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V. Resumen. 
 

El Receptor a Progesterona (PR) pertenece a la superfamilia de receptores nucleares y 

participa en la regulación de múltiples procesos relacionados y no relacionados con la 

reproducción. A partir del gen que codifica para el PR se presentan dos isoformas 

principales (PR-A y PR-B), cuya expresión génica se regula a partir de promotores 

específicos y su transcripción se lleva a cabo a partir de sitios de inicio de la transcripción 

alternativos. A pesar de que la regulación por estrógenos de ambas isoformas ha sido 

ampliamente descrita en el hipotálamo de roedores adultos, actualmente se desconoce 

dicha regulación en células hipotalámicas embrionarias, así como la participación de 

factores de transcripción y marcas epigenéticas que están involucrados.  
 

El objetivo del presente trabajo consistió en establecer la participación de los factores de 

transcripción y mecanismos epigenéticos involucrados en la regulación de la expresión de 

las isoformas del gen PR en una línea celular embrionaria de hipotálamo de ratón 

(mHypoE-N42) mediante tratamientos con estradiol. 
 

Los resultados mostraron que la expresión de la isoforma PR-B se indujo de forma 

transitoria a las 6 horas del tratamiento con estradiol, de una forma dependiente del 

Receptor de Estrógenos α (ERα). Dicha inducción se asoció al incremento en la 

fosforilación del ERα en la serina 118 y al reclutamiento del ERα en el promotor de la 

isoforma PR-B. Posteriormente, se observó una disminución en la expresión de la 

isoforma PR-B a las 12 h del tratamiento con estradiol, la cual fue asociada a una 

disminución en el posicionamiento del factor de transcripción Sp1 y de la RNA polimerasa 

II en el promotor respectivo, así como a un menor enriquecimiento de la histona H3K4me3 

en dicha región sin detectar cambios en la metilación o hidroximetilación del DNA. Por 

otra parte, no se encontraron cambios en la expresión de la isoforma PR-A dependientes 

de estradiol que pudieran estar relacionados con los factores de transcripción o marcas 

epigenéticas evaluadas en este estudio. El presente trabajo demuestra que en células 

hipotalámicas embrionarias existe una regulación diferencial de las isoformas del PR 

mediada por estradiol, y que la inducción de la isoforma PR-B está asociada a la 

interacción de factores de transcripción y cambios epigenéticos en su promotor 

respectivo. 
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VI. Antecedentes. 
  

6.1. Receptor a Progesterona 
 

La progesterona participa en la regulación de múltiples funciones en el cerebro 

relacionadas con la reproducción, tal como la conducta sexual y la ovulación 

(Camacho-Arroyo et al. 1996). Muchos de las acciones mediadas por la 

progesterona dependen de la interacción con su receptor nuclear específico (Pgr, 

Uniprot: Q00175), el cual pertenece a la superfamilia de receptores nucleares 

(O’Malley et al. 1970). De acuerdo a la nomenclatura internacional de genes para 

roedores y humanos (MGNC y HGNC, respectivamente), el receptor a 

progesterona (proteína) se identifica con las siglas Pgr (roedores). Por otro lado, la 

mayoría de los reportes en la literatura lo identifican de acuerdo a sus siglas en 

inglés en mayúsculas (PR), por lo que en el presente trabajo se referirá al receptor 

a progesterona de esta forma para evitar confusión. De igual forma, en el caso del 

receptor de estrógenos alfa (Esr1, Uniprot: P19785), se referirá a éste de acuerdo 

a sus siglas en inglés (ERα), tal como con el receptor de estrógenos beta (ERβ, 

Esr2, Uniprot: O08537). Por otro lado, se seguirá la nomenclatura internacional 

para las demás proteínas y/o genes que se refieran en el presente trabajo. En el 

caso de los genes, de acuerdo a la nomenclatura internacional los genes se 

escribirán con cursivas y las proteínas sin cursivas.  

 

El PR contiene diferentes dominios (Fig. 1a), dentro de los cuales se encuentran: 

el dominio amino terminal (NTD) que contiene a la función activadora 1 (AF1), el 

dominio de unión a DNA (DBD) seguido por la región bisagra (h) y el dominio de 

unión a ligando que contiene a la AF2 (ver Fig. 1a). El mecanismo clásico 

mediante el cual el PR activa la transcripción de sus genes blanco es el siguiente: 

en ausencia de ligando el PR se mantiene asociado con moléculas chaperonas 

como las proteínas de choque térmico 70/90 (complejo Hsp70/90); una vez que el 

PR interacciona con su ligando se induce un cambio conformacional que 

promueve su fosforilación, lo que a su vez provoca la disociación del complejo con 
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proteínas chaperonas, la dimerización y translocación al núcleo; posteriormente el 

receptor activado se une a los elementos de respuesta a progesterona (PRE) 

localizados en sus genes blanco, para después reclutar a los correguladores 

necesarios para inducir la transcripción (Fig. 2) (Jacobsen & Horwitz 2012; Helsen 

& Claessens 2014; Ceballos-Chávez et al. 2015; Lange et al. 2000; Villamar-Cruz 

et al. 2006). 

 

    Promotor B     Promotor A 

PROMOTORES 
 

EXÓN 1 (PR-B) 
 

EXÓN 1 (PR-A) 

EXÓN 1                           EXÓN 2             EXÓN 3             EXÓN 4 
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rc

en
ta

je
 (%

) G
C

 

  500 pb                   1000 pb                1500 pb                  2000 pb                  2500 pb                  3000 pb 
CpG 

AUG1 AUG2 

 
 
Fig. 1. Representación esquemática de las isoformas del Receptor a Progesterona (PR) y del gen 
que las codifica. a. Dominios y regiones de las isoformas del PR. Los sitios de fosforilación se 
muestran en amarillo y los sitios de sumoilación en azul, la región rica en prolina se muestra en 
rojo. b. Representación del gen PR (arriba) y vista aumentada de la región 5’ (abajo). Se muestran 
los promotores, sitios de inicio de transcripción y codones alternativos para cada isoforma. Se 
muestran los elementos de respuesta a estrógenos (ERE) y una representación gráfica de las islas 
CpG contenidas en la región 5’ del gen PR (columnas azules). Modificado de (Hill et al. 2012; 
Sasaki et al. 2001). Gráfico de islas CpG obtenido con el programa Methprimer. AUG1, codón de 
inicio de la isoforma PR-B; AUG2, codón de inicio de la isoforma PR-A; ERE, elementos de 
respuesta a estrógenos; TSS, sitio de inicio de la transcripción. 
 



11 

 

El PR se presenta como dos isoformas (PR-A y PR-B; el PR total que incluye 

ambas isoformas se definirá como PR), las cuales son producto de sitios de inicio 

de la transcripción alternativos y de la inducción de distintos promotores dentro del 

mismo gen (Fig. 1b) (Kraus et al. 1993). Se ha descrito que también existen otras 

isoformas del PR (PR-C, PR-S, PR-T y PR-M), las cuales han sido poco 

exploradas y no se ha establecido de manera clara su efecto funcional (Patel et al. 

2015). A nivel de proteína, la isoforma PR-B contiene 164 aminoácidos en el 

extremo amino terminal que no contiene la isoforma PR-A, dentro de los cuales se 

encuentra la AF3 (Fig. 1a). La presencia de AF3 en la isoforma PR-B está 

asociada al reclutamiento de correguladores específicos en los promotores de los 

genes regulados por dicha isoforma, y por lo tanto a diferentes efectos funcionales 

respecto a la isoforma PR-A (Vegeto et al. 1993). Por lo general se asume que la 

isoforma PR-A actúa como represor transcripcional de los genes regulados por la 

isoforma PR-B. Sin embargo, también se ha reportado que ambas isoformas 

actúan como activadores transcripcionales de diferentes genes en un mismo 

contexto celular (Richer et al. 2002). Por lo tanto, el efecto funcional del PR en un 

contexto celular en particular, es el resultado de la proporción del contenido de 

ambas isoformas (Camacho-Arroyo et al. 2007; Guerra-Araiza et al. 2000). La 

proporción PR-A/PR-B varía en todos los tejidos dependiendo de la edad, sexo, 

estado hormonal y ciclo estral. Nuestro grupo de trabajo y otros grupos han 

demostrado que en el hipotálamo de roedores existe una variación en el contenido 

de ambas isoformas a lo largo del ciclo estral y como resultado de tratamientos 

con estradiol y progesterona, la cual ha sido asociada con la presentación de la 

conducta sexual. En particular, en el hipotálamo y el área preóptica de la rata 

hembra el estradiol induce la expresión de la isoforma PR-B en mayor proporción 

que la isoforma PR-A, lo cual se ha asociado al inicio de dicha conducta sexual 

(Camacho-Arroyo et al. 2007; Guerra-Araiza et al. 2003; White et al. 2007; 

Mendoza-Garcés et al. 2010; Mendoza-Garcés et al. 2013). Por lo general, la 

expresión de la isoforma PR-A es mayor, respecto a la expresión de la isoforma 

PR-B, en el hipotálamo de roedores adultos, lo cual también se ha observado en 
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una línea celular hipotalámica de origen embrionario (D12), en la cual la expresión 

de ambas isoformas es inducida por estradiol (Fitzpatrick et al. 1999).  

 

 
Fig. 2. Mecanismo clásico de acción del PR. La descripción del mecanismo se encuentra en el 
texto. Modificado de (Patel et al. 2015). Algunos de los genes blanco del PR se muestran en la 
parte inferior de la figura. BTA, maquinaria de transcripción basal; CR, correguladores; PRE, 
elementos de respuesta a progesterona. 
 

Se ha demostrado que existe un dimorfismo sexual en cuanto a la expresión del 

PR en diferentes áreas del cerebro, lo cual ha sido asociado a eventos de 

diferenciación sexual durante el desarrollo. Los niveles más altos de contenido del 

PR en el cerebro se han observado en los núcleos del hipotálamo y área 

preóptica, los cuales están asociados a la regulación de conducta reproductiva y 

funciones neuroendócrinas en roedores (Quadros et al. 2007).  Este dimorfismo 

sexual se ha atribuido principalmente a la exposición a estrógenos durante 

distintas etapas del desarrollo. El contenido del PR durante el desarrollo 
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embrionario es mayor en machos que en hembras en hipotálamo y área preóptica, 

lo que ha sido atribuido a los niveles altos de testosterona y la conversión de ésta 

en estradiol a través de la aromatasa (Quadros, Pfau, et al. 2002). Hasta el 

momento, se desconocen los mecanismos a través de los cuales se induce la 

expresión del PR en el hipotálamo durante el desarrollo embrionario y en 

particular, si existe una regulación diferencial de las dos isoformas. 

 

6.2. Regulación transcripcional del PR  
  

Los estrógenos son los principales reguladores de la expresión del PR a través de 

su receptor nuclear específico (ER), además de que influyen en el balance PR-

A/PR-B (Guerra-Araiza et al. 2003). También existe evidencia de que los 

mecanismos no genómicos dependientes de estrógenos participan en la inducción 

del PR (Sá et al. 2013). En particular, se ha demostrado que la inducción del PR 

mediada por estradiol (estrógeno más potente) es inhibida al administrar el 

antagonista del ER (ICI 182780) en células hipotalámicas D12, lo que sugiere que 

al menos alguna isoforma de este receptor nuclear (ERα o ERβ) está involucrada 

en la regulación del PR (Fitzpatrick et al. 1999). Estudios más recientes 

confirmaron que dicha regulación es mediada por el ERα en el núcleo 

ventromedial del hipotálamo, región indispensable para el control de la conducta 

sexual (Sá et al. 2013). Además, existe una correlación entre el incremento 

máximo en los niveles de expresión de la isoforma PR-B y los niveles más altos de 

estradiol y ERα en el hipotálamo de ratas en proestro (Guerra-Araiza et al. 2000), 

previo al inicio de la conducta sexual. Por otra parte, se ha demostrado que el ERβ 

regula la localización del PR en el núcleo ventromedial del hipotálamo (Sá et al. 

2015). 

 

Resulta interesante que la isoforma PR-B no contiene en su promotor elementos 

de respuesta a estrógenos (ERE) a través de los cuales se une directamente el  

ERα en sus promotores blanco (Kastner et al. 1990). Sin embargo, se ha 

reportado que el ERα unido a su ligando es reclutado en el promotor del gen PR a 
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través de la interacción con los factores de transcripción Proteína Específica 1 

(SP1) y Proteína Activadora 1 (AP1) en células MCF7 de cáncer de mama (Petz et 

al. 2002; Petz et al. 2004). A diferencia del ERα, el factor de transcripción SP1 

permanece unido al promotor del gen de PR independientemente de la presencia 

de estrógenos. Una vez que el ERα se encuentra en el promotor de sus genes 

blanco, recluta una serie de correguladores que son específicos de acuerdo al 

gen, región reguladora, tiempo y contexto celular, para inducir cambios en la 

cromatina para activar la transcripción (Won Jeong et al. 2012). Recientemente se 

ha reportado que el ERα también se une a regiones reguladoras distales del gen 

PR en el núcleo ventromedial del hipotálamo (Gagnidze et al. 2013). A pesar de 

que la regulación transcripcional del PR ha sido ampliamente estudiada en 

modelos de cáncer de mama, actualmente existen pocos trabajos que describan 

los mecanismos de regulación transcripcional del PR en el hipotálamo, 

particularmente en células de tipo embrionario. 

 

A pesar de que ambas isoformas del PR se expresan en el hipotálamo mediobasal 

(en el cual se encuentra el núcleo ventromedial), se ha demostrado que 

únicamente la isoforma PR-B se induce durante la tarde del proestro, para 

posteriormente disminuir su expresión durante la tarde del mismo, lo cual a su vez 

correlaciona con los niveles de estradiol y progesterona (Liu & Arbogast 2009; 

Mendoza-Garcés et al. 2013). Al contrario que el estradiol, la progesterona regula 

negativamente la expresión del gen PR, lo cual se ha confirmado en distintos 

estudios. En particular, se ha demostrado que el estradiol induce la expresión de 

ambas isoformas del PR y que la progesterona disminuye su expresión en el 

hipotálamo de ratas ovariectomizadas (Szabo et al. 2000; Camacho-Arroyo et al. 

1998; Guerra-Araiza et al. 2002). Resulta interesante que en estos estudios los 

cambios inducidos por estradiol y progesterona son más acentuados para la 

isoforma PR-B, lo que sugiere que dicha isoforma es más sensible a la regulación 

hormonal que la isoforma PR-A en el hipotálamo. Dicha regulación de la isoforma 

PR-B mediada por estradiol y progesterona en el hipotálamo de ratas 

ovariectomizadas no se ha observado en individuos machos gonadectomizados, lo 
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que sugiere un papel funcional diferencial de dicha isoforma en las ratas hembras 

(Scott et al. 2002). Se ha reportado que tratamientos con estradiol inducen la 

expresión de la isoforma PR-B en el área preóptica de ratas ovariectomizadas 

(otra región indispensable para la regulación de la conducta sexual en roedores) y 

por el contrario tratamientos con progesterona disminuyen su expresión en dicha 

región, sin observar cambios en la expresión de la isoforma PR-A (Camacho-

Arroyo et al. 1998).  

 

Contrario a lo reportado en el hipotálamo de roedores adultos, existen pocos 

trabajos en los que se haya estudiado la expresión de las isoformas del gen PR 

durante el desarrollo. Al igual que en adultos, existe un dimorfismo sexual en la 

expresión del PR en el cerebro de roedores (Wagner 2008). En particular, la 

expresión del PR es indispensable para la diferenciación sexual del cerebro en 

machos, ya que éstos expresan mayores niveles del PR respecto a las hembras 

en diferentes regiones del cerebro desde el día embrionario 17 hasta el día 

posnatal 28 (Quadros et al. 2007; Quadros & Wagner 2008). En particular, el área 

preóptica es una región dimórfica y sensible a la regulación por estradiol en 

machos, así como indispensable para la diferenciación sexual y programación de 

la conducta sexual masculina en roedores (Lenz et al. 2012). Estudios realizados 

por el grupo del Dr. Cerbón, demostraron que la desfeminización de ratas hembras 

mediante tratamientos con estradiol y testosterona, estaba asociado a un aumento 

en la expresión del PR en hipotálamo y área preóptica (Arrieta et al. 2003). Lo 

anterior confirma que la regulación de la expresión del PR en machos durante el 

desarrollo es mediada por el estradiol, el cual se obtiene principalmente a través 

de la aromatización de la testosterona que es secretada en altas concentraciones 

por los testículos (Quadros, Goldstein, et al. 2002). La participación del PR durante 

la diferenciación sexual de los machos fue confirmada mediante tratamientos con 

el antagonista específico del PR (RU486) durante la etapa crítica de diferenciación 

sexual del cerebro, en los cuales se observó que la conducta sexual de los 

machos adultos tratados fue alterada (Lonstein et al. 2001). A pesar de la 

importancia de la regulación del PR durante el periodo crítico de diferenciación 
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sexual en roedores, actualmente no existen trabajos en los que se haya estudiado 

la regulación diferencial de la expresión de las isoformas del gen PR durante el 

desarrollo embrionario, así como tampoco los mecanismos moleculares a través 

de los cuales se lleva a cabo dicha regulación.  

 

6.3. Regulación epigenética del PR 
 

La definición clásica de epigenética consiste en el estudio de los cambios 

heredables en la función de los genes que no son resultado de modificaciones en 

la secuencia del DNA (Dupont et al. 2009). Sin embargo, se ha considerado que 

esta definición es limitada debido a los mecanismos moleculares que se han 

descubierto en los últimos años (Felsenfeld 2014). La regulación epigenética de la 

expresión génica involucra la modificación post-traduccional de las histonas, la 

metilación del DNA, interacciones distales, entre otras. Resulta interesante que las 

dos primeras marcas epigenéticas han sido muy estudiadas en diversos procesos 

patológicos (como el cáncer) como posibles blancos terapéuticos, por ser 

potencialmente reversibles (Biçaku et al. 2008; Hansberg-Pastor et al. 2013; Ren 

et al. 2007; Walton et al. 2008).  

 

6.3.1. Modificaciones post-traduccionales de histonas 
 

La cromatina es un complejo de DNA, histonas y proteínas tipo no histonas que se 

encuentra en el núcleo de las células. El nucleosoma es la unidad fundamental de 

la cromatina, el cual está compuesto por cuatro dímeros de cada histona (H2A, 

H2B, H3 y H4), las cuales se encuentran envueltas en aproximadamente 165 pb 

de DNA (Felsenfeld & Groudine 2003; Correll et al. 2012). Dichos nucleosomas se 

encuentran conectados entre sí por la histona H1 y el DNA de unión. Los extremos 

amino terminales de las histonas se denominan “colas de histonas”, las cuales son 

sujetas a modificaciones post-traduccionales tales como acetilación, metilación, 

fosforilación, entre otras (Rothbart & Strahl 2014). En general, el efecto de cada 

modificación de histona sobre la transcripción depende del residuo que sea 
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modificado, del tipo de modificación y de las modificaciones que existan en el 

mismo u otros residuos, así como en la misma y/o diferente histona (Kouzarides 

2007) (Fig. 3). 

 

 
Fig. 3. Distribución de las modificaciones post-traduccionales de histonas en un gen y el efecto de 
cada modificación sobre otra. a. Distribución de las marcas de histonas (metilación y acetilación) en 
el promotor (lado izquierdo) y cuerpo del gen (lado derecho). Las marcas de histonas relacionadas 
con transcripción activa están marcadas en color naranja y las marcas de histonas de histonas 
relacionadas con represión transcripcional están marcadas en color azul. b. Efecto de algunas 
modificaciones post-traduccionales de histonas sobre otras. Los efectos positivos (que favorecen 
una modificación en particular o su efecto funcional) están señalados con una flecha y los efectos 
negativos (que inhiben una modificación en particular o su efecto funcional) con una línea 
horizontal. Modificado de (Wiench et al. 2011; Kouzarides 2007).  
 

La acetilación de histonas es una marca típica de cromatina transcripcionalmente 

activa, ya que neutraliza la carga positiva de los residuos de lisina (que a su vez 

interaccionan con el DNA por su carga negativa) reduciendo el nivel de 

compactación de la cromatina, además de que dicha modificación es reconocida 

por factores de transcripción (a través de un bromodominio) que promueven la 

transcripción (Sanchez & Zhou 2009; Kouzarides 2007). La acetilación de histonas 

es catalizada por acetil transferasas de histonas (HATs) y su remoción por 

desacetilasas de histonas (HDACs) (Lander et al. 2001; Oñate et al. 1995). Por 

otra parte, el efecto de la metilación de histonas en la transcripción depende del 

residuo que sea modificado, el cual es reconocido de manera específica por 
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proteínas o complejos proteicos que ejercerán un efecto sobre la transcripción 

(Taverna et al. 2007). En particular, en las regiones promotoras la metilación de la 

lisina 4 en la histona H3 (H3K4me) está asociada con activación transcripcional 

debido a que recluta proteínas que promueven la transcripción, tal como la 

subunidad TAF3 de la maquinaria de transcripción basal (TFIID) que reconoce a la 

H3K4me3 a través de un homeodominio (Musselman et al. 2012). Por otro lado, la 

metilación de la lisina 9 en la histona 3 (H3K9me) está asociada con represión 

transcripcional ya que es reconocida por proteínas que promueven la formación de 

heterocromatina como la proteína HP1 a través de un cromodominio que reconoce 

a la H3K9m3 y H3K9me2 (Benevolenskaya 2007; Klose & Zhang 2007; Barski et 

al. 2007; Musselman et al. 2012). 

 

Actualmente, existen muy pocos trabajos en los que se haya estudiado la 

participación de las modificaciones de histonas en el promotor del gen PR en 

hipotálamo, la mayoría de los trabajos se han realizado en células de cáncer de 

mama, por lo que a continuación se describirán de manera breve los principales 

hallazgos en este modelo. En células MCF7 se ha descrito que los niveles de 

histonas H3 y H4 acetiladas son mayores en el promotor de PR-A respecto al de 

PR-B (Xu et al. 2004). En este trabajo también se estableció que el promotor de 

PR-B, a diferencia del promotor de PR-A, muestra un incremento en la acetilación 

de histonas dependiente de estrógenos. Se ha reportado que cuando se inhibe la 

activación transcripcional dependiente del ERα del gen PR en células de cáncer 

de mama, se reclutan en su promotor correpresores y desacetilasas de histonas 

(Leu et al. 2004). Por otra parte, en otro estudio se estableció que la expresión de 

PR-B en células de astrocitoma no es afectada por tratamientos con tricostatina A 

(inhibidor de desacetilasas de histonas) (Hansberg-Pastor et al. 2013). Lo anterior, 

sugiere que existen mecanismos distintos de regulación transcripcional para cada 

uno de los promotores a nivel de acetilación de histonas, que depende también del 

contexto celular. 
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Recientemente se ha reportado la participación de distintos correguladores en la 

regulación de la expresión génica del PR en la línea celular MCF7 (Won Jeong et 

al. 2012). Dentro de estos correguladores se encuentran metiltransferasas de 

histonas (KMT2A, EHMT2), coactivadores de receptores esteroideos (NCOA3) y el 

factor pionero para la unión del ERα a sus sitios blanco (FOXA1). En particular, 

mediante el silenciamiento con RNAs de interferencia pequeños (siRNAs) se 

estableció que las metiltransferasas de histonas KMT2A (que metila a la H3K4) y 

EHMT2 (que metila a la H3K9) participan como coactivador y correpresor, 

respectivamente. Además, en este estudio se observó que los diferentes 

correguladores se reclutaban de manera cíclica en las regiones reguladoras del 

gen PR en una forma dependiente del tiempo de exposición a estradiol, tal como 

se ha descrito en otros genes regulados por el ERα (Kangaspeska et al. 2008). 

Utilizando el mismo modelo, el grupo de Stratmann, et al., reportó que la 

desmetilasa de la histona H3K4, KDM5A, participa en la represión del PR 

(Stratmann & Haendler 2011). Por otra parte, en un modelo in vivo se demostró 

que el incremento de la histona H3K4me3 en el promotor del gen PR correlaciona 

con el incremento en la expresión de PR-A en miometrio durante el inicio del parto 

(Chai et al. 2012).  

 

Utilizando un modelo in vivo, se estudiaron las modificaciones post-traduccionales 

de histonas que pudieran estar involucradas en la regulación transcripcional del 

gen PR en el hipotálamo ventromedial de rata con tratamientos de estradiol a 

tiempos cortos (Gagnidze et al. 2013). En este estudio, los niveles globales de 

H3Ac y H3K4me3 mostraron una leve inducción a las 6 h de tratamiento, mientras 

que la marca H3K9me3 mostró un comportamiento cíclico que dependía del 

tiempo. Además, el posicionamiento de las marcas H3Ac y H3K4me3 en cuatro 

regiones distintas cercanas a los promotores de PR-A y PR-B fue distinto 

dependiendo del tiempo de inducción y la región cerebral de estudio. Lo anterior 

sugiere que existe un patrón diferencial de modificaciones post-traduccionales de 

histonas en los promotores de ambas isoformas, el cual también está influenciado 
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por el tiempo de exposición al estradiol, al menos en el hipotálamo de roedores 

adultos. 

  

6.3.2. Metilación del DNA 
 

La metilación en la posición 5 de la citosina es una importante modificación 

epigenética ampliamente utilizada en mecanismos diversos como regulación 

transcripcional, inactivación del cromosoma X, impronta, entre otros (Siegfried & 

Cedar 1997). Se conoce que la incorporación y mantenimiento correcto de los 

patrones de metilación en los sitios CpG en el genoma son eventos esenciales 

durante el desarrollo, gametogénesis y diferenciación. Las metiltransferasas 

(DNMT) son las enzimas encargadas de mantener el patrón de metilación en el 

DNA, principalmente a través de la DNMT1 durante la replicación. La DNMT1 

actúa únicamente sobre DNA hemimetilado, a diferencia de las metiltransferasas 

DNMT3A y DNMT3B cuyo sustrato puede ser DNA no metilado o hemimetilado 

(Ingrosso & Perna 2009).  

 

Existen regiones en el genoma que están compuestas por al menos 60% de 

dinucleótidos CpG (10 veces más que el contenido promedio en el genoma) en 

una longitud de alrededor de 1000 pb, las cuales se definen como islas CpG 

(Antequera 2003). Por lo general, las islas CpG se encuentran desmetiladas y 

están presentes en los promotores de alrededor del 70% de los genes en el 

genoma humano (Saxonov et al. 2006). Se ha reportado que la hipermetilación en 

los promotores con una alta e intermedia densidad de islas CpG  está asociada 

con represión transcripcional, mientras que el estado de metilación en los 

promotores con una baja densidad de islas CpG no afecta su estado 

transcripcional, el cual está mediado principalmente por modificaciones post-

traduccionales de histonas (Weber et al. 2007).  

 

Recientemente, se ha reconocido que el estado de metilación del DNA es 

resultado de un proceso altamente dinámico, el cual requiere la participación de 
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mecanismos de metilación y desmetilación activa (Gavin et al. 2013). De hecho, se 

ha demostrado la participación de la desmetilación activa en múltiples procesos 

durante el desarrollo y diferenciación (Kress et al. 2006; Shovlin et al. 2008; Niehrs 

2009), aunque el mecanismo por el cual se lleva a cabo en mamíferos aún es 

controversial. Recientemente se ha propuesto un modelo en el cual la citosina 

metilada es sometida a una serie de reacciones de oxidación (catalizadas por las 

dioxigenasas TET)  para obtener 5-carboxilcitosina, la cual es sustrato de la 

timina-DNA glicosilasa (TDG) para generar un sitio abásico que es reconocido y 

reparado por el sistema de reparación por escisión de bases (BER), el cual 

incorpora la citosina no metilada (He et al. 2011). La presencia del primer 

intermediario de las reacciones de oxidación (5-hidroximetilcitosina) en distintos 

tejidos ha destacado la importancia y posible participación de este mecanismo en 

procesos neuronales y patológicos como el cáncer (Guidotti et al. 2011; Yu et al. 

2011), siendo este intermediario reconocido como la sexta base del genoma. El 

enriquecimiento de esta base en regiones promotoras correlaciona inversamente 

con el contenido de 5-metilcitosina y por lo general con la represión transcripcional 

(Iqbal et al. 2011). Cada vez existe mayor evidencia de que tanto la desmetilación 

activa del DNA como la 5-hidroximetilcitosina tienen una gran relevancia en 

procesos biológicos, principalmente en aquellos relacionados con el cáncer 

(Kroeze et al. 2015). 

 

Tal como las modificaciones post-traduccionales de histonas, la metilación del 

DNA también tiene un papel indispensable en la regulación del PR, tal como se ha 

demostrado en diversos modelos patológicos de cáncer y endometriosis, en los 

cuales la expresión diferencial de ambas isoformas del PR está relacionada con el 

estado de metilación de sus respectivos promotores (Pathiraja et al. 2011; 

Hansberg-Pastor et al. 2013).  

 

En particular, se ha reportado en carcinoma invasivo de glándula mamaria que la 

hipermetilación del gen PR está asociada a la pérdida de su expresión (Mirza et al. 

2007), mientras que tratamientos con inhibidores de las DNMTs recuperan la 
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expresión del PR en líneas celulares de cáncer de mama que no expresan de 

manera endógena el PR (T47D-Y) ni el ER (MDA-MD-231) (Billam et al. 2010; 

Abdel-Hafiz & Horwitz 2015). De manera similar, en tumores cerebrales se ha 

reportado recientemente que tratamientos con inhibidores de las DNMTs producen 

un aumento en la expresión del PR en una línea celular derivada de astrocitoma 

humano grado III (U373) (Hansberg-Pastor et al. 2013). Por otra parte, este 

aumento de la expresión del PR inducido por los tratamientos con inhibidores de 

las DNMT no se observó en una línea celular derivada de un glioblastoma (D54), 

lo que sugiere que este tipo de células provenientes de un tumor más agresivo ha 

perdido la habilidad de regular la expresión del PR a través de la metilación del 

DNA (Hansberg-Pastor et al. 2013). 

 

También se ha observado que, posterior al nacimiento, existen cambios 

dependientes de estrógenos en los patrones de metilación en el promotor del gen 

PR en el hipotálamo de roedores (Schwarz et al. 2010), así como en diferentes 

etapas del desarrollo embrionario (Gonzales et al. 2012). En un estudio reciente 

realizado por nuestro grupo de trabajo (Anexo 3), se demostró que en el 

hipotálamo de rata la regulación diferencial de la expresión génica de PR-A y PR-

B durante la transición proestro-estro correlaciona con el estado de metilación en 

sus promotores respectivos (Mendoza-Garcés et al. 2013). Específicamente, se 

observó un incremento transitorio en la expresión de la isoforma PR-B durante la 

transición proestro-estro, mientras que la isoforma PR-A no mostró un cambio 

estadísticamente significativo en su expresión a lo largo de dicha transición. 

Resulta interesante que se observó un incremento en la metilación del promotor 

de PR-B a lo largo de la transición proestro-estro, mientras que el promotor de PR-

A permanece desmetilado. Lo anterior correlaciona con la disminución de la 

expresión de PR-B a las 21:00 h del proestro, y resulta interesante que el 

incremento en la metilación del DNA en el promotor de PR-B involucra un sitio de 

unión al coactivador Sp1, lo cual explicaría la disminución en la expresión de dicha 

isoforma (Li et al. 2014). Se ha descrito que al comparar las líneas celulares de 

cáncer de mama MCF7 (PR+) y C4 (PR-), el posicionamiento del coactivador SP1 
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en el promotor de PR-B correlaciona con la expresión de PR-B en células MCF7, y 

su ausencia con la expresión nula del PR en células C4 (Xu et al. 2004).  

 

6.4. Mecanismos de regulación epigenética y transcripcional mediada  
por receptores nucleares 

 

La regulación transcripcional a través de receptores nucleares es mediada por la 

unión de sus ligandos específicos, lo cual genera un cambio conformacional que 

permite el reclutamiento de distintos coactivadores y a su vez, la conversión del 

receptor en activador (Rosenfeld et al. 2006).  

 

Contrario al modelo tradicional de regulación transcripcional, se ha demostrado 

que los receptores nucleares en ausencia de ligando reclutan complejos 

represores para evitar la activación constitutiva de sus genes blanco. En células 

MCF7, el ERα recluta a KDM1A (demetilasa de histonas) y a otros represores 

transcripcionales para asegurar la respuesta dependiente de estrógenos y evitar la 

expresión constitutiva de sus genes blanco en ausencia de estradiol (Garcia-

Bassets et al. 2007). Este estudio también señaló que existe una participación 

importante de las modificaciones de histonas H3K4me2 y H3K9me2 durante este 

proceso, las cuales se encuentran enriquecidas de manera transitoria durante la 

activación transcripcional dependiente de estrógenos, lo que a su vez ha sido 

relacionado con la actividad de KDM1A y otras enzimas que modifican la 

metilación de histonas. Esto correlaciona con la observación de que la presencia 

de la modificación de histona H3K9me2 es necesaria para la activación 

transcripcional mediada por ERα (Perillo et al. 2008). 

 

Este tipo de regulación transcripcional se ha observado en los receptores de la 

hormona tiroidea y del ácido retinoico (Privalsky 2004). Respecto a la regulación 

mediada por el PR, se ha demostrado que en células MCF7 el PR sin ligando 

recluta a un complejo represor que depende de la presencia de H3K9me3 (Vicent 

et al. 2013). El reclutamiento específico de correpresores y las modificaciones de 
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histonas particulares, dependen también del grupo de genes que son regulados 

(Garcia-Bassets et al. 2007). 

 

En particular, la interacción del ERα unido a estradiol con el promotor de TFF1 

(gen regulado por estrógenos) en células MCF7 induce el reclutamiento de forma 

ordenada y cíclica de acetilasas y metilasas de histonas, así como de complejos 

remodeladores de la cromatina dependientes de ATP para promover la 

transcripción. Esto se encuentra acoplado a la incorporación ordenada y cíclica del 

componente APIS de la subunidad 19S del proteasoma, desacetilasas de histonas 

y complejos correpresores en el mismo promotor para inhibir la transcripción, una 

vez que se ha llevado a cabo el ciclo transcripcional (Métivier et al. 2003). 

 

6.5. Mecanismos moleculares de regulación hormonal en cultivos 
hipotalámicos 

 

El estudio de mecanismos moleculares in vivo a partir del hipotálamo es complejo 

debido a la arquitectura heterogénea de esta región neuroendócrina, así como a la 

gran variabilidad entre individuos y material de trabajo obtenido para técnicas 

moleculares. Para solucionar este problema, se han obtenido líneas celulares 

hipotalámicas inmortalizadas, cuyas clonas han sido clasificadas de acuerdo a los 

péptidos que expresan de forma estable, permitiendo el estudio de mecanismos 

diversos a nivel molecular (Dalvi et al. 2011). Por lo tanto, en el presente trabajo 

se tomará ventaja del comportamiento similar en roedores en cuanto a respuesta 

sexual y regulación del PR en hipotálamo, y se trabajará con cultivos 

hipotalámicos de ratón (Belsham et al. 2004). 

 

Se ha demostrado que tratamientos con estradiol y progesterona influyen en la 

expresión del gen que codifica para la aromatasa (Cyp19a1) en la línea celular 

embrionaria mHypoE-N42 (Yilmaz et al. 2011). La regulación de la expresión del 

gen de la aromatasa está relacionada con la diferenciación y conducta sexual en 

roedores, al igual que las isoformas del gen de PR. Modelos en ratones Knock-Out 
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para el gen Cyp19a1 han demostrado que las hembras homocigotas muestran una 

conducta sexual alterada respecto a hembras silvestres (Bakker et al. 2002).  Al 

igual que con el PR, tratamientos con estradiol inducen la expresión del gen de la 

aromatasa, mientras que tratamientos con progesterona inhiben su expresión  

(Yilmaz et al. 2011; Yilmaz et al. 2009). Además, la línea celular mHypoE-N42 

expresa a nivel de proteína y mensajero al PR y al ERα. Por lo tanto, esta línea 

celular constituye un posible modelo adecuado para estudiar los mecanismos 

moleculares de regulación de la expresión de las isoformas del gen PR. 
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VII. Aportación del proyecto 
 

Este proyecto permitirá establecer el mecanismo molecular mediante el cual se 

regula la expresión de las isoformas A y B del gen PR en la línea celular 

hipotalámica embrionaria mHypoE-N42 mediante tratamientos con estradiol. 

 

Se trata de un modelo in vitro en el cual se determinará la posible participación de 

ciclos de activación/represión transcripcional en los promotores del gen PR. 

VIII. Hipótesis. 
 

La expresión diferencial de las isoformas PR-A y PR-B en células mHypoE-N42 

correlaciona con cambios en el enriquecimiento de las marcas de histona H3K9ac, 

H3K4me3 y H3K9me2, el estado de metilación del DNA y el reclutamiento de los 

factores de transcripción ERα y Sp1, los cuales ocurren de manera cíclica y 

específica en los promotores A y B del gen PR. 

 

IX. Objetivo 
 

Establecer la participación de las modificaciones post-traduccionales de histonas 

H3K9ac, H3K4me3 y H3K9me2, la metilación del DNA y los factores de 

transcripción ERα y Sp1 en la regulación de la expresión genética mediada por 

estradiol  de las isoformas del gen PR en la línea celular hipotalámica mHypoE-

N42. 
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X. Metodología 
 

10.1. Cultivo celular 
 

Las células mHypoE-N42 de hipotálamo de ratón se obtuvieron con la compañía 

Cellutions Biosystems (Toronto, Canadá). Estas células son derivadas de cultivos 

primarios de hipotálamo de ratón (días 15, 17 y 18 de gestación), las cuales fueron 

inmortalizadas y aisladas por diluciones seriales hasta obtener una serie de clonas 

distintas. Las células se cultivaron en medio DMEM alto en glucosa (Life 

Technologies, California, EUA) suplementado con suero fetal bovino al 10% (SFB) 

y 1% de penicilina/estreptomicina (Life Technologies, California, EUA). Las células 

se utilizaron en los pases 24 a 26 para los experimentos.  

 

10.2. Tratamientos 
 

Previo a los tratamientos, 2x106 células se mantuvieron en medio DMEM sin rojo 

de fenol (Life Technologies, California, EUA) y suero libre de hormonas hasta que 

mostraron una confluencia entre el 80-90%. Posteriormente las células se 

incubaron en medio DMEM sin rojo de fenol y sin suero durante toda la noche. Las 

células fueron tratadas con diferentes concentraciones de estradiol (Sigma, 

Missouri, EUA) ó 0.002% de etanol (vehículo) durante 6 y 12 h. Para confirmar que 

la regulación de la expresión génica por estradiol era mediada por el ERα y no por 

otras isoformas, se evaluó el efecto de un antagonista altamente selectivo para el 

ERα, el dihidrocloruro de 1,3-Bis (4-hidroxifenil)-4-metil-5-[4-(2-

piperidiniletoxi)fenol]-1H-pirazol (MPP, Tocris Bioscience, Bristol, UK). Se 

realizaron tratamientos solo con MPP (5 nM) o en combinación con 100 nM de 

estradiol. Finalmente, se hicieron tratamientos con progesterona (Sigma, Missouri, 

EUA)  y progesterona con estradiol  (ambos a 100 nM) durante 6 horas. 
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10.3. Extracción de RNA y  PCR en tiempo real 
 

El RNA total se aisló mediante el método de un solo paso basado en la extracción 

con isotiocianato/fenol/cloroformo utilizando el reactivo TRIzol (Life Technologies, 

California, EUA). La concentración del RNA extraído se determinó por fluorometría 

mediante el kit de cuantificación Quant-It RiboGreen (Life Technologies, California, 

EUA) y su integridad fue evaluada por electroforesis desnaturalizante al 1% de 

agarosa. Se utilizaron 2 µg de RNA total para la obtención de cDNA de cadena 

sencilla por retrotranscripción mediante el kit SuperScript III First Strand Synthesis 

SuperMix (Life Technologies, California, EUA) de acuerdo a las especificaciones 

del fabricante. Posteriormente 5 µL del producto de la reacción anterior 

(equivalente a 100 ng)  se sometieron a PCR por tiempo real en el equipo 7500 de 

Applied Biosystems (Life Technologies, California, EUA) para obtener la 

cuantificación relativa del transcrito correspondiente a cada una de las isoformas 

del gen PR (PR-B y PR-A+PR-B) por el método de Ct comparativo, utilizando para 

normalizar el transcrito correspondiente al gen Gapdh (ensayo: Mm99999915_g1) 

y como sistema de detección las sondas TAQMAN (Life Technologies, California, 

EUA). Todos los productos de PCR fueron estudiados y analizados juntos durante 

los experimentos. Los niveles de expresión de la isoforma PR-A se obtuvieron al 

restar los niveles obtenidos del PR total (PR-A+PR-B) menos los niveles obtenidos 

de la isoforma PR-B. Todas las reacciones de PCR generaron un solo producto de 

PCR en el peso molecular esperado, confirmado mediante un gel de agarosa al 

2% teñido con GelRed (Biotium, EUA) y mediante una curva de desnaturalización 

en el caso de los productos analizados por SYBR GREEN. Los oligonucleótidos y 

las condiciones que fueron empleadas para las reacciones de PCR se muestran 

en las tablas 1, 2 y 3. A partir de este punto, en los resultados y figuras se 

mencionará primero a la isoforma PR-B y después a la isoforma PR-A, ya que la 

isoforma PR-B corresponde al transcrito más grande y por lo tanto a la isoforma 

más grande a nivel de proteína (se encuentra en la parte superior del blot), así 

como su promotor se encuentra río arriba del promotor de la isoforma PR-A. 
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para el análisis por PCR en tiempo real. 

 

Blanco Secuencia (5’-3’) Detección Aplicación 
PR-B Forward-CAGCACCGGCCACACCAGTT 

Reverse-CCAAGCGTGCAAGCAAGGGG 
Probe- ACACGTCTGGCGCTTCGCCCTCCCC 

TaqMan Expresión 
génica 

PR total Forward-ATTCTACTCGCTGTGCCTTACC 
Reverse-CATGGGTCACCTGGAGTTTGA 
Probe- ATGTGGCAAATCCC 

TaqMan Expresión 
génica 

Src1 Forward-TGCAGCCTTTCATCATGGGA 
Reverse- GTTGTTGTTGGATGGTGGCA 
 

SYBR 
GREEN 

Expresión 
génica 

Fos Forward-CAGCACCGGCCACACCAGTT 
Reverse-CCAAGCGTGCAAGCAAGGGG 
 

SYBR 
GREEN 

Expresión 
génica 

Gapdh Forward-GTCAAGGCCGAGAATGGGAA 
Reverse-GAAGGGGCGGAGATGATGAC 
 

SYBR 
GREEN 

Expresión 
génica 

Promotor 
de PR-B  

Forward-GGTGGGGCTGGCATGCTTCT 
Reverse-ACTCCCGCTATCTCCGGACTTCT 
Probe-TGGGCGGGCCTTCCTAGAGCGCCA 

TaqMan ChIP 

Promotor 
de PR-A  

Forward-CAGCACCGGCCACACCAGTT 
Reverse-CCAAGCGTGCAAGCAAGGGG 
Probe-ACACGTCTGGCGCTTCGCCCTCCCC 

TaqMan ChIP 

 

Tabla 2. Condiciones generales para la PCR en tiempo real. 

Reactivos Concentración final 
Master Mix (2X) 1 X 
Sonda (20X) [sólo para 
ensayos TaqMan] 

1X 

DNA 
Agua 

5.0 μL (100 ng) 
c.b.p. 20 μL 

 

Tabla 3. Condiciones generales para los ciclos de amplificación. 

Paso Temperatura (°C) Tiempo 
1 50 2 min. 
2 95 10 min. 
3 95 30 s. 
4 60 1 min. 
Repetir 2-4 por 40 
ciclos 
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10.4. Extracción de proteínas y caracterización por Western Blot 
 

Las células se homogeneizaron en buffer RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM 

NaCl, 1% NP40, 0.25% Desoxicolato de sodio) con inhibidores de proteasas y 

fosfatasas (Roche, Basel, Suiza) para obtener proteínas totales centrifugando 

durante 30 minutos a 12500 rpm a 4°C. Las proteínas obtenidas se cuantificaron 

por el método de Bradford, utilizando una curva patrón con diferentes 

concentraciones de albúmina. Posteriormente 40 µg de proteína se separaron en 

un gel de SDS-poliacrilamida al 7.5% a 95 V. La transferencia se llevó a cabo en 

una membrana de PVDF (Millipore, Massachusetts, EUA) utilizando una cámara 

semihúmeda (BioRad, California, EUA). La membrana se bloqueó durante 30 

minutos a temperatura ambiente con 10% de leche en polvo baja en grasa y 

Tween al 0.1% en TBS. Se incubó toda la noche a 4°C con los anticuerpos para 

detectar al PR, la fosforilación del ERα en la serina 118 y Sp1 (Santa Cruz, Texas, 

EUA). Posteriormente se incubó durante una hora a temperatura ambiente el 

anticuerpo secundario acoplado a una peroxidasa de rábano y se reveló por 

quimuioluminiscencia mediante el kit ECL (Amersham, Piscataway, EUA). 

Después las membranas fueron sometidas al “stripping” para remover los 

anticuerpos unidos con glicina ácida (25 mM, pH 2.5; 1% SDS) a temperatura 

ambiente durante 30 minutos, para ser incubadas con los anticuerpos para 

detectar al ERα y Gapdh (Santa Cruz, Texas, EUA) como control de carga en las 

mismas condiciones mencionadas anteriormente. Finalmente se realizó un análisis 

densitométrico de las bandas obtenidas mediante el software UVP Imaging 

System (UVP, EUA). 

 

10.5. Inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 
 

Las células se incubaron con formaldehido a una concentración final de 1% 

durante 10 min a temperatura ambiente en agitación suave. Posteriormente se 

detuvo la reacción de entrecruzamiento adicionando glicina a una concentración 

final de 0.125 M y se incubó durante 5 min a temperatura ambiente en agitación 
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suave. Las células se lavaron con PBS frío (adicionado con PMSF 1mM), se 

rasparon y transfiereron a un tubo de 1.5 mL, se centrifugaron a 1000 RPM 

durante 3 min a 4 ºC y se descartó el sobrenadante. Posteriormente se 

resuspendió el botón en 1 mL de Buffer de lisis (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM 

Tris pH 8) con inhibidores de proteasas (Roche, Basel, Suiza). 

Posteriormente se realizó la sonicación de la cromatina en un equipo SONICS 

Vibra Cell (Sonics, Connecticut, EUA) con las siguientes condiciones: 75% de 

amplitud, 10 segundos encendido y 60 segundos apagado, durante 6 pulsos. Se 

obtuvieron fragmentos de DNA con un tamaño modal de 1000 pb, el cual fue 

confirmado en un gel de agarosa al 2% teñido con GelRed (Biotium, EUA). Se 

diluyeron (1:10) 25 µg de cromatina con buffer de dilución adicionado con 

inhibidores de proteasas. Se preclareó la cromatina con proteína A/G agarosa 

(Santa Cruz, Texas, EUA), colocando en agitación durante 1 hora a 4ºC. Se 

colectó la proteína A/G centrifugando a 3000 RPM durante 1min a 4ºC y se tomó 

10% del sobrenadante (input) y el resto se incubó con 2-5 µg de anticuerpos para 

inmunoprecipitar a H3K9ac, H3K4me3, H3K9me2 y RNA Pol II (Abcam, 

Cambridge, Reino Unido), ERα y Sp1 (Santa Cruz, Texas, EUA) e IgG de conejo 

como control negativo (Santa Cruz, Texas, EUA) en agitación durante toda la 

noche A 4°C. Posteriormente se agregaron 20 µL de proteína A/G y se incubó 1 h 

a 4ºC en agitación. Se colectaron los complejos (anticuerpo/antígeno/DNA) 

centrifugando a 3000 RPM durante 1 min a 4ºC y se lavaron con buffer bajo en 

sales, alto en sales y con cloruro de litio. Finalmente se lavaron los complejos con 

buffer TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8.0). Los complejos se eluyeron al 

adicionar buffer de elución (SDS 1%, NaHCO3 0.1 M) e incubar durante 15 min a 

temperatura ambiente. Se incubó con RNAsa (Promega, Wisconsin, EUA) durante 

30 minutos a 37ºC, para después hacer el desentrecruzamiento con proteinasa K 

(Roche, Basel, Suiza) durante toda la noche a 55ºC y posteriormente con NaCl 5 

M durante 6 h a 65ºC. Se purificó el DNA mediante el kit Wizard® SV Gel and 

PCR Clean-Up System (Promega, Wisconsin, EUA). Los productos purificados se 

amplificaron por PCR en tiempo real en el equipo 7500 de Applied Biosystems 

(Life Technologies, California, EUA) para obtener el enriquecimiento de cada 
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muestra inmunoprecipitada utilizando como sistema de detección las sondas 

TAQMAN (Life Technologies, California, EUA). Cada ensayo TAQMAN se diseñó 

utilizando el software Primer3 para amplificar las regiones promotoras de cada 

isoforma del PR de acuerdo a estudios previos y bases de datos (Kraus et al. 

1993; Kastner et al. 1990; Hagihara et al. 1994; Kent et al. 2002) (Fig. 4). La 

normalización se realizó utilizando la muestra input. Todas las reacciones de PCR 

generaron un solo producto de PCR en el peso molecular esperado, confirmado 

mediante un gel de agarosa al 2% teñido con GelRed (Biotium, EUA), además de 

obtener un gráfico de PCR en tiempo real típico de la ChIP (Fig. 5). Los 

oligonucleótidos y las condiciones que fueron empleadas para las reacciones se 

muestran en las tablas 1, 4 y 5. 

 

Tabla 4. Condiciones generales para la PCR en tiempo real. 

Reactivos Concentración final 
Universal Master Mix (2X) 1 X 
Sonda (20X) 1X 
DNA 
Agua 

1.0 μL  
c.b.p. 20 μL 

 

 

Tabla 5. Condiciones generales para los ciclos de amplificación. 

Paso Temperatura (°C) Tiempo 
1 50 2 min. 
2 95 10 min. 
3 95 30 s. 
4 64 3 min. 
Repetir 2-4 por 50 
ciclos 

  

  

 



33 

 

TSS PR-B (+1) TSS PR-A (+646)

PPR-B (-150 - +65) de rata PPR-A (+471 - +686) de rata

PPR-B (-940 - +32) de humano PPR-A (+367 - +1013) de humano

Sitios Sp1 Sitios ERE o 1/2 ERE 

Región delimitada para la amplificación de PPR-B (-184 - +247)

Región delimitada para la amplificación de PPR-A (+300 - +712)

+1 +300 +600 +900 +1200-300 +1500-600

 
 

Fig. 4. Representación esquemática de los promotores del gen PR en Mus musculus. Se muestran 
las regiones promotoras y las regiones delimitadas por los primers del presente estudio. TSS, sitio 
de inicio de la transcripción; PPR-B, promotor de la isoforma B del PR; PPR-A, promotor de la 
isoforma A del PR; ERE, elemento de respuesta a estrógenos. Los sitios de unión a Sp1 están 
representados por triángulos, mientras que los ERE o medios ERE están representados por 
círculos. 
 

Curva de amplificación 

Ciclo  
 
Fig. 5. Productos de amplificación obtenidos posterior a la técnica de ChIP. A) Se muestran los 
productos de amplificación por PCR en punto final en condiciones basales (sin hormona) y B) las 
curvas de amplificación obtenidas por el equipo de PCR en tiempo real del PPR-B posterior a la 
inmunoprecipitación con al anticuerpo anti-H3K9me2. 
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10.6.  Inmunoprecipitación de DNA metilado e hidroximetilado (meDIP y 
hmeDIP). 

 

La detección del DNA modificado ya sea, metilado o hidroximetilado, se llevó a 

cabo mediante la técnica de inmunoprecipitación, con modificaciones menores de 

acuerdo a metodología previamente reportada (Lee et al. 2012; Nestor & Meehan 

2014). Se aisló DNA genómico de las células mHypoE-N42 mediante el kit 

Wizard® Genomic DNA purification kit (Promega, Wisconsin, EUA) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Posteriormente se sonicaron 15 µg de DNA genómico 

mediante el equipo SONICS Vibra Cell a 40% de amplitud, 10 segundos 

encendido y 60 segundos apagado, durante 6 pulsos para obtener fragmentos de 

DNA con un tamaño modal de 1000 pb, el cual fue confirmado mediante un gel de 

agarosa al 1.5% teñido con GelRed. Se diluyeron 2.5 µg de DNA sonicado con 

buffer TE, se desnaturalizó a 100°C durante 10 minutos y se incubó durante 5 

minutos en hielo. En esta parte se tomó el 10% para el input. Posteriormente se 

agregó el buffer de inmunoprecipitación (10 mM fosfato de sodio, 140 mM NaCl, 

0.05% Triton X-100) y se incubó con 1 µg de anticuerpo para 5mC o 5hmC (Zymo, 

California, EUA) con agitación oscilatoria a 4°C durante toda la noche. Se 

agregaron 20 µL de proteína A/G y se incubó durante 1 h a 4ºC en agitación. Se 

colectaron y lavaron los complejos (anticuerpo/DNA) mediante la misma forma que 

para la ChIP. La elución se llevó a cabo mediante el buffer de elución para meDIP 

(SDS 0.5%, Tris-HCl 50 mM y EDTA 10 mM), se agregó 1 µL de Proteinasa K y se 

incubó durante toda la noche a 55°C. Posteriormente se centrifugó a 5000 RPM 

durante 1 min para recuperar la fracción inmunoprecipitada. Para la purificación 

del DNA inmunoprecipitado y la detección por PCR en tiempo real se llevó a cabo 

de la misma forma que en la ChIP. Para validar la especificidad de los anticuerpos 

utilizados que reconocen el DNA modificado y por lo tanto la inmunoprecipitación, 

se utilizaron los siguientes controles: para el anticuerpo que reconoce el DNA 

metilado se utilizaron oligonucleótidos que amplifican la región improntada H19.1 

en ratón, la cual se encuentra metilada (Lindner et al. 2014); para el anticuerpo 

que reconoce el DNA hidroximetilado se utilizaron oligonucleótidos que amplifican 

el locus 17,432,255 (pb) del cromosoma 12, el cual se encuentra hidroximetilado 
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en cerebro de ratón (Kinney et al. 2011). Como control exógeno para ambos 

anticuerpos, se utilizaron estándares que contienen citosinas metiladas, 

hidroximetiladas y no modificadas (D5405, Zymo, California, EUA).  

 

10.7. Análisis estadístico. 
 

El análisis estadístico se llevó a cabo mediante el software Graph Pad Prism 6 

(Graph Pad, EUA). Los datos experimentales fueron representados como el 

promedio con desviación estándar de 3 o más réplicas independientes. En todos 

los casos se utilizó la prueba de ANOVA de una vía seguida por una prueba post 

hoc de Tukey para establecer las diferencias entre cada grupo de datos. Se 

consideró como diferencia estadísticamente significativa cuando la P<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

XI. Resultados 
 

Los resultados que se presentarán a continuación, forman parte del Anexo 1. 

 

11.1. Regulación de la expresión de las isoformas del gen PR en células 
mHypoE-N42 

 

La línea celular mHypoE-N42 fue obtenida a partir de cultivos primarios de 

hipotálamo de ratón (días 15, 17 y 18 de gestación), la cual constituye un modelo 

interesante para estudiar la regulación de las isoformas del gen PR, ya que 

durante dichas etapas del desarrollo existe una regulación diferencial del gen PR 

dependiendo del sexo y la exposición a hormonas. La respuesta a hormonas 

esteroides en las células mHypoE-N42, en particular por estradiol y progesterona, 

fue previamente demostrada por Yilmaz y colaboradores (Yilmaz et al. 2011; 

Yilmaz et al. 2009). Resulta interesante que dichos tratamientos hormonales 

modificaron la expresión del gen que codifica para la aromatasa, un gen 

indispensable para el desarrollo sexual  del cerebro (Yilmaz et al. 2009; Yilmaz et 

al. 2011). Sin embargo, no se ha realizado ningún estudio utilizando dicho modelo 

para elucidar la regulación de la expresión de las isoformas del gen PR. 

Para establecer si existe una regulación diferencial de las isoformas del gen PR 

mediada por estrógenos en nuestro modelo de estudio, se realizaron diversos 

experimentos mediante tratamientos hormonales a distintos tiempos y 

concentraciones. En primer lugar, se realizó una curva dosis respuesta a 

diferentes concentraciones de estradiol durante 6 h, en la cual únicamente se 

observó una inducción significativa del contenido de proteína de la isoforma PR-B 

a la concentración de 100 nM de estradiol, respecto al vehículo (Figs. 6a y 6b). Tal 

como se esperaba, la isoforma predominante fue PR-A (Fig. 6a). Posteriormente, 

se evaluaron cuáles eran los efectos del estradiol en la expresión de las isoformas 

del gen PR a las 6 y 12 h. Los resultados mostraron que la expresión del transcrito 

de la isoforma PR-B fue inducida a las 6 h del tratamiento con estradiol, mientras 

que a las 12 h la expresión de PR-B tuvo una disminución muy marcada respecto 
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al vehículo y el tratamiento de 6 h (Fig. 6c). Por otra parte, durante los 

tratamientos con estradiol no se encontraron cambios significativos en la expresión 

de la isoforma PR-A al comparar con el vehículo. Únicamente se encontraron 

cambios significativos cuando se realizó la comparación entre los tratamientos de 

6 y 12 h con estradiol, en los que se observó una disminución en la expresión de 

dicha isoforma a las 12 h. 

 



38 

 

a

PR-B  -

PR-A  -

   Gapdh  -

E2 (nM)       Veh.           1            10           100         1000

b

*
*

+

Estradiol (nM)

Ve
h. 1 10 10

0

10
00

Ve
h. 1 10 10

0

10
00

0

50

100

150

200 PR-B

PR-A

*

Ve
h. 6
h

12
h

Ve
h. 6
h

12
h

0.00
0.01
0.02
0.03

1

2

3

4

Estradiol 100 nM (h)

c

PR-B

PR-A#

C
on

te
ni

do
 d

e 
pr

ot
eí

na
 (%

 d
el

 v
eh

íc
ul

o)

E
xp

re
si

ón
 re

la
tiv

a 
(n

or
m

al
iz

ad
o 

co
n 

G
ap

dh
)

 
Fig. 6. El estradiol regula de manera diferencial la expresión de las isoformas del PR en la línea 
celular mHypoE-N42. Las células fueron tratadas de acuerdo a las especificaciones en la sección 
de Metodología para después extraer la proteína total o el RNA. Los resultados de la cuantificación 
del contenido de proteína se normalizaron con el contenido de Gapdh como control de carga. La 
expresión relativa de los transcritos PR-A o PR-B se calculó con el método ΔΔCt, normalizando con 
la expresión del gen de Gapdh como control endógeno. a) y b) Análisis por western blot del 
contenido de las isoformas del PR a las 6 h de tratamiento con estradiol. c) Expresión relativa del 
mRNA de las isoformas del gen PR a las 6 y 12 h de tratamiento con estradiol (100 nM) y vehículo 
(etanol). No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con el vehículo a las 6 y 
12 h (no mostrado). Los datos representan el promedio ±DE de cuatro réplicas independientes. 
Veh, vehículo; E2, estradiol. *P<0.05 vs Veh.; #P<0.01 vs 6 h; +P<0.05 vs 6 h. 
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11.2. El estradiol regula el contenido de proteína total y fosforilada de los 
factores de transcripción ERα y Sp1 

 

Tal como se mencionó anteriormente, los factores de transcripción ERα y Sp1 son 

dos de los principales reguladores de la expresión del gen PR (Camacho-Arroyo et 

al. 2003; Schultz et al. 2003), por lo que resulta interesante estudiar su contenido y 

marcas de activación o inhibición en nuestro modelo. Se evaluó el contenido 

proteico de ambos factores de transcripción, así como su estado de fosforilación 

(Fig. 7a). Contrario a lo esperado, a las 12 h del tratamiento con estradiol se 

observó un incremento en el contenido de ERα total, el cual se esperaba a las 6 h 

en el momento en que se induce la expresión de PR-B. Por otra parte, a las 6 h 

del tratamiento con estradiol se observó un incremento en el contenido de Sp1 

total, mientras que a las 12 h se observó una disminución, aunque ésta no fue 

significativa. Para establecer si había una correlación entre los patrones de 

inducción de la expresión de PR-B y el estado funcional de ERα y Sp1, se estudió 

el estado de fosforilación de dichos factores de transcripción. En particular, para el 

caso del ERα se evaluó la fosforilación en la Ser118 que está asociada a su 

actividad transactivacional (Duplessis et al. 2011) y en el caso de Sp1 se evaluó la 

fosforilación total, ya que la hiperfosforilación de Sp1 está asociada a la pérdida 

del reclutamiento en sus sitios blanco (Yang et al. 2014). Respecto a la 

fosforilación en la Ser118 del ERα, se observó un incremento en los niveles de 

dicha modificación a las 6 h de tratamiento con estradiol respecto al vehículo y a 

las 12 h de tratamiento (Figs. 7a y 7b). Contrario a lo observado con el ERα, los 

niveles de fosforilación total de Sp1 fueron mayores respecto al tratamiento de 12 

h con estradiol al comparar con el vehículo y las 6 h de tratamiento (Figs. 7a y 7c). 
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Fig. 7. El estradiol regula el contenido de proteína y el estado de fosforilación de los factores de 
transcripción ERα y Sp1 en la línea celular mHypoE-N42. Las células fueron tratadas con estradiol 
(100 nM) o vehículo (etanol) durante 6 y 12 h. Las proteínas obtenidas se analizaron mediante 
western blot. Los resultados se normalizaron utilizando Gapdh o la proteína total como control de 
carga. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con el vehículo a las 6 y 
12 h (no mostrado). a) Western blots representativos de ERα, ERα fosforilado (Ser118), Sp1 y Sp1 
fosforilado (total), y Gapdh en las condiciones estudiadas. Se muestra el análisis densitométrico de 
ERα y ERα fosforilado (a) y Sp1 y Sp1 fosforilado (c). Los datos representan el porcentaje obtenido 
respecto a los niveles del vehículo (promedio ±DE de tres a seis réplicas independientes). Veh, 
vehículo; E2, estradiol; P- ERα, ERα fosforilado en la Ser118; P-Sp1, fosforilación total de Sp1. 
*P<0.05 vs Veh. y 6 h; #P<0.05 vs Veh. y 12 h.  
 
 

11.3. El ERα es el responsable de la inducción  de la isoforma PR-B 
mediada por estradiol 

 

Para confirmar la participación del ERα en la inducción de la isoforma PR-B 

observada en el presente estudio, se realizaron tratamientos con un antagonista 

del ERα altamente selectivo (MPP), el cual de acuerdo a lo esperado, bloqueó la 

inducción de la isoforma PR-B dependiente de estradiol, sin afectar el contenido 

de la isoforma PR-A (Figs. 8a y 8b). 
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Fig. 8. El ERα es el responsable de la inducción de la isoforma PR-B dependiente de estradiol en la 
línea celular mHypoE-N42. Las células fueron tratadas con el antagonista selectivo del ERα (MPP, 
5 nM), estradiol (100 nM) o ambos durante 6 h. Las proteínas obtenidas se analizaron mediante 
western blot. Los resultados se normalizaron utilizando Gapdh como control de carga. No se 
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con el vehículo a las 6 y 12 h (no 
mostrado). a) Western blots representativos del PR y Gapdh en las condiciones estudiadas. b) 
Análisis densitométrico de a). Los datos representan el porcentaje obtenido respecto a los niveles 
del vehículo (promedio ±DE de tres a seis réplicas independientes). Veh, vehículo; E2, estradiol. 
+P<0.05 vs Veh. y MPP. 

 

11.4. El estradiol induce una ocupación diferencial de factores de 
transcripción relacionados con la regulación por estrógenos y de la 
RNA polimerasa II en los promotores de las isoformas del gen PR 

 

Los resultados anteriores demuestran que existe una regulación diferencial de la 

expresión de las isoformas del gen PR mediada por estradiol y dependiente del 

ERα, y que el factor de transcripción Sp1 pudiera estar involucrado en dicha 

regulación. Los experimentos anteriores únicamente ofrecen un panorama global y 

por lo tanto una asociación entre los niveles y/o estado funcional de los factores de 

transcripción con la regulación de la expresión de las isoformas del gen PR, por lo 

que es necesario evaluar si dichos factores de transcripción, así como marcas 

epigenéticas asociadas, se encuentran presentes en los promotores de ambas 

isoformas del gen PR. Para ello, se evaluaron los efectos del estradiol a nivel local 

en ambos promotores de las isoformas del gen PR. Además de evaluar el 

reclutamiento de los factores de transcripción ya mencionados (ERα y Sp1) en los 

promotores de las isoformas del gen PR, se analizó el reclutamiento de la RNA pol 
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II a las 6 y 12 h de tratamientos con estradiol (Fig. 9), el cual es un indicador 

indirecto de la actividad transcripcional de un gen.  

Respecto a la RNA pol II, el reclutamiento de ésta en el promotor de la isoforma 

PR-B fue menor a las 12 h del tratamiento con estradiol respecto al tratamiento de 

6 h. Sin embargo, no se encontraron diferencias al comparar el enriquecimiento de 

la RNA pol II a las 6 y 12 h de tratamiento con estradiol y el vehículo (Fig. 9a). Por 

otro lado, no se observaron diferencias en el reclutamiento de la RNA pol II en el 

promotor de la isoforma PR-A en ninguno de los tratamientos (Fig. 9b). 

De acuerdo a lo esperado, la ocupación del factor de transcripción Sp1 en el 

promotor de la isoforma PR-B mostró una ocupación similar durante los 

tratamientos con estradiol a las 6 h y con el vehículo, mientras que a las 12 h del 

tratamiento con estradiol no se detectó la presencia de Sp1 en dicho promotor 

(Fig. 9a). Respecto al ERα, éste fue detectado únicamente en el promotor de la 

isoforma PR-B a las 6 h del tratamiento con estradiol, ya que tanto en el vehículo 

como en los tratamientos de 12 h no se detectó su presencia en dicho promotor 

(Fig. 9a). Por otro lado, la ocupación de Sp1 y el ERα en el promotor de la 

isoforma PR-A fue menor respecto a la ocupación en el promotor de la isoforma 

PR-B en todos los tratamientos, además de que no fue diferente a lo observado en 

el control negativo de la ChIP, sugiriendo que dichos factores de transcripción no 

son reclutados en el promotor de la isoforma PR-A (Fig. 9b). 
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Fig. 9. El estradiol regula la ocupación diferencial de factores de transcripción y la RNA pol II en los 
promotores de las isoformas del gen PR. Las células mHypoE-N42 fueron tratadas con estradiol 
(100 nM) y vehículo (etanol) durante 6 y 12 h. La ocupación de la RNA pol II, Sp1 y ERα en los 
promotores de las isoformas PR-B (a) y PR-A (b) fue detectada mediante ChIP acoplado a tiempo 
real. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con el vehículo a las 6 y 12 
h en ninguna de las proteínas inmunoprecipitadas (no mostrado). Los datos representan el 
enriquecimiento respecto al control negativo de la ChIP (promedio ±DE de tres a seis réplicas 
independientes). Veh, vehículo; PPR-B, promotor de la isoforma PR-B; PPR-A, promotor de la 
isoforma PR-A. *P<0.01 vs 12 h; #P<0.05 vs Veh.; +P<0.05 vs Veh. y 12h. 

 

11.5. El estradiol induce una ocupación diferencial de marcas de 
histonas en los promotores de las isoformas del gen PR 

 

Tal como se mencionó anteriormente, además de analizar el reclutamiento de 

factores de transcripción es indispensable conocer el estado epigenético de los 

promotores de los genes en estudio, ya que está asociado a la actividad 

transcripcional de los mismos. En el presente trabajo, se estudió el 

enriquecimiento de marcas de histonas relacionadas con cromatina 

transcripcionalmente activa (H3K9ac y H3K4me3) y transcripcionalmente 

reprimida (H3K9me2) bajo el mismo esquema de tratamientos con estradiol (Fig. 

10). Se estudió la marca de histona H3K9me2 debido a que se ha reportado que el 

silenciamiento transitorio del gen PR está asociado al enriquecimiento de dicha 

marca de histona en el promotor respectivo, junto con la disminución del 

posicionamiento de la RNA pol II (Younger & Corey 2011). Respecto a la marca 

H3K9ac, no se encontraron diferencias en ninguno de los tratamientos (Figs. 10a y 

10b). Resultó interesante que los niveles de dicha marca de histona fueron 

mayores en el promotor de la isoforma PR-B respecto a los niveles observados en 

el promotor de la isoforma PR-A, sugiriendo que la isoforma PR-B es 

transcripcionalmente más activa que PR-A.  

Por otro lado, se observó un incremento en el enriquecimiento de la histona 

H3K4me3 en el promotor de la isoforma PR-B a las 6 h del tratamiento con 

estradiol, la cual además mostró una disminución dramática de dicha marca a las 

12 h de tratamiento  (Fig. 10a). A diferencia del promotor de la isoforma PR-B, no 

se encontró ninguna diferencia en el enriquecimiento de la marca H3K4me3 en el 



45 

 

promotor de la isoforma PR-A en ninguna de las condiciones estudiadas (Fig. 

10b).  

Finalmente, respecto a la marca de histona H3K9me2, se observó un incremento 

en el enriquecimiento de dicha marca en ambos promotores de las isoformas del 

gen PR a las 6 h de tratamiento con estradiol al comparar con el vehículo y las 12 

h de tratamiento (Figs. 10a y 10b). 
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Fig. 10. El estradiol regula el enriquecimiento diferencial de marcas activas y represoras de 
histonas en los promotores de las isoformas del gen PR. Las células mHypoE-N42 fueron tratadas 
con estradiol (100 nM) y vehículo (etanol) durante 6 y 12 h. El enriquecimiento de las marcas de 
histonas H3K9Ac, H3K4me3 y H3K9me2 en los promotores de las isoformas PR-B (a) y PR-A (b) 
fue detectado mediante ChIP acoplado a tiempo real. No se encontraron diferencias significativas 
entre los tratamientos con el vehículo a las 6 y 12 h en ninguna de las proteínas 
inmunoprecipitadas (no mostrado). Los datos representan el enriquecimiento respecto al control 
negativo de la ChIP (promedio ±DE de tres a seis réplicas independientes). Veh, vehículo; PPR-B, 
promotor de la isoforma PR-B; PPR-A, promotor de la isoforma PR-A. *P<0.01 vs Veh. y 12 h; 
#P<0.001 vs Veh. 

 

11.6. El estradiol no induce cambios en el contenido de 5-metilcitosina y 
5-hidroximetilcitosina en los promotores de las isoformas del gen 
PR 

 

Así como las modificaciones post-traduccionales de histonas juegan un papel 

indispensable en la regulación de la transcripción, el estado de metilación e 

hidroximetilación es un componente importante en la regulación epigenética de la 

expresión génica. Por lo tanto, los niveles de dichas modificaciones del DNA se 

estudiaron en los promotores de las isoformas del gen PR. El contenido de 

metilación e hidroximetilación fue mayor en el promotor de la isoforma PR-A que 

en el de la isoforma PR-B. Sin embargo, no se observaron cambios en el 

contenido de ninguna de estas modificaciones del DNA en presencia de estradiol 

en ninguno de los promotores (Fig. 11). Por otra parte, se observó un aumento en 

el contenido de metilación e hidroximetilación en el promotor de la isoforma PR-A 

a las 12 h de los tratamientos con estradiol y vehículo, siendo éste el único caso 

en el que se observó una diferencia entre los tratamientos de 6 y 12 h con el 

vehículo (Fig.  11b). 
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Fig. 11. El estradiol no afecta el enriquecimiento del DNA metilado e hidroximetilado en los 
promotores de las isoformas del gen PR. Las células mHypoE-N42 fueron tratadas con estradiol 
(100 nM) y vehículo (etanol) durante 6 y 12 h. El enriquecimiento del DNA metilado e 
hidroximetilado en los promotores de las isoformas PR-B (a) y PR-A (b) fue detectado mediante 
meDIP y hmeDIP acoplados a tiempo real. Los datos representan el enriquecimiento respecto al 
control negativo de la inmunoprecipitación (promedio ±DE de tres a seis réplicas independientes). 
Veh, vehículo; PPR-B, promotor de la isoforma PR-B; PPR-A, promotor de la isoforma PR-A. 
*P<0.0001 vs 6 h; #P<0.05 vs 6 h. 

 

11.7. La progesterona regula la expresión de genes blanco del PR en las 
células mHypoE-N42 

 

Para establecer si la regulación diferencial de la expresión de las isoformas del  

PR pudiera tener un efecto funcional en la línea celular mHypoE-N42, se estudió el 

efecto de la progesterona en la regulación de la expresión de genes blanco 

clásicos del PR (Fig. 6c). La expresión de la isoforma PR-B fue disminuida en los 

tratamientos de progesterona con estradiol o sólo progesterona, mientras que la 

expresión de la isoforma PR-A no se ve afectada (Fig. 12a). Por otra parte, 

únicamente la progesterona indujo la expresión de los genes Src1 y Fos a las 6 h 

de tratamiento (Fig. 12b). 
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Fig. 12. La regulación por progesterona de genes blanco clásicos del PR sugiere que el receptor es 
funcional. Las células fueron tratadas de acuerdo a las especificaciones en la sección de 
Metodología para después extraer el RNA. La expresión relativa de los transcritos se calculó con el 
método ΔΔCt, normalizando con la expresión del gen de GAPDH como control endógeno. a) 
Expresión relativa de las isoformas del gen PR en el tratamiento de 6 h con estradiol (100 nM), 
estradiol mas progesterona (ambos a 100 nM), progesterona (100 nM) y vehículo (etanol). b) y c) 
Regulación de la expresión de los genes Fos and Src1 mediada por estradiol y progesterona (100 
nM). Los datos representan el promedio ±DE de cuatro réplicas independientes. Veh., vehículo; E2, 
estradiol; P4, progesterona.*P<0.05, **P<0.01.  
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XII. Discusión de resultados 
 

La regulación epigenética de la transcripción constituye un mecanismo molecular 

en el cual están involucrados un gran número de factores tales como la metilación 

e hidroximetilación del DNA, variantes y modificaciones post-traduccionales de 

histonas y RNAs no codificantes, los cuales contribuyen al efecto neto en los 

niveles de transcripción del gen que está siendo regulado (Konermann et al. 

2013). La regulación de la transcripción mediada por receptores nucleares 

constituye un modelo importante para el estudio de la contribución de dichos 

componentes, ya que por lo general los receptores nucleares reclutan un gran 

número de correguladores que participarán de manera activa en el recambio de 

histonas, en las modificaciones post-traduccionales de histonas, en la metilación 

del DNA y en el reclutamiento de RNAs no codificantes que impactarán en la 

expresión de un gen ya sea de manera positiva (activación de la transcripción por 

coactivadores) o negativa (represión de la transcripción por correpresores) 

(Garcia-Bassets et al. 2007; Vicent et al. 2013; Beato & Vicent 2012). La 

regulación de la transcripción del gen PR mediada por el ERα es un modelo 

clásico de receptores nucleares que ha sido ampliamente estudiado en células de 

cáncer de mama (Xu et al. 2004). Sin embargo, aún no se conocen por completo 

todos los mecanismos que participan en dicha regulación. Además, la regulación 

de un gen puede ser distinta dependiendo del contexto celular, a pesar de ser la 

misma región en el genoma, lo que refuerza la importancia de los mecanismos 

epigenéticos en la regulación de la transcripción (Konermann et al. 2013). El 

presente estudio se centró en evaluar los mecanismos de regulación 

transcripcional de las isoformas del gen PR a través de marcas de histonas 

(H3K9Ac, H3K4me3 y H3K9me2), modificaciones covalentes del DNA (metilación 

e hidroximetilación) y factores de transcripción (ERα y Sp1) en un modelo in vitro 

de células hipotalámicas embrionarias, en las cuales se desconocen por completo 

los mecanismos a través de los cuales los estrógenos inducen la expresión de 

dichas isoformas, lo cual es indispensable durante la diferenciación sexual del 

cerebro (Quadros & Wagner 2008).  
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En el presente trabajo se demostró que el estradiol (100 nM) induce de manera 

transitoria la expresión de la isoforma PR-B en la línea celular mHypoE-N42, sin 

inducir cambios en la expresión de la isoforma PR-A. De acuerdo a otros estudios, 

la concentración de estradiol (100 nM) utilizada en el presente estudio es 

considerada mayor respecto a las concentraciones que se han reportado en otros 

modelos in vitro, en los cuales se ha observado una respuesta funcional con 

concentraciones desde 1 nM (Kuo et al. 2010). De acuerdo a los resultados del 

presente estudio, se ha demostrado mediante curvas de dosis respuesta que la 

concentración de 100 nM de estradiol es la mínima necesaria para inducir la 

expresión del gen que codifica para la aromatasa en la línea celular mHypoE-N42 

(Yilmaz et al. 2009). Resulta interesante que el gen que codifica para la aromatasa 

y el gen PR son regulados por el ERα y ambos participan en el desarrollo sexual 

del cerebro (Schwarz et al. 2010), por lo que la concentración de estradiol 

empleada en el presente estudio pudiera generar una respuesta funcional en las 

células mHypoE-N42 que esté relacionada con su papel en un modelo in vivo. Por 

otro lado, es importante mencionar que la concentración de estradiol empleada 

para generar una respuesta biológica en este trabajo pudiera ser específica para 

la línea celular mHypoE-N42, ya que en condiciones fisiológicas se ha 

determinado que en hipotálamo de rata previo al nacimiento existe de 8.9 pg de 

estradiol por 1 miligramo de proteína (hembras) a 16.1  pg de estradiol por 1 

miligramo de proteína (machos), lo cual es menor a la cantidad empleada en el 

presente trabajo (Amateau et al. 2004). La respuesta específica a distintas 

concentraciones de estradiol en los cultivos hipotalámicos puede deberse a 

diferencias en el tipo celular y la etapa del desarrollo a partir de la cual se 

realizaron dichos cultivos, ya que se ha propuesto que la regulación de la 

expresión del PR es más susceptible a responder a menores concentraciones de 

estradiol en el núcleo ventromedial del hipotálamo conforme avanza el desarrollo 

(región cerebral indispensable para la programación de la conducta sexual), lo 

cual refuerza la idea de que se requieren mayores concentraciones de estradiol 

para inducir la expresión del PR durante etapas del desarrollo embrionario que 

aquellas requeridas en células adultas que son altamente responsivas a estradiol 
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(Gonzales et al. 2008). Por lo tanto, la inducción del PR-B a la concentración de 

100 nM de estradiol y no a concentraciones menores puede deberse a una menor 

susceptibilidad a la hormona en las células hipotalámicas embrionarias utilizadas 

en el presente trabajo. Esto a su vez, puede estar relacionado con el estado 

transcripcional y epigenético del promotor del gen PR, tal como se ha demostrado 

en células de cáncer de mama que han perdido la capacidad de regular la 

expresión del gen PR de una forma dependiente de estrógenos ya sea por la 

disminución de marcas activadoras de histonas o aumento en la metilación del 

DNA (Xu et al. 2004; Pathiraja et al. 2011; Badia et al. 2000). Se ha demostrado 

que en el hipotálamo, el estado de metilación de la región promotora del gen PR 

varía entre hembras y machos a lo largo del desarrollo, lo cual podría explicar la 

respuesta diferencial a la exposición a estradiol durante el desarrollo embrionario y 

edad adulta (Schwarz et al. 2010). Sería interesante estudiar el estado epigenético 

y la accesibilidad a factores de transcripción en los promotores de las isoformas 

del gen PR de los diferentes tipos de cultivos hipotalámicos en los que se ha 

encontrado una respuesta diferencial dependiendo de la concentración de 

estradiol utilizada para establecer si el componente epigenético es el que dicta 

dicha respuesta diferencial, similar a lo reportado en los modelos de cáncer de 

mama. 

Resulta interesante que la inducción transitoria de la isoforma PR-B y ausencia de 

cambios en la expresión de la isoforma PR-A en respuesta a los tratamientos con 

estradiol que se observó en el presente estudio, también se ha observado en el 

hipotálamo de ratas durante el proestro y en distintos núcleos hipotalámicos 

durante el desarrollo (Quadros et al. 2007; Mendoza-Garcés et al. 2013). Lo 

anterior sugiere que también existe una regulación diferencial de las isoformas del 

gen PR en los modelos in vivo, sugiriendo que dicha regulación pudiera tener una 

relevancia biológica. En el modelo in vivo, la inducción de la isoforma PR-B y la 

ausencia de cambios en la expresión de la isoforma PR-A en el hipotálamo de 

ratas hembras durante la transición del proestro-estro está asociada al inicio de la 

conducta sexual (Mendoza-Garcés et al. 2013), mientras que durante el desarrollo 

embrionario se desconoce el efecto biológico de dicha regulación diferencial. De 
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acuerdo a los resultados del presente trabajo y a los estudios de Yilmaz y 

colaboradores, los efectos del estradiol en las células mHypoE-N42 pudieran estar 

relacionados con la diferenciación sexual del cerebro (Yilmaz et al. 2009; Yilmaz et 

al. 2011), tal como se ha demostrado en los modelos in vivo (Bakker et al. 2002; 

Lonstein et al. 2001). Por lo tanto, la inducción diferencial de la expresión de las 

isoformas del gen PR también pudiera estar involucrada con la diferenciación 

sexual del cerebro, aunque se requieren estudios en modelos in vivo para 

demostrarlo.  

Es importante mencionar que la inducción transitoria de la isoforma PR-B 

dependiente de estradiol fue confirmada a nivel de proteína, lo que sugiere que los 

efectos del estradiol sobre los factores de transcripción y marcas epigenéticas 

observados en el presente estudio también están relacionadas con el contenido 

proteico de la isoforma PR-B, lo que a su vez indica que dicha regulación podría 

tener impacto en la actividad funcional del PR en esta línea celular. Esto fue 

confirmado al observar que tratamientos con progesterona regulan la expresión de 

genes blanco clásicos del PR, ya sea mediante represión o inducción de la 

transcripción. De acuerdo a previos reportes en la literatura, la progesterona inhibe 

la expresión del gen PR como mecanismo de retroalimentación negativa para 

evitar que la vía de señalización permanezca activa (Jacobsen & Horwitz 2012), tal 

como se observó en el presente trabajo. Por otro lado, resulta interesante que a 

diferencia de los tratamientos con progesterona, la expresión de sus genes blanco 

(Fos y Src) no se indujo cuando se administró estradiol junto con progesterona. 

Esto puede deberse a que el aumento en el contenido de la isoforma PR-B a las 6 

h del tratamiento con estradiol cambió la cinética de inducción de los genes Fos y 

Src, induciendo de manera transitoria su expresión previo a las 6 h en los que se 

evaluó la expresión génica. Sería interesante estudiar la cinética de expresión de 

los genes regulados por el PR y si la regulación durante el tiempo es 

indispensable para el desarrollo sexual del cerebro. 

Debido a que el ERα es el principal factor de transcripción que regula la expresión 

del PR en el cerebro (Camacho-Arroyo et al. 1998; Camacho-Arroyo et al. 2003), 
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se estudiaron los niveles de proteína total así como su estado de fosforilación en 

la Ser118. Previamente se ha reportado que la fosforilación del ERα en la Ser118 

está directamente relacionada con su actividad transcripcional sobre sus genes 

blanco (Chen et al. 2000; Duplessis et al. 2011). En el presente trabajo, el 

aumento de los niveles de fosforilación del ERα (Ser118) correlacionaron con la 

inducción transitoria de la expresión de la isoforma PR-B, sugiriendo que existe 

una correlación entre la actividad transcripcional del ERα y la expresión de la 

isoforma PR-B en células hipotalámicas embrionarias. Actualmente, no existen 

estudios in vivo en los que se haya establecido la participación de la fosforilación 

del ERα en la serina 118, por lo que sería interesante investigar si la fosforilación 

de este residuo es indispensable para la programación sexual del cerebro durante 

el desarrollo, así como para el establecimiento de la conducta sexual en roedores. 

Tal como se ha demostrado en los modelos in vivo (Sá et al. 2013; Sá et al. 2015), 

en el presente trabajo se demostró que el ERα es el responsable de la inducción 

de la isoforma PR-B. Resulta interesante que el ERα también es indispensable 

para la regulación de la conducta sexual en roedores adultos (Spiteri et al. 2010), 

sugiriendo que los hallazgos encontrados en el presente estudio están 

relacionados con el efecto funcional en el modelo in vivo. Por otra parte, este 

trabajo es el primero en establecer que la regulación dependiente de estradiol de 

la isoforma PR-B está relacionada con el reclutamiento del ERα en su promotor 

específico en células hipotalámicas y que probablemente éste sea el mecanismo 

que se presenta en el modelo in vivo. Por otra parte, y de acuerdo a otros estudios 

(Won Jeong et al. 2012; Gagnidze et al. 2013; Stratmann & Haendler 2011), no se 

detectó la presencia del ERα en el promotor de la isoforma PR-A en ninguna de 

las condiciones estudiadas, a pesar de la presencia de un sitio ERE en el promotor 

respectivo (Hagihara et al. 1994), lo que sugiere que dicha isoforma es regulada 

de manera independiente del ERα al menos en el presente estudio y los estudios 

mencionados, sugiriendo que la isoforma PR-A no participa en la respuesta 

funcional mediada por estradiol y progesterona en los modelos in vivo. Sin 

embargo, se ha reportado que la presencia de la isoforma PR-A es indispensable 

para la conducta sexual en los roedores adultos (White et al. 2007), lo que sugiere 
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que la proporción de ambas isoformas del PR es indispensable para el 

establecimiento de la conducta sexual en adultos (Mendoza-Garcés et al. 2010), 

más que la regulación de una isoforma en particular. Resulta interesante que en 

células de hipotálamo la isoforma que muestra una expresión diferencial es la 

isoforma PR-B, mientras que en otros tejidos como el miometrio la isoforma que se 

induce de manera diferencial respecto al tiempo es la isoforma PR-A, lo cual 

también correlaciona con el estado epigenético de sus promotores (Chai et al. 

2012). 

Recientemente se reportó por nuestro grupo de trabajo que existe un patrón de 

metilación transitorio en el promotor de la isoforma PR-B en el hipotálamo de rata 

durante el proestro, el cual involucra un sitio de unión a Sp1 altamente conservado 

(Mendoza-Garcés et al. 2013). Dicho patrón de metilación correlacionó con la 

expresión de la isoforma PR-B, sugiriendo que dicho sitio de unión a Sp1 es 

importante para la regulación transcripcional de dicha isoforma. Los resultados del 

presente estudio sugieren que Sp1 se encuentra reclutado en el promotor de la 

isoforma PR-B durante los tratamientos con vehículo y estradiol (a las 6 h), tal 

como se ha reportado previamente en células de cáncer de mama (Schultz et al. 

2003; Xu et al. 2004). Resulta interesante que en este estudio se observó una 

disminución en los niveles totales de Sp1 junto con un aumento en los niveles de 

fosforilación a las 12 h de tratamiento con estradiol (Fig. 7), al momento en que la 

expresión de la isoforma PR-B fue disminuida y no se detectó la presencia de Sp1 

en el promotor de dicha isoforma. De acuerdo a estos resultados, la 

hiperfosforilación de Sp1 se ha asociado a una disminución en la ocupación de 

este factor de transcripción en sus genes blanco (Tang et al. 2002; Yang et al. 

2014). La ausencia del ERα en el promotor de la isoforma PR-B a las 12 h de 

tratamiento con estradiol pudo deberse a la ausencia de Sp1 en dicha región 

durante ese tiempo, ya que se ha reportado que es necesaria la presencia de Sp1 

para el reclutamiento del ERα en el promotor del PR (Petz et al. 2004).Por otra 

parte, no se detectó la presencia de Sp1 en el promotor de la isoforma PR-A, 

contrario a lo reportado en células de cáncer de mama (Petz et al. 2004), en las 

cuales Sp1 se encuentra reclutado en el promotor de la isoforma PR-A de manera 
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similar a lo descrito en el presente estudio para el promotor de la isoforma PR-B, 

lo cual confirma que la regulación diferencial de ambas isoformas depende del 

contexto celular. Lo anterior sugiere que la presencia de Sp1 en el promotor de 

cada una de las isoformas del gen PR determina la sensibilidad a estradiol y por lo 

tanto la regulación de su expresión a través del ERα, que en el caso de las células 

mHypoE-N42 correspondería a la isoforma PR-B y para las células MCF7 a la 

isoforma PR-A, aunque se requieren mayores estudios para confirmar esta 

asociación. Por otro lado, se desconoce por completo si Sp1 y su estado de 

fosforilación participan durante el desarrollo sexual del cerebro o la conducta 

sexual en adultos, por lo que es necesario confirmar su participación en modelos 

in vivo. También se requieren más estudios para elucidar por completo la 

participación de la fosforilación de Sp1 en la regulación de la transcripción del PR, 

así como de otras isoformas del Sp que pudieran estar participando en su 

regulación, ya que se ha reportado que la fosforilación de Sp1 en residuos 

específicos puede repercutir en su actividad como factor de transcripción y que 

existen otras isoformas que participan en la regulación de la expresión del PR 

(Khan et al. 2007). 

Respecto a la RNA pol II, los resultados demuestran que la disminución en su 

reclutamiento en el promotor de la isoforma PR-B durante los tratamientos con 

estradiol correlacionan con la marcada disminución en la expresión de la isoforma 

PR-B, así como con la ausencia de Sp1 en dicho promotor. Esto sugiere que Sp1 

es requerido para el reclutamiento de la RNA pol II para mantener los niveles de 

transcripción basal de la isoforma PR-B, puesto que el reclutamiento de la RNA 

pol II únicamente disminuye cuando ya no está presente Sp1. La disminución del 

reclutamiento de la RNA pol II en los promotores de los genes regulados por el 

ERα posterior a la inducción de sus transcritos correspondientes se ha reportado 

previamente en células MCF7 de cáncer mama, en las cuales se ha descrito que 

la regulación cíclica de la expresión del gen TFF1 está asociada a los niveles de 

enriquecimiento de marcas de histonas, metilación del DNA y factores de 

transcripción en su promotor respectivo (Kangaspeska et al. 2008). Esto sugiere 

que la regulación transitoria de la expresión génica mediada por el ERα constituye 
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un mecanismo general para evitar la expresión constitutiva de sus genes blanco, y 

en el caso particular de la isoforma PR-B, probablemente para programar el 

desarrollo sexual del cerebro durante tiempos específicos, tal como en la 

regulación de la conducta sexual de roedores adultos (Mendoza-Garcés et al. 

2010). La ausencia de cambios en el reclutamiento de la RNA pol II entre el 

vehículo y el tratamiento con estradiol que indujo la expresión de la isoforma PR-B 

no descarta cambios en el estado de fosforilación de la RNA pol II que estén 

asociados a la activación de la transcripción como la fosforilación de la Ser2 del 

dominio carboxilo terminal, tal como se ha demostrado en otros estudios (Materne 

et al. 2015). 

Por otro lado, la ausencia de cambios en la ocupación de la RNA pol II en el 

promotor de la isoforma PR-A correlacionó con la ausencia de cambios en la 

expresión de la isoforma respectiva. Resulta interesante que la disminución de la 

expresión de la isoforma PR-A a las 12 h del tratamiento con estradiol respecto a 

las 6 h de tratamiento, correlacionó con la ausencia de la RNA pol II a las 12 h de 

tratamiento con estradiol al comparar con el control negativo de la ChIP (no 

mostrado). Estos resultados correlacionaron con el aumento en la metilación del 

DNA del promotor de la isoforma PR-A, aunque dichos cambios no fueron 

diferentes del vehículo. Esto sugiere que a pesar de que dichos cambios tienen 

impacto en la expresión de la isoforma PR-A, no están relacionados con la 

exposición a estradiol y por lo tanto tampoco con su efecto funcional en las células 

mHypoE-N42.  

La acetilación de histonas es una de las características típicas de cromatina 

transcripcionalmente activa debido al menor grado de compactación de la 

cromatina respecto a la que no se encuentra acetilada (Lander et al. 2001). La 

participación de la acetilación de histonas durante el desarrollo es indispensable 

para programar la conducta sexual del adulto tal como  se ha demostrado con 

inhibidores de las HDACs (Matsuda et al. 2011), sin embargo no se ha estudiado 

el efecto de estos inhibidores en la expresión de las isoformas del gen PR. De 

acuerdo a estudios previos, en este trabajo se demostró que los niveles de 
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acetilación en los promotores de las isoformas del gen PR correlacionan con la 

ocupación de la RNA pol II en los promotores correspondientes (Xu et al. 2004; 

Chai et al. 2012). Lo anterior sugiere que el promotor de la isoforma PR-B es 

transcripcionalmente más activa que la isoforma PR-A, ya que la cromatina se 

encuentra menos compacta y por lo tanto pueden unirse factores de transcripción 

con mayor facilidad. En este caso, la isoforma transcripcionalmente más activa 

(PR-B) es regulada por el reclutamiento del ERα en su promotor, lo que hace vez 

induce cambios en la expresión génica. Por el contrario, los niveles menores de la 

histona H3K9Ac en el promotor de la isoforma PR-A respecto al promotor de PR-B 

están asociados a que no se reclutan los factores de transcripción Sp1 y ERα, 

evitando que responda a los tratamientos con estradiol. Contrario a los resultados 

obtenidos en el presente trabajo, estudios recientes han demostrado que el 

estradiol induce un enriquecimiento específico de histonas acetiladas en distintas 

regiones del promotor del gen PR en hipotálamo de ratón adulto (Gagnidze et al. 

2013). Esto sugiere que la respuesta a estrógenos a nivel de acetilación de 

histonas en el promotor del gen PR es distinta dependiendo de la etapa del 

desarrollo, lo que a su vez indica que se reclutan distintos correguladores en cada 

una de las etapas, dando lugar a las diferentes respuestas a estradiol en el 

cerebro de adultos y embriones.  

La marca de histonas H3K4me3 es otra marca característica de cromatina 

transcripcionalmente activa. Al igual que en el caso de la marca H3K9ac, se 

observó un enriquecimiento mayor de esta marca en el promotor de la isoforma 

PR-B respecto a la isoforma PR-A, lo que refuerza el hallazgo de que el promotor 

de la isoforma PR-B es más permisivo para la transcripción que el promotor de la 

isoforma PR-A. Además, el patrón de enriquecimiento de la marca H3K4me3 

coincidió con la inducción transitoria de la expresión de la isoforma PR-B con 

estradiol, apoyando la idea de que el estradiol regula la expresión de la isoforma 

PR-B mediante mecanismos epigenéticos. Resulta interesante que el 

reclutamiento del ERα en el promotor de la isoforma PR-B también correlaciona 

con el aumento de la histona H3K4me3 y los niveles de expresión de dicha 

isoforma, ya que se ha reportado que dicha marca de histona promueve la 
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transcripción dependiente del ERα a través del reclutamiento de correguladores 

específicos que promoverán la transcripción de los genes blanco del ERα (Foulds 

et al. 2013). En el presente trabajo, la importancia de la metilación de la histona 

H3K4 se evidenció cuando disminuyó de manera dramática su enriquecimiento en 

el promotor de la isoforma PR-B, indicando que es un marcador del estado 

transcripcional de dicha isoforma, ya que su ausencia correlacionó con la ausencia 

del ERα y Sp1 y, la disminución en el reclutamiento de la RNA pol II en el promotor 

respectivo. El reclutamiento transitorio y dependiente de la región promotora se ha 

reportado previamente en hipotálamo de adulto (Gagnidze et al. 2013), por lo que 

la regulación por estradiol de la metilación de la H3K4 pudiera estar conservada 

de manera independiente de la etapa del desarrollo, al menos para la isoforma 

PR-B.  

A diferencia de las marcas de histonas mencionadas anteriormente, la marca de 

histona H3K9me2 es una marca típica de represión transcripcional en regiones 

promotoras (Barski et al. 2007). Contrario a lo esperado, durante los tratamientos 

con estradiol se observó un aumento en el enriquecimiento de la histona 

H3K9me2 similar al observado para la histona H3K4me3 en ambos promotores del 

gen PR. Dicho aumento se esperaba úa las 12 h del tratamiento con estradiol, en 

el cual se disminuyó la expresión de la isoforma PR-B. Lo anterior indica que 

ocurrió un enriquecimiento de ambas marcas de cromatina activa (H3K4me3) y 

reprimida (H3K9me2) en el promotor de la isoforma PR-B durante el tratamiento 

de 6 h con estradiol, lo cual podría ser producto de un mecanismo estricto de 

regulación transcripcional para evitar la expresión independiente de ligando o 

constitutiva, tal como se ha reportado en otros genes regulados por el ERα en 

células MCF7 de cáncer de mama (Garcia-Bassets et al. 2007). Al igual que en el 

presente estudio, se ha reportado que ambas marcas de histonas de activación y 

represión transcripcional se encuentran también presentes en los promotores de 

las isoformas del gen PR en miometrio humano, en el cual la isoforma que es 

inducida (PR-A) contiene un mayor contenido de marcas de histonas de activación 

transcripcional que la que no es inducida (PR-B) (Chai et al. 2012). Resulta 

interesante que la proporción de la expresión de ambas isoformas del gen PR 
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sufre un cambio tanto en el miometrio humano como en el hipotálamo de 

roedores, siendo la diferencia principal la isoforma que se induce (Chai et al. 2012; 

Mendoza-Garcés et al. 2013). Por otra parte, el enriquecimiento de la marca de 

histona H3K9me2 en el promotor de la isoforma PR-A durante el tratamiento de 6 

h con estradiol fue el único cambio que se observó en el presente estudio, aunque 

esta modificación no se asoció a cambios en los niveles de expresión de la 

isoforma PR-A inducidos por estradiol, por lo que se requieren mayores estudios 

para establecer la participación de dicha modificación en la expresión de la 

isoforma PR-A. También existe la posibilidad de que los resultados obtenidos se 

deban a que exista un entrecruzamiento entre las señales de la histona H3K9me2 

entre los promotores de ambas isoformas, debido a que se encuentran en una 

distancia muy cercana. Esto coincide con el patrón de distribución de la histona 

H3K9me2 y otras marcas de cromatina transcripcionalmente inactiva (como 

H3K27me3), las cuales se distruyen a lo largo de regiones genómicas a 

comparación de la marca H3K4me3 que sólo se encuentra distribuida en regiones 

discretas. La distribución de histonas en las que coexisten dos marcas que tienen 

efectos funcionales opuestos se describieron por primera vez en células “stem 

cell” (Bernstein et al. 2006). Estas células requieren un estricto control de la 

expresión génica, por lo que una vez que se ha inducido la expresión de un gen en 

particular, la expresión de éste se debe inhibir inmediatamente para controlar la 

expresión durante tiempos específicos. Este mecanismo de regulación 

transcripcional es mediado también por receptores nucleares a hormonas, los 

cuales deben de evitar la expresión independiente de ligando (Garcia-Bassets et 

al. 2007). En el caso de la expresión de la isoforma PR-B en las células 

mHypoEN42, probablemente se requieren eventos rápidos y estrictamente 

regulados para controlar el tiempo en el que se lleva a cabo el desarrollo sexual 

del cerebro. 

La participación de la metilación del DNA en la regulación de la expresión génica 

del gen de PR se ha estudiado ampliamente tanto en modelos fisiológicos como 

patológicos (Mendoza-Garcés et al. 2013; Gaudet et al. 2009; Hansberg-Pastor et 

al. 2013; Li et al. 2014; Meyer et al. 2014; Pathiraja et al. 2011). Se ha reportado 
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que la metilación y desmetilación del DNA puede llevarse a cabo de manera 

cíclica en el promotor del gen TFF1 en células MCF7 de cáncer de mama, el cual 

fue de manera dependiente de estradiol y el ERα (Kangaspeska et al. 2008). 

Además, en estudios previos de nuestro grupo de trabajo se demostró que existe 

un patrón diferencial de metilación en el promotor de la isoforma PR-B en el 

hipotálamo de rata durante la transición proestro-estro (Mendoza-Garcés et al. 

2013). Contrario a lo esperado, en el presente estudio no se encontraron cambios 

en los niveles de metilación o hidroximetilación en los promotores de las isoformas 

del PR que fueran dependientes de estradiol. Se ha reportado en células MCF7 de 

cáncer de mama que los cambios en la metilación del DNA en el promotor de la 

isoforma PR-B ocurren como un evento tardío posterior al inhibir la señalización 

del ERα (Leu et al. 2004), lo cual explicaría la ausencia de cambios en la 

metilación del DNA en el presente trabajo, ya que no se analizaron tiempos más 

prolongados de exposición a estradiol. Tampoco se puede descartar que los 

cambios de metilación o hidroximetilación pudieran llevarse a cabo en sitios CpG 

específicos, los cuales se detectarían con técnicas más sensibles como 

secuenciación. Por otra parte, los niveles más elevados de metilación del DNA en 

el promotor de la isoforma PR-A respecto al promotor de la isoforma PR-B, podría 

confirmar la menor accesibilidad factores de transcripción en el primer caso. El 

hecho de que no hubiera diferencia en el enriquecimiento de las  marcas de 

metilación e hidroximetilación del DNA en el promotor de la isoforma PR-A durante 

los tratamientos de estradiol y vehículo puede indicar que existe un mecanismo 

desconocido de regulación intrínseco de la expresión de la isoforma PR-A que es 

independiente de estradiol. Se ha demostrado que los patrones de metilación 

varían dependiendo de la etapa del ciclo celular (Brown et al.), por lo que 

probablemente el ciclo celular afectó el estado de metilación del promotor de la 

isoforma PR-A, teniendo los mismos niveles durante los tratamientos de estradiol y 

con el vehículo, reforzando la idea de que el estradiol no tiene efecto sobre el 

promotor de PR-A. Este mecanismo de regulación del promotor de la isoforma PR-

A pudiera estar relacionado  con el mantenimiento de los niveles constantes en la 

expresión de la isoforma respectiva, ya que también los niveles de 



63 

 

hidroximetilación se mantuvieron constantes (de acuerdo a los niveles de 

metilación) y por lo tanto la relación metilación/hidroximetilación se mantuvo sin 

cambios (no mostrado). 

El hecho de que en el presente estudio la expresión de la isoforma PR-B fue 

regulada por estradiol, sugiere que la línea celular mHypoE-N42 proviene de un 

origen masculino, ya que estudios previos han reportado que el estradiol induce la 

expresión del PR en el núcleo ventromedial del hipotálamo durante etapas 

tempranas del desarrollo en machos pero no en hembras (Quadros & Wagner 

2008). Sin embargo, se ha demostrado que la exposición prenatal al 

dietilestilbestrol (estrógeno sintético) en hembras induce la expresión del PR en 

regiones del cerebro que son relevantes para la conducta reproductiva, tales como 

el núcleo preóptico medial y el núcleo periventricular anteroventral (Quadros, Pfau, 

et al. 2002), lo que sugiere que la exposición a estrógenos durante la etapa de 

diferenciación sexual es la que determina la inducción del PR de manera 

independiente del sexo. Por lo tanto, se requieren mayores estudios para 

establecer por completo los mecanismos involucrados en la regulación diferencial 

de la expresión de las isoformas del gen de PR por estradiol en células 

hipotalámicas embrionarias, lo cual puede estar asociado a la regulación por 

estradiol de los procesos de programación prenatal y el dimorfismo sexual en el 

cerebro de roedores (Wagner et al. 1998; Quadros & Wagner 2008). 
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12.1.     Resumen de los principales hallazgos  
 

En el presente estudio se demostró que en la línea celular mHypoE-N42 el 

estradiol regula de manera diferencial la transcripción de las isoformas PR-B y PR-

A del gen PR mediante la inducción de cambios en la ocupación de los factores de 

transcripción ERα y Sp1 y la histona H3K4me3 en los promotores de dichas 

isoformas. La inducción transitoria de la expresión de la isoforma PR-B 

dependiente del ERα a las 6 h del tratamiento con estradiol, se asoció con el 

incremento en la fosforilación del ERα en la Ser118 y con su reclutamiento en el 

promotor de la isoforma PR-B, lo cual a su vez correlacionó con el aumento de la 

marca de histona H3K4me3 en dicho promotor que sugiere un promotor 

transcripcionalmente activo. Posteriormente se observó una disminución muy 

marcada en la expresión de la isoforma PR-B a las 12h del tratamiento con 

estradiol, la cual fue asociada a una menor detección de Sp1, H3K4me3 y RNA 

pol II en el promotor respectivo, mientras que no se observaron cambios en el 

estado de metilación del DNA que pudieran asociarse a una represión 

transcripcional mediada por este mecanismo. Por otra parte, no se encontraron 

cambios dependientes de estradiol en la expresión de la isoforma PR-A, así como 

tampoco se detectaron cambios en la ocupación de factores de transcripción o 

marcas epigenéticas en su promotor respectivo que se asociaran a su estado 

transcripcional. En la figura 13 se muestra un esquema que resume los principales 

hallazgos encontrados en el presente estudio. 
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Fig. 13. Esquema que muestra los principales hallazgos encontrados en el presente estudio.  
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XIII. Conclusiones 
 

El presente trabajo demuestra que el estradiol induce una regulación diferencial de 

la expresión de las isoformas del gen de PR en una línea celular hipotalámica de 

origen embrionario (mHypoE-N42), la cual está relacionada con la metilación de 

histonas y el posicionamiento de los factores de transcripción ERα y Sp1 en sus 

promotores específicos en una forma dependiente del tiempo de exposición y del 

contexto genómico. 

 

XIV. Perspectivas 
 

• Estudiar el papel de las distintas isoformas del factor de transcripción Sp1 y 

la participación del Sp1 fosforilado en la regulación de las isoformas del gen 

de PR.  

• Estudiar la participación del PR en la regulación de la expresión de sus 

respectivas isoformas, como un mecanismo de retroalimentación negativa. 

• Establecer la participación de interacciones distales entre sitios enhancer y 

los promotores del gen de PR en la regulación de la expresión de ambas 

isoformas. 

• Comparar el transcriptoma de las células mHypoe-N42 a partir de 

tratamientos con estradiol y/o progesterona. 

• Ahondar en el estudio de las modificaciones del DNA en el promotor del 

gen de PR. 

• Validar en un modelo in vivo los resultados obtenidos en la línea celular.  
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Abstract Progesterone receptor (PR) presents two main

isoforms (PR-A and PR-B) that are regulated by two

specific promoters and transcribed from alternative tran-

scriptional start sites. The molecular regulation of PR

isoforms expression in embryonic hypothalamus is poorly

understood. The aim of the present study was to assess

estradiol regulation of PR isoforms in a mouse embryonic

hypothalamic cell line (mHypoE-N42), as well as the

transcriptional status of their promoters. MHypoE-N42

cells were treated with estradiol for 6 and 12 h. Then,

Western blot, real-time quantitative reverse transcription

polymerase chain reaction, and chromatin and DNA

immunoprecipitation experiments were performed. PR-B

expression was transiently induced by estradiol after 6 h of

treatment in an estrogen receptor alpha (ERa)-dependent
manner. This induction was associated with an increase in

ERa phosphorylation (serine 118) and its recruitment to

PR-B promoter. After 12 h of estradiol exposure, a

downregulation of this PR isoform was associated with a

decrease of specific protein 1, histone 3 lysine 4

trimethylation, and RNA polymerase II occupancy on PR-

B promoter, without changes in DNA methylation and

hydroxymethylation. In contrast, there were no estradiol-

dependent changes in PR-A expression that could be

related with the epigenetic marks or the transcription fac-

tors evaluated. We demonstrate that PR isoforms are dif-

ferentially regulated by estradiol and that the induction of

PR-B expression is associated to specific transcription

factors interactions and epigenetic changes in its promoter

in embryonic hypothalamic cells.

Keywords Progesterone receptor isoforms � Estradiol �
Epigenetic marks � Transcription factors � Hypothalamus �
Histone acetylation

Introduction

Progesterone receptor (PR) is a member of the nuclear

receptor superfamily that regulates several reproductive

and nonreproductive functions [1]. PR gene encodes two

main isoforms, PR-A and PR-B, whose transcription is

regulated by two specific promoters and alternative tran-

scription start sites (TSS) [2]. PR-A differs from PR-B by

lacking 164 amino acids at the amino terminus of the

protein. PR-A usually functions as a transcriptional inhi-

bitor of PR-B-regulated genes [3]. However, it has been

also demonstrated that both PR isoforms act as transcrip-

tional activators of different target genes in the same cell

line [4]. Therefore, it has been proposed that PR function

results from the counterbalancing proportion of both iso-

forms when they are expressed in the same cell type [5, 6].

It has been reported that there is a specific variation in PR
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isoforms expression during the estrous cycle and under

estradiol and progesterone treatments in the rodent

hypothalamus. Particularly, PR-B isoform is induced by

estradiol to a greater extent than PR-A in the hypothalamus

and preoptic area of the female rat, and this differential

regulation has been associated with the display of sexual

behavior [7–12]. It has been reported that the expression of

PR-A is higher than that of PR-B in the immortalized rat

embryonic hypothalamic cell line, D12, and that the

expression of both PR isoforms was induced by estradiol

[13]. Moreover, it has been demonstrated that PR expres-

sion regulation by estradiol is sexually dimorphic during

development in several brain regions, particularly in those

that control sexual differentiation and reproductive behav-

ior during adulthood, such as medial preoptic nucleus and

the ventromedial nucleus of hypothalamus [14–16].

Expression of PR isoforms is mainly regulated by

estrogen receptor alpha (ERa), despite the lack of con-

sensus estrogen responsive elements (ERE) in the PR gene

promoter [17]. ERa is recruited to the PR gene promoter

through interactions with specific protein 1 (SP1) and

activator protein-1 (AP1) in MCF7 cells [18, 19]. In turn,

ERa recruits transcriptional coregulators that induce

changes in chromatin in order to activate transcription [20].

Moreover, both DNA methylation and chromatin basal

states in the PR promoter region also influence the

expression of PR isoforms, highlighting the importance of

epigenetic processes in the regulation of this gene [21, 22].

We recently reported a transient and differential DNA

methylation pattern of PR gene isoform promoters during

the evening of proestrus in rat hypothalamus [10]. It has

also been reported that estradiol induced a differential

DNA methylation pattern of PR-A promoter in the med-

iobasal hypothalamus of developing rats [23].

It has been described a specific and a transient induction

pattern of transcriptionally active and repressive histone

marks in mouse hypothalamus after 6 h of estradiol treat-

ment [24]. Furthermore, the authors found a specific

enrichment of H3Ac and H3K4me3 histone marks on four

different regions upstream of the TSS of PR-A which

included PR-A promoter and other three regions near PR-A

and PR-B promoters. Interestingly, this histone marks

enrichment was dependent on the estradiol exposure time

and the hypothalamic region. The authors also reported that

ERa was not recruited on any of the four PR gene studied

regions [24].

Although the regulation of PR isoforms expression by

estradiol has been extensively reported in adult hypotha-

lamic cells, there is lacking information about their regu-

lation in embryonic hypothalamic cells, as well as the

molecular mechanisms involved in such regulation. In this

study, we used the estradiol responsive mHypoE-N42

mouse embryonic hypothalamic cell line as a model for

exploring PR isoforms regulation [25]. This cell line

expresses PR-A and PR-B, and it has been previously used

for analyzing the transcriptional regulation of the aro-

matase gene by estradiol [26].

The aim of this study was to assess the regulation of PR

isoforms expression by estradiol in the mHypoE-N42 cell

line, as well as the epigenetic changes and interaction of

transcription factors on PR-A and PR-B promoters asso-

ciated to such regulation.

Materials and methods

Cell culture and treatments

Mouse hypothalamic mHypoE-N42 cells were purchased

from Cellutions Biosystems� (Toronto, Canada) and are

derived from mouse embryonic hypothalamic primary

cultures (from days 15, 17, and 18) although the sex of

embryos was not determined. Cells were maintained in

high-glucose DMEM medium (Life Technologies�, Cali-

fornia, USA) supplemented with 10 % of fetal bovine

serum (FBS). Cells were used for experiments at passages

24–26. Before treatments, 2 9 106 cells were maintained

in DMEM medium without phenol red and charcoal-

stripped FBS until they reached a confluence of 80–90 %,

and then cells were serum starved in the same medium

overnight. Cells were treated with different concentrations

of estradiol (Sigma�, Missouri, USA) or 0.002 % of

ethanol (vehicle) for 6 and 12 h. In order to confirm that

the estradiol regulation of gene expression was mediated

by ERa and not by other estrogen receptor subtypes, the

effect of a highly selective ERa antagonist, 1,3-bis(4-hy-

droxyphenyl)-4-methyl-5-[4-(2-piperidinylethoxy)phenol]-

1H-pyrazole dihydrochloride (MPP, Tocris Bioscience,

Bristol, UK), was evaluated. 5 nM of MPP was adminis-

tered alone or in combination with 100 nM of estradiol.

Subsequent methodological approaches and the corre-

sponding experiments were performed from whole cell

preparations.

RNA isolation and real-time RT-qPCR

Total RNA was isolated with TRIzol� reagent (Life

Technologies�, California, USA) and RT-qPCR was car-

ried out using the SuperScript� III First-Strand Synthesis

SuperMix� (Life Technologies�, California, USA), as

specified by the distributor. Total RNA isolated was

quantified by the Quant-iT� RiboGreen� RNA Assay Kit

(Life Technologies�, California, USA). 100 ng of cDNA

were amplified using the 7500 real-time PCR system (Life

Technologies�, California, USA). 1 ll of RT reaction was

subjected to PCR in order to simultaneously amplify a gene
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fragment of PR-B isoform, total PR (PR-B ? PR-A), and

GAPDH. This was used as an internal control and was

obtained from Life Technologies�, California, USA (Assay

ID: Mm99999915_g1). The sequences of the specific pri-

mers and probes for PR-B and total PR amplifications are

depicted in Table 1. Negative controls without cDNA and

with non-retrotranscribed RNA were included in all the

experiments. All PCR products were always studied and

analyzed together throughout the experiments. In order to

obtain the relative quantification by the DDCt method,

TaqMan� probes (Life Technologies�, California, USA)

were used as the detection system. Master Mix and

TaqMan� assays were used at 1X. Cycling conditions were

followed as specified by the distributor, with the exception

of PR-B (50 �C for 2 min; 95 �C for 10 min; 50 cycles of

95 �C for 30 s and 64 �C for 3 min). PR-A expression

levels were calculated by subtracting total PR minus PR-B

expression levels. All assays produced a single PCR pro-

duct at the molecular weight expected, as confirmed using

2 % agarose gels stained with GelRed� (Biotium�, USA).

Western blot

Cells were homogenized in RIPA buffer (50 mM Tris–HCl

pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 % v/v NP40, 0.25 % w/v sodium

deoxycholate) containing protease and phosphatase inhi-

bitor cocktails (Roche, Basel, Switzerland). Proteins were

obtained by centrifugation at 12,500 rpm at 4 �C for

30 min and quantified by the Bradford method (BioRad,

California, USA). Proteins (40 lg) were separated by

denaturing electrophoresis in a 7.5 % polyacrylamide gel at

95 V. Gels were transferred to a polyvinylidene fluoride

membrane (Millipore, Massachusetts, USA) by semidry

transfer (BioRad, California, USA). Membranes were

blocked with 10 % w/v nonfat dry milk and 0.1 % v/v

Tween-20 at room temperature for 30 min. Membranes

were incubated with primary antibodies against PR, S118

phosphorylation of ERa and SP1 (Santa Cruz, Texas, USA)

at 4 �C overnight. The respective secondary antibodies

conjugated to horseradish peroxidase were incubated at

room temperature for 1 h. Membranes were stripped with

glycine (25 mM, pH 2.5; 1 % w/v SDS) at room temper-

ature for 30 min and reprobed with the ERa and GAPDH

primary antibodies (Santa Cruz, Texas, USA) as previously

mentioned. Proteins were detected by chemiluminescence

with the ECL kit (Amersham Piscataway, USA) and ana-

lyzed by densitometry using the Vision Works LS Software

(UVP�, USA).

Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

Chromatin immunoprecipitation was carried out as previ-

ously described [26], with minor modifications. Briefly,

treated cells were incubated with 1 % w/v of formaldehyde

for 10 min and with 125 mM of glycine for 5 min. Cells

were harvested and homogenized in a lysis buffer (1 % w/v

SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8) containing a

protease inhibitor cocktail (Roche, Basel, Switzerland).

Chromatin shearing was performed in a Vibra Cell� son-

icator (Sonics, Connecticut, USA) by 6 pulses of 10 s ON,

60 s OFF at 75 % amplitude, to obtain DNA fragments

with a modal size of 1000 bp, which was confirmed by a

2 % w/v agarose gel stained with GelRed� (Biotium�,

USA). 25 lg of chromatin were diluted 1:10 with buffer

containing protease inhibitor cocktail. Precleared chro-

matin was incubated at 4 �C overnight with 2–5 lg of

antibodies against H3K9ac, H3K4me3, H3K9me2, and

RNA Pol II (Abcam�, Cambridge, UK), ERa, and SP1

(Santa Cruz, TX, USA). The immune complexes were

incubated with protein A/G agarose (Santa Cruz, TX, USA)

in agitation at 4 �C for 1 h. The immunoprecipitated

products were washed with low salt wash buffer, high

Table 1 Primers and probes

used for real-time PCR assays
Target Sequence (50–30) Detection Application

PR-B Forward-CAGCACCGGCCACACCAGTT TaqMan� Gene expression

Reverse-CCAAGCGTGCAAGCAAGGGG

Probe-ACACGTCTGGCGCTTCGCCCTCCCC

Total PR Forward-ATTCTACTCGCTGTGCCTTACC TaqMan� Gene expression

Reverse-CATGGGTCACCTGGAGTTTGA

Probe-ATGTGGCAAATCCC

PR-B promoter Forward-GGTGGGGCTGGCATGCTTCT TaqMan� ChIP

Reverse-ACTCCCGCTATCTCCGGACTTCT

Probe-TGGGCGGGCCTTCCTAGAGCGCCA

PR-A promoter Forward-CAGCACCGGCCACACCAGTT TaqMan� ChIP

Reverse-CCAAGCGTGCAAGCAAGGGG

Probe-ACACGTCTGGCGCTTCGCCCTCCCC
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salt wash buffer, lithium chloride wash buffer, and

TE buffer (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8.0). The

complexes were eluted twice with elution buffer (1 % w/v

SDS, 100 mM NaHCO3) for 15 min at room temperature.

Samples obtained were incubated with RNase A solution

(Promega, Wisconsin, USA) for 30 min at 37 �C. Reverse
crosslinking was performed by incubating with Proteinase

K (Roche, Basel, Switzerland) at 55 �C overnight and then

with NaCl (5 M) for 6 h at 65 �C. The enriched genomic

DNA was purified with the Wizard� SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega, Wisconsin, USA). The puri-

fied products were amplified using the 7500 real-time PCR

system (Life Technologies�, California, USA) to obtain the

fold enrichment of each immunoprecipitated sample.

TaqMan� probes (Life Technologies�, California, USA)

were used for detection. TaqMan� assays were designed

using Primer3 software in order to amplify the promoter

regions of both PR isoforms according to previous studies

and databases [2, 17, 27, 28] (Fig. 1). Cycling conditions

were the following: 50 �C for 2 min; 95 �C for 10 min; 50

cycles of 95 �C for 30 s and 64 �C for 3 min. Normaliza-

tion was carried out using the input sample (1 % v/v of

diluted chromatin). Primers and probe used for PR isoform

promoters are shown in Table 1. Both assays produced a

single PCR product at the molecular weight expected, as

confirmed using a 2 % w/v agarose gel stained with

GelRed� (Biotium�, USA).

Methylated and hydroxymethylated DNA

immunoprecipitation

Immunoprecipitation of methylated and hydroxymethy-

lated DNA was performed as previously reported [29, 30]

with minor modifications. Briefly, genomic DNA was

extracted from mHypoE-N42 cells using the Wizard�

Genomic DNA purification kit (Promega, Wisconsin,

USA). 15 lg of genomic DNA were fragmented in a

Vibra Cell� sonicator by 6 pulses of 10 s ON, 60 s OFF

at 40 % amplitude, to obtain DNA fragments with a

modal size of 1000 bp, confirmed by a 1.5 % w/v agarose

gel stained with GelRed� (Biotium�, USA). 2.5 lg of

sonicated DNA was diluted in TE buffer and denatured

for 10 min at 100 �C, followed by snap-chilling samples

on wet ice. 10 % v/v of sample was transferred on a clean

tube for the input. Diluted DNA was incubated with

immunoprecipitation buffer (10 mM Na-phosphate, 140

mM NaCl, 0.05 % v/v Triton X-100) and 1 lg of anti-

methylcytosine or anti-hydroxymethylcytosine antibodies

(Zymo�, California, USA) at 4 �C overnight on a rotating

wheel. Collection and washing of the immune complexes

were performed as described for ChIP. To release the

DNA from the beads, samples were incubated with

digestion buffer (50 mM Tris, 10 mM EDTA, 0.5 % w/v

SDS) and Proteinase K overnight at 55 �C in agitation.

DNA purification and real-time PCR were performed as

described for ChIP.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Graph Pad

Prism� 6 software (Graph Pad software, USA). Experi-

mental data are presented as mean with standard deviation

from three or more independent experiments. One way

ANOVA tests were performed in all data followed by

Tukey post hoc test. Statistical differences were considered

when P\ 0.05.

Results

Regulation of PR isoforms expression in mHypoE-

N42 cells

A series of experiments was performed to assess the effects

of estradiol in both PR-A and PR-B expression in mHy-

poE-N42 cells. An estradiol dose–response curve was

performed after 6 h of treatment, and a significant induc-

tion of PR-B protein content with 100 nM of estradiol was

observed by Western blot (Fig. 2a, b). PR-A was identified

as the predominant isoform (Fig. 2a). The regulation of PR

isoforms expression by estradiol at mRNA level was

assessed by RT-qPCR. A significant induction of PR-B

mRNA expression after 6 h of treatment was followed by a

marked decrease after 12 h (Fig. 2c). No significant

changes in PR-A mRNA expression after estradiol

TSS PR-B (+1) TSS PR-A (+646)

Rat PPR-B (-150 - +65) Rat PPR-A (+471 - +686)

Human PPR-B (-940 - +32) Human PPR-A (+367 - +1013)

Sp1 sites ERE or half ERE sites 

Primers delimited region for PPR-B amplification(-184 - +247)

Primers delimited region for PPR-A amplification (+300 - +712)

+1 +300 +600 +900 +1200-300 +1500-600

Fig. 1 Schematic representation of PR gene promoters of Mus

musculus. Promoter regions and primers delimited regions for PCR

amplification are represented. TSS transcription start site, PPR-B PR-

B isoform promoter region, PPR-A PR-A isoform promoter region,

ERE estrogen responsive element. SP1 sites are represented by

triangles, ERE or half ERE sites are represented by circles
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treatments were detected as compared to vehicle, although

a decrease in PR-A mRNA expression after 12 h of

estradiol treatment as compared with hormone treatment

after 6 h was observed.

Estradiol regulates the expression

and phosphorylation of ERa and SP1 transcription

factors

The expression and phosphorylation of ERa and SP1, two

main transcription factors that regulate PR gene expression

[17, 19, 31], were assessed by Western blot (Fig. 3a). An

increase in ERa expression was observed after 12 h of

estradiol treatment, while SP1 expression was increased at

6 h. In order to determine the functional status of these

transcription factors, ERa (Ser118) and SP1 (total) phos-

phorylation was analyzed. Higher levels of Ser118 phos-

phorylation were found after 6 h of estradiol treatment as

compared to vehicle and 12 h of estradiol treatment

(Fig. 3a, b). An increase in the total phosphorylation levels

of SP1 was found after 12 h of estradiol treatment (Fig. 3a,

c).

As expected, treatment with the highly selective ERa
antagonist (MPP) blocked the estradiol-dependent induc-

tion of PR-B protein content, without affecting PR-A

protein content (Fig. 3d, e).

Estradiol induces a differential occupancy

of estrogen-related transcription factors and RNA

pol II on PR isoform promoters

The local estradiol effects on both PR isoform promoters

were assessed by ChIP. The recruitment of specific tran-

scription factors of estrogen signaling (ERa and SP1) and

RNA pol II was assessed after estradiol treatments (Fig. 4).

RNA pol II was differentially recruited at PR-B promoter

after 6 and 12 h of estradiol treatments (Fig. 4a). However,

a significant difference between the 6 h of estradiol and

vehicle treatments was not observed, but a significant

decrease occurred at 12 h (Fig. 4a). In contrast, RNA pol II

did not show a differential occupancy on PR-A promoter at

any of the studied conditions (Fig. 4b).

SP1 occupancy was detected on PR-B promoter after

vehicle and 6 h of estradiol treatment, but it was not

detected after 12 h of estradiol treatment (Fig. 4a). On the

other hand, SP1 and ERa occupancy on PR-A promoter

was very low at all the studied conditions, and it was not

statistically different from the negative control of ChIP

assay (Fig. 4b and data not shown). Interestingly, ERa was

only recruited on PR-B promoter after 6 h of estradiol

treatment (Fig. 4a).

Estradiol induces a specific enrichment of active

and repressive histone marks on PR isoform

promoters

In order to determine the epigenetic status of both PR

isoform promoters after estradiol treatments, the analysis of
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Fig. 2 Estradiol differentially regulates PR isoforms expression in

the mHypoE-N42 cell line. Cells were treated as specified in the

‘‘Materials and methods’’ section and then total protein or RNA were

extracted. PR isoforms expression was normalized using GAPDH.

Transcripts relative expression of PR-B and PR-A was calculated by

the DDCt method, and data were normalized using GAPDH gene as

endogenous control. a and b Western blot analysis of PR isoforms

content after 6 h of estradiol treatment. c PR isoforms relative mRNA

expression after 6 and 12 h of estradiol (100 nM) and vehicle (ethanol

0.02 %) treatments. Significant differences between vehicle treat-

ments at 6 and 12 h were not observed (data not shown). Data are

expressed as mean ± SD of four independent replicates. Veh vehicle,

E2 estradiol. *P\ 0.05 versus Veh.; #P\ 0.01 versus 6 h;
?P\ 0.05 versus 6 h
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histone marks related with active gene expression

(H3K9Ac and H3K4me3) and gene repression (H3K9me2)

was performed by ChIP (Fig. 5). The H3K9Ac histone

mark was not altered at any of the studied conditions

(Fig. 5a, b), although a higher enrichment of this histone

mark on PR-B promoter was observed, as compared with

PR-A promoter. A differential enrichment of the H3K4me3

histone mark on PR promoters was observed (Fig. 5). A

higher enrichment of the H3K4me3 mark on PR-B pro-

moter as compared to PR-A promoter was found after

vehicle and 6 h of estradiol treatment. Interestingly,

H3K4me3 enrichment on PR-B promoter was not detected
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Fig. 3 Regulation of estrogen-related transcription factors expression

by estradiol in the mHypoE-N42 cell line. Cells were treated with

estradiol (100 nM) or vehicle (ethanol 0.02 %) for 6 and 12 h.

Proteins obtained were analyzed by Western blot. Data were

normalized using GAPDH as loading control. Significant differences

between vehicle treatments at 6 and 12 h were not observed in any of

the studied proteins (data not shown). a Representative Western blots

of ERa, phosphorylated ERa (Ser 118), SP1 and phosphorylated SP1

(total), and GAPDH at the studied conditions. Densitometric analysis

of b ERa and phosphorylated ERa and c SP1 and phosphorylated

SP1. Levels are expressed as percent of the vehicle (mean ± SD of

three to six independent replicates). Phosphorylated ERa and SP1

expression levels were normalized using the total levels of each

protein. d and e Blocking of the estradiol-dependent induction of PR-

B by the ERa selective antagonist, MPP, expressed as percent of the

vehicle (mean ± SD of three to six independent replicates). Veh

vehicle, E2 estradiol, P-ERa phosphorylated ERa at Ser118; P-SP1

total phosphorylated SP1. *P\ 0.05 versus Veh. and 6 h; #P\ 0.05

versus Veh. and 12 h; ?P\ 0.05 versus Veh. and MPP
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after 12 h of estradiol treatment (Fig. 5a). In contrast, we

did not find any estradiol-dependent change in the

H3K4me3 histone mark recruitment at PR-A promoter

(Fig. 5b). Unexpectedly, estradiol-dependent transient enrich-

ment of H3K9me2 after 6 h was found at both PR isoform

promoters (Fig. 5a, b).

DNA methylation and hydroxymethylation marks

at PR promoter are not affected by estradiol

treatment

Another key component in epigenetic regulation is DNA

methylation. In addition, the 5-hydroxymethylcytosine has

a

b

*

*

#

+

Ve
h. 6
h

12
h

Ve
h. 6
h

12
h

Ve
h. 6
h

12
h

0

20

40

60

200

400

600

800

Estradiol 100 nM (h)

Fo
ld

 e
nr

ic
hm

en
t

RNA Pol II

SP1

ERα

PPR-B

Ve
h. 6
h

12
h

Ve
h. 6
h

12
h

Ve
h. 6
h

12
h

0

20

40

60

Estradiol 100 nM (h)

Fo
ld

en
ric

hm
en

t

PPR-A
RNA Pol II

SP1

ERα

Fig. 4 Transcription factors

and RNA pol II occupancy on

PR isoform promoters

regulation by estradiol.

mHypoE-N42 cells were treated

with estradiol (100 nM) and

vehicle (ethanol 0.02 %) for 6

and 12 h. RNA pol II, SP1, and

ERa occupancy on a PR-B and

b PR-A promoters was analyzed

by ChIP coupled to real-time

PCR. Significant differences

between vehicle treatments at 6

and 12 h were not observed in

any of the immunoprecipitated

studied proteins (data not

shown). Data are expressed as

fold enrichment (mean ± SD of

three to six independent

replicates). Veh vehicle, PPR-B

PR-B promoter, PPR-A PR-A

promoter. *P\ 0.01 versus

12 h; #P\ 0.05 versus Veh.;
?P\ 0.05 versus Veh. and 12 h
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recently emerged as an intermediary of active DNA

demethylation [32]. In the present study, estradiol-depen-

dent changes in 5-methylcytosine and 5-hydroxymethylcy-

tosine content at either PR isoform promoters were not

observed (Fig. 6). Interestingly, the 5-methylcytosine and

5-hydroxymethylcytosine levels were higher on PR-A pro-

moter than on PR-B promoter. An increase in both hydroxy

and methyl cytosine levels on PR-A promoter was observed

after 12 h of both vehicle and estradiol treatments (Fig. 6b).

Discussion

In the present study, we demonstrate that PR isoforms are

differentially regulated by estradiol at the transcriptional

level through changes in promoter occupancy by transcrip-

tion factors as well as by epigenetic changes in PR-A and

PR-B promoters in a mouse embryonic hypothalamic cell

line. The transient ERa-dependent induction of PR-B

mRNA expression observed after 6 h of estradiol treatment

a

b

Estradiol 100 nM (h)

Fo
ld

 e
nr

ic
hm

en
t

PPR-B

Estradiol 100 nM (h)

Fo
ld

 e
nr

ic
hm

en
t

PPR-A

Ve
h. 6
h

12
h

Ve
h. 6
h

12
h

Ve
h. 6
h

12
h

0

20

40

60

80

100

2000

4000

6000

8000 H3K9Ac

H3K4me3

H3K9me2

*

Ve
h. 6
h

12
h

Ve
h. 6
h

12
h

Ve
h. 6
h

12
h

0

20

40

60

200

400

600

800 H3K9Ac

H3K4me3

H3K9me2

*

#

Fig. 5 Active and repressive

histone marks enrichment on PR

isoform promoters is

differentially regulated by

estradiol. Cells were treated

with estradiol (100 nM) and

vehicle (ethanol 0.02 %) for 6

and 12 h. H3K9Ac, H3K4me3,

and H3K9me2 enrichment on

PR-B (a) and PR-A

(b) promoters was analyzed by

ChIP coupled to real-time PCR.

Significant differences between

vehicle treatments at 6 and 12 h

were not observed in any of the

immunoprecipitated studied

proteins (data not shown). Data

are expressed as fold

enrichment (mean ± SD of

three to six independent

replicates). Veh vehicle, PPR-B

PR-B promoter, PPR-A PR-A

promoter. *P\ 0.01 versus

Veh. and 12 h; #P\ 0.001

versus Veh
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was associated with an increase in ERa phosphorylation at

Ser118, as well as its recruitment on the PR-B promoter. In

line with these data, a down regulation of PR-B mRNA

expression after 12 h of estradiol treatment was associated

with a decrease of SP1, H3K4me3, and RNA pol II

occupancy on its promoter. In contrast, estradiol modified

neither PR-A mRNA expression nor the occupancy of

transcription factors and epigenetic markers on its promoter.

We first demonstrated that estradiol (100 nM) produced

a transient induction of PR-B mRNA expression in the
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Fig. 6 DNA methylation and

hydroxymethylation levels in

PR isoform promoters are not

affected by estradiol treatments.

mHypoE-N42 cells were treated

with estradiol (100 nM) and

vehicle (ethanol 0.02 %) for 6

and 12 h. 5-methylcytosine and

5-hydroxymethylcytosine

detection in PR-B (a) and PR-A

(b) promoters was analyzed by

immunoprecipitation coupled to

real-time PCR. Data are

expressed as fold enrichment

(mean ± SD of three to six

independent replicates). Veh
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PR-B promoter, PPR-A PR-A

promoter. *P\ 0.0001 versus
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mHypoE-N42 cell line (Fig. 2c). Although this estradiol

dose is considered higher than those reported in other

studies [33], the functional relevance of this estradiol

concentration has also been demonstrated in previous

reports using this cell line, in terms of aromatase gene

expression regulation in an ERa-dependent manner [23].

This differential response to estradiol doses between

hypothalamic cultures could be due to the differences in

cell type and developmental stage, since it has been pro-

posed that PR expression within the ventromedial nucleus

of the hypothalamus becomes more responsive to estradiol

as development advances, which supports the idea that

higher doses of estradiol are required to induce PR

expression during early stages of development than those

required in highly estradiol responsive adult cells [34].

Interestingly, the transient induction of PR-B and the

absence of changes in PR-A mRNA expression after

estradiol treatments observed in the present study were

similar to that observed in the hypothalamus of proestrus

rats and during development in several hypothalamic

nuclei [10, 35]. In contrast to our results, the induction of

PR mRNA expression is still observed after 48 h of

estradiol administration in the hypothalamus of adult

ovariectomized female rats [7, 12]. This suggests that time

differences in the regulation of PR mRNA expression by

estradiol depend on the developmental stage of the animal.

In fact, PR protein content is transiently upregulated in the

ventromedial nucleus of rat hypothalamus during embry-

onic development [35]. On the other hand, the 6 h transient

induction of PR expression by estradiol observed in the

present study has also been reported in the hypothalamus of

adult ovariectomized female mice [24], which suggests that

this short-term regulation of PR expression is species

dependent. The transient induction of PR-B was also

observed at protein level in the present study (data not

shown), suggesting that the effects of estradiol on the

transcription factors and epigenetic marks studied in the

present work are also related with PR isoforms protein

content, which in turn indicates that this regulation could

have an impact on the functional role of PR in this cell line.

Furthermore, PR-A was identified as the predominant iso-

form in the present study, as previously reported in

embryonic rat hypothalamic cells [13].

ERa is the main transcription factor that regulates PR

expression in the brain [7, 8, 36]. We therefore, assessed

the phosphorylation status of ERa at Ser118, since it has

been reported that phosphorylation at this residue is

related with the transcriptional activity of ERa in its

target genes [37, 38]. Accordingly, higher levels of

phosphorylated ERa (Ser118) were found after 6 h of

estradiol treatment (Fig. 2a). This finding correlates with

the transient induction of PR-B mRNA expression

observed after 6 h of estradiol treatment, suggesting that

there is a correlation between the transcriptional activity

of ERa and PR-B mRNA expression in rodent embryonic

hypothalamic cells.

The participation of ERa on PR expression was

demonstrated using a selective ERa antagonist (Fig. 2d).

Moreover, our ChIP data show that ERa is recruited on PR-

B promoter after 6 h of estradiol treatment (Fig. 4a), which

is in line with the induction of PR-B mRNA expression. On

the other hand, and according to several studies, ERa
occupancy on PR-A promoter was not detected at any of

the studied conditions (Fig. 4b) [20, 24, 39] despite the

presence of a half ERE site in this promoter [27]. The

absence of ERa on PR-B promoter after 12 h of estradiol

treatment could be due to the lack of SP1 presence on PR-B

promoter region at this period of time, since it has been

reported that SP1 is required for ERa recruitment [19].

Furthermore, we have recently reported that the

dynamic DNA methylation pattern found in PR-B promoter

in rat hypothalamus during proestrus transition involves a

consensus and highly conserved SP1 site [10]. Our ChIP

data suggest that SP1 is present on PR-B promoter after 6 h

of estradiol and vehicle treatments, as previously reported

[40, 41]. Interestingly, a downregulation of SP1 together

with an increase in its phosphorylation after 12 h of

estradiol treatment was observed (Fig. 3a), when PR-B

mRNA expression was markedly decreased (Fig. 2c). In

line with these results, hyperphosphorylation of SP1 has

been associated with a decrease of its occupancy on target

genes [42, 43]. On the other hand, we did not find SP1

occupancy on PR-A promoter. However, further studies are

needed to investigate the role of other SP proteins such as

SP3 or SP4 in PR isoforms regulation [44].

Regarding RNA pol II, our results demonstrate that a

decrease of its recruitment on PR-B promoter at 12 h of

estradiol treatment correlates with a marked decrease on

PR-B mRNA expression (Fig. 2c, 4a), suggesting that SP1

is required for the recruitment of RNA pol II to maintain

the transcriptional basal levels of PR-B. Interestingly, the

transient occupancy of RNA pol II in the promoters of

other estrogen-regulated genes has been previously repor-

ted in MCF7 human breast cancer cells [45]. In contrast, no

differential occupancy of RNA pol II on PR-A promoter at

the studied conditions was found (Fig. 4b), correlating with

the absence of changes in PR-A mRNA expression after

6 h of estradiol treatments. Interestingly, no significant

differences of RNA pol II occupancy on PR-A promoter

between the negative control of ChIP assay and the 12 h of

estradiol treatment were observed (data not shown), which

correlates with the significant decrease on PR-A mRNA

expression at this time point as compared with 6 h of

estradiol treatment. Further studies are required in order to

describe the recruitment of specific phosphorylated forms

of RNA pol II that actively participate in ERa-dependent
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PR transcription, as we did not find changes in total RNA

pol II occupancy after 6 h of estradiol treatment.

Histone acetylation is one of the characteristic features

of transcriptionally active chromatin [46]. A higher

enrichment of the H3K9Ac histone mark on PR-B pro-

moter as compared to PR-A promoter was observed

(Fig. 5). This finding could explain the differential levels

of RNA pol II occupancy on the corresponding PR isoform

promoters (Fig. 3), which correlate with previous reports

[41, 47].

The H3K4me3 histone mark is another of the classical

hallmarks of transcriptionally active chromatin. As in the

case of H3K9Ac histone mark, a higher enrichment of the

H3K4me3 mark on PR-B promoter was found as compared

with PR-A promoter, suggesting that PR-B promoter is

transcriptionally more permissive than PR-A promoter

(Fig. 5). In addition, the increase of the H3K4me3 histone

mark after 6 h of estradiol treatment, as well as the marked

decrease at 12 h, is in line with the transient induction of

PR-B mRNA expression (Fig. 2c) and the corresponding

decrease of RNA pol II and estrogen-related transcription

factors occupancy on this promoter (Fig. 4a). In contrast,

no changes in the H3K4me3 enrichment on PR-A promoter

were observed at any of the studied conditions (Fig. 5b).

The H3K9me2 histone mark is a typical hallmark of

transcriptional silencing on promoter regions [48]. The

enrichment of both transcriptional active (H3K4me3) and

repressive (H3K9me2) histone marks was increased after

6 h of estradiol treatment on PR-B promoter, which could

be the result of a fine-tune regulation mechanism to avoid

ligand-independent expression as previously reported on

ERa-regulated genes in MCF7 breast cancer cells [49].

According to our results, it has been reported that both

transcriptional active and repressive histone marks are also

present on PR isoform promoters in the human term

myometrium, in which the upregulated isoform (PR-A)

was more extensively marked for transcriptional activation

than the non-upregulated one (PR-B) [47]. On the other

hand, the enrichment of the H3K9me2 histone mark after

6 h of estradiol treatment was the only estradiol-dependent

change on PR-A promoter observed in the present study;

however, this modification was not associated with estra-

diol-dependent changes on PR-A mRNA expression.

The participation of DNA methylation in PR gene

expression regulation has been extensively described in

pathological and physiological models [10, 50–54]. In the

present study, we did not find any estradiol-dependent

change in DNA methylation or hydroxymethylation of PR

isoform promoters (Fig. 6). It has been reported that DNA

methylation on PR-B promoter is observed as a late event

after disrupting ERa signaling in MCF7 cells [55]. The

higher enrichment of methylated DNA on PR-A promoter

as compared with PR-B promoter would confirm the

transcription factor accessibility on the later one (Fig. 6).

Interestingly, the increase of both 5-methylcytosine and

5-hydroxymethylcytosine marks on PR-A promoter observed

at 12 h was independent of estradiol exposure (Fig. 6b),

which could be related with a particular intrinsic regulation

mechanism of PR-A mRNA expression.

The fact that PR-B was regulated by estradiol in the

present study suggests that the mHypoE-N42 cell line has a

male origin, as previous studies have reported that estradiol

induces PR expression in the neonatal ventromedial

nucleus of hypothalamus in male but not in female rats

[16]. However, it has been demonstrated that prenatal

exposure to a synthetic estrogen (diethylstilbestrol) induces

PR expression in other reproductive relevant brain areas of

female rats such as the medial preoptic nucleus and the

anteroventral periventricular nucleus [56]. Further studies

are required to the complete understanding of molecular

mechanisms involved in the differential regulation of PR

isoforms mRNA expression by estradiol in embryonic

hypothalamic cells, which in turn could be associated with

estradiol mediated prenatal programming processes and

sexual dimorphism in the rodent brain [15, 16].

The overall results of this study show that estradiol

induces a differential regulation of PR isoforms expression

in an embryonic hypothalamic cell line, which is associated

with specific promoter occupancy of transcription factors

and histone marks on PR-A and PR-B promoters.
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0. Introduction

Steroid hormone nuclear receptors are transcription factors that
regulate proliferation, growth and differentiation, as well as many
other functions in several mammalian tissues. Progesterone Recep-
tor (PR) belongs to the steroid receptor superfamily (O’Malley
et al., 1970). PR gene expresses two main isoforms, PRA and PRB,
which are regulated by two different promoters and transcription
start sites (Kraus et al., 1993). PRB differs from PRA by having addi-
tional 164 amino acids at the amino terminus of the protein. Both
isoforms have different functions that are mediated by specific
molecular mechanisms of gene regulation (Vegeto et al., 1993).
In fact, PRA usually functions as a transcriptional inhibitor of PRB
gene targets. Moreover, it has been reported that both isoforms
act as transcriptional activators of different genes in the same cell
(Richer et al., 2002). This means that the physiological activity of
PR is the result of the counterbalancing proportion of these iso-
forms when both are present in the same cells (Camacho-Arroyo
et al., 2007; Guerra-Araiza et al., 2000). Indeed, our group and oth-
ers have shown that there is a specific variation in PR isoforms
throughout the estrous cycle and with hormonal treatments in
the rodent brain. Interestingly, this pattern of variation has been
associated with the onset of sexual behavior (Camacho-Arroyo
et al., 1998; Guerra-Araiza et al., 2003; White et al., 2007;
Mendoza-Garcés et al., 2010, 2013).

The main regulator of the balance between PR gene isoforms is
the Estrogen Receptor Alpha (ERa), which carries out this function
via interaction with its specific ligand, despite the lack of consen-
sus estrogen responsive elements (ERE) in the PR gene isoforms
promoter regions (Kastner et al., 1990). It has been reported that
ERa is recruited to the PR gene promoter through interactions with
Specific Protein 1 (SP1) and Activator Protein-1 (AP1) in MCF7 cells
(Petz et al., 2002, 2004). However, recent studies on the same cell
line suggest that ERa is associated at distal regulatory regions of
the PR gene after short times of estradiol exposure, rather than act-
ing on the promoter region (Bonéy-Montoya et al., 2010; Won
Jeong et al., 2012). In addition, ligand bound ERa recruits transcrip-
tional coregulators that are dependent on the specific gene, regula-
tory region, time and cellular context (Won Jeong et al., 2012).
These coregulators, in turn, induce changes in chromatin in order
to activate transcription. The induction of the PR gene isoforms also
depends on the DNA methylation and chromatin basal state of
their promoters (Fleury et al., 2008).

This suggests a complex mechanism of PR gene regulation that
involves the participation of epigenetic processes. In fact, it has
been reported extensively in physiological and pathological mod-
els that PR gene regulation involves promoter epigenetic changes.
Here we summarize the main findings regarding the epigenetic
regulation of PR, emphasizing and discussing the recent advances
in the field of neurosciences.
1. Epigenetic regulation of PR gene isoforms

Epigenetics is classically defined as the study of stable heritable
changes in gene function that are not the result of modifications of
the DNA sequence (Dupont et al., 2009). However, due to the
increasing knowledge of molecular mechanisms involved in this
field, this definition is now considered limited (Felsenfeld, 2014).
Epigenetic regulation of gene expression involves posttranslational
modifications of histones, DNA methylation, noncoding RNAs, and
long range interactions, among other events. The former two have
been extensively studied in many pathological processes (such as
cancer), as they are potentially reversible and therefore represent
a promising target for therapeutics (Biçaku et al., 2008;
Hansberg-Pastor et al., 2013; Ren et al., 2007; Walton et al.,
2008). However, the differential expression of PRB and PRA iso-
forms in different physiological and pathological situations, partic-
ularly in non-reproductive tissues such as the brain, cannot be fully
explained by the available information about the epigenetic regu-
lation of PR isoform promoters.
1.1. Histone modifications

Chromatin is defined as a compact nuclear structure that con-
tains the genomic DNA. The fundamental unit of chromatin is the
nucleosome, which is integrated by a histones octamer that is com-
posed of four dimers of each histone (H2A, H2B, H3 and H4) and is
wrapped into approximately 146 bp DNA (Luger et al., 1997).
Nucleosomes are connected to each other by histone H1 and linker
DNA. The histone tails contain residues that are targets of post-
translational modifications, such as acetylation, methylation and
phosphorylation (Jenuwein and Allis, 2001).

Acetylation takes place as result of the enzymatic activities of
histone acetyl transferases (HATs) that promote transcription
(Lander et al., 2001; Oñate et al., 1995), and histone deacetylases
(HDACs) that exert the opposite effect. In general terms, the effect
of the other histone modifications depends on the particular resi-
due that is being targeted as well as the combinatorial modifica-
tions in other residues and/or histones (Kouzarides, 2007).

These posttranslational modifications are made by specific
coregulators, which are recruited by nuclear receptors after bind-
ing to their cognate DNA response elements on target genes. This
in turn results in the formation of an active or repressive transcrip-
tional complex that directs transcription (McKenna et al., 1999;
Glass and Rosenfeld, 2000). Moreover, the requirement of specific
coregulators depends on the nuclear receptor, tissue and regulated
gene. For example, the induction of the PR gene in rodent brain
requires mainly Steroid Receptor Coactivators 1 and 2 (SRC1 and
SRC2), unlike MFC7 cells that only require SRC3 (Apostolakis
et al., 2002; Molenda et al., 2002; Won Jeong et al., 2012). In addi-
tion, another layer of complexity results from the fact that some
coregulators could function as coactivators or corepressors,
depending on the cellular and gene context (Carling et al., 2004;
Peterson et al., 2007; Catchpole et al., 2011; Won Jeong et al.,
2012). Since there are comprehensive reviews of the function
and regulation of nuclear receptor coregulators (Tetel et al., 2009;
Tognoni et al., 2011; Tetel and Acharya, 2013), this section will focus
particularly on the histone marks. First, we will describe the
participation of histone modifications in classical models (Sections
1.1.1–1.1.3) and then focus on the sexual brain (Section 2.1).
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1.1.1. Histone modifications in breast cancer cells
Participation of histone acetylation levels in PR gene regulation

was first described in MCF7 cells, where the importance of this epi-
genetic mechanism was emphasized (Ruh et al., 1999). This pio-
neering study reported the potentiation of PR gene induction by
combining estradiol and a HDAC inhibitor, trichostatin A (TSA).
This potentiation effect was ERa dependent and correlated with
a global increase of acetylated histone 4 (H4Ac).

However, another study using MCF7 and other breast cancer
cell lines showed that both PR isoforms were downregulated (at
the protein and mRNA levels) by treatments with other HDAC
inhibitors (valproic acid and vorinostat) and by siRNA (small inter-
fering RNA) depletion of HDAC2 (Biçaku et al., 2008). Moreover,
treatments with TSA as well as TSA plus estradiol failed to induce
the expression of PR gene isoforms in a PR negative MCF7 sub line
(C4 cells) (Xu et al., 2004). In contrast, valproic acid (VPA) and
estradiol treatments induce PR gene expression in the ER negative
cell line, MDA-MB-231 (Fortunati et al., 2010). In addition, by using
the MDA-MB-231 cell line, it has been shown that the ERa medi-
ated and hormone dependent induction of the PR gene was tran-
siently restored after TSA and 5-aza-20-deoxycytidine (AZA)
treatments (Fleury et al., 2008). On the other hand, Xu et al.
(2004) reported that the occupancy of SP1 and ERa at both PR gene
promoters found in MCF7 cells is decreased for SP1 and completely
absent for ERa in C4 cells, even though they showed similar acet-
ylation marks (Xu et al., 2004). Interestingly, the latter study also
reported specific ERa binding to the PRB gene promoter, causing
a modest estradiol dependent regulation of histone acetylation.
Taken together, these data suggest that PR gene regulation by his-
tone acetylation depends on the particular acetylation marks, the
balance between specific HDAC and/or HATS, and the regulatory
and cellular context.

Although histone methylation has been less studied in breast
cancer than histone acetylation, its important role in PR gene regu-
lation has been demonstrated. Particularly, histone 3 methylated
at lysine 4 (H3K4me) is a hallmark of transcriptional active chroma-
tin, and this mark can be removed by the Jumonji AT-rich interactive
domain 1A (JARID1A) enzyme (Benevolenskaya, 2007; Klose and
Zhang, 2007). In fact, depletion of JARID1A leads to an increase in
protein and mRNA PR content and a hormone dependent increase
in the H3K4me3 mark and RNA polymerase II occupancy in the
PRA promoter (Stratmann and Haendler, 2011). In addition, a
reduced expression of the PR gene is observed after depletion of
the Myeloid Lymphoid or mixed lineage Leukemia (MLL1) and SET
domain containing 1A (SET1A) H3K4 methyltransferases (Won
Jeong et al., 2012). In that study, recruitment of both ERa and RNA
polymerase II is similar to that previously described by Stratmann
and Haendler (2011). Moreover, the authors showed a cyclical pat-
tern of occupancy that was dependent on time and the regulatory
region (Won Jeong et al., 2012), together with a specific enrichment
of H3K4me3 on the PRA promoter (Stratmann and Haendler, 2011).

On the other hand, histone 3 methylated at lysine 9 (H3K9me) is
another of the most common histone methylation marks. However,
this is related with transcriptional silencing at promoter regions
(Barski et al., 2007). Interestingly, the H3K9me2 mark is enriched
at the PRB promoter after synthetic microRNA (miRNA) treatment
in TD47 cells (see Section 2.3), which was correlated with a decrease
in PR gene expression and ERa recruitment at the PRB promoter,
without changes in DNA methylation (Younger and Corey, 2011).

Several studies indicate that ERa is the main regulator of the
chromatin structure in the PR gene. Long term treatment of a
derived MCF7 cell line (MVLN) with 4-hydroxytamoxifen (a non-
steroidal antiestrogen) resulted in the partial disappearance of
DNase I hypersensitive sites (DHSS) in the PR gene promoter, with-
out altering the DNA methylation status (Badia et al., 2000). This
was correlated with an irreversible decrease in PR expression,
which suggested a relationship between PR gene transcriptional
regulation by ERa and chromatin remodeling.

Accordingly, another study on MCF7 cells demonstrated that
disruption of ERa by siRNA triggers an epigenetic silencing of both
PR isoforms (Leu et al., 2004). Chromatin immunoprecipitation
assays (ChIP) revealed that siRNA ERa disruption was associated
with a decrease in active chromatin marks (H3Ac, H3K9Ac and
H3K4me) and ERa in the PRB promoter, as well as a time depen-
dent recruitment of polycomb repressors, HDACs, DNA methyl
transferases (DNMTs) and methyl CpG binding proteins, creating
a transcriptionally repressive environment. In contrast to the
report of Badia et al. (2000), the silencing of the PR gene was
accompanied by an increase in promoter DNA methylation as a late
event, which was indispensable to maintain silencing (Leu et al.,
2004). These studies highlight the importance of ERa as the main
contributor to the epigenetic state of the PR gene promoter in these
models.

Histone modifications have been also found in distal regions in
MCF7 cells (Bonéy-Montoya et al., 2010), which will be discussed
in Section 1.4.

1.1.2. Histone modifications in different cancer cells and other
pathological models

In addition to breast cancer cells, other cancer cells have been
employed to study the epigenetic regulation of the PR gene, mainly
by HDAC and DNA methylation inhibitors due to their therapeutic
potential (Hansberg-Pastor et al., 2013; Ren et al., 2007; Walton
et al., 2008).

Treatments with TSA and TSA plus AZA induced PRB expression
in PRB negative endometrial cancer cell lines (KLE and HEC-1B)
(Chu et al., 2014; Xiong et al., 2005). However, TSA and AZA failed
to induce total PR expression in Ishikawa cells (PR positive cells)
(Chu et al., 2014; Ren et al., 2007). In addition, TSA and AZA treat-
ments in KLE and HEC-1B cells led to an increase in transcription-
ally active histone marks (H3Ac, H4Ac and H3K4me), as well as a
decrease in the silencing of the H3K9me histone mark on the PRB
isoform promoter (Chu et al., 2014). In contrast, another HDAC
inhibitor, LBH589, restored functional PR expression in Type I
endometrial cancer cells with low basal PR (Yang et al., 2014).

Interestingly, in adenomyosis, a benign invasive gynecological
condition characterized by PRB reduction in ectopic and eutopic
endometrium (Bergeron et al., 2006; Nie et al., 2009), treatments
with TSA and TSA plus AZA increased PRB protein and mRNA
content in ectopic endometrial cells (Nie et al., 2010). A negative
correlation between increased HDAC1 expression and decreased
PR expression has been observed in endometriosis, another endo-
metrial benign disease (Samartzis et al., 2013). These studies sug-
gest that PR induction requires specific HDAC inhibitors for each
cellular and regulatory context (such as in breast cancer cells)
and that there is a similar PR regulation between tumoral and
benign diseases in endometrium.

As in endometrial cancer cell lines, prostate cancer cells (LNCaP,
DU-145 and PC-3) showed an increase in PR expression by treat-
ments with TSA and TSA plus AZA (Walton et al., 2008). Interest-
ingly, a recent report in astrocytoma U373 cells showed that
treatments with TSA or TSA plus AZA did not affect PR expression
(Hansberg-Pastor et al., 2013). The aforementioned studies high-
light the importance of the cellular context in regard to PR
induction.

The lack of PR and ERa expression in hepatocellular carcinoma
is associated with poor patient outcome (Nagasue et al., 1991). PR
is absent in Huh7, HepG2 and Hep3B hepatocellular carcinoma cell
lines due to an enrichment of the silencing H3K27me3 histone
mark (Kondo et al., 2007). Interestingly, TSA treatments increased
PR gene expression, which emphasizes the importance of chroma-
tin marks in non-reproductive tissues as well.
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1.1.3. Histone modifications in physiological models
Considering the large number of studies on PR function in phys-

iological models, there are few studies about histone modifications
in PR isoforms regulation. In fact, there are only two current phys-
iological models (pregnant myometrium and sexual brain) that
involve histone marks (Chai et al., 2012, 2014; Gagnidze et al.,
2013). The study that reported PR isoforms regulation by histone
modifications in the brain will be addressed in Section 2.

In humans, both PR isoforms are expressed in the pregnant myo-
metrium. PRB increases relative to PRA in order to favor cervical clo-
sure and myometrial quiescence (Merlino et al., 2007). However,
this proportion is changed at the time of labor in favor of the PRA iso-
form, which in turn results in cervical opening and delivery (Merlino
et al., 2007; Mesiano et al., 2011; Pieber et al., 2001). Interestingly,
the PRA promoter contained significantly higher levels of active
chromatin marks (H3Ac, H4Ac and H3K4me3) and occupancy of
an H3K4 methyl transferase (SET and MYND domain-containing
protein 3, SMYD3) than the PRB promoter, which was independent
of the labor status (Chai et al., 2012, 2014). Moreover, an increase
in H3K4me3 was detected at both promoters with the onset of labor,
which was correlated with the decreased occupancy of an H3K4
demethylase (JARID1A) in the PRA promoter, thus explaining the
PRA isoform upregulation (Chai et al., 2014). However, it was
intriguing that the authors also detected repressive histone marks
(H3K9me3, H3K27me3 and H3R2me2a) at both promoters. This
could contribute to the knowledge of bivalent domains (Bernstein
et al., 2006; Lomniczi et al., 2013), however, it deserves more
investigation.
1.2. DNA methylation

One of the main recognized epigenetic DNA modifications that
influence gene expression is DNA methylation. The DNA methyla-
tion process consists of the addition of a methyl group to cytosine
at position 5 of the pyrimidine ring. This modification mostly occurs
at CpG sites and, in general, in regions with at least 200 bp and 60%
or more CpG sites, defined as CpG islands. However, DNA methyla-
tion can also occur in specific isolated CpG sequences. The DNA
methylation process is highly related to chromatin modifications
and involves changes in chromatin structure and function. In fact,
this relationship suggests that one precedes the presence of the
other, which reinforces the activation or silencing of a specific gene.

The methylation mechanism has been described in different cel-
lular processes, such as development, differentiation and prolifera-
tion. It is well established that genomic stability and gene regulation
depends on the DNA methylation mechanisms. One of the main
described methylation processes is related to the inactivation of
the X chromosome. This is achieved by regulating the XIST gene,
whose transcript is expressed in the X chromosome of the placental
mammals and acts as a major effector of the X inactivation process.

Currently, DNA methylation is recognized as a highly dynamic
process, as it involves specific enzymes regulating active methyla-
tion and demethylation processes (Gavin et al., 2013). DNA meth-
ylation is performed by the group of enzymes called DNA methyl
transferases (DNMTs). It has been reported that the DNMT3a and
DNMT3b enzymes are responsible for de novo methylation. The
DNMT1 enzyme, on the other hand, is responsible for maintaining
methylation patterns after DNA replication through the methyla-
tion of a hemimethylated DNA template.

Active DNA demethylation is achieved by the reversion to
cytosine through sequential oxidation processes and by the base
excision repair mechanism (Kohli and Zhang, 2013).

Although DNA methylation has been implicated in the
inhibition of gene expression, its effect depends on the specific
demethylated CpG sites. According to the location of intragenic
or extragenic methylation regions, genes may be either induced
or repressed, which depends on each gene. In mammals, DNA
demethylation is present in the early development of an organism,
when a zygote cell paternal genome is actively demethylated
before the first cell division. Once the zygote has already had sev-
eral cell divisions, there is demethylation of the maternal genome.
Moreover, appropriate development demands de novo DNA meth-
ylation in the cell mass of the blastocyst, while cellular differenti-
ation requires DNA methylation of a large number of genes.
Disruption of these events causes death of the fetus, or precipitates
pathological events, such as cancer, by uncontrolled cellular prolif-
eration signals (Goldberg et al., 2007).

A great number of studies concur with the idea that DNA meth-
ylation is a major part of gene regulation.
1.2.1. PR gene methylation in classical models
Various studies indicate that the PR gene could be differentially

methylated, both in physiological and pathological models. For
example, during labor, PRA gene expression increases in a signifi-
cant manner while PRB gene expression is unaltered (Section 1.1.3).
This differential expression correlates with a decreased DNA meth-
ylation at the PRA promoter, thus indicating that DNA methylation
might represent the main epigenetic mechanism of PR differential
expression in this physiological process, in which changes in the
relative proportion of PR isoforms induce myometrium activity
and parturition (Li et al., 2014).

In contrast to the scarcity of studies on PR gene methylation in
physiological models, several studies have been performed in path-
ological conditions, such as breast cancer, endometrial disorders
and ovarian tissues. Many studies performed more than 15 years
ago indicated that the methylation of PR gene promoter could be
associated with changes in its expression in different human
tumors. Particularly, a series of studies indicated that an increase
in the methylation of PR in endometrial tumors was associated
with a decrease in total PR expression.

In contrast, there is a limited consensus on the rates of PR gene
methylation with other tumors such as those found in breast can-
cer, a finding which may be due to different methodological strat-
egies and the design of clinical studies. Frequently, the number of
samples was insufficient and heterogeneous to obtain solid con-
clusions about the role of PR gene methylation in this disease.
Some recent studies have evaluated the methylation status of
PRA and PRB promoters in breast cancer (Gaudet et al., 2009;
Pathiraja et al., 2011). Interestingly, one study (Pathiraja et al.,
2011) which includes a significant number of patients, showed
the association between PR promoter isoform-specific methylation
and endocrine treatment response using anti-estrogens. However,
the results of this study indicated that the mechanisms participat-
ing in the regulation of PR expression were other than promoter
methylation. Interestingly, the authors demonstrated a specific
correlation between PRA isoform methylation and antiestrogen
resistant breast cancer, however, this deserve more investigation
to determine the importance of PR gene methylation status during
hormonal therapy (Pathiraja et al., 2011).

Recently a differentially isoforms promoter methylation pat-
tern has been described in patients with intestinal endometriosis,
where the PRB promoter was significantly more methylated than
the PRA promoter. Hence, PRA was the predominant isoform
expressed in this abnormal tissue (Meyer et al., 2014). Diverse
studies in tumor tissues have highlighted the relevance of the rel-
ative proportion of PR isoforms in the alteration of cell function-
ality (for recent related information, see the review by Shao,
2013).
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1.3. miRNAs

The microRNAs (miRNAs) are small (21–24 nucleotides), non-
coding and single-stranded RNAs that have an important role in
the regulation of gene expression. In fact, it has been hypothesized
that miRNAs regulate up to one-third of the human genome at the
post-transcriptional level (Huang and Li, 2012). The genes that
generates these non-coding RNAs are located both at intragenic
and intergenic regions within the genome. They are transcribed
mainly by RNA polymerase II, and occasionally by RNA polymerase
III, generating primary miRNA transcripts (pri-miRNAs). Subse-
quently, these pri-miRNAs are processed by the Drosha/Dgcr8
complex in order to produce miRNA precursors, which are
exported to the cytoplasm by Exportin 5. Then an RNAse lll-like
nuclease (Dicer) together with the participation of RNA modifying
proteins dissociates the two RNA strands into a mature (single)
miRNA (Adams et al., 2007; Huang and Li, 2012). The mature miR-
NA associates to the Argonaute (Ago) protein, a main component of
the RNA-induced silencing complex (RISC), and heads to mRNA tar-
gets (Huang and Li, 2014). Canonically, miRNAs play a negative role
in gene expression regulation by targeting complementary
sequences at the 30 Unstranslated region (UTR) region of mRNAs
and leading to cleavage or translational repression.

1.3.1. miRNAs and Progesterone Receptor regulation
Recently, it has been recognized that miRNAs play an important

role in the regulation of PR expression and function. In myome-
trium, the miR-200 family has been linked to PR function, associ-
ated with uterine quiescence and contractility during pregnancy
and the progression to labor (Renthal et al., 2010; Williams et al.,
2012). However, regulation of the relative balance of PR isoform
expression by miRNAs has not been directly proven during preg-
nancy and term labor.

In primates it has been found that miR-219-5p downregulates
PR expression in a highly specific way through a primate-specific
long non-coding RNA located immediately downstream of the PR
locus (INCRNA-PGR-3p). In addition, miR-96 decreases PR expres-
sion in humans and rhesus monkeys, but not in rodents (Liu
et al., 2012). It has been described that in breast cancer cells
(MCF7, ZR75-1 and BT474) miR-513a-5p, a progestin upregulated
miRNA, reduces estradiol induction of both PR isoforms expression
by targeting the 30 UTR (Cochrane et al., 2012). Furthermore, Cui
et al. (2011) have demonstrated in cultured mammary epithelial
cells that miR-126-3p, by targeting 30 UTR, inhibits the expression
of PR isoforms as well as the proliferation of these cells (Cui et al.,
2011). Interestingly, it has been reported in breast cancer cells that
an increased expression of miR-377 and miR-520f-520c predicts
the positive status of PR, whereas an increased expression of
miR-520g and miR-527-518a predicts the negative status of PR.
Moreover, transcriptional silencing of both PR gene isoforms
mediated by miRNA mimics (synthetic miRNAs) on T47D cells,
introduces another mechanism of gene regulation. The targets of
these synthetic miRNAs are ncRNA transcripts produced from the
PR gene promoter (Younger and Corey, 2011).

The study of miRNAs and their role in PR regulation is an impor-
tant field since miRNAs have potential use as disease biomarkers,
important implications in physiological processes such as the men-
strual cycle, and a role in the transition to pathogenic states, such
as endometriosis and cancer (Panda et al., 2012; Rivas et al., 2012;
Wang et al., 2013).

1.4. Long range epigenetic regulation

Long range interactions are also one of the main mechanisms of
the regulation of gene expression. In fact, there are genes regulated
by an enormous amount of distal regulatory elements found as far as
megabases of distance from the transcription start site of genes
(Kikuta et al., 2007; Nobrega et al., 2003). Enhancers are the most
common regulatory regions that are found in the distal regions of
proximal promoters, and possess multiple binding sites for tran-
scription factors and coregulators (Heintzman et al., 2009). It has
been suggested that enhancers physically interact with promoters
by chromatin looping in order to regulate transcription (Tolhuis
et al., 2002), which highlights the importance of nuclear
architecture.

Genome wide analyses have revealed the presence of eight ERa
associated genomic regions upstream of the PR gene (Carroll et al.,
2006; Lin et al., 2007; Vega et al., 2006). These regions have been
designated by their upstream location (in kilobases) relative to
the transcription start site of PRB (with the exception of the 4 kb
upstream site designated as PR + 4). Interestingly, most of these
regions contain ERE or potential ERE sites (Bonéy-Montoya et al.,
2010). In fact, ERa was associated with these distal regions after
estradiol exposure in MCF7 cells, in a region and time dependent
manner. In contrast, the enrichment of estrogen dependent histone
acetylation, as well as the positioning of two ERa coactivators,
were only observed at some of the PR gene distal regions.

Interestingly, by using chromosome conformation capture
assays (3C) the authors showed that there was an increased inter-
action between most of the distal regions and the proximal PR pro-
moter region in the presence of estradiol. The functional relevance
of specific distal regions was demonstrated by using a reporter
plasmid and mutation assays, which highlights the contribution
of distal regions in the fine tuned PR gene regulation. Furthermore,
ERa recruitment at the enhancer region has been associated with
the H3K4me1 rather than the H3K4me3 mark (Stratmann and
Haendler, 2011).

In addition, it has recently been reported that PR gene induction
by estradiol is affected by the knockdown of an enhancer RNA
(eRNA) located adjacent to the PR gene (Wu et al., 2013). eRNAs
are bidirectional non coding RNAs transcribed on enhancers (Hah
et al., 2011; Kim et al., 2010; Wang et al., 2011) that strengthen
the formation of specific enhancer-promoter looping (Li et al.,
2013). This finding suggests that localized modifications in chroma-
tin organization are the result of another estradiol influenced regu-
lation mechanism of PR gene expression (Bonéy-Montoya et al.,
2010).

2. Epigenetic regulation of PR gene isoforms in the sexual brain

The coordination between behavior and reproduction is carried
out in the brain, as defined by the organizational–activational
hypothesis (Gorski and Wagner, 1965). This hypothesis supports
that the presentation of male sexual behavior in adulthood is
achieved by two processes. First, by the neural organization
induced by androgen production in the developing male gonads
and their subsequent aromatization to estrogens in the developing
brain. Second, by the androgen production in adulthood which
activates the previously organized brain. On the other hand, female
sexual behavior is achieved by neural organization without estro-
gen influence during development and by the female gonad hor-
mones in adulthood. In addition, the capability to modify sexual
brain during critical period of differentiation, can be observed
when female sexual behavior is removed by the defeminization
process (Arrieta et al., 2003; Todd et al., 2005).

It has been suggested that the maintenance of developmental
neural organization, required to respond to specific hormones in
adulthood, is carried out by epigenetic regulation (McCarthy and
Nugent, 2013). Moreover, we and others have demonstrated that
epigenetic regulation is also a dynamic process in response to hor-
mones in the adult brain. Accordingly, there are several reports
that highlight the role of epigenetic regulation in the sexual brain.
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These reports cover many topics, including the influence of early
maternal care on brain development (Curley et al., 2011;
Edelmann and Auger, 2011), the sex differences in the enrichment
of specific histone marks of different brain regions (Tsai et al.,
2009), and the influence of HDAC inhibitors on sexual performance
(Matsuda et al., 2011). Additional information can be obtained
from two reports (McCarthy and Nugent, 2013; Menger et al.,
2010). In the current section, we focus on histone modifications
and DNA methylation involved in PR regulation in the sexual brain.

2.1. Histone modifications in the sexual brain

Estrogens are one of the main hormones involved in the acqui-
sition of reproductive behavior in female rodents. In fact, estrogens
and ERa are essential for the display of lordosis, which is the pri-
mary sexual behavior in female rodents. This behavior is controlled
by the ventromedial nucleus of the hypothalamus (VMH), a
nucleus of the mediobasal hypothalamus (MBH) (Parsons et al.,
1981; Pfaff and Sakuma, 1979; Pfaff, 1989). In the VMH, ERa
directs the expression of lordosis associated genes in order to pro-
mote receptivity in female rodents (Mong and Pfaff, 2004). Partic-
ularly, the estradiol dependent induction of the PR gene in the
VMH is one of the earliest and most important events in the pre-
sentation of sexual behavior in female rodents (Parsons et al.,
1981).
Fig. 1. Epigenetic regulation of PR gene in the sexual brain by estradiol. The present m
epigenetic field in the MBH of female rodents, as well as in classical cell and tissue model
as distal and gene body regions (the figure is not in scale). For details of the model descrip
white lines, and linker DNA is represented by black lines. DNA methylation marks are r
represented by light gray circles. Histone modifications enrichment after estradiol expos
light gray ovals (reported in other models), both located at dark histone tails. Recruitmen
and square, respectively. The dark gray triangle represents the positioning of ERa in a
isoforms expression level is indicated at the right of each figure by arrows.
We and others have shown that there is a specific variation in
PR isoforms in the rodent brain throughout the estrous cycle and
with hormonal treatments, and that this pattern of PR isoform
expression is related to the onset of sexual behavior (Camacho-
Arroyo et al., 1998; Guerra-Araiza et al., 2003; Mendoza-Garcés
et al., 2010, 2013). Interestingly, it has been reported that the
HDAC inhibitor, sodium butyrate (SB), promotes an estradiol and
progesterone dependent increase in the average lordosis quotients
of ovariectomized female mice (Bonthuis et al., 2011).

Recently, it has been reported that histone marks are involved
in the transcriptional regulation of the PR gene in mouse VMH after
a short time of estradiol treatments (Gagnidze et al., 2013). In that
study, the global levels of transcriptionally active and repressive
histone marks showed a specific and transient induction pattern
between the first 6 h of estradiol treatment. Furthermore, a specific
enrichment of H3Ac and H3K4me3 histone marks in four different
regions of PR promoter was described. Interestingly, this was
dependent on the time of exposure to estradiol and the brain
region studied.

This differential pattern of histone marks in the promoters of
both PR isoforms is consistent with the differential DNA methyla-
tion status found in our physiological model (Mendoza-Garcés
et al., 2013), which suggests that both isoforms are differentially
regulated at the epigenetic level in the sexual brain (Section 2.2).
Moreover, Gagnidze observed that ERa was only recruited at two
odel of PR gene isoforms regulation is based on the recent advances made on the
s. This model shows representative nucleosomes at each part of the PR gene, as well
tion refer to the text. Note that the DNA that is wrapping histones is represented by
epresented by dark gray circles and proposed DNA hydroxymethylation marks are
ure are represented by dark gray ovals (reported in the sexual brain model) and by

t of ERa and RNA pol II after estradiol exposure is represented by a light gray triangle
breast cancer model. The effect of the corresponding epigenetic marks on PR gene
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enhancer sites after estradiol exposure (Gagnidze et al., 2013).
However, the specific promoter region of the PRB isoform was
not included.

2.2. DNA methylation in sexual brain

In the context of the regulation of sexual behavior, the MBH and
preoptic area (POA) have been the most studied brain regions. It
has been reported that PR expression in the POA and MBH is differ-
ent between males and females during sexual differentiation in
rodents, and this process depends on ERa activity.

It has been reported that the DNA methylation pattern of the PR
promoter does not change between genders throughout growth
and adulthood in POA and MBH hypothalamic areas. In contrast,
significant differences in the methylation pattern of ERa during
the critical period of sexual differentiation have been found
(Schwarz et al., 2010).

Our group has recently described a transient methylation of the
PRB promoter during the evening of proestrus, which has been cor-
related with a switch in the expression pattern of both protein and
mRNA PR isoforms. This suggests an important role of DNA meth-
ylation of PR in sexual brain function (Mendoza-Garcés et al.,
2013).

2.3. Future directions

Even though there are many studies about PR epigenetic regu-
lation in different cell and tissue models, there is scarce research
about the sexual brain. It is of great relevance to investigate if
mechanisms reported in other models, such as miRNA and long
range regulation, are involved in the regulation of the PR in brain
areas, such as the VMH, as well as their role in sexual behavior.
Recent results from our lab suggest that there is a specific methyl-
ation state in each PR isoform promoter, which correlates with the
expression of each isoform during the day of proestrus (Mendoza-
Garcés et al., 2013). In addition, our preliminary in vitro results
suggest that there is a specific chromatin state in each promoter
that correlates with estradiol induction of each isoform, as well
as with the positioning of transcription factors and RNA polymer-
ase II using a hypothalamic cell line (submitted for publication).

The specific analysis of epigenetic marks is of importance in the
understanding of the complex regulation of PR, and its implication
in reproduction and behavior, as well as in pathological models
such endometriosis, infertility and cancer. Further studies are
needed to determine the participation of other epigenetic mecha-
nisms of regulation such as nuclear architecture and active DNA
demethylation. Particularly, it has been demonstrated in HeLa cells
that ERa has a nuclear localization and displays a specific relocal-
ization after estradiol treatment associated with nuclear matrix
dynamics (Matsuda et al., 2008). Thus, it would be of interest to
determine if the PR gene co-localizes with ER distribution in hypo-
thalamic neuronal nuclei such as the VMH. On the other hand, the
importance of an active DNA demethylation intermediary, the 5
hydroxymethylcytosine (hmC), in the brain has been recently rec-
ognized (Gavin et al., 2013), suggesting another open field of inves-
tigation in PR isoforms regulation and their possible role in the
sexual brain.

Along this line, we propose a model in which PR isoforms regu-
lation in the MBH of female rodents is time and promoter depen-
dent after estradiol exposure (Fig. 1). In this model we suggest
that during early estradiol exposure there is an increase in the
transcriptionally active histone marks in PRB promoter, a decrease
in DNA methylation (Mendoza-Garcés et al., 2013), and recruit-
ment of ERa and RNA pol II (data not published), which correlates
with the induction of the respective isoform. In addition, during
early estradiol exposure there is a modest increase in PRA isoform
expression, which could correlate with the increase of the
H3K4me3 mark or the decrease in the positioning of H3K4me
demethylases, as suggested in other models (Section 1.1).

On the other hand, this model suggests that during late estra-
diol exposure, there is an increase in DNA methylation and in the
transcriptionally repressive histone marks in the PRB promoter,
as well as a decrease in transcriptionally active histone marks
and ERa and RNA pol II recruitment (submitted for publication),
which correlates with the decrease in PRB isoform expression. In
contrast, at this time of estradiol exposure there is a greater
increase in PRA isoform expression, which correlates with the
increase in the transcriptionally active histone marks in the PRA
promoter (Gagnidze et al., 2013). Interestingly, the induction of
PRA isoform is independent of the recruitment of ERa. Therefore,
we propose that in sexual brain PRB isoform induction by estradiol
is transient and ERa dependent, and correlates with the epigenetic
state of its promoter. In contrast, it would seem that PRA induction
is continuous and depends on other mechanisms of gene regula-
tion apart from histone modifications, probably by ncRNAs or dis-
tal gene interactions.
3. Conclusions

Regulation of PR gene isoforms expression is quite complex and
involves the participation of epigenetic mechanisms that are con-
text dependent and tissue specific for each isoform. The elucidation
of these mechanisms in the sexual brain would contribute to the
explanation of the estrogen dependent PR action, as well as the
regulation of sexual behavior and brain functions in physiological
and pathological models.
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mainly via their intracellular receptors. Two isoforms of the progesterone receptor have

been described (A and B), and they have different promoters for their regulation. It has

been demonstrated that the mRNA for both isoforms changes during the proestrus–estrus

transition. It has been recently established that DNA methylation can be transient and

cyclical in gene promoters, however, these changes have only been reported in vitro but not

in physiological models. The aim of this study was to analyze the pattern of DNA

methylation in the PR (A and B) promoter regions during the proestrus–estrus transition

in the rat hypothalamus and its correlation with the regulation of mRNA expression.

The results demonstrated a differential mRNA expression of the progesterone receptor

(A and B) isoforms. The expression of total PR did not change significantly during the

proestrus day, while the expression of isoform B increased significantly at 17:00 h, followed

by a significant decrease at 21:00 h of the proestrus day. Interestingly, we also found that

the isoform A promoter was mainly unmethylated at all studied time points. In contrast,

the isoform B promoter showed a transient methylation increase during the evening of

proestrus. The overall results indicate that there is a switch of progesterone receptor

isoforms expression during the evening of proestrus that is related to the differential gene

methylation patterns of their promoter regions, mainly for the isoform B promoter.
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Fig. 1 – PR isoforms expression pattern during the proestrus–

estrus transition. (a) RT-PCR representative image for mRNA
PR isoforms and 18S at 09:00, 17:00 and 21:00 h of the
proestrus–estrus transition in the rat hypothalamus.
(b) Analysis of the PR isoforms expression intensity in the
three time points studied. Data are expressed as
mean7SEM (n¼5), a po0.05 compared with 09:00 and
21:00 h. Animals were maintained in a 14:10 h light/dark
cycle (lights on 06:00 h).
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1. Introduction

In rodents, the display of reproductive behavior occurs during
the proestrus–estrus transition of the estrus cycle, and this
behavior depends mainly on the effects of estradiol (E2) and
progesterone (P4) (Edwards and Pfeifle, 1983). The effects
exerted on reproductive behavior by these hormones are
mediated by their intracellular receptors. These intracellular
receptors work as nuclear transcription factors by regulating
gene expression and genomic networks (O’Malley, 1990).

Two isoforms of the progesterone receptor (PR), known as
PR-A (86 KDa) and PR-B (110 KDa), have been described. Both
isoforms are encoded by the same gene, but are regulated by
two different promoters with their respective transcription
start sites (Kastner et al., 1990). It has been reported that the
pattern of protein expression of the PR isoforms changes
during the proestrus–estrus transition in rat hypothalamus.
Specifically, the PR-A protein content increases, while PR-B
decreases significantly during the deployment of reproduc-
tive behavior (Mendoza-Garces et al., 2010). In addition, it has
been demonstrated that the mRNA for both PR isoforms also
changes during this period. PR-B mRNA reaches its greatest
expression at 17:00 h of proestrus and then declines; while
the total PR mRNA does not change during the transition (Liu
and Arbogast, 2009). These data show that there is a transient
and differential expression of PR isoforms, indicating a
regulation at the transcriptional level.

The PR gene contains CpG islands in the 5′ upstream
region of the promoter (Kastner et al., 1990). CpG islands are
areas rich in CG dinucleotides that are within the promoter
region of several genes (Gardiner-Garden and Frommer,
1987). De novo methylation and hypermethylation of CpG
islands in the promoter have been linked to gene silencing
(Issa et al., 1996). Interestingly, an association between PR
gene methylation and expression silencing has been demon-
strated in different tumors from reproductive tissues.

Other authors have reported that in promoters with few or
absence of CpG islands some particular CpG dinucleotides
may participate as regulatory elements of gene expression
(Han et al., 2011; Hartung et al., 2012).

DNA methylation has been described as a stable and
heritable process. However, in a series of pioneering experi-
ments, Kangaspeska et al. have described a mechanism of
cyclic methylation and demethylation in CpG dinucleotides
of gene promoters that encode pS2 (also known as TFF1 Trefoil
Factor 1), thus demonstrating that methylation can in fact be
a dynamic process (Kangaspeska et al., 2008). Additionally,
the expression of estrogen receptor α (ERα) changes according
to different methylation modifications; both pS2 and ERα
genes respond to estrogens, and display epigenetic regulation
(Wilson et al., 2008). It is unknown if these mechanisms can
be involved in the dynamic regulation of PR isoforms during
various physiological processes, such as neuroprotection,
sexual behavior, maternal behavior, and multiple functions
which have been described in the Central Nervous System
(CNS). In addition, there is no information about the methy-
lation pattern of CpG sites in the A and B promoter regions of
the PR gene in the rat hypothalamus during the proestrus-
estrus transition, in which there is a display of sexual
behavior. The aim of this study was to analyze the DNA
methylation pattern of PR isoforms promoters during the
proestrus–estrus transition in the hypothalamus, and its
correlation with the regulation of mRNA expression.
2. Results

We evaluated the transcriptional regulation of PR gene iso-
forms during the proestrus day by amplification of the
corresponding PCR products (Fig. 1a). We observed that total
PR did not change significantly during all studied time points
(Fig. 1b). Interestingly, a significantly higher expression of the
PR-B isoform was observed at 17:00 h compared with a lower
expression at 09:00 and 21:00 h of proestrus.

The hormonal levels during the proestrus day are depicted
in Table 1; all hormonal levels were consistent with those
expected for a proestrus–estrus transition. Our results demon-
strate that at 17:00 h of proestrus both hormones are at their



Table 1 – P4 and E2 Serum levels during proestrus–estrus
transition in female rats.

Hour E2 (pg/ml) P4 (ng/ml)

09:00 34.3777.17 19.3274.28
17:00 64.8875.48a 54.30711.33b

21:00 24.7778.24 47.4578.00

Results are mean7SEM (n¼5),
a po0.05 compared with 09:00 and 21:00.
b po0.05 compared with 09:00.

Fig. 2 – CCGG methylation sites in the PR promoter region of

rat hypothalamus in the proestrus–estrus transition.
Representative image of a PCR with DNA digested by CpG
methylation sensitive (HpaII) and non-sensitive (MspI)
restriction enzymes. Undigested genomic DNA of rat
hypothalamus (HYP) was used as control. C is PCR
without DNA.
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highest serum concentrations. P4 shows its lowest serum
concentration at 09:00 h of proestrus while E2 concentrations
are lowest at 21:00 h of proestrus (Table 1).

We analyzed the PR gene promoter methylation pattern by
CpG methylation sensitive and non-sensitive restriction
enzymes. Digestion of total DNA was performed with the
methylation-sensitive restriction enzyme HpaII, which does
not cut hemi-methylated or methylated C5�MeCGG sequences.
The promoter region contains Hpa II sensitive sites at þ280,
þ295, þ507, þ552 and þ725, relative to the PR-B promoter
transcription start site (Kraus et al., 1993). We observed that at
least one of the PR-A promoter sites (þ507, þ552 and þ725) was
not methylated; hence, we did not obtain an amplification band
after performing the PCR (Fig. 2). On the other hand, we
observed that sites þ280 and þ295 showed transient methyla-
tion, since at 17:00 and 21:00 h of proestrus an amplification
band was detected, but it was absent at 09:00 h. Interestingly,
we observed a lower band intensity at 17:00 h than at 21:00 h,
which suggests that there is an increase in the methylation
process in the evening of proestrus.

To confirm the methylation status during the proestrus day,
we used the bisulfite sequencing primers method (BSP), in
which the PCR products were cloned for further sequencing.
The results demonstrate that the A promoter region was almost
completely unmethylated. Interestingly, CpG sites within the B
promoter presented an increase in methylation during the
transition hours of proestrus, as it is depicted in Fig. 3, thus
demonstrating a transient methylation of promoter B.
3. Discussion

Previous studies show the differential function of PR isoforms
in several cultured cells and tissues. It has been demon-
strated that PR isoforms interact with different coactivators
and corepressors. In addition, the interaction between the
coregulator and the PR isoform can be ligand-dependent and
-independent (Gao and Nawaz, 2002; Scarpin et al., 2009).
Interestingly, while both of the isoforms were essential for
SKF-facilitated sexual behavior, PR-A appeared to play a more
important role in the 8-bromo-cAMP-facilitated lordosis
response, raising the possibility of distinct intracellular sig-
naling pathways mediating the responses (Mani et al., 2006).
The previous data open the possibility of modulating cell-
and/or tissue-specific responses to progesterone through
differential expression PR isoforms. However, the evidence
supporting the differential regulation of PR-A and PR-B iso-
form expression is still scarce.

In this work we provide evidence that there is a transient
DNA methylation in the PR-B gene promoter region during
the proestrus day in the rat hypothalamus. In addition, we
found changes in PR isoform expression during this period of
time. Indeed, in the three studied time points of the proestrus
day the isoform A mRNA is more abundant than isoform B
mRNA. The difference in the expression of isoform B is
statistically significant at 17:00 h of proestrus compared to
09:00 and 21:00 h. These results are in line with previous
reports that showed variations in mRNA PR isoforms during
the proestrus-estrus transition (Liu and Arbogast, 2009). Our
results confirm and explain in more detail the differential and
specific regulation of PR isoforms at the transcriptional level
during this physiological condition.

In this work we performed a series of experiments in order
to demonstrate that there is a specific methylation pattern of
the PR-B and -A promoter regions in the rat hypothalamus.
For this aim, we analyzed the methylation pattern at CpG
sites during the proestrus day. There are 21 CpG sites in the
PR-A promoter region; most of them are unmethylated at all
the studied time points of the proestrus day. Indeed, only
þ650 and þ693 sites are methylated at 21:00 h (Fig. 3). The
results presented here are consistent with the idea that there
is a relation between an unmethylated promoter and mRNA
expression of the gene.

In contrast to PR-A, the PR-B promoter showed a differ-
ential methylation pattern during the evening of proestrus.
The methylation of 9 CpG sites within the B promoter
increased in the course of the evening of proestrus, as shown
in Fig. 3. These results correlate well with the changes
observed in the mRNA expression level of the PR-B isoform.
On the other hand, up-regulation of both isoforms in
response to E2 stimulation has been described, although the
two promoters did not contain classical Estrogen Response
Elements (ERE). Furthermore, in HeLa cells the treatment with
E2 induced and increased PR-B promoter activity five-fold via
ERα, but not by ERβ (Flototto et al., 2004). It has been reported
that estrogens up-regulate expression of the ERα gene in most
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mammalian tissues (Robertson et al., 2002). In the present
study E2 concentration was lower at 09:00 h than at 17:00 h in
evening of proestrus. These data correlated well with the low
expression of PR-B in the morning of proestrus (09:00 h). In
contrast, when estradiol levels were increased during the
evening of proestrus, its expression was significantly
increased before the promoter became significantly methy-
lated (Fig. 1). A further decrease in estradiol concentration in
the evening of proestrus and methylation of the PR-B pro-
moter correlate well with the decrease in PR-B mRNA levels
(as shown in Figs. 1 and 3).

Recently, it has been demonstrated that 5-azacytidine
administration is followed by an increase in PR-B isoform
expression, without changes in the expression of the PR-A
isoform (Hansberg-Pastor et al., 2013). In line with this, it has
been previously reported that gene promoter demethylation
using demethylation agents restores protein expression in
different cancer cell lines (Zhang et al., 2011). Various studies
have demonstrated the correlation between the expression of
the PR-B isoform and promoter methylation changes in
different pathophysiological conditions. Specifically, hyper-
methylation of PR-B has been demonstrated in breast cancer,
endometriosis, and endometrial tumors as well as in cultured
cells in vitro, with a concomitant reduction of PR-B expression
(Gaudet et al., 2009; Jichan et al., 2010; Lee et al., 2009;
Liu et al., 2004).

Furthermore, recent reports on genome analysis indicate
that the methylation pattern on CpG sites in the PR-A and -B
promoter regions during development is modified. According
to ours and other reports, these changes occur mainly in the
B promoter region (Mitchell et al., 2013), thus indicating that
changes in the methylation patterns of the PR promoter
region may play an important role in the switch of PR
isoforms expression in different types of cells and physiolo-
gical conditions.

It has been reported that the �45 CpG site (Fig. 3) is part of
a recognition sequence of the Sp1 transcription factor in the
PR-B promoter region (Kraus et al., 1993). Interestingly, in
electrophoretic mobility shift assay experiments for Sp1
interactions, it has been demonstrated that methylation
within the consensus Sp1 binding site did not reduce Sp1/
Sp3 binding, whereas methylation outside the consensus
binding site induced a significant decrease in Sp1/Sp3 binding
and further regulated gene expression. This observation is
similar to our finding of an increasing methylation process at
the CpGs close to the Sp1 site in the PR-B region (Fig. 3); and
correlates well with our observation of a subsequent decrease
Fig. 3 – Methylation pattern of PR gene promoters. Schematic
representation of PR isoforms promoters. Thick bars on the
main line represent the reported promoter length. þ1 and
þ631 are the isoform B and isoform A transcription start
sites respectively; arrows represent primers that were used
in the amplification of the fragments for the methylation
analysis of CpG sites. Representation of methylation state of
CpG sites at different times of the proestrus–estrus
transition, each column of circles represents 5 clones of an
animal, 4 animals were evaluated at each time point
studied; black circles correspond to methylated CpG sites;
the numeral in the rows of circles correspond to (CpG
sites) with respect to the transcription start site of isoform B.

is Sp1 binding site.
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in PR-B expression, which is in agreement with a previous
report by Liu and Arbogast (Liu and Arbogast, 2009). The
persistent methylation observed at the CpG site upstream of
the Sp1 site in the PR promoter seems to be a landmark
methylation location of Sp1, because during the proestrus
phase an increased methylation in the contiguous CpG site
becomes apparent, as it can be observed in Fig. 3. This
observation suggests that there is an inactivation of this
transcription factor as it has been previously described
(Li et al., 2004).

To our knowledge, this is the first report regarding the
differential methylation pattern of the PR gene promoter
region in a physiological condition. These results support
and extend previous observations of transient methylation
patterns in the promoter regions of estrogen regulated genes
related to transcriptional gene expression (Kangaspeska
et al., 2008).

In conclusion, the overall results suggest that there is a
switch of PR isoforms expression during the evening of
proestrus, which is related to the differential gene methyla-
tion patterns of their promoter regions, mainly for the PR-B
promoter.
4. Experimental procedures

4.1. Animals

All animals were maintained and handled in accordance with
the Guidelines of the Mexican Law of Animal Protection (NOM-
062-ZOO-1999). Rats were purchased from the UNAM-Harlan
Center. Adult female Wistar rats (200–250 g) were maintained
under a 14:10 h light/dark cycle (lights on 06:00 h), with food
and water available ad libitum. Two month-old female rats were
used. Their estrus cycle was monitored by daily vaginal smears
and only those rats that had at least 4 continuous 4-day estrus
cycles were included in the experiments. Rats in the proestrus–
estrus transition were selected and killed at 09:00, 17:00 and
21:00 h of proestrus. All rats were killed by decapitation, the
brain was obtained and the hypothalamus was dissected
according to the Atlas of Paxinos and Watson (Paxinos et al.,
1980). The hypothalamus was defined as a block of tissue
bounded rostrally by the optic chiasma, caudally by the mam-
millary body, laterally by the hypothalamic sulci and dorsally by
a cut 5 mm deep, commonly known as the Medial Basal
Hypothalamus (MBH). The MBH fragment included the arcuate
nucleus, periventricular nucleus, part of the ventromedial
hypothalamus, as well as the median eminence (Liu and
Arbogast, 2009).

4.2. Rt-PCR

Total RNA was extracted using the AllPrep DNA/RNA Mini Kit
(QIAGENs, MD, USA) and was stored at �80 1C for further
analysis. Total RNA concentration was determined by absor-
bance at 260 nm using NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher
Scientifics, MA, USA) and integrity was verified by a dena-
turant 1% agarose gel electrophoresis in the presence of 2.2 M
formaldehyde. Total RNA was converted to cDNA by M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogens, NY, USA). A reaction
volume of RT, which corresponded to 100 ng of cDNA, was
taken to make endpoint PCR to amplify PR isoforms and 18S
ribosomal RNA was used as a loading control. The primers
used to amplify the fragment of PR-B (243 bp) were 5′-[ACT
GAG CTG CAG GCA AAG]-3′ for the sense primer and 5′-[GGC
ACA GCG ACT GCT GA]-3′ for the antisense primer. Primers
used to amplify the fragment that is common to PR-A and
PR-B (292 bp) were 5′-[CTC CTG GAT GAG CCT GAT G]-3′
(sense) and 5′-[CCC GAA TAT AGC TTG ACC TC]-3′ (anti-
sense). Primers used to amplify the 18S gene were 5′-[AAA
CGG CTA CCA CAT CCA AG]-3′ (sense) and 5′-[CCT CCA ATG
GAT CCT CGT TA]-3′ (antisense). The 25 μl PCR reaction had:
100 ng of cDNA, 20 mM Tris–HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 1 mM
MgCl2, 0.2 mM for each dNTP, 0.5 μM for each primer and 2.5
units of Taq DNA polymerase. Negative controls without
cDNA and reaction of RT without RNA were included in all
experiments. After the initial denaturation step at 94 1C for
5 min, the PCR was performed for 25 cycles. Cycle profile for
the amplification of PR and 18S genes was: 94 1C, 30 s; 60 1C,
30 s; and 72 1C, 1 min. A final extension was performed for
5 min at 72 1C. PCR products were separated in a 2% agarose
gel and were detected with ethidium bromide. The image was
obtained and analyzed using VisionWorksLS Image Acquisi-
tion and Analysis Software 6.7.2 (UVPs, CA, USA). The
intensity of the PR or 18S bands was quantified by densito-
metry using VisionWorksLS (UVPs, CA, USA). Expression
levels of PR isoforms were normalized with 18S. PR-Aþ-B
and PR-B relative expression was calculated by dividing the
signal intensity of the PR-Aþ-B or PR-B segment between the
signal intensity of the amplification segment of 18S.

4.3. Methylation-sensitive enzyme digestion

Extracted DNA was digested with endonucleases. Restriction
enzymes used were MspI and HpaII (New England Biolabss

Inc., MA, USA), both enzymes cut at CCGG sequences and
only HpaII is sensitive to methylation (it does not cut
methylated sequences: C5�MeCGG). Digestion was performed
according to the manufacturer's instructions. The reaction of
15 μl was: 200 ng of DNA, 1.5 μl of buffer and 1 μl of enzyme.
The thermocycler reaction was performed at 37 1C for 3 h,
then at 70 1C for 20 min. Subsequently, 2 μl of digested
products were used to amplify the respective fragments of
PR promoters containing CCGG sequences. Primer sequences
used to amplify the PR-B promoter fragment (344 bp) were
5′-[GCG GGC CTT CST AGA GCG]-3′ (sense) and 5′-[GCC GTG
CTG AAG CAG GCC]-3′ (antisense). The primers to amplify the
PR-A promoter fragment (280 bp) had the following sequ-
ences: 5′-[GGA GAT CCC ACG GGT CCG]-3′ (sense) and 5′-[ACT
ACA GAC GAT GCG TCC G]-3′ (antisense). 2 μl of digested
DNA, 20 mM Tris–HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 1 mM MgCl2,
0.2 mM of each dNTP, 0.5 μM of each primer and 2.5 units of
Taq DNA polymerase were taken to a final volume of 25 μl of
PCR mix. Negative controls without DNA and with undigested
DNA were included in all experiments. After the initial
denaturation step at 94 1C for 5 min, the PCR was performed
for 30 cycles; the cycle profile for PR-B promoter fragment
amplification was: 94 1C, 30 s; 61 1C, 30 s; and 72 1C, 1 min. The
cycle profile for PR-A promoter fragment amplification was:
94 1C, 30 s; 55 1C, 30 s; and 72 1C, 1 min. The final extension
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was performed at 72 1C for 5 min. PCR products were sepa-
rated in a 2% agarose gel, detected with ethidium bromide
and analyzed as described in Section 4.2.

4.4. Bisulfite sequencing PCR (BSP)

DNA was extracted with the AllPrep DNA/RNA Mini Kit
(QIAGENs, MD, USA) and treated with bisulfite with the EZ
DNA MethylationTM kit (ZYMOs Research Corp, CA, USA) for
bisulfite sequencing PCR (BSP). The sequences of the PR-B
promoter primers (427 bp) were 5′-[TTG AAG TTT TTA TAA
AAA TTT TGT TT]-3′ (sense) and 5′-[AAA CCC TAA AAC TAA
AAA ATA ACC C]-3′ (antisense). PR-A promoter primers
(430 bp) used were 5′-[GGG TAA AAG TTT TTT GAA AAT
TTG TT]-3′ (sense) and 5′-[ATA CTA ACT TCC CTA AAA AAA
ATC C]-3′ (antisense). The PCR mix (50 μl) was: 2 μl of DNA
treated with bisulfite, 20 mM Tris–HCl (pH 8.3), 50 mM KCl,
1 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTP, 0.5 μM of each primer, and
2.5 units of Taq DNA polymerase. After the initial denatura-
tion step at 95 1C for 5 min, the PCR was performed for 40
cycles. The cycle profile for the amplification of the PR
promoters was: 95 1C, 30 s; 59 1C, 30 s; and 72 1C, 1 min. The
final extension of the cycle was performed at 72 1C for 5 min.
PCR products were separated in a 1% agarose gel and were
detected with ethidium bromide. The QIAquick Gel Extraction
Kit (QIAGENs, MD, USA) was used to obtain PCR products
dissolved in water, the samples were then quantified by
NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher Scientifics, MA, USA).
The pGEMs-T Easy Vector System (Promega Corp.s WI,
USA) was used for cloning the PCR products. Following the
cloning of the PCR products, the Zyppy™ Plasmid Miniprep
Kit (ZYMOs Research Corp, CA, USA) was used for the
purification of the plasmid. The obtained samples were
sequenced in the Applied Biosystems Sequencing and Geno-
typing Unit (Life Technologies™ Corp. CA, USA) at INMEGEN.

4.5. Radioimmunoassay (RIA)

E2 and P4 levels were measured by radioimmunoassay.
Specific double antibody radioimmunoassay was performed
in independent serum samples from groups of four rats for
each experimental condition. All samples were stored at
�70 1C until analyzed. E2 and P4 quantification was performed
as previously described (Abraham, 1975), using the solid-
phase 125I technique, with the Coat-A-Count kit (Diagnostic
Products Corporations, CA, USA), following the method
described by the manufacturer. The sensitivity of the assays
was 5.4 pg/ml for E2 and 8.3 ng/ml for P4. The intra-assay and
inter-assay coefficients of variation were of 5.3 and 8%,
respectively for E2, and 6.5 and 10%, respectively for P4.

4.6. Statistical analysis

Values were expressed as mean7SEM. For the analysis of
mRNA expression and the analysis of hormone serum con-
centrations, statistically significantly differences (Po0.05)
were calculated using a 1-way ANOVA and a post hoc Tukey's
test. All statistical analyses were performed using Prism 4 for
Macintosh (GraphPads Software, Inc.).
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