante de prostaglandina®®%.
A diferencia de la mayoria de los mamiferos, el parto en los seres humanos no
esta precedido por una caida de los niveles circulantes de progesterona maternos.
El inicio del parto se piensa que es el resultado de una disminucion de la
capacidad de respuesta del miometrio a progesterona, comunmente conocida

como "retiro de la progesterona funcional". Incrementando la expresion de las
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proteinas contractiles asociadas, los llamados CAPs, (por ejemplo COX-2) que
transforma al miometrio en un estado de reposo?’.

En el espermatozoide humano, la progesterona induce la entrada rapida de
Ca** en cuestion de segundos o incluso milisegundos que estan implicados en la
quimiotaxis y la orientacién de los espermatozoides®. La progesterona también
provoca la hiperactivacion del espermatozoide y la reaccion del acrosoma que son
procesos criticos para la funcion espermatica. Los efectos rapidos de la
progesterona sobre el espermatozoide humano deben ser transmitidos de una
manera no genomica ya que el ADN de espermatozoide no es accesible para la
transcripcion y los espermatozoides carecen de la maquinaria de traduccion
funcional®.

Aunque la glandula mamaria no es un organo reproductivo, se describiran
en esta seccidn los efectos que la progesterona ejerce en este érgano ya que en
crecimiento y diferenciacion de las mamas esta influenciada por la etapa
fisiolégica en la que se encuentra el organismo.

Durante el ciclo menstrual, la glandula mamaria pasa a través de las ondas
secuenciales de la proliferacion y la apoptosis. A diferencia del endometrio, la
proliferacion del epitelio mamario humano es considerablemente mayor en la fase
lutea, alcanzando un maximo alrededor del dia 24 del ciclo. Por otra parte, el
indice de proliferacién en la mama se correlaciona con las concentranciones
circulantes de progesterona. Sin embargo, s6lo una menor poblacién de las
células epiteliales luminales expresan PR y receptores a estrogenos. Estas células
a menudo no se dividen, pero por lo general se encuentran adyacentes a la
proliferacion de células. Sugiriendo que la progesterona conduce a la proliferacion
de células con PR-negativo mediante la promocién de la expresion de factores de
crecimiento estimulante, tales como factor de crecimiento insulinico Il (IGF-Il) o

factor de crecimiento de hepatocit0527.

Los cambios proliferativos en la mama femenina premenopausica son
controlados principalmente por los estrégenos y la progesterona, otras hormonas,
como la prolactina y los factores de crecimiento también ejercen un rol importante.

En la menopausia, donde la concentracién de estrégenos es muy baja y los de
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progesterona ausente, la actividad mitdtica es menor. También se ha demostrado
que el efecto de la administracion de progestagenos en forma ciclica o continua
sobre la mama es diferente. En un estudio realizado por Groshong et al., en
células mamarias in vitro, mostraron que los progestagenos administrados en
forma ciclica aumentan la sintesis de DNA y la progresién del ciclo celular,

mientras que las células son inhibidas durante la administracién continua®'.

6.3 Receptores a Progesterona

La gran diversidad de las acciones de la P4 esta relacionada con sus
multiples mecanismos de accion, que se llevan a cabo mediante la unién de la
progesterona con su receptor. Se han determinado dos principales tipos de
receptores mediante los cuales ejerce su accion, los receptores nucleares que
actuan modificando la transcripcion de genes, y los receptores membranales, que

tienen efecto mediante la activacién de cascadas de senalizacion.

6.3.1 Receptores nucleares

El receptor de progesterona (PR) fue el primero donde se descubrié que
existian dos isoformas de su receptor PR-A (94 kDa) y PR-B (116 kDa)**. Ambas
isoformas son codificadas por el mismo gen pero se transcriben a partir de dos
secuencias promotoras distintas. Se ha demostrado que estas dos isoformas no
son equivalentes y que las diferencias en secuencias N-terminales de ambas
isoformas son importantes en la selectividad de union a sitios blanco. Los
receptores nucleares a progesterona son miembros de la superfamilia de

receptores nucleares de factores de transcripcion®?.

Las caracteristicas generales de los PRs que son responsables de estas
actividades estan bien definidas (figura 9). La regién amino terminal o A/B de los
PRs es la mas hipervariable tanto en términos del tamafio y la secuencia de
aminoacidos entre los miembros de la superfamilia. Esta region contiene dominios

de transactivacion (AF-1 y AF-2) que modulan al promotor y al nivel de
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especificidad de la activacion del gen blanco, asi como un dominio inhibido (ID)
responsable para el reclutamiento de proteinas inhibidoras correpresoras
transcripcionales. La regién mas conservada (C) es el dominio de unién al DNA
(DBD) que, en caso de los PRs, esta localizada centralmente. Este domino
consiste de aproximadamente 66-68 aminoacidos. Un dominio de union a ligandos
es altamente conservado (LBD) esta localizado en el carboxilo terminal de la DBD.
Ademas de su funcipon de unidn a la progesterona, esta regidon contiene un
dominio de transactivacion adicional (AF-2) requerido para el reclutamiento
coactivador dependiente de hormonas, las secuencias importantes para la
interaccidn de los receptores inactivos con proteinas de choque de calor y para la

dimerizacion del receptor (DIM)*°.

PR-B o[ | oeo [[ ] o
1 DIM 923
AF-1 AF-2
PR-A o [ Joeo [J ] 0
166 923
A/B C D E F

DIM

Figura 9. Organizacién estructural de las isoformas del receptor nuclear a progesterona A 'y B
humanos. Los numeros denotan la posiciéon del aminoacido en cada proteina. AF-1, AF-2 y AF-3
son dominios de activacion; DBD es el dominio de unién al DNA; LBD el sitio de unién al ligando;
ID el dominio inhibitorio; DIM sin las secuencias importantes para la dimerizacion del receptror

(modificado de Mulac-Jericevic y Conneely 2004).

Existe, ademas de las isoformas A y B; una isoforma C (60 kDa) que tiene
un truncamiento N-terminal aun mas grande que interrumpe el dominio de unién al
DNA (DBD)*. Por lo tanto solo el PR-A y el PR-B contienen los componentes
criticos para la funcién del receptor nuclear, incluyendo el dominio de union al
ligando (LBD), la region bisagra (H), el dominio de union al ADN, y dos de los tres

dominios de activacion (AF). Aunque el PR-C no es un factor de transcripcion
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funcional, acta para inhibir la transactivacién en el ttero del PR-B* o potenciar

los efectos transcripcionales de las otras isoformas de PR en la mama®°.

6.3.1.1 Cascada de senalizacion

La progesterona actua en el utero de manera simultanea y previa a la
accion de estrogenos que controlan la sintesis de receptores citosolicos de
progesterona. Su mecanismo de accion es semejante al de otros esteroides,
mediado por receptores intracelulares y sobre la expresion de genes especificos,

similar al de estrogenos y andrégenos.

P4
Membrana plasmatica

Chp Membrana nuclear

Transcripcién

Figura 10. Mecanismo de accion de la progesterona. Formacién del complejo hormona-receptor,
dimerizacion e interaccién con el DNA sobre elementos de respuesta a progesterona para iniciar la

transcripcion; chaperonas (Chp), fosfatos (P) (modificado de Barrera et al. 2007).
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La progesterona atraviesa la membrana plasmatica de las células blanco y
se internaliza en el citoplasma para interaccionar con su receptor intracelular
especifico (hRP) (figura 10). La progesterona al unirse con su receptor en el
dominio de unién al ligando (LBD) induce un cambio conformacional que permite
separar las moléculas chaperonas (hsp90, hsp70, hsp40, Hop y p23) que se
encuentran unidas al hRP y favorece la fosforilacion del receptor para iniciar su
dimerizacion. Posteriormente el complejo hormona-receptor se une a los
elementos de respuesta a progesterona en el DNA y se acoplan los factores de
transcripcion necesarios para que la polimerasa se una al promotor e inicie la
transcripcion de genes especificos. La expresion de genes blanco es modulada a

través del efecto de coactivadores o correpresores (figura 10)°%".

6.3.1.2 Expresion de los receptores nucleares a Progesterona

Esta demostrado que la ablacion del PR-A (en ratones knockout) resulta en
infertilidad y deterioro severo de la ovulacion, lo que indica que la expresion de la
proteina A es esencial para la funcién normal del ovario®®. Estudios adicionales
con ratones knockout demostraron que la progesterona antagoniza proliferacion
epitelial inducida por los estrogenos y las unidades de diferenciacion de las células
del estroma depende estrictamente de la activacion del PR-A. Los ratones hembra
que carecen de esta isoforma de receptor son estériles debido a la ovulacién

defecwosa, implantacion y decidualizacion®.

En el endometrio la sefalizacion de los PR es importante para asegurar la
relajacion del miometrio durante el embarazo. En los seres humanos, PR-B parece
ser importante para mantener el miometrio en un estado de reposo, mientras que
en los ratones knockout PR-B>® el parto ocurre con normalidad. Otros mecanismos
que explican el comienzo del parto incluyen la induccion de isoformas truncadas

PRy la expresion alterada de mPRs?’.

39



Es importante destacar que la progesterona produce ramas laterales y
desarrollo lobular-alveolar en ratones knockout PR-A, mientras que éste no es el
caso para animales deficientes de la isoforma PR-B. Por lo tanto, en contraste con
el tracto reproductivo femenino inferior, la expresion de PR-B es a la vez suficiente
e indispensable para las acciones de la progesterona sobre la proliferacion y

diferenciacion de la glandula mamaria®*38.

6.3.2 Receptores membranales

La progesterona y sus metabolitos tiene efectos de latencia corta a traves
de la modulacién de receptores presentes en la superficie celular, que activan
cascadas de segundos mensajeros o cascada de sefializacion citoplasmatica que
son independientes de la transcripcion. La identificacion de dos nuevo tipos de
proteinas membranales no relacionadas con los receptores nucleares clasicos
(PR), los receptores membranales de progesterona (mPR) y el componente 1 del
receptor membranal a progesterona (PGRMC1) sugiere la posibilidad de estas
proteinas en la mediacion de estos efectos®. Los mPRs, originalmente
descubiertos en los ovarios teleostéos y posteriormente en oveja, raton, rata y
humano, son receptores acoplados a proteina G, que pertenecen a la reciente
definida familia de receptores a progestinas y adiponectina Q*°, con 7 dominios
transmembranales, y esta compuesta al menos de 5 subtipos: a, B, y, 0 y €. Los
tres genes que codifican para los subtipos de mPR (mPRa (PAQR VII), mPRf
(PAQR VIII) y mPRy (PAQR V)) (figura 11)*%4",

La familia PAQR consiste en tres grupos: los relacionados con mPR
(receptores de Clase Il), los relacionados con adipoR (receptores de Clase 1) y los
relacionados con los miembros de la familia hemolisina Ill (receptores de Clase
III)42. Es importante destacar que, a pesar de los estudios computacionales que
confirman que las proteinas de Clase | proteinas se componen de siete dominios
transmembranales, se predice que las proteinas de la Clase Il cuentan con ocho

dominios transmembranales. Un estudio en levaduras reveld que el C-terminal de
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los mPRs no pasa a través del lumen del reticulo endoplasmico y por lo tanto,
junto con los N-terminales, se prevé que se encuentren en el plasma
independientemente de si estos receptores se encuentran en el reticulo

endoplasmico o la membrana plasmética”.

Sin embargo, algunos estudios argumentan en contra de que los mPRs
estén acoplados a proteinas G (i) el dominio conservado de los 8 dominios
transmembranales de todos los miembros de la clase |, (ii) la capacidad de los
mPRs para responder a la progesterona cuando se expresa en la levadura
(estudio realizado por Smith et al., 2008), incluso con supresion del C.terminal de
los receptores vy (iii) su capacidad para transmitir las respuestas de progesterona

en cepas de levadura que carecen de las proteinas G*%.

Superficie celular A

mPRo,B,y

?
Lumen del RE o B
superficie celular

mPRo.,B,7.0.e

Citosol

Figura 11. Posibles estructuras del receptor membranal de progesterona, miembro de la familia
PAQR. mPR a, B y y acopladas a progetina G, con una estructura de 7 dominios
transmembranales, con el extremo N-terminal hacia el espacio extracelular (A). mPRs (a, B,y, 8y
€) de la subfamilia de clase Il de PAQRs con 8 dominios transmembranales (B). Las posiciones de
los residuos mas altamente conservadas en toda la familia PAQR se indican mediante 6valos
sombreados. (KXX) motivo de retencion putativa para C-terminal (modificado de Gellersen et al.
2009).
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Los sitios de unidon a progesterona fueron detectados y posteriormente
clonados, encontrandose dos receptores membranales de progesterona PGRMC
(componente del receptor membranal de progesterona) 1 y 2°°. EI PGRMC1
(25Dx), una proteina transmembranal aislada originalmente de los microsomas de
higado porcino que reside principalmente en el reticulo endoplasmico y el aparato
de Golgi. La expresion de PGRMC 1 y PGRMC 2 parece estar regulada por los
esteroides ovaricos. El estudio del PGRMC1 revel6 la presencia de tres uniones
de interfaces para dominios homélogos Src, incluyendo dos SH2 y uno SH3. Por lo
tanto, en analogia a PR-B, PGRMC1 podria estar involucrado en la transmisién de

acciones de la progesterona a través de la activacion de MAPK?’.

6.3.2.1 Cascada de Senalizacion

El mecanismo de accién de los receptores membranales involucra la accién de
la progesterona sobre la membrana plasmatica, o que ocasiona cascadas de
senalizacion como la via de las cinasas activadas por mitdégenos (MAPK) vy la
induccidon de segundos mensajeros. Hasta el momento no se ha descrito
completamente el mecanismo no gendmico, sin embargo se sabe que la
progesterona interactua con receptores membranales especificos (mPR), lo cual
activa diferentes vias de senalizacion que modifican el flujo de calcio intracelular y
la conductancia de cloro, la regulacion de la proteina dependiente de AMPc, la
activacién de la cinasa C, asi como la induccion de la fosforilacion de proteinas
(figura 12)*.

En resumen, los mecanismos mediante los cuales puede actuar la

progesterona uniéndose a receptores mebranales son los siguientes3°’37:

1. Estimulan la via de MAPK.

2. Inducen la sintesis de AMPc y PKA que activan la transcripcion del receptor
nuclear para progestinas.

3. Se unen a las proteinas G que incrementan los niveles intracelulares de

calcio.
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Figura 12. Mecanismo de acciéon no gendémico de la progesterona. En la membrana se presentan
los receptores cuya activacion inicia cascadas de sefalizacion mediante la generacion de
segundos mensajeros intracelulares. P,: progesterona, mPR: receptor membranal de progesterona,
a, B, y: subunidades de proteina G, AC: adenilato ciclasa, ATP: adenosin trifosfato, AMPc:
adenosin monofosfato ciclico, PKA: proteina cinasa A, PLC: fosfolipasa C, IP3: inositol trifosfato,
DAG: diacilglicerol, PKC: proteina cinasa C, PTK: proteina tirosina cinasa, MAPK: proteinas

cinasas activadas por mitdgenos, Pi3-K: fosfoinositol 3-cinasa, MEK: cinasa de MAPK/ERK, Cca?":

ion calcio (modificado de Cabrera-Mufioz et al, 2011).

6.3.2.2 Expresion de los receptores membranales a Progesterona

Asi como el mPR es critico para la funcién de los gametos en los peces y
en los anfibios®®, en humanos se han identificado las tres subtipos del mPR, a, B y

Y, las cuales muestran algunas diferencias en los niveles de expresién en los
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tejidos, se encontré que el mPRa se expresa altamente en los ovarios y la
placenta, indicando que este subtipo puede mediar las funciones reproductivas*!,
asi como en testiculos de raton e implicada en la motilidad del espermatozoid637.
El mPRa fue localizado en la pieza intermedia y los flagelos de espermatozoides
humanos, estas dos estructuras trabajan en conjunto para impulsar la movilidad
del espermatozoide, por lo que la localizacién del mPRa en estas estructuras
sugiere una conexion entre el mPR y la hipermotilidad, es decir, los

espermatozoides con una baja motilidad expresaban bajos niveles de mPR*.

Los estudios donde se involucran a los mPRs en machos son pocos, sin
embargo, se han examinado estos receptores en mayor cantidad sobre la funcién
reproductiva de las hembras. Los mPRs estan expresados en multiples tejidos
reproductivos y son regulados hormonalmente en el foliculo ovarico y cuerpo luteo,

asi como en las trompas de Falopio, endometrio, miometrio y tejidos fetales*.

Se han identificado los mPR en el cuerpo luteo de la oveja y de la rata, esta
expresion esta regulada durante el ciclo estral y el embarazo. En la rata la
expresion de cada isoforma del mPR esta regulada durante el embarazo. El mPRa
tiene un pico a lo largo del embarazo y declina al final de este, de igual manera
sucede con el mMPRpB. De manera alternativa, la expresion del mPRy incrementa a
lo largo del embarazo. La regulacién de los mPRs en las ratas durante el
embarazo parece estar bajo el control de la prolactina, donde esta hormona regula

positivamente al mMPRa y mPRB pero de una manera negativa al mPRy**.

Los mPRs también activan la sefalizacion de la proteina G en multiples
tejidos del tracto reproductivo incluyendo, trompas de Falopio, endometrio,
miometrio y tejidos fetales. Tanto mMPRB como mPRy se expresan en las células
ciliadas que recubren las trompas de Falopio de ratones y humanos; se cree que
estos dos receptores trabajan en conjunto para controlar el movimiento de la cilia 'y

transportacién de los gametos cuando la concentracidn de progesterona se eleva®.

Las dos proteinas del PGRMC (1 y 2) son expresadas en diversos tejidos

humanos incluyendo el corazon, el higado y la placenta. En 2004 se describid la
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expresion del PGRMC 1y 2 en los espermatozoides humanos***®. El PGRMC 1
es altamente expresado en diferentes tipos de cancer incluido el de pulmén, mama
y ovario y se ha reportado como un mediador de la accidon antiapoptética de la
progesterona en célula de la granulosa47’48. Ademas el PGRMC | se encontré en la
membrana acrosomica interior de los espermatozoides porcinos, y la forma

fosforilada del PGRMC | se localizé en el nicleo de las células HeLa?' .

7. EFECTOS DE LA PROGESTERONA EN TEJIDOS NO REPRODUCTIVOS

La progesterona, ademas de efectos sobre tejidos reproductivos como los ovarios
y la placenta, modula funciones neuroendocrinas en el SNC asi como funciones

sobre la respuesta inmune y sobre la glandula mamaria.

7.1 Efectos de la progesterona en células del Sistema Inmune

La progesterona tiene efectos funcionales en una amplia variedad de
subtipos de células del sistema inmune, incluyendo monocitos, macrofagos,
células dendriticas y linfocitos *°. En monocitos y macréfagos murinos activados
por lipopolisacaridos (LPS) in vitro, la progesterona disminuye la produccion de
oxido nitrico asi como la expresiéon de la oxido nitrico sintasa, IL-6 e IL-12.
Ademas induce apoptosis en monocitos humanos activados con LPS e incrementa
la expresion de la citosina proinflamatoria TNF-a**°°. También se ha observado la
disminucién de la expresién de citosinas en células dendriticas activadas de ratas,

ratones y humanos en respuesta a tratamiento de progesterona51.

Durante el embarazo, la produccién de progesterona inhibe la actividad de las
células asesinas naturales (Natural Killers, NK) e incrementa la produccién de
anticuerpos asimétricos por las células B, estas moléculas bloquean la unién de
anticuerpos funcionales hacia sus antigenos®**>. Ademas la progesterona influye
en la polarizacion de las células T de Helper (Th). Las células Th se diferencian en

Th1 o Th2, cada subpoblacion se caracteriza por la expresion diferente de
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citosinas. Los linfocitos Th1 promueven la inmunidad mediada por células,
mientras que los linfocitos Th2 promueven la inmunidad humoral. La progesterona
inhibe in vitro la generacion de células Th1 e incrementa las Th2 murinos y
humanos (figura 13). Se sugiere que la capacidad de la progesterona de inducir

una respuesta Th2 tiene relevancia en el mantenimiento del embarazo®.

Figura 13. Diferenciacion de las células Th mediada por progesterona. La progesterona favorece la

expresion de las células Th2 e inhibe la expresién de Th1.

La progesterona, pero no otros esteroides sexuales inhiben directamente
los canales de calcio y potasio. Chien et al., demostraron que la progesterona
incrementa el calcio intracelular en células T de sangre periférica de humanos,
junto con un decremento concomitante en el pH intracelular debido a que la

progesterona actua sobre el transportador | de Na*/H"*>°,

7.2 Efectos de la progesterona sobre el SNC

La progesterona tiene multiples funciones en el sistema nervioso,
incluyendo la regulacién del estado de animo y la cognicién, neuroprotecciéon vy
neuroregeneracion. Si bien estos efectos se producen a través de un receptor a
progesterona clasico (PR) se ha postulado que dentro de estas acciones otras

proteinas y receptores en el SNC juegan un papel importante. La progesterona y
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sus derivados se unen a las membranas celulares de diversos tejidos cerebrales
de rata, sugiriendo mecanismos de accion no clasicos. Se han observado efectos
no genomicos y de rapida accion de la progesterona en el SNC, incluyendo:
efectos sobre el transporte de iones, la liberacion de neurotransmisores, actividad
de la proteina cinasa y la translocacion nuclear®’. Estos efectos ocurren a través
de tres principales mecanismos que son la regulacion de genes, modulacién de los

sistemas neurotransmisores y activacion de cascadas de sefalizacion®'.

Los efectos de la progesterona sobre el SNC se han atribuido a su accion
sobre ciertos receptores especificos intracelulares. La naturaleza lipofilica del
esteroide le permite penetrar libremente en la célula a través de la membrana
plasmatica, y difundirse con facilidad al citoplasma, por lo que su efecto biolégico
ocurre tipicamente en periodos relativamente largos. La rapidez con la que se
llevan a cabo ciertas acciones de la progesterona sobre el SNC sugiere que son
ajenas al genoma, esto condujo a las primeras especulaciones sobre la identidad
del receptor de los efectos no gendmicos de la progesterona en el cerebro condujo
al descubrimiento de un sitio de unién de esteroides en el complejo receptor de
canal de cloruro GABA (acido y-aminobutirico) / benzodiazepina en cerebros de
rata56, es decir, que ocurren sobre los receptores de membrana mediante enlaces
de alta afinidad con receptores GABAA membranales, ubicados en diversas
regiones cerebrales, 10 que sefala que la progesterona participa en las funciones
relacionadas con el GABA®’. La unién de esteroides a este receptor conduce a la
mejora del flujo de cloro inducida por GABA. Este sitio de union tiene afinidad por
multiples metabolitos de hormonas esteroides, incluyendo el derivado de la
progesterona, el derivado 3a-hidroxi-dihidroprogesterona que se encuentra en la

sangre y el cerebro®.
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7.2.1 Neuroproteccién

Se ha establecido que la progesterona tiene efectos neuroprotectores que
probablemente estén involucrados diferentes mecanismos de accion. Los efectos
ansioliticos son una manera por la cual la progesterona puede reducir el dano
neuronal. Ademas en cultivos neuronales, la progesterona activa las vias de
sefalizacion MAPK/ERK y Akt, las cuales estan asociadas con neuroproteccion®
(figura 14). En modelos de isquemia cerebral, los efectos protectores de la
progesterona son atribuidos, en parte, a la supresion de respuestas inflamatorias y
la expresion de la 6xido nitrico 2-sintasa®®. Ademas tiene efectos indirectos
actuando sobre poblaciones celulares no neuronales, por ejemplo, la progesterona
reduce las fugas de la barrera hematoencefalica, disminuye la activacion de las
células gliales e incrementa la mielinizacion. Jiang et al observaron que la
administracion de progesterona antes de la oclusion de la arteria cerebral media
(MCAO) daba lugar a una marcada reduccion de en el infarto cerebral®.
Adicionalmente, Stein et al mediante un modelo de lesion cerebral traumatica (TBI,
por sus siglas en ingles), mostraron que la administracion de una sola dosis de
progesterona atenua el edema cerebral cuando se administra durante las primeras
24 horas después de la TBI en ratas, mientras que los 5 dias de la inyeccidon de
progesterona resultaron en un mejor rendimiento del aprendizaje espacial y reduce
la negligencia sensorial, estudios adicionales por otros grupos de estudio
demostraron que la progesterona incrementa la acumulacion de microglia activada
en el cerebro y reduce la citocinas inflamatorias en la corteza frontal medial®"%.
Ademas en experimentos realizados en machos esta hormona disminuye la

1%7. Por otra

peroxidacién de lipidos cuando es administrada después de la TB
parte, la regulacién de la progesterona de la sefalizacidon a través de los canales
de calcio neuronal dependientes de voltaje puede ser la base de los efectos

neuroprotectores de concentraciones terapéuticas de la progesteronaez.
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Figura 14. Modelo de la progesterona induciendo una sefializacion neuroprotectora. El
progestageno evita la disfunciéon sinaptica asociada con el envejecimiento y la neurodegeneracion
a través de (1) la activaciéon de un ligando del receptor a progesterona, (2) que inicia cascadas de
sefalizacion de segundos mensajeros, (3) promover la supervivencia neuronal. Estas cascadas de
sefializacion convergen en la funcion mitocondrial para proteger contra los insultos toxicos e
incluyen la via de senalizacion de prevencion indirecta y la via de sefalizacion de proteccion
directa. En la via de sefalizacion de prevencion indirecta, las vias de ERK/CREB/bcl-2 y Akt se
activan simultaneamente, lo que mejora (4) la funcién mitocondrial y permite a las neuronas para
soportar mejor los insultos neurodegenerativas. La via de la proteccion directa actua para bloquear

la activacion de JNK inducida por AB y la disfunciéon mitocondrial (modificado de Brinton et al. 2008).

La influencia de la progesterona en la senalizacion de calcio puede dar
cuenta de algunos de los beneficios terapéuticos de la progesterona, incluyendo la
reduccion de la inflamacion y el edema, la prevenciéon de la degradacion de la
mielina, y la reduccion de la muerte neuronal excitotoxica. Informes recientes
probaron directamente, que la influencia de la progesterona en la sefalizacion del

calcio subyace en la inhibicion de la muerte neuronal por excitotoxicidad®?.
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7.2.2 Memoria y aprendizaje

En un estudio en mujeres sanas, la capacidad de la progesterona de influir
en la cognicion y la memoria de estimulos bilégicamente sobresalientes, donde
una sola dosis de progesterona (administrada por via oral) disminuye la precision
de reconocimiento sin afectar los tiempos de reaccidon (mediante resonancia

magnética nuclear)®.

Por otra parte, se describié un efecto benéfico de la progesterona en una
tarea de colocacion de objeto con respecto a los controles ovariectomizados.
Curiosamente, como se ha visto con el estradiol, la eficacia de la progesterona
requiere de una ventana biolégica que puede ser dependiente del tiempo o la edad,
que puede regular la LTP (potenciacion a largo plazo, modelo biolégico de la
formacion de memoria en el cerebro). En contraste con el efecto benéfico de la
progesterona se describi® que la administracion de progesterona a ratas
ovariectomizadas no tuvo efecto sobre el aprendizaje espacial en relacion con sus
controles ovariectomizados tratados donde se compararon con ratas de la misma
edad®®. Ademas se ha descrito que la ovariectomia de ratas de edad avanzada no
deteriora la memoria espacial, sino que la mejora. En general, estos estudios
subrayan la complejidad por la que la progesterona puede influir en la funcién
cognitiva como una funcion de la edad. Sin embargo, en estudios que han
evaluado efectos de la progesterona sobre la funcién cognitiva en modelos
experimentales de neurodegeneracion acelerada y/o deterioro cognitivo (modelo
de la enfermedad de Alzheimer) o el modelo de deterior de la memopria por la
escopolamina, se ha observado un efecto benéfico por parte de la progesterona,

ya que ayuda a preservar el rendimiento cognitivo®.

7.2.3 Estado animo

Se han realizado investigaciones clinicas para entender el efecto de la
progesterona en los estados de animo asociados con el trastorno disférico

premenstrual (TDPM), el cual se define como un conjunto de sintomas de animo
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negativos y sintomas fisicos que se producen durante la fase lutea del ciclo
menstrual (cuando los niveles de progesterona y alopregnenolona son altos) y
desaparecen varios dias después de la aparicién de la menstruacion (cuando los
niveles de progesterona y alopregnenolona son bajos) (Manual Diagnéstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales)®’. Las concentraciones de progesterona
(medidos a través de radioinmunoensayo) en la amigdala, el cerebelo y el
hipotalamo son significativamente superiores en las mujeres fértiles en la fase
lutea de la menstruacidén que en los controles posmenopausicas. Por otra parte, en
las mujeres fértiles, las concentraciones de alopregnenolona son mas altas en la
sustancia nigra y el hipotalamo basal, lo que sugiere que el patron de secrecion de
esteroides durante el ciclo menstrual se refleja en los tejidos cerebrales

especificos®.

7.2.4 Regulacion de la funcién glial

La progesterona regula respuestas en la glia (astrocitos, microglia,
oligodentrocitos). El tamafo de los astrocitos esta fuertemente asociada con la
expresion de la proteina acida glial fibrilar (GFAP), que varia durante el ciclo estral
en el giro dentado del hipocampo. La administracion de progesterona (y su
metabolito dihidroprogesterona) indujeron una elevacién significativa de los niveles
de GFAP mRNA en astrocitos pocas horas después (6 y 2 horas respectivamente).
Adicionalmente, la progesterona regula la produccion de multiples proteinas que
estan involucradas en la plasticidad sinaptica como ApoE (secretada por
astrocitos) y que puede estar implicada en el remodelamiento sinaptico. También
se ha observado que la progesterona incrementa la secrecion de ApoE en los
macréfagos (la microglia también expresa apoE mRNA) por accion sobre el
carbono terminal lipidico del dominio de unién de ApoE que bloquea la

degradacién intracelular®”.

Dentro del SNC la progesterona y sus metabolitos promueven funciones

gliales tales como la sintesis de proteinas de la mielina. En cultivos de células
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gliales preparadas a partir de cerebro de rata neonatal, la progesterona aumento
el numero de oligodendrocitos que expresan la proteina basica de la mielina y el
nucleotido-30-fosfodiesterasa 20,30-ciclico (CNPasa), la tercera proteina de

mielina mas abundante en el SNC®.

7.2.5 Regulacion del comportamiento reproductivo

La progesterona modula funciones neuroenddécrinas en el SNC, resultando
en la integracion de la reproduccion y de los comportamientos reproductivos en
mamiferos hembras. Aunque es ampliamente reconocido que los efectos que tiene
la progesterona en el comportamiento sexual femenino son mediados por los PR
que funcionan como factores de transcripcion dependientes de ligando. De igual
manera, los receptores membranales a progesterona que implican vias de
sefalizacion también convergen con las vias de transcripcion dependientes de PR

para regular el comportamiento reproductivo>’.

Se sabe que la GnRH vy las prostaglandinas (PGE 2) influyen en el
comportamiento sexual independientes de progesterona, y que ademas un gran
numero de hormonas peptidicas como la oxitocina, la hormona estimulante de
melanocitos, la prolactina, la hormona adrenocorticotrépica; neurotranmisores (por
ejemplo, noradrenalina, dopamina, acetilcolina, acido y-aminobutirico) también
facilitan el comportamiento sexual femenino. En este contexto, es interesante
observar que los niveles de GnRH hipotalamica, PGE 2, la oxitocina y dopamina
presentan un pico en ratas en celo al mismo tiempo que aumentan los niveles de
progesterona, es decir, en la época en que el animal presenta un comportamiento
sexual. Sin embargo, estos agentes no se unen a los PR, sino que actuan sobre
receptores de membrana para elevar los niveles hipotalamicos de segundos
mensajeros (AMP ciclico, GMP ciclico, calcio). Ahora sabemos que estos
segundos mensajeros pueden sustituir a la progesterona en la facilitaciéon de la
conducta sexual femenina. La activacion no clasica de vias de sefalizacion

citoplasmaticas, mediadas por cinasas, ya sea iniciada por agentes no esteroides
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o las progestinas, puede afectar tanto a las acciones dependientes o
independientes de transcripcion. Las interacciones entre las vias de senalizacion

de la membrana y los PR clasicos resultan en acciones dependientes de
transcripcion (figura 15)°°.

Factores de crecimiento

Neuropéptidos Progesterona Estimulos de acoplamiento

MNuclettidos \ Dopamina

GnRH Otros neurotransmisores
Progestinas PGEz

ek

PKC
CaMKII cAMP
PKG
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Raf/MEKKs,—> MAPK™; i
y : - EDARPP 32 Acciones extranucleares

Classical
actions

Comportamiento

Figura 15. Una representacion esquematica de los mecanismos clasicos y no clasicos en el

comportamiento reproductivo femenino (modificado de Mani y Blaustein, 2012).

El mecanismo clasico de la accion de la progesterona y las progestinas
promueve la interaccion con coactivadores y juega un papel predominante,
mientras que los efectos de progesterona mediados por segundos mensajeros
(AMPc, GMPc) y sefializacion por quinasas extracelulares (PKA, PKC, PKG,
CaMKIl) activa la cascada de transduccion de senales de la MAPK, la fosforilacion

de factores de transcripcidon nuclear, coactivadores y CREB. La progesterona y las
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progestinas pueden actuar a través de la cinasa Src e interactuar con los PR
extranucleares para activar la cascada de la MAPK. Los neuropéptidos,
nucleodtidos, factores de crecimiento, GnRH, y PGE 2 pueden actuar a través de
diversos receptores y/o segundos mensajeros (AMPc, GMPc, NO) y transmitir
sefales a los RP nucleares u otros factores de transcripcién. Las interacciones
entre multiples vias pueden servir como un mecanismo de amplificacion para
converger en factores y/o coactivadores para regular la transcripcion de genes y la
traduccion de transcripcion nucleares, para facilitar el comportamiento sexual

femenino (figura 15)*.

7.3 Expresion de los receptores a progesterona en SNC

Actualmente es evidente que la las funciones de las hormonas esteroides
gonadales, tales como la progesterona se extienden mas alla de la reproduccion.
Multiples regiones del SNC, mas alla del hipotalamo; son objetivos de la
progesterona, ejerciendo su efecto mediante la unién a su receptor, ya sea

membranal o nuclear.

7.3.1 Los receptores nucleares a progesterona

Los receptores de progesterona, son en general expresados a lo largo del
cerebro, sin ninguna restriccion aparente de los tipos celulares. Aunque la
expresion de los PR puede variar dependiendo de la region del cerebro o tipo

celular, estado hormonal®

. Ambas isoformas del receptor clasico a progesterona
(PR A y PR B) estan expresadas en el hipocampo y la corteza frontal de la rata
(figura 16). La inmunoreactividad del PR es especialmente alta en el nucleo de la
cama de la estria terminal (BST). En la amigdala, la expresion del PR es
prominente en la parte posterodorsal del nucleo amigdalino medial, en estas
regiones no se han observado diferencias en la expresion dependientes del sexo.

La inmunorreactividad del PR esta presente en las neuronas noreprinérgicas del
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nucleo del tracto solitario, la region de la que surgen las proyecciones a los
nucleos supraoptico del hipotalamo. En los roedores, los PR estan presentes en el
hipotalamo ventromedial. Auger et al han informado la inmunoreactividad de PR
en células en el area preoptica de células, hipotalamo ventromedial y dorsomedial

y en nucleo arqueado de la rata hembra®.

Giro dentado
Corteza

Método de Deteccion
® Western Blot
@® RT-PCR
@ Hibridacion In Situ

Amigdala \ICAs
Hipotalamo

Figura 16. Distribucion de los PR en el cerebro de rata, asi como el método de deteccion utilizado
(modificado de Brinton et al., 2008).

7.3.2 Expresion de los receptores membranales a progesterona

Zhu et al., mostraron la expresion de mPRf, pero no asi para a o y, dentro
del SNC, incluyendo la medula espinal, corteza cerebral, cerebelo, talamo,
glandula hipdfisis y el nucleo caudado. Tang et al., encontraron mRNA para los
tres mPRs (a, B y y) en cerebros humanos. En roedores, los niveles de mPRf en
el cerebro de raton son bajos. Los tres subtipos se expresan en el area

mediobasal del hipotalamo, ademas de los receptores clasicos PR-A y PR-B en
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ratas y ratones. Asi como en el tracto reproductivo, la presencia de mPRa y mPR(
en el cerebro varia respecto a los cambios hormonales durante el ciclo estral, con
una elevada expresion de estos mPR durante el proestro, sugiriendo que el
receptor sufre de una regulacion positiva por estrogenos y una regulacion negativa

por la progesterona®.

La presencia de las subtipos a y B en el hipotalamo mediobasal tiene una posible
participacion en los efectos de la retroalimentacién negativa de la progesterona en
la secrecion de la GnRH. Los niveles de mPRa y mPRpB, pero no mPRy, son
elevados en el hipotalamo medio basal, de roedores, en la tarde del proestro,

alrededor del pico preovulatorio de progesterona en ratas cicladas*’.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta la fecha, sélo se ha caracterizado parcialmente la expresion del subtipo
del mPR en distintas especies, sin embargo se desconoce aun la expresion vy

distribucion de los subtipos a y y en el SNC de ambos sexos.
JUSTIFICACION

Los receptores membranales de progesterona influyen en la regulacién de algunas
funciones del SNC, por ello es importante caracterizar su expresién tanto en

machos como en hembras, asi como su regulacion por esteroides.
HIPOTESIS

Los receptores membranales a progesterona se expresan diferencialmente en
diversas areas del cerebro de ratones BalbC de manera dependiente del sexo y la

edad del organismo.
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la expresion diferencial de los mPR a, B y y en diversas areas del

cerebro del raton hembra y macho.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar en ratones machos prepuberes la expresion de los subtipos (a, By
y) del mPR por citometria de flujo en el hipocampo, hipotalamo, bulbo
olfatorio, corteza lateral, corteza frontal,y area predptica .

2. Determinar en ratones machos adultos, la expresion de las subtipos (a, By
y) del mPR por citometria de flujo en el hipocampo, hipotalamo, bulbo
olfatorio, corteza lateral, corteza frontal, y area predptica de ratones
hembras y machos.

3. Evaluar el efecto de la gonadectomia prepuberal sobre la expresion de los
subtipos (a, B y y) del mPR por citometria de flujo en el hipocampo,
hipotalamo, bulbo olfatorio, corteza lateral, corteza frontal y area preoptica

de ratones machos.
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4. Analizar en ratones hembras prepuberes la expresion de los subtipos (a, B
y y) del mPR por citometria de flujo en el hipocampo, hipotalamo, bulbo
olfatorio, corteza lateral, corteza frontal,y area predptica .

5. Observar en ratones machos adultos, la expresion de los subtipos (a, By y)
del mPR por citometria de flujo en el hipocampo, hipotalamo, bulbo olfatorio,
corteza lateral, corteza frontal, y area predptica de ratones hembras y
machos.

6. Estudiar el efecto de la gonadectomia prepuberal sobre la expresion de los
subtipos (a, B y y) del mPR por citometria de flujo en el hipocampo,
hipotalamo, bulbo olfatorio, corteza lateral, corteza frontal y area preoptica

de ratones machos.
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MATERIALES Y METODOS
1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para este estudio se utilizaron ratones de la cepa BalbC hembras y machos,
los cuales tuvieron acceso al agua y alimento ad libitum, ciclos de luz/oscuridad de
12h y cambio de cama con regularidad. Respecto a la caracterizacion de la
expresion de los mPRs en animales prepuberes y adultos los animales se
sacrificaron a las 4 y 10 semanas de edad respectivamente; mientras que para la
evaluacion del efecto de la gonadectomia prepuberal en la expresion de los mPRs,
los ratones se gonadectomizaron a las 4 semanas, bajo anestesia de una mezcla
ketamina (Anesket®, 60mg/Kg)/xilacina (Porcin® 5mg/Kg, ambos de PiSA®
agropecuaria) y se suturaron con hilo reabsorbiles (calibre 3-0; Atramat®). Otro
grupo de animales recibio cirugia simulada, bajo las mismas condiciones que los
animales gonadectomizados, y ademas de un grupo control (intacto). Después de
un mes de recuperacion los animales fueron sacrificados. En ambos disefos
experimentales los animales se sacrificaron con una sobredosis por inhalaciéon con
Sevorane® (sevoflurano, abbot®), ademas en cada set experimental se realizé por
triplicado con tres animales cada uno, dando una n = 9 por cada grupo (protocolo

aceptado por el comité de bioética del IIB).

2. ANTICUERPOS

En la deteccion de los mPRs se realizd una tincidn intracelular con
anticuerpo primario y secundario. Como anticuerpo primario se utilizé un anti-mPR
para cada subtipo (a, B y y) policlonales de cabra (Santa Cruz Biotechnology®) en
una dilucién 1:100. El anticuerpo secundario que se utilizé fue un anticuerpo de
conejo anti-cabra acoplado al fluorocromo Alexa 647 (invitrogen®) en una dilucion
1:300.
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3. INSTRUMENTOS

En la diseccion del cerebro y gonadectomias se utilizo el siguiente equipo

de diseccion (el material empleado en las gonadectomias se utilizo estéril):

. - Tijeras
- Tijeras o

o - Bisturi
- Bisturi .

_ o - Porta agujas
- Navaja de bisturi No. 15 .
) - Pinzas

- Espatula ]

. - Sutura, gasas, algodén
- Pinzas

- Jeringa de insulina (1ml)

4. OBTENCION Y DISGREGACION DE TEJIDO CEREBRAL

Se sacrificaron a los animales por una sobredosis de Sevorane® inhalado, y
se procedid a la diseccion del cerebro. Una vez colocado el cerebro sobre una
base fria y manteniendo el tejido viable mediante la adicion de PBS, se extrajeron
las 6 areas del cerebro (figura 17), bulbo olfatorio, corteza frontal, corteza lateral,
area predptica, hipotalamo e hipocampo. Para cada tejido se realizé un pool de 3
animales. Los tejidos se colocaron tubos eppendorf de 1.5 ml que contenian 500
pl medio RPMI sin SFB (Gibco®), posterior a esto, se adicioné colagenasa I
(200pg/ul; Gibco®) a cada tubo y se incubd durante 15 minutos a 37°C, pasado
este tiempo se disgregd el tejido con un pistilo y se incubé nuevamente por 15
minutos a 37°C. Terminada la incubacién de la colagenasa IV se adicionaron 500
Ml de medio RPMI (Gibco®) al 10% de SFB para detener la reaccion de la
colagenasa, a continuacion se recogié uUnicamente la suspension celular y se
centrifugaron las muestras 3 minutos a 2000 rpm y finalmente las células fueron

resuspendidas en 300 ul de amortiguador de FACS para su posterior tincion.
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Area preédptica

Corteza frontal

Hipotalamo

Cortezalateral

Bulbo olfatorio

Figura 17: Cerebro de ratdon, Se muestran las areas del que fueron extraidas: corteza frontal,

corteza lateral, hipotalamo, area predptica y bulbo olfatorio.

5. TINCION CON ANTICUERPOS

En una placa para citometria de 96 pozos fondo U se colocaron 25 pul de la
suspension celular anterior, para cada area se utilizaron 5 pozos, que
corresponden a las células sin tedir (control de autofluorescencia), células con
anticuerpo secundario (pegado inespecifico), y uno para cada una de los subtipos
del receptor (a, B y y). Las células se fijaron con paraformaldehido 10 minutos a
37°C, después se permeabilizaron con 150 ul de metanol frio a 4°C durante 30
minutos. Posteriormente se centrifugaron a 2000 rpm durante 3 minutos y lavadas
con amortiguador de FACS, mediante una nueva centrifugacién. Una vez lavadas
las células se adicionaron 25 pul del anticuerpo primario anti-a, § o y segun
corresponda y se incubaron durante 20 minutos a 4°C, trascurrido este tiempo, se
adicionaron 150 ul de amortiguador de FACS y se procedié a una centrifugacion
bajo las mismas condiciones, una vez retirado el sobrenadante, se adicionan 25 pl
del anticuerpo secundario a los pozos marcados como secundario, a, By y, se
incubaron nuevamente 20 minutos a 4°C alejadas de la luz, se adicionan 150 pl de

amortiguador de FACS y centrifugaron, finalmente las células se resuspendieron
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en 200 ul de amortiguador de FACS y se conservaron en obscuridad hasta su

captura por el citometo.

Se realiz6 la captura de datos en el citometro FACS Calibur (BD
biosciences), los datos fueron analizados usando el software FlowJo 7 y en
analisis estadistico se realizé mediante el programa Prisma 6 (ANOVA de 2 vias

seguida de una prueba de Tukey).

6. GONADECTOMIAS

Como se menciondé con anterioridad se administr6 una mezcla de
ketamina/xilacina como anestésico, ademas se comprobdé la profundidad de la
anestesia mediante la respuesta de los animales a una suave presidén sobre las
patas traseras®’. En las hembras se cortd el pelo sobre la columna lumbar y se
limpid la piel con etanol al 70%, en los machos solamente se limpié la bolsa
escrotal. Antes de comenzar las cirugias se limpié la mesa del quiréfano con

etanol.

6.1 Ovariectomia

Para la ovarectomia se colocd al raton sobre su parte ventral (espalda
expuesta) y se realizd una ligera incisidon en la parte dorsal entre la mitad de la
espalda y la base de la cola (justo debajo de la caja toracica), observandose los
musculos espinales, posteriormente se deslizé la piel sobre el dorso del animal
para localizar uno de los ovarios, los cuales se encuentran rodeados de grasa
(uno de cada lado del animal, por lo que el siguiente procedimiento se realizé dos
veces) donde se hizo una segunda incision y poder entrar a la cavidad peritoneal,
enseguida se retrajo la grasa ovarica y se expusieron los oviductos, después se
realizd una ligadura alrededor del oviducto (para prevenir sangrado) y se

extirparon los ovarios cortando el oviducto. Finalmente el cuerno uterino y la parte
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restante del oviducto se introdujeron de nuevo en la cavidad abdominal y se

realiz6 la sutura (dos puntos) con hilo reabsorbible (Atramat®) (figura 18).

Figura 18. Ovariectomia en ratdon. (A) Marca donde se realiz6 la incision; (B) ubicacion de la grasa

gonadal y del ovario; (C) identificacion del ovario (flecha negra); (D) ligadura alrededor del

oviducto; (E) extirpacién del ovario; (F) sutura de la incision inicial (Idris, 2012).

6.2 Orquiectomia

Con el raton recostado sobre su espalda (parte dorsal), se realiz6 una ligera
incision en la parte ventral del escroto dejando al descubierto el tejido conectivo
subcutaneo y los testiculos junto con la grasa gonadal, dentro del saco muscular,
donde se hizo una segunda incision, seguido de una ligera presion debajo del
estbmago para poder exponer los testiculos, donde también se expusieron el
epididimo, conducto deferente y los vasos sanguineos. Los testiculos se ligaron
alrededor de los vasos sanguineos (para prevenir el sangrado) y se extirparon
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cortando los vasos sanguineos. Finalmente se regreso el contenido restante al

saco testicular y se cerrd la piel con sutura reabsorbible (Atramat®) (figura 19).

Figura 19. Orquiectomia en rata. (A) marca de la incisién en la bolsa escrotal; (B) corte del

escroto; (C) exposicion de los testiculos (flecha negra); (D) separacion de la grasa gonadal; (E)

ligadura del testiculo; (F) extirpacion del testiculo (Idris, 2012).
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RESULTADOS

A continuacion se muestran las fotos de la suspension celular del tejido
cerebral después de la disgregacion, donde es posible observar a las neuronas del

hipocampo (figura 20-A y B).
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Figura 20. Neuronas del hipocampo vistas al microscopio 6ptico (flecha), preparacion en fresco

(fotos cortesia de QFB Rosalia Hernandez).

1. CITOMETRIA DE FLUJO

Para realizar la citometria de flujo en tejido cerebral primero se realizdé una
comparacion entre diferentes tejidos y el cerebro para descartar la presencia de

otros tipos celulares.

1.1 Citometria de flujo (dot plots) comparativa de diferentes tejidos

En las siguientes graficas de puntos (dot plots) es evidente las diferencias

de tipos celulares que estan presentes en diversos tejidos (las figuras 21-A, By C
corresponden a tejidos de hembras y las figuras 21-D, E, F a tejidos de machos).
En el bazo (figuras 21-A y D) es posible apreciar dos poblaciones celulares de
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distinto tamano, esto se observa de igual manera en el utero y en los testiculos
(figuras 21-B y 21-E). Sin embargo, en los tejidos neuronales, area preoptica

(figura 21-C) e hipocampo (figura 21-F) se observa una sola poblacién celular con

tamano y complejidad similares.
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Figura 21. Dot plots (graficas de puntos), tamafio vs granularidad (FSC vs SSC), las graficas
mostradas corresponden a células totales en cada tejido marcadas con anticuerpos para mPRa.
(A) Bazo (hembra); (B) utero (hembra de 10 semanas); (C) area preodptica (hembra 4 semanas);
(D) bazo (macho); (E) testiculo (macho 4 semanas); (F) hipocampo (macho 4 semanas).
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1.2 Dot plots de tejido neuronal

Se muestran los dot plots del area predptica de ratonas hembras de 4
semanas de edad, (figura 22), se observan las células sin tedir, las células
marcadas con anticuerpo secundario y las marcadas con anticuerpos para mPR q,
B y y. Donde ademas se encuentra marcada la parte de la poblacién utilizada,

marcada como “Tenidas”.
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Figura 22. Dot plot de células neuronales del area predptica de cerebros de ratones hembras a las
4 semanas de edad, marcadas con anti-mPR. Las figuras C, D y E estdn marcadas con el anti-
mPR y con el anticuerpo secundario. (A) Células sin tefiir que corresponden al control de
autofluorescencia, (B) células marcadas unicamente con el anticuerpo secundario como control de
pegado inespecifico del anticuerpo, (C) células marcadas con anti-mPRa, (D) células marcadas

con anti-mPRp y (E) células marcadas con anti-mPRYy.
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1.3 Histogramas de tejido

neuronal

Posteriormente la poblacion seleccionada del dot plot se grafico en

histogramas (figura 23) para hacer visible la expresion del receptor mediante el

desplazamiento de la grafica. Este desplazamiento indica la expresién del receptor

en la superficie celular, en cual se indica como porcentaje (MPR+).
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Figura 23. Historgramas del area predptica de ratones hembras de 4 semanas de edad. La linea

roja corresponde a células sin tedir, la azul a células marcadas Unicamente con anticuerpo

secundario y la naranja al receptor marcado. (A) mPRa, (B) mPRf, (C) mPRy.
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2. CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE LOS mPRS EN TEJIDO
CEREBRAL DE RATONES HEMBRAS Y MACHOS PREPUBERES Y ADULTOS.

Se presentan las graficas de la caracterizacién de la expresion de los mPRs
en tejido cerebral a las edades de 4 semanas (4s) y 10 semanas (10s) de edad
tanto en hembras como en machos; donde las barras naranjas corresponden a las
hembras y las barras verdes a los machos. Las graficas que corresponden al
porcentaje de expresion del mPR, se refieren a las células positivas, es decir, las
células que en su superficie celular expresan al mPR; mientras que las graficas
mostradas como intensidad media de fluorescencia, indican una medida relativa
de la intensidad (cantidad) de receptores presentes en la membrana celular.
Finalmente se marcan como ND (no detectado) a los subtipos de mPR que no se

expresaron en la superficie celular.

Por otra parte, se observa que el subtipo y solamente se expresa en etapas
tempranas del desarrollo (4 semanas), ya que a la edad de 10 semanas, es decir,
en animales adultos no es posible detectarlo tanto en hembras como en machos
en ninguna de las 6 areas evaluadas. Respecto al mPRa, aunque no se observa
diferencia en cuanto a su expresion e intensidad de la expresion es evidente que
esta presente en hembras y machos prepuberes y adultos en todas las areas del
cerebro. En general, el mMPR[ se expresa en una proporcion mayor en las areas
del cerebro estudiadas en comparacion con los otros dos subtipos del mPR,
ademas se observa que la cantidad (relativa) de receptores presentes en la

superficie celular es mas alta en este subtipo en comparacion con el ay con el y.
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2.1 Bulbo Olfatorio

En el bulbo olfatorio se observa que el mPR [ tiene una expresion mayor
(células positivas) (figura 24-A) en las hembras adultas (10 semanas) y en los
machos prepuberes (4 semanas) respecto a las hembras de 4 semanas. Sin
embargo, las hembras de 10 semanas presentan una intensidad en la expresion
significativamente diferente (figura 24-B) en comparacién con las hembras de 4
semanas, es decir, la intensidad de expresion del mPR[ es mayor en las hembras
de 10 semanas que en las de 4 semanas, mientras que la intensidad entre los

machos y hembras de 4 semanas no es diferente.
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Figura 24. Bulbo olfatorio. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad
media de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental,
*p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001. Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a

machos, 4s: 4 semanas o prepuberes, 10s: 10 semanas o adultos, ND: no detectado.
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2.2 Corteza Frontal

En la corteza frontal unicamente existe diferencia significativa entre las
hembras de 4 semanas y 10 semanas de edad tanto en la expresion (figura 25-A)
como en la intensidad de fluorescencia (figura 25-B) en el mPRB siendo mayor
esta en las hembras adultas, mientras que entre los machos no se observa
diferencia alguna en ninguna de las variables evaluadas, ni tampoco al comprar
hembras con machos de la misma edad. En los mPRa y y no se observa

diferencia significativa en ninguna de las variables evaluadas.
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Figura 25. Corteza frontal. Se muestra el porcentaje de expresién de los mPRs (A) e intensidad
media de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental,
*p<0.05, **p<0.01. Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a machos, 4s: 4

semanas o prepuberes, 10s: 10 semanas o adultos, ND: no detectado.
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2.3 Corteza Lateral

En la corteza cerebral no se observé diferencia significativa entre hembras
ni machos ni tampoco entre las edades de los ratones tanto en el porcentaje de
expresion (figura 26-A) como en la intensidad media de fluorescencia (figura 26-B)
para ninguno de los subtipos del mPR (a, B y y). Aunque se observa, en general,
que sigue siendo mayor la expresion del mPRp respecto al mPRa y al mPRy y que
la intensidad con la que se expresa el mPRa es la misma en hembras y machos,
ademas, comparando la corteza lateral con otras areas, como el bulbo olfatorio o

el area preoptica, la intensidad de fluorescencia media del mMPRf( es menor.
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Figura 26. Corteza lateral. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad
media de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental.
Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a machos, 4s: 4 semanas o prepuberes,

10s: 10 semanas o adultos, ND: no detectado.

72



2.4 Area Preéptica

El mPRB se expresa mas en células del area preoptica de las hembras
(figura 27-A) de 10 semanas, al igual que una intensidad significativamente
diferente respecto a las hembras de 4 semanas (figura 27-B). Sin embargo,
respecto a los machos adultos no se observa diferencia significativa.
Observandose ademas, que la intensidad en la expresion del mPRa es igual en
ambos sexos de los ratones a diferentes edades. Adicionalmente, asi como en las
areas del cerebro descritas arriba, la expresion del mPRy se observa unicamente

en animales prepuberes.

AreaPredptica

*kkk &
80- — £ 10- -
[ =
& .—|
x 2 gl _
£ 60+ 5
el
g [ 6
- T
du; 404 @
5 2 4
I.>I.l< £
- e
4 20 g 5
=N e
c
I ND 2 | | ND
{=
B2 A0 p% WOP e A0 po Q% Ko W02 pB QP - B’ 202 BB AQP B’ Q% pB QP B2 202 B2 AO%
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

o p ¥ o P Y

Figura 27. Area predptica. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad
media de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental,
***p<0.001, ****p<0.0001. Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a machos, 4s:
4 semanas o prepuberes, 10s: 10 semanas o adultos, ND: no detectado.
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2.5 Hipotalamo

Al igual que en la corteza lateral, en el hipotalamo no existe diferencia
significativa en cuanto a la expresion de los mPRs (figura 28-A), asi como
tampoco respecto a la intensidad de la expresion de estos (figura 28-B). Pero se
observa nuevamente que el mPR[ esta presente en la superficie de células del
hipotalamo tanto en hembras como en machos en una proporcion mayor. Ademas
se sigue el mismo comportamiento en la expresion del mPRa y el y que en las
otras areas del cerebro. Por otra parte, aunque en las hembras de 4 semanas el
porcentaje de expresion del mPRa y y es bajo, la intensidad con la que el receptor
esta presente en la superficie celular se encuentra dentro del rango que se aprecia

en las areas del cerebro descritas arriba.
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Figura 28. Hipotalamo. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad media
de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental.
Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a machos, 4s: 4 semanas o prepuberes,

10s: 10 semanas o adultos, ND: no detectado.
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2.6 Hipocampo

La expresion del mPRa en el hipocampo (figura 29-A) es menor esta area
evaluada, sin embargo, la intensidad con la que se expresan en la superficie
celular (figura 29-B) es elevada. Respecto al mPRp, solamente existe diferencia
significativa en la intensidad media de fluorescencia entre las hembras de 4
semanas y las de 10 semanas (figura 29-B), siendo mayor en las hembras adultas.
Al igual que en las 5 regiones anteriores el subtipo y solamente se expresa en

animales prepuberes.
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Figura 29. Hipocampo. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad media
de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental,
*p<0.05. Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a machos, 4s: 4 semanas o

prepuberes, 10s: 10 semanas o adultos, ND: no detectado.
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3. EFECTO DE LA GONADECTOMIA PREPUBERAL EN LA EXPRESION DE
LOS mPRS EN TEJIDO CEREBRAL DE RATONES HEMBRAS Y MACHOS

A continuacidn se muestran las graficas de la evaluacion del efecto de la
gonadectomia prepuberal de ratones hembras y machos en la expresion de los
mPRs. Las graficas que corresponden al porcentaje de expresién del mPR, se
refieren a las células positivas, es decir, las células que en su superficie celular
expresan al mPR; mientras que las graficas mostradas como intensidad media de
fluorescencia, indican una medida relativa de la intensidad (cantidad) de
receptores presentes en la membrana celular. Las barras naranjas corresponden a
las hembras y las barras verdes a los machos. Las abreviaturas corresponden a
CtrL: control, Sh: sham (cirugia simulada), Gx: gonadectomizados (ovariectomia
en hembras y orquiectomia en machos) y ND: no detectado (subtipos de mPR que

no se expresaron en la superficie celular).

En general, se observa que el mPRp es el subtipo mas expresado en la
superficie de las células del tejido cerebral, mientras que el mPRa se expresa en
menor proporcidon. Sin embargo, el mPRy no se expresa en hembras ni machos
bajo ningun tratamiento ni en ninguna area del cerebro evaluada, con excepcién
de los machos sham, y en los cuales se expresa en las seis areas evaluadas.
Cabe resaltar, que en las hembras gonadectomizadas no se expresa ninguin mPR
en ninguna de las regiones cerebrales que se estudiaron. Ademas, en la mayoria
de las regiones cerebrales se observo que en los animales sham se incrementa la

expresion de los mPR.

3.1 Bulbo Olfatorio

En el bulbo olfatorio existe diferencia significativa entre los animales sham y
los gonadectomizados (hembra y machos) ya que en los ratones sham el
porcentaje de células tefiidas para el mPRa (figura 30-A) es mayor. Respecto a la
intesidad del receptor unicamente se observa diferencia significativa entre las

hembras sham y gonadectomizadas, donde las sham tienen mayor intensidad en
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la expresion del receptor; mientras que entre las hembras y machos
gonadectomizados (figura 30-B), donde en estos ultimos la intensidad de media de
fluorescencia del receptor es mayor. Para el mPRpB, las hembras control y los
machos gonadectomizados tienen mayor expresion de este subtipo en
comparacion con las hembras gonadectomizadas, en donde es nula la presencia
del receptor en la superficie celular (figura 30-A). De igual manera, estas
diferencias se observan en la intensidad de fluorescencia media del mPR},
adicionalmente se observa diferencia entre los machos gonadectomizados y
controles, donde los animales control tienen mayor intensidad de fluorescencia
media (figura 30-B). ElI mPRy solamente se expresa en machos

gonadectomizados.
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Figura 30. Bulbo olfatorio. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad
media de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a machos,
Ctrl: control, Sh: sham, Gx: gonadectomizado, ND: no detectado. Las siguientes diferencias ente
los grupos del mPRB no se muestran en las gréaficas: Figura A: hembras Ctrl vs hembras Sh
(****p<0.0001), hembras Sh vs hembras Gx (****p<0.0001), machos Sh vs machos Gx
(****p<0.0001). Figura B: hembras Ctrl vs hembras Sh (****p<0.0001), hembras Sh vs hembras Gx
(****p<0.0001), machos Ctrl vs machos Sh (***p<0.001), machos Sh vs machos Gx (****p<0.0001).
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3.2 Corteza Frontal

Respecto al porcentaje de expresion (figura 31-A) en el mPRa no se
observa diferencia significativa entre los grupos ni tratamientos. Sin embargo, en
la intensidad de fluorescencia media existe diferencia entre las hembras sham y
las gonadectomizadas (figura 31-B). En el porcentaje de expresion del mPRpB es
mayor en hembras y machos sham respecto a los animales control y
gonadectomizados, en donde es menor y nula, respectivamente (figura 31-A). Por
otro lado las hembras gonadectomizadas no presentan intensidad de fluorescencia
media, la cual es significativamente diferente de las hembras control asi como de
los machos gonadectomizados (figura 31-B). Sin embargo, el mPRy solamente se

expresa en machos sham.
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Figura 31. Corteza frontal. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad
media de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental,
*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a
machos, Ctrl: control, Sh: sham, Gx: gonadectomizado, ND: no detectado. Las siguientes
diferencias ente los grupos del mPRf no se muestran en las graficas: Figura B: hembras Ctrl
vs hembras Sh (**p<0.01), hembras Sh vs hembras Gx (****p<0.0001), hembras Sh vs machos Sh
(**p<0.01), machos Ctrl vs machos Sh (****p<0.0001), machos Sh vs machos Gx (****p<0.0001).
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3.3 Corteza Lateral

Respecto al mPRa en la corteza lateral no se observa diferencia
significativa en el porcentaje de expresion de este subtipo (figura 32-A). Sin
embargo, en la intensidad de fluorescencia medial se aprecia que las hembras
gonadectomizadas, que no expresan el receptor, son diferentes de las hembras
sham y de los machos gonadectomizados (figura 32-B). Por otra parte, los
animales sham (hembras y machos) son significativamente diferentes de los
animales gonadectomizados en cuanto a la expresion del mPRp, donde se
observa que los animales que se sometieron a la cirugia simulada presentan un
porcentaje en la expresion del mPR mayor (figura 32-A), mientras que en la
intensidad de fluorescencia las hembras gonadectomizadas son diferentes de las

hembras control, asi como de los machos gonadectomizados (figura 32-B).
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Figura 32. Corteza lateral. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad
media de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Barras naranjas corresponden a hembras y barras
verdes a machos, Ctrl: control, Sh: sham, Gx: gonadectomizado, ND: no detectado. Las siguientes
diferencias ente los grupos del mPRf no se muestran en las graficas: Figura B: hembras Sh
vs hembras Gx (****p<0.0001), machos Ctrl vs machos Sh (*p<0.05), machos Sh vs machos Gx
(**p<0.01).
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3.4 Area preéptica

En el area preoptica el porcentaje de expresion del mPRa no presento
diferencia alguna entre las condiciones experimentales evaluadas (figura 32-A).
Sin embargo, en la intensidad de fluorescencia las hembras sham tienen una
intensidad de fluorescencia mayor respecto a las hembras gonadectomizadas, las
cuales no expresan al mPRa, por lo que tampoco tienen intensidad de
fluorescencia (figura 32-B). Respecto al mPRpB se observa que las hembras
gonadectomizadas, que no presentan la expresion del mPR, son diferentes de las
hembras control, asi como a los machos gonadectomizados (figura 33-A), de igual
manera, estas misma diferencias se observan en la intensidad media de

fluorescencia (figura 33-B).
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Figura 33. Area predptica. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad
media de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental,
*p<0.05, **p<0.01. Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a machos, Ctrl:
control, Sh: sham, Gx: gonadectomizado, ND: no detectado. Las siguientes diferencias ente los
grupos del mPRB no se muestran en las graficas: Figura A: hembras Ctrl vs hembras Sh
(****p<0.0001), hembras Sh vs hembras Gx (****p<0.0001), machos Ctrl vs machos Sh (*p<0.05),
machos Sh vs machos Gx (****p<0.0001). Figura B: hembras Ctrl vs hembras Sh (**p<0.01),
hembras Sh vs hembras Gx (****p<0.0001), hembras Sh vs machos Sh (****p<0.0001), machos Cirl
vs machos Sh (***p<0.001), machos Sh vs machos Gx (****p<0.0001).
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3.5 Hipotalamo

En el hipotalamo solo existe diferencia significativa tanto en el porcentaje de
expresion, asi como en la intensidad media de fluorescencia del mPR[. Se obseva
una diferencia entre los animlaes control y los animales gonadectomizados (tanto
hembras como machos), donde estos ultimos tienen una menor expresion del
mPRp (o nula en el caso de las hembras) respecto a los a los controles (figura 34-
A). Respecto a la intensidad en la expresion de este receptor, existe diferencia
entre las hembras gonadectomizadas y las hembras control y los machos

gonadectomizados (figura 34-B).
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Figura 34. Hipotalamo. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad media
de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental,
*p<0.05, **p<0.01, ****p>0.0001. Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a
machos, Ctrl: control, Sh: sham, Gx: gonadectomizado, ND: no detectado. Las siguientes
diferencias ente los grupos del mPR@ no se muestran en las graficas: Figura A: hembras Citrl
vs hembras Sh (*p<0.05), hembras Sh vs hembras Gx (****p<0.0001), machos Sh vs machos Gx
(****p<0.0001). Figura B: hembras Sh vs hembras Gx (****p<0.0001), machos Sh vs machos Gx
(****p<0.0001).
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3.6 Hipocampo

Al igual que en hipotalamo, en el hipocampo solamente se observa
diferencia significativa en cuanto a la expresion e intensidad media de
fluorescencia del mPRp. El porcentaje de expresién del mPRB es menor en los
machos gonadectomizados en comparacioén con los machos control (figura 35-A).
Sin embargo, en la intensidad de fluorescencia media (figura 34-B) las hembras
sham tienen una mayor intensidad que las hembras gonadectomizadas
(***p<0.001, no mostrada), al igual que los machos gonadectomizados tienen una
mayor intensidad respecto a las hembras gonadectimizadas (las cuales no
expresan el receptor, y por lo tanto, tampoco presentan intensidad de
fluorescencia). También se observa que las hembras control son
significativamente diferentes de las hembras gonadectomizadas en cuanto a la

intensidad de fluorescencia.
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Figura 35. Hipocampo. Se muestra el porcentaje de expresion de los mPRs (A) e intensidad media
de fluorescencia (B). Se observa el error estandar, con una N=3 en cada grupo experimental,
*p<0.05. Barras naranjas corresponden a hembras y barras verdes a machos, Ctrl: control, Sh:

sham, Gx: gonadectomizado, ND: no detectado.
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DISCUSION

Es importante destacar que con la citometria es posible conocer si las células
expresan en la superficie celular el receptor (células positivas) y la intensidad
media de fluorescencia (medida relativa de la cantidad de receptores presentes en
la superficie celular) que a diferencia de técnicas como RT-PCR, que nos indica si
esta presente o no el mMRNA, no su expresion; podemos caracterizar la expresion
del mPR en la superficie celular. Existen diversos estudios donde evaluaron
diferentes érganos y tejidos con técnicas como RT-PCR para determinar donde se
podian expresar los mPRs*’, estos estudios se realizaron tanto en tejido de rata y
ratdén asi como en tejidos de humanos, en los cuales se incluyen diversas areas de
cerebro como hipotalamo y la corteza cerebral. Por otro lado, algunos estudios de
distribucién neuroanatémicos utilizando hibridacion in situ®® demostraron baja y
homogénea expresion de mPRs en el hipotalamo y sodlida expresion en los
nucleos del talamo y de la corteza de estradiol, pero en este caso de ratas
hembras ovarectomizadas tratadas con estradiol. Ninguno de estos estudios hace
una comparacion entre hembras y machos o entre diferentes etapas de los
animales, aunque existen reportes de que los tres subtipos se expresan tanto en

|4O

ratas como ratones y que esta expresion varia a lo largo del ciclo estral™ en las

hembras.

Aunque existen variaciones en la expresion de los receptores dentro del
SNC, tanto en hembras como en machos, se observa en general que el mPRJ es
el mas expresado en tejido neuronal. Sin embargo, en las areas donde mas se
expresa son el bulbo olfatorio, la corteza frontal y el area predptica, mostrando asi
que este subtipo de receptor puede estar implicado en las diverdas funciones que
se llevan a cabo en estas regiones cerebrales. Por otro lado el mPRy esta
presente unicamente en los animales prepuberes y con la misma intensidad y
porcentaje de expresion que el mPRa, aunque este ultimo se expresa tanto en
animales prepuberes y adultos en las seis areas del cerebro (bulbo olfatorio,
corteza frontal, corteza lateral, area predptica, hipotalamo e hipocampo), esta

expresion diferencial de la expresion e intensidad de los receptores puede tener

83



influencia en el comportamiento y la conducta sexual, memoria, efectos

neuroprotectores, estado de animo, entre otros.

Como es posible observar en las graficas de bulbo olfatorio (figura 24),
corteza frontal (figura 25) y area preoptica (figura 27) el mPRB se expresa en
mayor proporcion en las hembras de 10 semanas en comparacion con las
hembras prepuberes, esto puede deberse a que la expresidén de los mPRs, al igual
que la expresién de los PR y mPRs en el tejido reproductivo, esta regulada por los
cambios hormonales del ciclo estral, y se sabe que a la edad de 4 semanas las
hembras aun no estan sexualmente maduras a diferencia de las hembras de 10
semanas, en las cuales la carga hormonal cambia dependiendo de la fase del ciclo
en la que se encuentre, donde en el proestro los mPRs tienen una regulacion
positiva por estrégenos y una regulaciéon negativa por progesterona*. Aunque en
el hipotalmo la presencia de los subtipos a y B tiene una posible participacion en
los efectos de la retroalimentacion negativa de la progesterona en la secrecién de
la GnRH, no se observd diferencia significativa entre las hembras de 4 y 10
semanas (figura 28). Mientras que en el hipocampo (figura 29) unicamente se
observa diferencia en la intensidad media de fluorescencia entre hembras de 4 y
10 semanas, estos nos indica que las hembras adultas tienen una mayor cantidad

de mPRp expresado en la membrana de células del hipocampo.

En los animales machos se observa una amplia expresion del mPRp en el
SNC, sin embargo, no se encontré diferencia significativa en los niveles de
expresion entre animales prepuberes y adultos, ya que los machos no presentan
ciclos hormonales”, es decir, la cantidad de hormona circulante en el organismo o
sintetizada es la misma a lo largo del dia, semanas o meses, aunque
hormonalmente entre animales prepuberes y adultos si existen niveles diferentes
de hormonas basadas en la produccion, secrecidon y concentraciones circulantes
en el organismo, esta diferencia podria no influir en la expresion del mPRB dentro
del SNC.

Haciendo una comparacion de la expresion entre hembras y machos de las

mismas edades no se obtuvieron diferencias significativas entre ambos grupos,
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pero es posible observar que el porcentaje de expresion y la intensidad media de
fluorescencia del mPRp es similar tanto en hembras como en machos a las 10
semanas de edad, en esta etapa los animales ya alcanzaron la madurez sexual,

razon por la cual se expresa en la misma intensidad este subtipo del receptor.

De igual manera, se caracterizé la expresion del mPRa dentro del SNC,
encontrandose que se expresa en el bulbo olfatorio, la corteza frontal, la corteza
lateral, el area predptica, el hipotalamo y el hipocampo, pero en ninguna de estas
se observo diferencia significativa en la expresién ni tampoco en la intensidad
media de fluorescencia haciendo comparaciones entre sexo o entre edades de los
animales. Sin embargo, se observa que este receptor se expresa dentro del SNC
de ratones hembras y machos, algo que hasta el momento ha sido pobremente
reportado en la literatura. Con estos resultados obtenidos es probable que la
expresion del mPRa no esté influenciada®, por la fase del ciclo estral o esta

influencia sea minima de modo que no tiene consecuencia alguna en la expresion.

Aunque se sabe muy poco acerca de la expresion mPRy dentro del SNC,
se ha reportado la presencia de mRNA de este receptor en cerebros humanos*,
sin embargo, existen pocos estudios donde se reporte ampliamente la expresion
del mPRYy en tejido neuronal. En el presente estudio se realizd la caracterizacion
de la expresion de este subtipo dentro del SNC, encontrandose que se expresa en
todas las areas evaluadas, pero unicamente en el cerebro de animales prepuberes
(hembras y machos), esto puede ser consecuencia de la carga hormonal que
presentan los animales en la edad adulta, ocasionando una retroalimentacion

negativa en el receptor, suprimiendo asi su expresion.

En resumen, el MPRf es el mas expresado dentro del SNC, encontrandose
que unicamente existen diferencias entre hembras de 4 y 10 semanas de edad; la
expresion del mPRa no esté influenciada por la carga hormonal de los animales ya
que el nivel de expresion es similar tanto hembras como machos, asi como entre
animales prepuberes y adultos, y finalmente, el mPRy se expresa unicamente en
animales prepuberes, suponiendo que la carga hormonal de los animales adultos

tiene un efecto negativo sobre el mPRy. En general la expresion diferencial en las
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regiones del cerebro puede tener influencias en el comportamiento sexual,

memoria y aprendizaje, entre otros.

Como ya se describié anteriormente, la sintesis de la progesterona y otras
hormonas esteroides se lleva a cabo no sélo en las génadas o en la glandula
adenal, sino también en el cerebro, sin embargo no se conoce ampliamente como
es que puede estar influenciada esta sintesis y mucho menos se sabe cémo se
regula la expresion de los mPRs dentro del cerebro, y una manera de explicar un
poco esta incognita fue realizando la caracterizaciéon de la expresion de los mPRs
en tejido cerebral en animales que fueron gonadectomizados prepuberalmente,
donde se encontraron cuatro patrones de expresion relevantes en las seis areas
analizadas, 1) las hembras gonadectomizadas no expresan ninguna de los
subtipos de los mPRs; 2) en los animales sham se incrementa la expresion de los
mPRs; 3) el mPRB tiene mayor expresion dentro del SNC y 4) los machos

gonadectomizados si expresan los tres subtipos de los mPRs.

Se sabe que los esteroides libres son capaces de difundir a través de la
barrera hematoencefadlica para unirse a los receptores de membrana y a los
receptores intracelulares. Asi los niveles en el cerebro de un esteroide en
particular estan compuestos de esteroides provenientes de la periferia y de
esteroides sintetizados dentro del SNC. Por otro lado existen estudios donde se
muestra que el estradiol regula positivamente la sintesis de progesterona dentro

del SNC y de igual manera la expresién de los PR.%®

En el hipotalamo, el estradiol produce una retroalimetacion positiva en la
sintesis de la neuroprogesterona en la regulacion del ciclo estral de las rata en las
neuronas hipotalamicas, donde se observo que en los astrocitos post-puberales
cultivados de ratas hembras expresan ARNm de RNAStAR, P450scc y 3-HSD asi
como también la sintesis neuroprogesterona, ademas de que en cultivos de
astrocitos tratados con estradiol se induce la sintesis de neuroprogesterona. Esta
accion fue mediada a través de los receptores a estrogeno (ER). Tanto el receptor
intracelular como los receptores asociados a membrana ERa y ERB fueron

localizados en los astrocitos que sugieren dos posibles mecanismos para la
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regulacion del estradiol en la sintesis de neuroprogesterona: aumento de los
niveles de las proteinas implicadas en neurosteroidogenes o el aumento de la

actividad de estas proteinas®.

Con base a lo anterior, el retiro de las gbénadas provocé en las hembras la
pérdida de la fuente principal de estrogenos, los cuales regulan la sintesis de la
neuroprogesterona asi como la interrupcion en los ciclos estrales. Esta pérdida en
la regulacién de la sintesis de la progesterona en el SNC y la disminucién y/o
pérdida de la sintesis de la progesterona tiene como resultado que los mPRs no
se expresen la superficie de la membrana de células cerebrales (figuras 31-36).
Sin embargo, las génadas no son la unica fuente de hormonas esteroides, ya que
también se sintetizan en glandula adrenal, pero en menor proporcidon, y son
utilizadas para regular otras funciones dentro del organismo ya que su

concentracion en plasma es menor y no son suficientes para poder llegar al SNC.

Por otro lado, se observa que los machos gonadectomizados si expresan
los mPRs dentro del SNC, esto nos indica que en los machos la sintesis de
progesterona y mPRs no se ve afectada por la eliminacion de las gonadas, es
decir, las hormonas sintetizadas dentro del SNC no dependen de la regulacion por
hormonas provenientes de la periferia como en el caso de las hembras (figuras 31-
36).

Al igual que en los animales prepuberes y adultos, en los animales
gonadectomizados, machos y hembras, (con e}xcepcion de las hembras
gonadectomizadas), los animales sham y los control, la expresién el mPRfB es
mayor en el tejido cerebral de los animales, respecto a los otros dos subtipos del
mPR (figuras 31-36) por lo que se pone en evidencia que este subtipo estaria
implicado en diversas funciones fisiolégicas que se llevan a cabo en cada una de
las diferentes areas del cerebro, no sbélo en la regulacion de las funciones
reproductivas. Respecto a las hembras gonadectomizadas, estas no expresan
ningun subtipo de mPR en las células de tejido neuronal (figuras 31-36), esto
puede ser consecuencia de que la sintesis neuronal en las hembras adultas este

regulada por las gdénadas y los cambios en las concentraciones circulantes de
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hormonas durante los ciclos estrales, ya que al retirar los ovarios se elimina la
regulacion hormonal de la sintesis de progesterona y otras hormonas, aunque en
la glandula adrenal también se sintetiza progesterona, la produccion es mucho

menor.

Respecto a la expresion del mPR vy, los machos sham son los unicos que
expresan este subtipo del receptor (figuras 31-36). En este sentido observamos
que los animales sham (hembras y machos) expresan en mayor proporcion los
subtipos a y B en casi todas las areas del cerebro, esto puede ser consecuencia
de que algunos neuroesteroides, como la progesterona y derivados de ésta, son
liberados durante el estrés fisiolégicoeg. Aunque se sabe que los niveles en plasma
y cerebro de la alopregnolona aumentan rapidamente después de un estrés
agudo®, este incremento podria mantenerse durante un periodo de tiempo

prolongado, es decir, estrés cronico e inducir la expresion de los mPRs.

En resumen, en todas las areas del SNC evaluadas en el presente trabajo
se observa que el subtipo B, tiene un porcentaje de expresién mayor, asi como
una mayor intensidad de fluorescencia media en los animales sham, respecto a
los mPRa y mPRYy. Es evidente que el subtipo a, se expresa poco dentro del SNC,
pero tiene presencia en todas las areas. Sin embargo, el subtipo y unicamente se
expresa en los machos sham, esto indica que este mPR podria estar relacionado
con el estrés en los machos, esto puede ser consecuencia del incremento de las
concentraciones de alopregnolona en el cerebro debido a un estrés crénico. De
igual manera el mPRp, podria estar relacionado con el estrés, ademas de otras

funciones fisioldgicas.
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CONCLUSIONES

® Los mPRs se expresan ampliamente dentro del SNC de ratones hembras y

machos.

® En las hembras, la expresién del mPRf en el bulbo olfatorio, corteza frontal

y area preoptica es dependiente de la edad.

® La expresion del mPRy dentro del SNC es dependiente de la edad del

organismo, tanto en los ratones macho como en las hembras.

® EI estrés influye en la expresion de los receptores en ratones macho y

hembra.
@ En los machos, el estrés induce la expresion del mPRYy.

® En las hembras es necesaria la presencia de los esteroides sexuales para

la expresion de los mPRs en el cerebro.

® En los machos los esteroides gonadales no influyen en la expresion de los
mPRs dentro del SNC.
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