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ORGANIZACIÓN DEL ESCRITO 

Este trabajo está dividido en tres secciones principales. En la primera de 

ellas se revisan los mecanismos de acción de la progesterona (P4), los antecedentes 

más relevantes sobre las acciones de esta hormona, así como las características 

generales de las isoformas de su receptor y su localización en el pulmón. Esta 

sección también incluye el planteamiento del problema, la hipótesis, los objetivos 

generales y particulares, así como la metodología empleada para cumplirlos. 

En la segunda sección se presentan los resultados obtenidos del trabajo 

experimental, la discusión general del trabajo, las conclusiones, las perspectivas de 

estudio en esta área y las referencias utilizadas en el mismo. 

En la última sección se presentan los dos artículos derivados de éste 

proyecto, en ellos se detallan los materiales y métodos utilizados, los resultados 

obtenidos, así como la discusión de estos resultados. Uno de estos artículos 

"Regulation of progesterone receptor isoforms expression by sex steroids in the rat 

lung" ya fue publicado en la revista indexada, arbitrada y de circulación 

internacional Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology (índice de impacto 

2.6) en el volumen 85 número 1 páginas 25-31. El segundo "Sexual dimorphism in 

the content of progesterone and estrogen receptors and their cofactors in the lung 

of adult rats" se envió recientemente a la revista Steroids (índice de impacto 2.5) 

para su publicación. 
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11. RESUMEN 

En este trabajo se determinó el patrón de expresión y la regulación 

hormonal de las isoformas del receptor a progesterona (RP) en el pulmón de ratas 

ovariectomizadas tratadas con estradiol (E2) y progesterona (P4), de ratas hembras 

intactas durante el ciclo estral y de machos intactos. Se evaluó también el 

contenido de tres proteínas involucradas en la regulación y en las acciones del RP: 

1) el receptor a estrógenos p (RE-p), que es la isoforma del RE predominante en el 

pulmón; 2) el coactivador SRC-1 y 3) el correpresor SMRT. El RNA y las proteínas 

se aislaron del pulmón y se procesaron para la realización de experimentos de 

transcripción reversa acoplada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y 

Western blot, respectivamente. En el pulmón la regulación de la expresión del 

mRNA y de las proteínas de las isoformas del RP (RP-A y RP-B) por E2 fue 

positiva. La regulación de la expresión del mRNA de las isoformas del RP por P4 

fue negativa, sin embargo el contenido de la proteína no se modificó con esta 

hormona. En el útero la regulación de RP-A y RP-B por E2 fue positiva y negativa 

por su ligando, la P4. RP-A fue la isoforma más abundante en el pulmón. En este 

tejido, la regulación del RE-P por E2 fue negativa, mientras que la P4 no tuvo efecto 

en su expresión. La regulación por P4 de SMRT y a SRC-1 fue positiva a las 3 y a 

las 12 h de tratamiento respectivamente; la expresión de estos cofactores 

disminuyó a las 6 h (SMRT) y a las 24 h (SRC-1) del mismo tratamiento. Por otro 

lado, el contenido más alto de las isoformas del RP durante el ciclo estral se 

alcanzó en el día del proestro, cuando son altas las concentraciones séricas del E2, 

mientras que el más bajo se observó durante el día del estro. De manera contraria a 

lo observado con el RP, el menor contenido del RE-P se observó en el día del 

proestro y se incrementó en el día del estro. El contenido de SRC-1 y SMRT 

incrementó en el día del diestro. El contenido de SRC-1 disminuyó en el proestro y 

en el estro, mientras que el contenido de SMRT disminuyó durante el proestro e 
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incrementó nuevamente en el estro. El contenido de las isoformas del RP, RE-P y 

SMRT en el pulmón de los machos fue menor al de las hembras, mientras que el 

contenido de SRC-1 fue similar en ambos sexos. 

Nuestros resultados indican que la isoforma predominante del RP en el 

pulmón de la rata es RP-A y que la expresión del mRNA y de la proteína está 

regulada diferencialmente por P4. También sugerimos que la regulación positiva 

de las isoformas del RP en el pulmón está mediada por el RE-P y que existe un 

dimorfismo sexual en el contenido del RP, RE-P y SMRT en este tejido. 
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III. ABSTRACT 

In this work we determined the expression pattern and the hormonal 

regulation of progesterone receptor (PR) isoforms in the rat lung of ovariectomized 

rats after estradiol (E2) and progesterone (P4) treatments, in intact female rats 

during the estrous cycle and in intact males. We also evaluated the content of three 

proteins involved in the regulation and actions of PR expression: 1) estrogen 

receptor p (ER-P) which is the predominant ER isoform expressed in the lung; 2) 

the coactivator SRC-1, and 3) the corepressor SMRT. RNA and proteins were 

extracted from the lung and processed for reverse transcription coupled to 

polymerase chain reaction and Western blot, respectively. The expression of both 

PR isoforms (PR-A and PR-B) in the lung at mRNA and at protein levels was up

regulated by E2 while P4 down-regulated it only at mRNA level. P4 did not 

modify PR isoforms protein content unlike its effect in the uterus where both PR 

isoforms were down-regulated by their ligand at mRNA and protein levels. PR-A 

was the predominant isoform in the lung. In this tissue ER-P was down-regulated 

by E2 while P4 did not regulate its expression. P4 up regulates SMRT and SRC-1 at 

3 and 12 h respectively; these cofactors decreased again at 6 h (SMRT) and 24 (SRC-

1 ). The highest content of both PR isoforms was observed on the day of proestrus 

when E2 levels are the highest, whereas the lowest one was found on the day of 

estrus. In contrast, the lowest content of ER-P was found on the day of proestrus 

and it increased at estrus. The content of SRC-1 and SMRT increased on the day of 

diestrus. SRC-1 content decreased at proestrus and estrus, while SMRT content 

decreased at proestrus and increased again at estrus. In the lung of adult male rats 

the content of PR isoforms, ER-P and SMRT was lower than in the lung of females, 

whereas the content of SRC-1 was similar in both sexes. 

Our results indicate that the predominant PR isoform in the rat lung is PR

A, and that their expression can be differentially regulated at mRNA and at 
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protein levels by P4. We also suggest that the up-regulation of PR isoforms by E2 

in the lung should be mediated by ER-p, and the existence of a sexual dimorphism 

in the content of PR, ER-P and SMRT in this tissue. 
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IV. INTRODUCCIÓN 

En los mamíferos las hormonas esteroides están involucradas en la 

regulación de diversas funciones respiratorias. Muchas de las acciones de la 

progesterona (P4) están mediadas por su receptor intracelular (RP). Este receptor 

presenta dos isoformas, una larga denominada RP-B y una corta denominada RP

A, que en diferentes tejidos como el útero y el cerebro, difieren en función, 

distribución y en sus mecanismos de regulación. Hasta el momento se desconoce el 

patrón de expresión y la regulación de las isoformas del RP en el pulmón de la 

rata. El conocimiento de los mecanismos de regulación de las isoformas del RP 

permitirá conocer algunos de los mecanismos moleculares por los cuales la P4 

ejerce sus efectos en el pulmón. 

V. ANTECEDENTES 

1. Generalidades de la progesterona 

La progesterona (P4) (4-pregnen-3,20-diona) pertenece al grupo de 

hormonas esteroides, su nombre se deriva del latín: pr=-a favor y gestare=Ilevar, lo 

que denota el efecto de llevar o sostener el producto de la concepción (Pérez

Palacios, et al., 1985). 

La estructura química de la P4 y de sus metabolitos (derivados hidroxilados 

o reducidos) es la del hidrocarburo pregnano, constituido por 21 átomos de 

carbono (C-21; Fig. 1). La P4 se sintetiza principalmente en el retículo 

endoplásmico liso de las células del cuerpo lúteo del ovario, durante el ciclo 

menstrual (Hsueh et al., 1984; Hutchison et al., 1986); otros órganos donde también 

se ha demostrado su síntesis son la corteza adrenal, la placenta (Goroscope et al., 
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1985; Perrot-Applanat et al., 1982), el testículo, (Weisz et al., 1980; Dalkin et al., 

1992) y el cerebro (Zwain y Yen, 1999; Ukena, et al., 1999). 

Su síntesis está regulada por numerosas hormonas como la luteinizante 

(LH), la hormona folículo estimulante (FSH), las prostaglandinas y la adrenalina 

(Graham et al., 1997). 

La síntesis de P4 se inicia con la conversión del colesterol a pregnenolona y 

posteriormente a P4 (Fig. 1), por medio de distintas enzimas que se localizan en los 

tejidos u órganos anteriormente citados. 

a Colesterol b Pregnenolona e Pro gestero na 

21 22 CH"l 
1 

26 C=O 

27 

2 

H HO 

Figura 1. Biosíntesis de la P4. La biotransformación de colesterol a P4 implica tres 

cambios estructurales en la molécula: a) Pérdida de un fragmento de seis átomos de 

carbono de la cadena lateral en el C-17 por medio de la enzima 20,22 esteroide liasa 

(1), b) la oxidación del grupo alcohol en el C-3 por medio de la enzima 3P-OH

esteroide deshidrogenasa (2) y c) La migración del doble enlace del anillo B al anillo 

A. 1) (Gore-Langton, 1988). 

Una vez que la P4 y sus metabolitos han llevado a cabo su función en el 

organismo, su catabolismo ocurre en dos etapas secuenciales: 
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1. La reducción en el carbono 20 lo que da lugar a la formación de 20a y 20p 

dihidroprogesterona (con actividad biológica, que puede ser similar o 

diferente a la de progesterona); posteriomente se reduce el anillo A en los 

carbonos 3 y 5 dando lugar a la formación de ocho pregnandioles o 

pregnantrioles. 

2. La reducción de los pregnandioles forma glucurónidos, lo que incrementa la 

polaridad de la molécula formándose así compuestos hidrofílicos que 

facilitan su excreción por la orina (Fig. 2). 

Pregn.antriol 

qJ~X 
' 

H 
H 

Glucorónido 

Figura 2. Principales catabolitos de la P4(Renwick1970.). 

2. Mecanismos celulares de acción de la progesterona 

Los mecanismos celulares mediante los cuales la P4 puede llevar a cabo sus 

efectos se dividen en dos: genómico y no genómico (Bramley 2003). El primero 

involucra la interacción de la P4 con sus receptores nucleares específicos (RP) 

(Evans 1988), mientras que el segundo requiere la interacción de la P4 con 

receptores membranales o sitios de regulación presentes en los receptores a 

neurotransmisores como el GABAA, canales iónicos, receptores de tipo tirosina 

cinasa y receptores de siete dominios transmembranales (Fig. 3) (Camacho-Arroyo 

2003). 
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P4 • 

··: . .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 

.. .. ,. ,. .. 

\_P4 

S, P4 
-:. 
"' .. .. .,. .. 

~Cell membrane 

Figura 3. Esquema de los diferentes mecanismos de acción de la P4. Los efectos de la 
P4 ocurren por 2 diferentes mecanismos celulares: 1) en la membrana, incluyen 
receptores membranales y canales, cuya activación inicia cascadas de señalización 
mediante la intervención de mensajeros intracelulares; 2) en el núcleo donde 
receptores a P4 (PR) que son moduladores directos de la expresión génica, mediante 
la interacción del complejo hormona-receptor con elementos de respuesta a 
hormonas, ubicados en las regiones reguladoras de los genes blanco en el DNA. G: 
Proteína G, apy: Subunidades de la proteína G, PKA: Proteína Cinasa A, RGABAA: 
Receptor a GABA tipo A, RP: Receptor a P4, PLC: Fosfolipasa C, IP3: Inositol 
Trifosfato, DAG: Diacil glicerol, PKC: Proteína Cinasa C, PI3-K: Cinasa de Inositol 
Trifosfato, PTK: Proteína de Tirosina Cinasa, MAPK: Proteína Cinasa Activada por 
Mitógeno, MEK: Cinasa de MAPK, Cl-: Cloro, Ca2+: Calcio, K +: Potasio (Camacho
Arroyo 2003). 
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Mediante el mecanismo no genómico se modifican la conductancia iónica, la 

formación de segundos mensajeros y la activación de cascadas de fosforilación 

(Bramley 2003). De esta manera la P4 puede regular diferentes funciones en el 

pulmón a corto (milisegundos), mediano (minutos) y largo plazo (horas y días) . 

Por medio del mecanismo genómico se generan cambios en la transcripción de 

genes específicos después de la interacción de la P4 con el RP. En general, el 

mecanismo de acción del RP se lleva a cabo de la siguiente manera (Fig. 4) 

(Giagrande et al., 1997): 

1. Unión de la P4 al RP, el cual se encuentra transcripcionalmente inactivo 

formando complejos oligoméricos con proteínas de choque térmico (HSP) 

como las HSP (70, 90, 59) (Beato, 1987; Chambraud et al., 1990; Schowalter 

et al., 1991). 

2. Transformación, activación y fosforilación del RP. 

3. Dimerización del RP y aumento en su afinidad por secuencias reguladoras 

en el DNA, denominadas elementos de respuesta a P4 (ERP). 

4. Unión del RP activado a su elemento de respuesta, el reclutamiento de 

cofactores de transcripción hacia la región promotora que junto con la 

maquinaria basal de transcripción inician y regulan la síntesis del mRN A 

(Mahesh et al., 1996; Rowan et al., 2000). 

5. Una vez que se ha llevado a cabo la transcripción del gen, el RP y la 

maquinaria transcripcional se desensamblan del gen blanco y el receptor 

regresa a la fase de inactivación. 
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Unión de la P 4 al RP 

Dimerización 

Fosforilación 

l 

Interacción con el HRE 
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Figura 4. Mecanismo general de activación del RP por su ligando. El RP está presente 
en un complejo inactivo con proteínas de choque térmico (HSP); cuando la P4 se une al 
RP las HSP se disocian y el RP sufre cambios conformacionales que le permiten unirse a 
un elemento de respuesta hormonal (HRE), reclutar a cofactores (Cofac) y a la 
maquinaria basal de transcripción (MBT), lo cual modifica la transcripción del gen 
blanco. El complejo formado puede reclutar otros cofactores al promotor como el 
CBP / p300 que pueden 1) abrir la estructura de la cromatina a través de su actividad de 
histona acetil transferasa (HAT) y 2) contribuir a la estabilización del complejo de pre
iniciación (Giagrande et al., 1997). 
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Los coactivadores de receptores nucleares como el RP son una clase de 

proteínas ca-reguladoras que interactúan con estos receptores de manera ligando 

específica, para potenciar su efecto en la transcripción de genes blanco. 

Funcionalmente los coactivadores sirven como puentes moleculares que unen al 

receptor con la maquinaria basal de transcripción (McKenna et al., 1999). Se ha 

observado que algunos coactivadores tienen actividades enzimáticas que 

contribuyen a potenciar la transcripción de genes. Los coactivadores de receptores 

a esteroides (SRC-1, SRC-2, SRC-3), y el factor asociado a p300/CBP (p300/CBP y 

PCAF) tienen actividad de histona acetiltransferasa (HAT), mientras que miembros 

del complejo SWI/SNF presentan actividad de ATPasa (Lemon y Tjian 2000). La 

actividad HAT modifica la estructura de la cromatina, neutralizando la carga 

positiva de las histonas, interrumpiendo las interacciones iónicas entre las histonas 

cargadas positivamente y cargando negativamente el esqueleto del DNA. 

La actividad HAT es la primera función enzimática implicada en la 

transcripción que depende de receptores hormonales (Spencer et al., 1997). 

Físicamente los coactivadores que contienen actividad ATPasa son capaces de 

abrir la estructura local de la cromatina permitiendo un fácil acceso de otras 

proteínas auxiliares de la transcripción (Jenster et al., 1997). 

Así como los coactivadores interactúan con el RP de manera específica para 

potenciar su efecto en la transcripción de genes, existen proteínas llamadas 

correpresores que ejercen el efecto contrario, ya que al asociarse con los receptores 

nucleares son capaces de reprimir la transcripción de un gen. El silenciador 

mediador para el receptor a ácido retinoico y a hormonas tiroideas (SMRT) y el 

correpresor de receptores nucleares (NcoR) son dos de los correpresores que 

comúnmente se unen a los receptores nucleares para inhibir la transcripción. Estas 

proteínas correpresoras median el reclutamiento de desacetilasas de histonas 

(HDAC) como HDCAl, HDCA2, mSin3A y mSin3B (Heinzel et al., 1997), lo que 

trae por consecuencia la represión génica. La unión del RP con SMRT y/ o NcoR se 
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da cuando el receptor está unido a antagonistas o incluso agonistas (Heinzel et al., 

1997, Jackson et al., 1997). La existencia de coactivadores y correpresores aumenta 

aún más el nivel de complejidad de la regulación de la actividad del RP. 

3. Acciones generales de la Progesterona 

La P4 participa en muchas de las actividades biológicas de diferentes tejidos 

(Tabla 1). Sus efectos pueden ser estimuladores, como en el caso de la liberación de 

la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Ke et al., 1987), de la dopamina 

(Dluzen et al., 1991), en la inducción de la lordosis (Schaeffer et al., 1990), que es 

una conducta de receptividad sexual durante la cual la hembra flexiona su espina 

dorsal en forma de arco al ser montada por un macho para darle acceso a la 

cavidad vaginal; en la síntesis de uteroglobina (Beier et al., 1968), en la reacción 

acrosomal y en el flujo de Ca2+ en el espermatozoide (Meizel et al., 1991; Tesarik et 

al., 1992). Los efectos de la P4 también pueden ser inhibidores, como en la 

contractilidad uterina (Csapo et al., 1979) y en la síntesis de noradrenalina inducida 

por AMPc en el hipotálamo (Petitti et al., 1992). 

Otro de los efectos estudiados de la P4 es su participación en el ciclo celular y, 

para ello se han utilizado como modelo células en cultivo de cáncer de mama T47-

D (las CtJ.ales son positivas para RP). Cuando se tratan estas células con P4 se 

observa aumento en la progresión del ciclo celular, lo que está relacionado con la 

inducción de genes asociados a este proceso, como las ciclinas (CD-1; Musgrove et 

al., 1991, 1993), los factores de crecimiento (EGT, TGF-a, TGF- p; Murphy et al., 

1986, Musgrove et al., 1993) y los protooncogenes asociados con la actividad 

proliferativa (c-myc, c-fos) (Wong et al., 1991; Musgrove et al., 1991). 
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TABLA 1. Acciones fisiológicas de la P4. 

Tejido Función 

U tero/ Ovario Liberación del ovocito (1) 

Facilitación de la implantación (2) 

Mantenimiento del embarazo (3) 

Estimulación de la regeneración del estroma (4) 

Glándula mamaria Aumento del desarrollo alveolar (5) 

Regulación de la síntesis de leche durante el embarazo (6) 

Cerebro Regulación de la respuesta sexual (7) 

Reducción de la excitabilidad neuronal y aumento de sueño (8) 

Neuroprotección (9, 10) 

Timo Involución del timo (11) 

Hueso Prevención de la pérdida de la masa osea (12) 

(1) Susuki et al., 1994, (2) Graham y Clarke, 1997, (3) Rotchild et al., 1983, (4) Clarke, 1993, (5) 

Topper et al., 1980, (6) Savouret et al., 1990, (7) Camacho-Arroyo et al., 1995, (8) Camacho-Arroyo et 

al., 1999, (9) González, et al., 1998, (10) Vongher y Frye, 1999, (11) Shinoyima et al., 1991, (12) Wei et 

al., 1993. 

La inducción del ciclo celular por P4 se ve reflejada en un aumento del número 

de células que entran a la fase S. La inducción del ciclo celular puede ser bloqueada 

con un antagonista del RP, el RU486. La P4 puede inhibir también la expresión de 

genes involucrados en la supresión del crecimiento celular como el gen p53 (Hurd 

et al., 1995). 

3A. Acciones de la progesterona en el pulmón 

La P4 participa en la regulación de diversas funciones pulmonares. La 

administración de esta hormona por períodos de tiempo que van de 1 a 28 días, a 

cobayos (administración diaria de P4 por 28 días), ratas machos y hembras 
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(administración diaria de P4 por 4 días para ratas hembra y por 5 días para rata 

macho) y seres humanos (una dosis de P4 diaria por 1 semana) induce 

hiperventilación (Brodeur 1986, Hosenpud et al., 1983, Regeinster et al., 1989, 

Tatsumi et al., 1991). En el ser humano además de incrementar la ventilación, la P4 

reduce la tensión alveolar del bióxido de carbono en la fase lútea del ciclo 

menstrual y durante el embarazo (Goodland y Pommerenke 1952, Goodland et al., 

1954). También se ha observado que en mujeres con fibrosis quística su respiración 

mejora notablemente en la fase lútea del ciclo menstrual, esto es cuando las 

concentraciones de P4 son altas (Johannesson et al., 2000). 

En infantes humanos prematuros, el tratamiento con E2 y con P4 disminuye 

notablemente la incidencia de enfermedades pulmonares crónicas (Trotter et al., 

1999 y 2001); en fetos de conejo la administración de estas hormonas induce la 

maduración pulmonar (Khosla et al., 1983). También se ha descrito que en fetos del 

sexo femenino el riesgo de adquirir una patología respiratoria es mucho menor 

comparado con infantes del sexo masculino, esto se correlaciona con un mayor 

índice de maduración pulmonar en fetos del sexo femenino (Torday et al., 1981). 

Durante la etapa fetal de la rata, el desarrollo del pulmón depende del sexo 

(Adamson y King 1984). 

En el pulmón del conejo el tratamiento con P4 incrementa la actividad de la 

prostaglandina ro hidroxilasa (CYP4A4), y el contenido de la isoforma B de la 

mono-oxigenasa que contiene flavina (McCabe et al., 2001, Lee et al., 1993). La 

hidroxilasa está involucrada en el metabolismo de prostaglandinas, las cuales 

participan en la vasodilatación del músculo liso y la mono-oxigenasa en la 

desintoxicación de fármacos. 

La P4 es capaz de regular la respuesta inflamatoria en el pulmón de la rata . 

En ratas con granulomatosis pulmonar la P4 disminuye la inflamación, lo cual 

correlaciona con una reducción en los niveles de interferón gama y en la población 

de linfocitos CD4 (Shirai et al., 1995). 
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En el pulmón del conejo la P4 regula la actividad del receptor P

adrenérgico. El E2 incrementa la actividad del receptor p adrenérgico, mientras 

que la P4 la disminuye (Moawad et al., 1982). Este último dato se correlaciona con 

lo observado en el pulmón de la rata, donde los niveles de AMPc disminuyen 

después del tratamiento con P4 (Nabishah et al., 1991). 

4. Características del receptor a progesterona 

El RP pertenece a la familia de receptores a hormonas esteroides; cuyos 

miembros regulan la expresión de genes en respuesta a la unión con su ligando 

(Kastner et al., 1990). El RP es un factor de transcripción que regula la expresión de 

genes a través de la interacción con secuencias específicas en el DN A (elementos de 

respuesta hormonal). Este receptor presenta dos isoformas: una larga denominada 

B (108-120 KDa) y una corta denominada A (80-94 KDa) (Guerra-Araiza y 

Camacho-Arroyo, 2000). Ambas isoformas se generan a partir del mismo gen pero 

son reguladas por distintas regiones promotoras (Fig. 5); las caraterísticas de estas 

isoformas se describiran más adelante. 

En los mamíferos y específicamente en el humano el gen del RP está 

localizado en el cromosoma llp22-23, el tamaño de éste es de aproximadamente 90 

kb y comprende 8 exones y 7 intrones (Fig. 5) (Misrahi et al., 1993). 

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

la identidad entre las proteínas es de un 96% (Park-Sarge y Mayo, 1994). 
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Estructuralmente, las isoformas del RP están compuestas por cuatro dominios 

que llevan a cabo las siguientes funciones: 

1) Dominio NH2 terminal (A/B): Se codifica a partir del exón 1 (2380 pb). 

Participa en la regulación de la transcripción de genes blanco ya que 

contiene funciones de transactivación. 

2) Dominio de unión al DNA (C): Se codifica a partir de los exones 2 (152 pb) 

y 3 (117 pb). Participa en la dimerización con otro receptor y en la unión al 

DNA a través de la presencia de dedos de Zinc. 

3) Dominio bisagra (D): Se codifica a partir del exón 4 (306 pb). Participa en 

procesos de estabilización del receptor por unión a proteínas de choque 

térmico como Hsp90 y en la localización nuclear ya que contiene el péptido 

señal de localización nuclear (NLS). 

4) Dominio de unión al ligando (E): Se codifica a partir de los exones 5 (145), 6 

(131), 7 (158) y 8 (153 pb). Participa en la interacción con el ligando y en la 

regulación de la transcripción ya que contiene una función de 

transactiv ación. 
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Figura 5. Estructura del gen del RP humano. A) Se esquematiza el RP del humano 
(hRP). La secuencia de aminoácidos del hRP esta dividido en 4 dominios: el dominio 
amino terminal señalado en color gris oscuro, el dominio de unión al DNA señalado 
en color blanco, el dominio bisagra señalado en color negro y el dominio de unión al 
ligando (LBD) señalado en color gris claro. Las funciones de cada uno de estos 
dominios se describe en el texto. Las dos regiones altamente conservadas entre el RP 
del humano, el pollo y la rata están señaladas con puntos. Los límites de los exones 
están indicados con líneas verticales gruesas de color negro que corresponden a las 
·posiciones de los aminoácidos, los cuales están señalados con números en la parte 
superior. B) Se esquematiza el gen del hRP que contiene dos regiones promotoras, 8 
exones y 7 intrones, en donde los exones del 1 al 8 están señalados con la letra E 
mayúscula y el número correspondiente a cada exón. El tamaño de cada exón está 
indicado en el texto. Los intrones están señalados como líneas interrumpidas entre 
cada exón. La región promotora 1 se encuentra ubicada de la posición -711 a +31 y la 
2 en la posición +464 a + 1105. Se señalan las dos posiciones de inicio de la traducción 
(ATG) y la de término (TGA) (Misrahi et al., 1993). 

El RP es una fosfoproteína cuya actividad puede ser regulada por 

fosforilación (Sheridan et al., 1998; Zhang et al., 1997). Existe evidencia de que la 

regulación de distintas vías de señalización celular alteran la actividad y la 

fosforilación del RP (Beck et al., 1992; Takimoto et al., 1996), así como de otros 

receptores a hormonas esteroides (Ignar-Trowbirdge et al., 1992; Rogatsky et al., 

1999). Algunos de estos cambios se deben a alteraciones directas en la fosforilación 
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del RP, mientras que otros parecen afectar a proteínas asociadas (Rowan et al., 

2000). La fosforilación es un evento muy importante para que se lleve a cabo la 

transactivación de genes mediada por P4. El hRP contiene 14 sitios de fosforilación 

(fig. 6), de los cuales 10 han sido identificados mediante ensayos de fosforilación in 

vitro e in vivo (5er2º, 5er81, 5er102, 5er162, 5er190, 5er213, 5er294, 5er346, 5er4oo, 5er676) y 

cuatro únicamente por fosforilación in vitro (5er25, 5er130, 5er430, 5er554) (Zhang et al., 

1994 y 1995, Lang et al., 2000, Knotts et al., 2001). Hasta ahora se sabe que la P4 

induce la fosforilación del RP en tres residuos que son la 5er102, 5er294 y 5er345 y que 

los residuos 5ersl,5er162,5er19º y 5er400 son sitios basales que incrementan su 

fosforilación después del tatamiento con la hormona (Zhang et al., 1994 y 1995). 

Hasta el momento se conoce que tres diferentes cinasas son capaces de fosforilar 

estos residuos; el residuo 5er81 puede ser fosoforilado por la caseína cinasa II 

(CKII) (Zhang et al., 1994), los residuos 5er25, 5er190, 5er213, 5er294, 5er43o, 5er554, 

5er676 por la cinasa 2 dependiente de ciclina (Cdc2) (Zhang et al., 1997, Knotts et 

al., 2001), y los residuos 5er162 y 5er294 por las proteínas cinasas activadas por 

mitógenos 44 y 42 (MAPK-44 y MAPK-42) (Lang et al., 2000). Las cinasas que 

· fosoforilan los sitios restantes aún se desconocen. 

En la rata hasta el momento no se han hecho estudios sobre los sitios de 

fosofrilación y las cinasas que pudieran fosforilarlos, sin embargo a través de 

diversos programas de computo (Mac. Vector y NetPhos 2.0) hemos identificado 

37 residuos de serina en el RP de la rata que podrían ser fosforilados por cinasas 

tales como la proteína cinasa C (PKC) para los residuos 5er94, 5er399, 5575, 5757, 5857, 

la proteína cinasa A (PKA) para los residuos Ser9s, Ser17o, 5er276, Ser2s1, Ser344, Ser488, 

5er539, caseína cinasa I (CK I) para los residuos 5er15, 5er26, 5er43, 5er5o, 5er98, 5erBO, 

Serl66
1 

Ser202, Ser232
1 

Ser276
1 

Ser394, Ser397
1 

Ser443
1 

Ser450, Ser468
1 

Ser542, Ser 576
1 

Ser747, 

Ser786 y Sersss, la CK II para los residuos Serso, Ser89, Ser113, Ser122, Ser166, Ser450, 

5er829 y Ser869, la glucógeno sintasa cinasa 3 (G5K-3) para los residuos Ser43, Ser94, 

5er162, 5er166, Ser439, 5er443, 5er7ü3, la cinasa II dependiente de calmodulina (CaMKII) 

24 



para los residuos Ser98, Ser170, Ser539, Ser829 , la Cdc2 para el residuo Ser190 y la 

proteína cinasa G para el residuo Ser98. 

1 165 567 633 684 933 

N N-termlnal 8.E:1 DBD LBD 

Sitios Basales .. . . 1 

•• :162 190: 400: .. 81 .. Ser :ser Ser: Ser• •• . . 
Sitios dependientes 102: :294 345 

de la hormona Ser: :ser Ser 

. . . 1 

20 25 (130) 213 430 554 676 
,Ser Ser Ser Ser Thr Ser Ser 

Figura 6. Sitios de fosforilación en el RP humano (hRP). Residuos de 
fosforilación en el hRP identificados hasta la fecha. Tomado de Knotts et 
al.; 2001. 

e 

El receptor fosforilado presenta una alta afinidad por los elementos de 

respuesta P4 (ERP), (Mahesh et al., 1996; Beato et al., 1989). Se ha observado que la 

fosforilación del RP en el residuo Ser294 del humano es una señal para la 

ubiquitinación del receptor y su degradación por el proteosoma 265 ( Lange, et al., 

2000). 

Se ha detectado la presencia del RP en diferentes tejidos del aparato 

reproductivo de distintos grupos de vertebrados; en las células de la granulosa en 

del ovario (Milgrom et al., 1970) en las trompas de falopio, en la vagina, en el 

testículo (Terner et al., 1977); en las células de músculo de arterias uterinas (Perrot

Applanat et al., 1988); así como en el oviducto y bolsa de Fabricio de pollo (Ylikomi 

et al., 1985; González-Morán et al., 1998). También el RP se ha localizado tanto en 

tejido normal como neoplásico de glándula mamaria (Pollow et al., 1977; Horwitz 

et al., 1975) así como en distintas áreas del cerebro tales como el hipotálamo, el área 

preóptica, el hipocampo y la corteza cerebral (Camacho-Arroyo et al., 1998b). 
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También se encuentra en el timo (Pearce et al., 1983), islotes pancreáticos (Green et 

al., 1978); en células osteoblásticas (Gunnet et al., 1999) y en el pulmón (Camacho

Arroyo et al., 1994). 

4A. Isoformas del receptor a progesterona 

Como ya se mencionó anteriormente se han identificado dos isoformas del RP, 

las cuales se han denominado A (80-94 KDa) y B (108-120 KDa) (Fig. 7). La 

isoforma A es la forma truncada de la isoforma B, ya que no contiene 164 

aminoácidos en la región amino terminal que si contiene RP-B. Ambas isoformas se 

han identificado en diversas especies de roedores, primates y aves (Guerra-Araiza 

y Camacho-Arroyo; 2000), con excepción del conejo en el cual solo se ha detectado 

la isoforma B (Loosfelt et al., 1986). 

En el ser humano y en la rata ambas isoformas del RP son codificadas por el 

mismo gen pero se trancriben a partir de dos secuencias promotoras distintas, una 

distal (que corresponde a la secuencia promotora de RP-B) y otra proximal (que 

corresponde a la secuencia promotora de RP-A, que dan lugar a diferentes mRNA 

(Kastner et al., 1990, Kraus et al., 1993) (Figs. 7 y 8). 

Estudios bioquímicos indican que ambas isoformas tienen la misma afinidad 

tanto por la P4 como por el ERP (Christensen et al., 1991). El RP tiene la capacidad 

de unirse al DNA como tres especies diméricas: AA, AB, BB. Se ha demostrado que 

la transcripción mediada por el RP no es igual cuando se forman homodímeros o 

heterodímeros e interactúan con agonistas y antagonistas (Leonhardt et al., 1998). 

Las isoformas del RP pueden tener diferentes funciones dependiendo del tipo 

de célula, del gen blanco y del promotor (Tung et al., 1993). En muchos sistemas 

celulares la isoforma RP-B actúa como un activador transcripcional, mientras que 

el RP-A funciona como un fuerte represor de la actividad transcripcional mediada 

tanto por RP-B como por otros receptores a hormonas esteroides (Vegeto et al., 

1993; Tung et al., 1993; Sartorius et al., 1994; Clemm et al., 1995). En el útero del 
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ratón se demostró que RP-A regula a los genes de la calcitonina y anfiregulina, 

mientras que RP-B a los de histidina descarboxilasa y lactoferrina (Mulac-Jericevic 

et al. 2000). En células T47D, derivadas de cáncer de mama, se observó que de 94 

genes regulados por P4, 65 se regulan por medio del RP-B, 4 por el RP-A y 25 por 

ambas isoformas (Richer et al., 2002). 
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Figura 7. Organización de las isoformas del RP humano. Los números indican 
la posición de las bases y de los aminoácidos en el gen y en las proteínas de las 
isoformas de RP respectivamente. IT-B e IT-A: Sitios de inicio de la 
transcripción de las isoformas RP-B y RP-A respectivamente; A-E: dominios 
funcionales del RP; ATG-B y ATG-A:Inicio de la traducción de RP-B y RP-A 
respectivamente; Met: Metionina; TGA: Codón de término de la traducción 
(Kastner et al., 1990; Fujimoto et al., 1997). 
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Figura 8. Organización de las isoformas del RP de la rata. Los números indican 
la posición de las bases y de los aminoácidos en el gen y en las proteínas de las 
isoformas de RP respectivamente. IT-B e IT-A: Sitios de inicio de la 
transcripción de las isoformas RP-B y RP-A respectivamente; A-E: dominios 
funcionales del RP; ATG-B y ATG-A: Sitios de inicio de la traducción de RP-B y 
RP-A respectivamente; TGA: Codón de término de la traducción (Park-Sarge y 
Mayo 1994; Kraus et al., 1993). 

Se han detectado seis sitios de fosforilación que son exclusivos para la 

isoforma B del RP de humano (hRP) en los residuos Ser20, Ser2s, Sers1, Ser102, SerBo 

y Ser162 y ocho sitios de fosforilación que son comunes para ambas isoformas en los 

residuos Ser190, Ser213, Ser294, Ser345, Ser4ºº, Thr43º, Ser554 y Ser676 (Knotts et al., 2001) . 

Se ha determinado que las diferencias en la actividad transcripcional de las 

isoformas del RP se deben a distintos factores: 

1.- La isoforma A carece de los primeros 165 aminoácidos presentes en la 

isoforma B (Graham et al., 1995). 
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2.- La existencia de tres regiones con funciones de activación (AFl, AF2 y 

AF3). Las dos primeras están presentes en ambas isoformas, mientas que AF3 

solamente se encuentra en el RP-B (Giagrande et al., 1999) (Fig. 9). 

3.- La presencia de una región con función inhibidora localizada en la región 

adyacente a AF que sólo es funcional en RP-A. Estudios recientes han demostrado 

que esta región bloquea la activación de la transcripción mediada por AFl y AF2, 

pero no por AF3, presente en RP-B (Huse et al., 1998; Wen et al., 1994). 

4. Los homodímeros son más estables que los heterodímeros. En cuanto a la 

actividad los homodímeros B:B son mejores activadores de la transcripción que los 

heterodímeros B:A, mientras que los homodímeros A:A son los que presentan la 

menor actividad transcripcional (Leonhardt et al., 1998). 

5.- El RP humano es fosforilado al menos en catorce residuos, seis de estos 

sitios sólo se encuentran en el RP-B mientras que los otros ocho los comparten 

ambas isoformas (Knotts et al., 2001). 

La diferente distribución y regulación de estos sitios de fosforilación en las 

isoformas del RP puede conferirles diferentes estados conformacionales que los 

pueden hacer más o menos afines por las secuencias blanco y regular la 

transcripción de un gen. 

6.- RP-A ·presenta mayor afinidad por el correpresor SMRT mientras que 

RP-B tiene mayor afinidad por el coactivador SRC-1. Por otro lado, RP-A es 

incapaz de reclutar eficientemente a los coactivadores transcripcionales como la 

proteína que interactúa con el receptor a glucocorticoides-1 (GRIP-1) y SRC-1 

(Giangrande et al., 1999). 

Estas observaciones llevan a sugerir que una alteración en la expresión o 

actividad de las isoformas del RP puede tener importantes consecuencias en la 

capacidad de respuesta a la P4. 

La tasa de expresión de las dos isoformas varía en diferentes órganos y 

tejidos blanco (Ing et al., 1993, Graham y Clarke, 1997 et al., 1990, Camacho-
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Arroyo, 2003), lo que sugiere que la expresión diferencial puede ser crítica para la 

respuesta celular a la P4 (Camacho-Arroyo et al., 1998). 

El RP-A es predominante en el útero de roedores (Ilenchuck y Walters 1987) 

así como en el sistema reproductivo de monos y humanos (Duffy et al., 1997, Mote 

et al., 1999), mientras que RP-B es más abundante en el área preóptica de la rata 

(Guerra-Araiza et al., 2003). 

AF-3 HBD RP-B 

HBD RP-A 

Figura 9. Organización estructural de las isoformas del RP. La organización 
general de las proteínas de las isoformas del RP están esquemáticamente 
ilustrada. AF-1, AF-2 y AF-3 indican las funciones de activación, IF la función 
de inhibición, DBD el dominio de unión al DNAy HBD el dominio de unión a 
la hormona (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo 2000). 

5. Regulación del receptor a progesterona y sus isoformas 

El RP es regulado de manera positiva por estrógenos y de manera negativa 

por P4 en muchos tejidos blanco, como el útero y el hipotálamo (Graham et al., 

1997, Camacho-Arroyo et al., 1994, 1996, Mendoza-Rodríguez et al., 1999). 

La regulación positiva del RP por estrógenos se debe a que en el promotor 

del gen de este receptor se han determinado elementos de respuesta a estrógenos 

(ERE). Por ejemplo en la rata se ha determinado que en la región del promotor 

para RP-A existen 2 ERE, uno completo que contiene una secuencia palíndrome 

que varía en dos nucleótidos de la secuencia consenso, ubicado en la posición 

+615/637 del gen del RP y otro sitio más que unicamente contiene la mitad del 
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ERE en la posición +462/+466 (Kraus et al., 1993). En la región del promotor para 

RP-B no se han detectado ERE, sin embargo se han determinado sitios de unión al 

factor de transcripción conocido como proteína específica 1 (Spl) en la posición 

-49 / -41 (Kraus et al., 1993), que puede actuar junto con el RE (Salvatori et al., 2003, 

Khan et al., 2003) para promover la transcripción del RP. 

En la rata los mecanismos moleculares involucrados en la regulación 

negativa de la trascripción del gen del RP por P4 son hasta el momento 

desconocidos. Es posible que en tal regulación participen otras proteínas, dada la 

carencia de ERP en el gen del RP. (Kraus, et al., 1993a y Savouret, et al., 1991). 

La tasa de expresión de las isoformas del RP varía en función del tipo de 

tejido, en respuesta a los estímulos hormonales y de acuerdo a la etapa de 

desarrollo en la que se encuentre el organismo. En ratas recién nacidas se ha 

reportado una expresión diferencial de las isoformas del RP en la corteza cerebral, 

en el área preóptica y en el hipotálamo, ya que la isoforma predominante es la RP

B, pero esta expresión se modifica alrededor del día 12, después del nacimiento, 

cuando la isoforma predominante es la RP-A (Kato, et al., 1993). En el cerebro del 

pollo, el contenido de ambas isoformas del RP aumenta durante los días 8 y 13 del 

desarrollo embrionario y en recién nacidos (Camacho-Arroyo et al., 2003). La 

expresión de RP-A en el hipotálamo es mayor en las ratas macho adultas intactas 

que la observada en los animales prepúberes, mientras que en el área preóptica, el 

cerebelo, la corteza frontal, el hipocampo y el bulbo olfatorio ambas isoformas se 

expresaron de manera similar (Guerra-Araiza et al., 2001). 

En el útero de roedores y primates la tasa de expresión de RP-A varía 

durante los ciclos reproductivos (Ilenchuk y Walters., 1987., Mangal, et al., 1997 y 

Duffy, et al., 1997, Mote et al., 1999 ). Para el caso de la mujer se sabe que la 

expresión de ambas isoformas alcanza su máximo durante la fase preovulatoria del 

ciclo menstrual cuando las concentraciones de E2 son elevadas y las de P4 bajas, 

sin embargo, la tasa de expresión RP-A:RP-B es de 10:1 durante la primera semana 

del ciclo (niveles de E2 y P4 bajos); en los días 9 a 13 es aproximadamente de 5:1 
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(niveles de E2 altos y P4 bajos); en los días 14-16 es 2:1 (niveles altos de P4 y E2) y 

hacia el final del ciclo RP-B es prácticamente indetectable (niveles bajos de E2 y P4) 

(Mangal, et al., 1997). 

En la hipófisis de la rata se han reportado cambios en la expresión de las 

isoformas del RP durante el ciclo estral, siendo notorio el aumento de la expresión 

de ambas isoformas en la mañana del proestro (Szabo, et al., 2000). 

El ciclo estral es el ciclo reproductivo de la rata y está constituido por cuatro 

etapas: proestro, estro, metaestro y diestro, en los cuales varían las concentraciones 

de E2 y P4( Fig. 10) 

1' 17 21 01 oa ot 1i 17 21 01 OG 0-9 13 17 21 01 O& 09 13 17 21 01. O& 09 O 

MRO METAMRO DIESTRO PRO!STRO ESTRO 

Figura 10. Niveles plasmáticos de E2 y P4 durante el ciclo estral de la 
rata (Freeman, 1988). 
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Se han observado claras diferencias en la regulación de la expresión del 

mRNA de las isoformas del RP (Camacho-Arroyo, et al., 1998; Guerra-Araiza, et 

al., 2000). En el hipotálamo de ratas ovariectomizadas, la expresión del mRNA de 

ambas isoformas del RP fue inducida por estrógenos y reducida por la P4, y en el 

área preóptica estos cambios sólo se presentaron en RP-B, mientras que en el 

hipocampo la isoforma que presentó inducción con estrógenos fue RP-A sin que la 

P4 tuviera efectos en la expresión de ambas isoformas (Camacho-Arroyo, et al., 

1998b). La proteínas de ambas isoformas se regularon positivamente por E2 en el 

hipotálamo y en el área preóptica, mientras que la P4 reguló negativamente a 

ambas isoformas en el hipotálamo más no en el área preóptica. En el hipocampo 

sólo el contenido de RP-A se incrementó por E2 y disminuyó por P4 (Guerra

Araiza et al., 2003). En condiciones fisiológicas como el ciclo estral de la rata el 

mRNA del RP-B fue predominante en el hipotálamo en el día del proestro, 

mientras que el contenido más bajo de la proteína de ambas isoformas se detectó 

durante el diestro. En el hipocampo no se detectó una diferencia importante entre 

la expresión del mRNA y de las proteínas de las isoformas del RP (Guerra-Araiza, 

et al., 2000 y 2003). 

6. El receptor a progesterona en el pulmón 

Por medio de ensayos de unión específica el RP total se ha detectado en el 

pulmón de animales intactos como la rata, el ratón y el conejo. En estudios en conejos 

intactos se determinó que la Kd del RP en el pulmón fue de 1.1x10-7 Mal utilizar un 

agonista sintético del receptor, el R5020 (Moser y Daxenbichler 1982). En conejas 

ovariectomizadas el RP se ha localizado por inmunohistoquímica en diferentes tipos 

de células como las endoteliales, las alveolares, las musculares, los fibroblastos, los 

neumocitos, los neutrófilos y los eosinófilos (Press y Greene 1988, Camacho-Arroyo 

et al., 1994). En conejas ovariectomizadas el tratamiento con E2 incrementa el número 

de células inmunoreactivas al RP en el pulmón comparado con los animales 



ovariectomizados tratados con vehículo (Camacho-Arroyo et al., 1994). Por estudios 

de Northern blot se ha observado que en el pulmón de la coneja la expresión de los 

transcritos del RP varía en etapas tempranas del embarazo. La máxima expresión del 

RP se encontró en el día 1 y disminuyó progresivamente hasta el día 5 de la gestación 

conforme se incrementaron los niveles de P4. Aquí también, el E2 reguló 

positivamente la expresión del RP y la P4 la reguló negativamente (Camacho-Arroyo 

et al., 1998). 

En el humano con cáncer de pulmón el RP se ha detectado por medio de 

técnicas de inmunohistoquímica (Canver et al., 1994, Kaiser et al., 1996, Matsui et 

al., 2000, Pelosi et al., 2002). Canver y cols observaron que el RP solo fue detectable 

en el 22% de los casos. En pequeños tumores pulmonares como los nódulos 

meningoteliales el RP también ha sido detectado (Pelosi et al., 2002). En estudios in 

vitro, utilizando líneas celulares derivadas de cáncer de pulmón, el RP se ha 

determinado por ensayos de PCR, inmunohistoquímica y unión específica. En 

estos estudios se encontró que la expresión y la Kd del RP variaba dependiendo de 

la línea celular utilizada (Kaiser et al., 1996). 

Con respecto a la ontogenia del RP en el pulmón, se ha observado (por RT

PCR) que en fetos de ratón de 15 a 18 días el mRNA del RP es abundante y 

posteriormente disminuye al nacimiento y en el adulto (Beyer et al., 2003). En el 

pulmón del conejo por medio de ensayos de unión específica se encontraron dos 

sitios de unión a P4, uno de alta y otro de baja afinidad denominados tipo I y tipo II 

respectivamente. El sitio I aumentó su valor de Kd a medida que avanzó el 

desarrollo del animal (días 20 y 29 de desarrollo embrionario), hasta alcanzar un 

valor máximo de 0.39 nM en el animal adulto. En el sitio II el valor de Kd disminuyó 

del día 20 al día 29, volviendo a aumentar en el animal adulto cuando se observa un 

valor máximo de 73 nM (Giannopoulos et al., 1982). En la rata se ha reportado que 

las concentraciones de P4 disminuyen de 15,000 pg/ml a 500 pg/ml desde el día 17 

de gestación hasta el día del nacimiento (Weisz y Ward 1980). Se ha observado que en 

el recién nacido las concentraciones de E2 y P4 disminuyen 100 veces en el día 1 
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postnatal con respecto al día del alumbramiento (Trotter et al 1999). Lo anterior 

sugiere que los cambios en la expresión del RP en el pulmón del ratón y en los sitios 

de afinidad a P4 en el pulmón del conejo durante el desarrollo embrionario podrían 

deberse a cambios en las concentraciones de E2 y P4. 

Hasta ahora el RP total se ha detectado en el pulmón de diversos mamíferos 

y los trabajos realizados para estudiar la regulación del receptor por E2 y P4 en 

conejo abarcan únicamente la regulación de la proteína y de los transcritos de la 

isoforma B (Camacho-Arroyo et al., 1994 y 1998) ya que hasta el momento esta es 

la única isoforma que se ha detectado y descrito en este animal ( Loosfelt et al., 

1986). Por lo anterior se desconoce tanto el patrón de expresión como la regulación 

de las isoformas del RP en el pulmón por E2 y por su propio ligando, la P4. Por 

otro lado también se desconoce la expresión de proteínas que podrían participar en 

la regulación de este receptor como el RE-p, el coactivador SRC-1 y el correpresor 

SMRT. Esta información es fundamental para llegar a establecer los mecanismos 

por los cuales la P4 ejerce múltiples efectos en el pulmón ya que las isoformas del 

RP regulan diferentes genes y por lo tanto distintas funciones. 
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VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El papel de las isoformas del RP en la regulación de las acciones de la P4 es 

fundamental ya que éstas difieren en su función al regular distintos genes. Por lo 

anterior el conocimiento de la expresión de las isoformas del RP y de los 

mecanismos involucrados en su regulación, es básico para comprender los 

diversos procesos fisiológicos en los que participa la P4 en el pulmón. 

En el pulmón de la rata se desconoce el patrón de expresión de ambas 

isoformas del RP, así como su regulación por E2 y P4 y en condiciones donde 

existen cambios fisiológicos en los niveles de estas hormonas. 

Con el fin de caracterizar la regulación y la expresión del RP el el pulmón, 

en este proyecto se estudió el patrón de expresión del gen y de la proteína de las 

isoformas de este receptor, así como el contenido de moléculas que participan en 

su regulación y su actividad como: el RE-J3, y los cofactores SMRT y SRC-1 en el 

pulmón de la rata. 

VII. HIPÓTESIS 

La expresión de mRNA de las isoformas RP estará regulada por E2 y por P4. 

El patrón de expresión de las isoformas del RP en el pulmón de la rata será 

tejido-específica. 

La expresión de las proteínas de las isoformas del RP, del RE-J3, y de los 

cofactores SRC-1 y SMRT estará regulada por el E2 y por la P4 y presentará 
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cambios durante el ciclo estral debido a las fluctuaciones en las concentraciones de 

estas hormonas. 

La expresión de las isoformas del RP, del RE-p, y de los cofactores SRC-1 y 

SMRT será diferente en el pulmón de la rata hembra con respecto a la del macho. 

VIII. OBJETIVOS 

1. Objetivo General 

Estudiar el patrón de la expresión de las isoformas del RP en diferentes 

condiciones hormonales en el pulmón de la rata. 

2. Objetivos Particulares 

A. Determinar la expresión de las isoformas del RP en el pulmón de la rata a 

nivel del RNAm, en ratas ovariectomizadas tratadas con E2 y P4, por la 

técnica de semicuantitativa de transcripción reversa acoplada a la reacción 

en cadena de la polimerasa (RT-PCR). 

B. Analizar la expresión de las isoformas del RP, del RE-p, del coactivador 

SRC-1 y del correpresor SMRT en el pulmón de ratas ovariectomizadas 

tratadas con E2 y P4, en ratas intactas durante el ciclo estral y en ratas 

macho por medio de la técnica de Western blot. 
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IX. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Animales de experimentación. 

A lo largo de este estudio se utilizaron ratas adultas machos y hembras de 6 

semanas de 250 g de peso, que se mantuvieron con agua y comida ad libitum, en un 

ciclo luz obscuridad de 14:10 h (luz de 6:00-20:00 h). 

Grupos experimentales y técnicas quirúrgicas: 

Se ovariectomizaron ratas bajo anestesia general, utilizando ketamina 

(80mg/kg i.p.). Diez días después de la cirugía fueron tratadas por vía subcutánea 

con: a) vehículo (aceite de maíz/ etanol 10% : v /v) que representó al grupo testigo; 

b) 17-~ estradiol (17-~ E2) en una dosis de 5 µg/100 g de peso corporal durante dos 

días consecutivos; e) 17-~ E2 bajo el esquema mencionado anteriormente 

suplementado por P4 al tercer día de iniciado el tratamiento en una dosis de 400 

µg/100 g; d) 17-~ E2 bajo el esquema antes mencionado suplementado por 

vehículo al tercer día. 

El útero y los pulmones de las ratas de los grupos a y b se disecaron 24 h 

después del último tratamiento, mientras que en el caso del grupo c la obtención 

de los tejidos se realizó a las 3, 6, 12, 24 y 48 h después del tratamiento con P4. En 

el caso del grupo d se disecó el pulmón 24 y 48 horas después del último 

tratamiento con vehículo. 

Determinación del ciclo estral 

Se determinó la etapa del ciclo estral en la cual se encontraban las ratas 

intactas por medio del análisis citológico de frotis vaginales. El día del proestro se 

distinguió por la presencia de células epiteliales nucleadas, el día del estro por 
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células epiteliales cornificadas, el día del metaestro por células epiteliales 

cornificadas y leucocitos, y finalmente el día del diestro por pocas células 

epiteliales cornificadas y leucocitos en abundancia. Las ratas que presentaron 3 

ciclos consecutivos fueron sacrificadas a las 12:00 h del día del proestro, del estro, 

del metaestro ó del diestro para disecar los pulmones. 

Para llevar a cabo los experimentos en ratas macho, éstas fueron decapitadas 

a la misma hora que las ratas hembra. 

Determinación de los niveles séricos de E2 y P4 

Los niveles séricos de E2 y P4 se determinaron mediante 

radioinmunoensayo (Camacho-Arroyo et al. 1998b), utilizando el kit Coat-A-Count 

(Diagnostics Products Corporation) con base en la técnica de fase sólida con 12s1, 

siguiendo el protocolo del fabricante. La sensibilidad de este método para la 

detección del E2 fue de 5 pg/ ml y de 0.02 ng/ ml para la P4. Los coeficientes de 

variación intra e ínter ensayo fueron de 4.8% y 10.7% para el E2; y de 3.4% y 7.7% 

para la P4 respectivamente. 

2. Obtención del RNA total. 

A los pulmones y úteros se les extrajo el RNA total utilizando la técnica del 

tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo y precipitación con isopropanol 

(Chomczynski 1987). Los tejidos se homogenizaron con un politrón en TRizol 

(reactivo que contiene tiocianato de guanidina y fenol) a 4ºC (1 ml de TRizol por 

cada 100 mg de tejido) en tubos estériles prelavados con agua destilada y con 

solución de dietil pirocarbonato (DEPC) (inhibidor de RNAsas) al 0.1 %. Para la 

extracción del RN A con cloroformo a partir del homogenado (200 µl de cloroformo 

por cada ml del homogenado) se realizó lo siguiente: la preparación de RN A más 
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cloroformo se agitó 30 segundos en vortex, posteriormente se dejó reposar por 5 

minutos en hielo y se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm a 4ºC por 15 

minutos. A la fase acuosa que contiene el RNA (el DNA y las proteínas se 

mantienen en la interfase y la fase orgánica) se le agregó un volumen igual de 

isopropanol y se almacenó a 4ºC durante toda la noche para precipitar el RNA. 

Las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm a 4ºC por 15 minutos, se 

removió el sobrenadante y la pastilla de RNA se lavó 2 veces con etanol al 80%, 

después de cada lavado las muestras se centrifugaron a 7,500 rpm a 4ºC durante 8 

minutos. 

Se quitó el exceso de humedad de la pastilla de RNA y finalmente ésta se 

resuspendió en agua-DEPC. 

3. Cuantificación del RNA 

Para la cuantificación del RNA se leyó la absorbancia de las muestra a la 

longitud de onda de 260 nm, posteriormente se utilizó el factor de conversión de 1 

unidad de densidad óptica (UDO) a 260 nm = 40 µg de RN A/ ml. Además se 

determinó la pureza del RNA por medio de la relación de absorbancias obtenidas 

de las lecturas de las muestras a las longitudes de onda 260 y 280 nm. Si el RN A no 

está contaminado esta relación debe ser alrededor de 2. 

4. Integridad del RNA 

Para conocer las condiciones del RNA extraído, éste se desnaturalizó con 

formamida al 50% más formaldehído al 6.5% a 65ºC durante 15 minutos y se le 

añadió MOPS lX, buffer de carga para RNA lX y bromuro de etidio (5 µg de 

bromuro de etidio por cada 3 µg de RNA) . Las muestras se corrieron en geles de 

agarosa al 1 % en condiciones desnaturalizantes (formaldehído al 6% y MOPS al 

lX). El gel se analizó en un tranisluminador de luz U.V. El RNA se consideró 
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íntegro (no degradado) y sin contaminación de DNA genómico siempre y cuando 

en el gel se observaran claramente las bandas correspondientes a los RN As 

ribosomales 18S y 28S sin encontrarse un barrido a lo largo del carril. 

5. Diseño de oligonucleótidos. 

Debido a las características estructurales de las isoformas del RP de rata 

cuya única diferencia son 164 aminoácidos de la región amino terminal, 

únicamente se pueden diseñar oligonucleótidos específicos para RP-B y no para 

RP-A. Por lo anterior se diseñaron oligonucleótidos para amplificar un fragmento 

de 293 pb del Dominio de Unión a la Hormona (HBD) que comparten ambas 

isoformas y un fragmento de 244 pb de la región amino terminal que únicamente 

está presente en RP-B (Fig. 11). 

A+B Ollgonucleótldos A r+" 
B 

5'1 ;:t 
B 

A.TG B ATGA 

5' 1 E1 1 

3' 

E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 
3' mRNA 

e ªª 
HBD RP-B 

1 DBD IAF-21 HBD RP-A 

Figura 11. Diseño de oligonucleótidos para amplificar las isoformas del RP. 
(A) se señalan los sitios en la secuencia del mensajero de donde se diseñaron 
los oligonucleótidos para amplificar por PCR los fragmentos del gen del RP. Se 
esquematiza la organización general de los transcritos (B) y de las proteínas 
(C) de las isoformas del RP. Se señalan: El, E2, E3, E4, ES, E6, E7 y E8: exones 
del 1 al 8; ATG: sitios de inicio de traducción de RP-B y RP-A; AF-1, AF-2 y 
AF-3: funciones de activación; IF: función de inacticvación; DBD: dominio de 
unión al DNA; HBD: dominio de unión a la hormona. 
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También se diseñaron oligonucleótidos para amplificar por RT-PCR un 

fragmento de 220 pb del gen que codifica para la p actina de la rata. Las secuencias 

para los tres fragmentos fueron analizadas con el programa OLIGO 4.1 y así 

determinar la presencia de secuencias homólogas internas que formaran asas o se 

sobrelaparan, así corno para que la temperatura de unión de los oligonucleótidos 

con el cDNA fuera la misma (60ºC) y poder realizar la RT-PCR en las mismas 

condiciones para los tres genes. 

A continuación en el cuadro 1 se presentan las secuencias de los 

oligonucleótidos utilizados para amplificar los fragmentos correspondientes a las 

isoforrnas del RP y P-actina. 

Cuadro 1 

Tamaño del 

mRNA SECUENCIAS fragmento 

amplificado 

Sentido 5' -[CTC CTG GAT GAG CCT GAT G]-3' 293pb 

RP-A+B Antisentido 5' -[CCC GAA T AT AGC TTG ACC TC]-3' 

Sentido 5'-[ACT GAG CTG CAG GCA AAG]-3' 244pb 

RP-B Antisentido 5' -[CGG ACA GCG ACT GCT GA]-3' 

13- actina Sentido 5' - [GGG TCA GAA GGA TTC CT A TG]-3' 220 pb 

Antisentido 5' -[GGT CTC AAA CA T GA T CTG GG]-3' 
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6. Amplificación de las isoformas del RP por RT-PCR. 

Una vez que se comprobó que el RNA se encontraba íntegro, se procedió a 

determinar las condiciones óptimas para realizar las amplificaciones por RT-PCR 

de un fragmento de la región HBD que comparten ambas isoformas, de la región 

N-terminal que sólo está presente en RP-B y de un fragmento del gen que codifica 

para la proteína 13 actina que se utilizó como un control interno . 

Las concentraciones de los reactivos en la técnica de trascripción reversa 

(RT) fueron las siguientes: 

Concentración final 

RNA total 10 µg (pulmón) 

5 µg (útero) 

Buffer RT 50 mM Tris-HCl (pH 8.3) 

75mMKCl 

3mMMgCh 

DTT lOmM 

dNTPs 0.5 mM de cada dNTP 

RTM-MLV 400 unidades 

Oligo dT 50ng 

La reacción se incubó a 37ºC por 60 min. y posteriormente los productos 

obtenidos se congelaron a -20ºC. 

Para determinar el número de ciclos óptimo para realizar las 

amplificaciones de los fragmentos de RP-A+B, RP-B y 13 actina por PCR, éstas se 

llevaron a cabo a 20, 25, 30, 35 y 40 ciclos. Lo anterior llevó a realizar la técnica de 

PCR a 30 ciclos, ya que con estos ciclos las amplificaciones obtenidas se encuentran 

en la fase exponencial de la curva (fig. 12). 
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Figura 12. Determinación del número de ciclos de amplificación 
para las isoformas del RP. Se realizó la técnica de RT-PCR para RP
A+B, RP-B y p actina a partir del RNA total de pulmones de ratas 
hembra adultas ovariectomizadas tratadas con E2. La reacción de 
PCR se realizó a diferente número de ciclos (20-40) y la intensidad 
de las bandas del RP fue cuantificada por un análisis 
densitométrico. 

Las concentraciones de los reactivos utilizados en el PCR utilizadas en todos 

los experimentos fueron las siguientes: 
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Concentración Final 

BufferPCR 20 mM Tris-HCl (pH=8.4) 

50mMKCl 

MgCb lmM 

dNTPs 0.2mM 

Oligo sentido 0.5 µM 

Oligo antisentido 0.5 µM 

TAQ DNA polimerasa (TECNOLOGÍAS UNIVERSITARIAS) 2.5 unidades 

Los pasos para amplificar los genes de RP y p actina fueron los siguientes: 1) 

etapa de desnaturalización inicial a 95ºC por 5 min; 2) 30 ciclos a 95°C por 1 min; 

60°C, por 1 min; 72ºC, por 1 min; 3) un paso de extensión final fue realizado a 72ºC 

por 5 min. 

También se desarrolló una curva de amplificación para ambas isoformas 

(RP-AB) y otra para RP-B a diferentes temperaturas (54 a 60ºC), con la finalidad de 

conocer cuál de ellas era la óptima de hibridación (Tm) del templado con los 

oligonucleótidos diseñados para RP-AB y RP-B. Como se observa en la figura 13, 

después de dos experimentos se observó que la Tm de hibridación óptima fue de 

60ºC. 
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Figura 13. Amplificación de RP-AB, RP-B y actina a diferentes 
temperaturas. Se realizó un ensayo de RT-PCR para RP-AB, RP-B y p 
actina a partir de RNA total del pulmón de una rata ovariectomizada 
tratada con E2. La reacción de PCR se realizó a diferentes temperaturas 
(54-60ºC). Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 
2% y se tiñeron con bromuro de etidio. La imagen de los productos de 
PCR se obtuvo mediante luz U.V. La intensidad de las bandas se 
cuantificó por medio de un análisis densitométrico. 
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RP-8 
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Los productos de amplificación se analizaron por electroforesis en geles de 

agarosa al 2%, se observaron en un transiluminador de rayos UV y se fotografiaron 

e imprimieron en una película Polaroid 665. La intensidad de las bandas de RP

A+B, RP-B y p actina fue cuantificada mediante un análisis densitométrico usando 

un digitalizador Sean Jet 3C. La expresión de las isoformas del RP fue normalizada 

con la de p actina. Los datos fueron analizados utilizando un Análisis de Varianza 

de una vía (ANOV A) seguido de una prueba de t-Student. El programa Prism 2.01 

(Graph Pad, CA) fue utilizado para calcular las diferencias significativas de los 

datos obtenidos. 

7. Extracción de proteínas 

Se homogenizaron los tejidos en buffer de lisis TDG con un coctel de 

inhibidores de proteinasas (Tris-HCl 10 mM, ditiotreitol lmM, glicerol al 30%, 

tritón al 1 %, azida de sodio 15 mM, EDTA lmM, leupeptina 4 µg/ml, aprotinina 22 

µg/ ml, PMSF lmM, ortovanadato de sodio lmM), en una relación de 1 ml de 

buffer/1 g de tejido a 4°C. 

Las muestras homogenizadas fueron centrifugadas a 15,000 rpm, durante 15 

min, a 4 ºC y se separó el sobrenadante. La concentración de proteínas en el 

sobrenadante se determinó por el método de Bradford (Bradford, 1976). 

8. Western Blot. 

Las proteínas obtenidas de los tejidos (100 µg) se separaron por 

electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 7.5% a 75 volts 

durante 2 horas. Cada muestra se preparó con Buffer de carga (Tris 0.5 M pH 6.8, 

glicerol 10%, SDS 2%, p-mercapto-etanol 5%) en un volumen 1:1 y se hirvieron 

durante 5 min para depositarse en los geles antes mencionados. 
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Las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa 

(Amersham) a 20 volts, durante 1 hora en una cámara semihúmeda. 

Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas por 2 horas a temperatura 

ambiente con una solución de leche descremada en polvo al 5% y albúmina al 0.5 % 

en TBS 1X. 

Las membranas fueron incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente 

con los siguientes anticuerpos, dependiendo de la proteína que se fuera a detectar: 

anticuerpo primario monoclonal anti RP (Santa Cruz sc-810) y anticuerpo 

policlonal anti RE-P (Santa Cruz se- 6820 ) en una concentración de 1 µg/ ml; 

anticuerpos policlonales anti SRC-1 (Santa Cruz se- 6097) o anti SMRT (Santa Cruz 

se- 1612) en una concentración de 0.5 µg/ml. Las membranas fueron lavadas con 

TBS-Tween (TBS (pH=7.4) +Tween al 0.1 %) 3 veces por 5 minutos. Para detectar al 

RP las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario anti-ratón (IgG

HRP) conjugado a peroxidasa en una concentración de 0.24 µg/ ml (Santa Cruz sc-

2005). Para detectar al RE-p, SRC-1 y SMRT, las membranas fueron incubadas con 

el anticuerpo secundario anti-cabra (IgG-HRP) conjugado a peroxidasa en una 

concentración de 0.24 µg/ml (Santa Cruz sc-2033). Se utilizó un método de 

detección de alta sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) para 

determinar la presencia de las proteínas estudiadas. Con este sistema, el peróxido 

de luminol y un potenciador son sustrato de la peróxidasa acoplada al anticuerpo 

secundario que cuando reacciona se genera una señal de quimioluminiscencia al 

exponer las membranas a placas radiográficas. 

Para corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteína cargada, las 

membranas en las cuales se detectaron las proteínas de interés (RP-B, RP-A, RE-~, 

SRC-1 y SMRT) se lavaron con glicina ácida (glicina 0.1M, SDS 0.5 %, pH 2.5) toda 

la noche a 4 ºC y 30 min. a 37ºC para posteriormente incubarlas con un anticuerpo 

primario anti-actina en una concentración de 1µg/ml (Santa Cruz sc-1615) durante 

2 horas a temperatura ambiente, las membranas fueron lavadas con TBS-Tween 3 

veces por 5 minutos; después se incubaron 1 hora con un anticuerpo secundario 
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anti-cabra acoplado a peroxidasa en una concentración de 0.24 µg/ ml (Santa Cruz 

sc-2033) y posteriormente se utilizó el método de detección de alta sensibilidad 

descrito anteriormente. 

Cada placa fue sometida a un análisis densitométrico utilizando un aparato 

Sean Primax 600p (Colorado) y el programa Scion Image (Scion. Corp.), para 

cuantificar la expresión de las isoformas del RP, RE-B, SRC-1, SMRT y B-actina, de 

acuerdo a la .intensidad de cada banda. Para cada experimento los datos obtenidos 

de las isoformas del RP, RE-B, SRC-1 y SMRT se normalizaron con los de B-actina. 

A los datos obtenidos se les aplicó un análisis de varianza de una o dos vías 

(dependiendo del estudio) y una prueba de t-Student. Se utilizó el programa Prism 

2.01 (Graph Pad, CA) para calcular los valores de probabilidad. 
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X RESULTADOS 

1. Expresión del RN Am de las isoformas del RP 

La expresión del RNAm de las isoformas del RP se determinó por medio de 

la técnica de RT-PCR en el pulmón y en el útero de ratas ovariectomizadas tratadas 

con E2 y P4. En todas las amplificaciones se detectaron bandas únicas de 293, 244 y 

220 pb correspondientes a los fragmentos de RP-A, RP-B y ~ actina (Fig. 14 y 15). 

Los análisis de RT-PCR muestran que en el pulmón y en el útero de la rata la 

expresión total del RP es regulada positivamente por E2 mientras que es regulada 

negativamente por P4 después de las 6 h de tratamiento (Figs. 14 y 15). En el 

pulmón el E2 induce un ligero incremento en la expresión del RNAm de RP-B que 

no es significativo, mientras que sí lo es en el útero (Figs. 14B y 15B). La expresión 

del RNAm de RP-B en el pulmón no se modifica después de 3 h de tratamiento con 

P4 y se observa una reducción significativa después de 48 h de tratamiento (Fig. 

14). En el útero, el RP-B se regula negativamente por P4 a partir de las 3 h (Fig. 15). 

El incremento en la expresión de las isoformas del RP inducido por E2 no se 

modificó después del tratamiento con vehículo (Fig. 16). Por lo anterior la 

disminución significativa en el contenido de ambas isoformas se debe a la acción 

de la P4 y no a la reducción en el efecto del E2 después de 24 y 48 h de su 

administración. 
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Figura 14. Expresión del RNAm de las isoformas del RP en el pulmón 
de la rata. (A) Ensayo de RT-PCR representativo de 4 experimentos 
independientes para amplificar RP-AB (PR-AB), RP-B (PR-B) y p actina 
(P-ACTIN) a partir del RNA total del pulmón de ratas ovariectomizadas 
tratadas con vehículo (V), E2 y E2+ P4. Los animales tratados con V y E2 
se sacrificaron 24 h después del último tratamiento, mientras que los 
tratados con E2+ P4 se sacrificaron a las 3, 6, 12, 24 y 48 h después del 
último tratamiento con P4. Los productos de PCR se separaron en un gel 
de agarosa al 2% y se tiñeron con bromuro de etidio para ser detectados 
con luz UV. (B) Análisis densitométrico de la expresión del RNAm de las 
isoformas del RP en el pulmón de la rata. Se realizó el análisis 
densitométrico de 4 experimentos independientes de RT-PCR para 
amplificar RP-AB (PR-AB), RP-B (PR-B) y p actina (P-ACTIN) en el 
pulmón de la rata, los datos obtenidos se corrigieron con respecto a los 
valores de expresión de p actina. Las gráficas muestran el promedio ± E.S. 
*p<0.05 comparado con V y &p<0.05 comparado con E2. 
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Figura 15. Expresión del RNAm de las isoformas del RP en el útero de 
la rata. (A) Ensayo de RT-PCR representativo de 4 experimentos 
independientes para amplificar RP-AB (PR-AB), RP-B (PR-B) y p actina 
(P-ACTIN) a partir del RNA total del útero de ratas ovariectomizadas 
tratadas en las condiciones descritas en la figura 14. Los productos de 
PCR se separaron en un gel de agarosa al 2 % y se tiñeron con bromuro de 
etidio para ser detectados con luz UV. (B) Análisis densitométrico de la 
expresión del RNAm de las isoformas del RP en el útero de la rata. Se 
realizó el análisis densitométrico de 4 experimentos independientes de 
RT-PCR para amplificar RP-AB (PR-AB), RP-B (PR-B) y p actina (P
ACTIN) en el útero de la rata, los datos obtenidos se corrigieron con 
respecto a los valores de expresión de p actina. Las gráficas muestran el 
promedio ± E.S. *p<0.05 comparado con V y &p<0.05 comparado con E2. 
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Figura 16. Expresión del RNAm de las isoformas del RP en el pulmón de 
ratas ovariectomizadas pretratadas con E2 y tratadas con V y P4. (A) Ensayo 
de RT-PCR representativo de 4 experimentos independientes para amplificar 
RP-AB (PR-AB), RP-B (PR-B) y p actina (P-ACTIN) a partir del RNA total del 
pulmón de ratas ovariectomizadas tratadas con V, E2, E+ V y E2+ P4. Los 
animales se sacrificaron 24 h después del último tratamiento. Un grupo 
adicional de E2+ V se sacrificó 48 h después del último tratamiento. Los 
productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 2% y se tiñeron con 
bromuro de etidio para ser detectados con luz UV. (B) Se realizó el análisis 
densitométrico de 4 experimentos independientes de RT-PCR para 
amplificar RP-AB, RP-B y p actina en el pulmón de la rata, los datos 
obtenidos se corrigieron con respecto a los valores de expresión de J3 actina. 
Las gráficas muestran el promedio ± E.S. *p<0.05 comparado con V, &p<0.05 
comparado con E2+ V y &&p<0.05 comparado con E2+ V24h. 
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2. Contenido de la proteína de las isoformas del RP 

El contenido de la proteínas de las isoformas del RP se determinó en el 

pulmón y en el útero de ratas ovariectomizadas por medio de la técnica de 

Western blot. En todos los experimentos se detectaron dos bandas de 120 y 80 KDa 

correspondientes a RP-B y a RP-A. La P-actina se utilizó como un control de carga 

de las proteínas y se reconoció como una banda de 40 KDa. En el análisis por 

Western blot se observa que ambas isoformas del RP se regulan positivamente por 

E2 tanto en el pulmón como en el útero (Figs. 17 y 18). En el pulmón la P4 no 

modifica significativamente el efecto del E2 sobre las isoformas del RP en ningún 

período de tiempo (Fig. 17), mientras que en el útero la P4 regula negativamente a 

ambas isoformas; a RP-A a las 48 h y a RP-B a partir de las 12 h (Fig. 18). La 

isoforma abundante en el pulmón y en el útero es RP-A (relación RP-A:RP-B de 2:1 

en el pulmón y de 3:1 en el útero). 

3. Contenido de la proteína del RE-13 

El contenido de la proteína del RE-P se determinó en ratas ovariectomizadas 

tratadas con E2 y P4. En todos los experimentos se detectó una banda de 56 KDa 

correspondiente a RE-P (Fig. 19A). El ensayo de Western blot muestra que en 

contraste con lo observado en el caso de las isoformas del RP, el RE-P se regula 

negativamente después del tratamiento con E2 (Fig. 19). La P4 no modifica el efecto 

del E2 en el pulmón en ninguno de los tratamientos. 
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Figura 17. Contenido de las isoformas del RP en el pulmón de la rata. 
(A) Ensayo de Western blot representativo de 4 experimentos 
independientes de ratas ovariectomizadas tratadas en las condiciones 
descritas en la figura 14. Las proteínas del pulmón (100 µg) se separaron 
por electroforesis en un gel de SDS-PAGE. Los geles se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa y se incubaron con un anticuerpo anti-RP, 
que reconoce a ambas isoformas del RP (PR-A y PR-B) con la misma 
afinidad. El complejo RP-anticuerpo se detectó por quimioluminisencia 
(ECL). La proteína f3-actina (f3-ACTIN) se utilizó como control de carga. 
(B) Se realizó el ·análisis densitométrico de 4 experimentos 
independientes de Western blot para la determinación del contenido de 
las isoformas del RP (PR) en el pulmón de la rata, los datos obtenidos se 
corrigieron con respecto a los valores de f3 actina (f3-ACTIN). Las 
gráficas muestran el promedio± E.S. *p<0.05 comparado con V. 
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Figura 18. Contenido de las isoformas del RP en el útero de la rata. (A) 
Ensayo de Western blot representativo de 4 experimentos 
independientes de ratas ovariectomizadas tratadas en las condiciones 
descritas en la figura 12. Las proteínas del del útero (100 µg) se separaron 
por electroforesis en un gel de SDS-P AGE. Los geles se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa y se incubaron con un anticuerpo anti-RP, 
que reconoce a ambas isoformas del RP (PR-A y PR-B) con la misma 
afinidad. El complejo RP-anticuerpo se detectó por quimioluminisencia 
(ECL). La proteína P-actina (P-ACTIN) se utilizó como control de carga. 
(B) Se realizó el análisis densitométrico de 4 experimentos 
independientes de Western blot para la determinación del contenido de 
las isoformas del RP (PR) en el útero de la rata, los datos obtenidos se 
corrigieron con respecto a los valores de P actina (P-ACTIN). Las 
gráficas muestran el promedio ± E.S. *p<0.05 comparado con V y 
&p<0.05 comparado con E2. 
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Figura 19. Contenido y análisis densitométrico del RE-P en el pulmón de 
ratas ovariectomizadas. (A) Ensayo de Western blot representativo de 4 
experimentos independientes de ratas ovariectomizadas tratadas con V, E2 y 
E2+ P4. Los animales tratados con V y E2 se sacrificaron 24 h después del 
último tratamiento, mientras que los tratados con E2+ P4 se sacrificaron a las 3, 
6, 12, 24 y 48 h después del último tratamiento con P4. Las proteínas del 
pulmón y del útero (100 µg) se separaron por electroforesis en un gel de SDS
p AGE. Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se incubaron 
con un anticuerpo anti RE-P (ER-p). El complejo RE-f3-anticuerpo se detectó 
por quimioluminisencia (ECL). La proteína f3-actina se utilizó como control de 
carga. (B) Se realizó el análisis densitométrico de 4 experimentos 
independientes de Western blot para el RE-P en el pulmón de la rata, los datos 
obtenidos se corrigieron con respecto a los valores de expresión de f3 actina (f3-
ACTIN). Las gráficas muestran el promedio ± E.S. En todos los paneles *p<0.05 
comparado con V. 
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4. Contenido de SRC-1 y SMRT 

El contenido de las proteínas de SRC-1 y SMRT se determinó en el pulmón 

de ratas ovariectomizadas tratadas con E2 y P4. El análisis del Western blot 

muestra que SRC-1 y SMRT se regulan negativamente por E2 (Fig. 20,). P4 regula 

positivamente a SRC-1 y a SMRT a las 12 h y a las 3 h respectivamente; ambos 

cofactores disminuyen nuevamente a las 24 h (SRC-1) y a las 6 h (SMRT) (Fig. 20). 

La tasa SRC-1/SMRT disminuye con el tratamiento con E2 y aumenta a las 12 h de 

tratamiento con P4, debido a la regulación positiva de SRC-1 por esta última (Fig. 

20 B) disminuyendo nuevamente a las 24 h. 

5. Contenido de las isoformas del RP en el pulmón de ratas adultas intactas 

El contenido de las proteínas de las isoformas del RP se determinó en el 

pulmón de ratas hembras durante el ciclo estral y en machos intactos por medio de 

la técnica de Western blot. En todos los experimentos se detectaron dos bandas de 

120 y 80 KDa correspondientes a PR-B y PR-A respectivamente (Fig 21). El análisis 

de los experimentos de Western blot mostró que el contenido más alto de ambas 

isoformas se observó durante el proestro mientras que el más bajo se encontró 

durante el estro (Fig. 22A). El contenido de ambas isoformas fue significativamente 

menor en el pulmón de los machos que en el de las hembras (Figs. 21 y 22A). El 

contenido de RP-A fue mayor al de RP-B en el pulmón de machos y hembras 

(relación A:B; media± ES: metaestro 1.60 ± 0.33; diestro 1.22 ± 0.08; proestro 1.10 ± 

0.066; estro 1.83 ± 0.49; machos 2.50 ± 0.60). 
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Figura 20. Contenido de SRC-1 y SMRT en el pulmón de ratas 
ovariectomizadas. (A) Ensayo de Western blot representativo de 4 
experimentos independientes de ratas ovariectomizadas tratadas como se 
señaló en la figura 14. Las proteínas del pulmón (100 µg) se separaron por 
electroforesis en un gel de SDS-PAGE. Los geles se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa y se incubaron con anticuerpos anti SRC-1 y 
anti SMRT. El complejo antígeno-anticuerpo se detectó por 
quimioluminisencia (ECL). La proteína P-actina (P-ACTIN) se utilizó como 
control de carga. (B) Se realizó el análisis densitométrico de los 4 
experimentos independientes de Western blot para SRC-1 y SMRT en el 
pulmón de la rata, los datos obtenidos se corrigieron con respecto a los 
valores de p actina (P-ACTIN) y se calculó la relación SRC-1/SMRT en las 
diferentes condiciones experimentales. Las gráficas muestran el promedio 
± E.S. *p<0.05 comparado con V. &p<0.05 comparado con E2. && p<0.05 
comparado con 3 y 6 h después del tratamiento con P4. 
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6. Contenido del RE-13 en el pulmón de ratas adultas intactas 

En todos los experimentos una banda de 56 KDa correspondiente a RE-P se 

detectó en el pulmón de ratas intactas por medio de la técnica de Western blot (Fig. 

21). En contraste a lo observado para las isoformas del RP, el menor contenido de 

la proteína del RE-P se encontró en el día del proestro e incrementó en el día del 

estro (Fig. 22B). Así como en el caso de las isoformas del RP, el contenido del RE-P 

en los machos fue significativamente menor que en las hembras. 

7. Contenido de SRC-1 y SMRT en el pulmón de ratas adultas intactas 

SRC-1 y SMRT se detectaron en el pulmón de ratas adultas intactas como 

bandas únicas de 160 KDa. El contenido de SRC-1 y SMRT se incrementó durante 

el diestro (Fig. 21). SRC-1 disminuyó en los días del proestro y del estro, mientras 

que el contenido de SMRT disminuyó en el día proestro e incrementó nuevamente 

en el día del estro (Fig. 23A). El contenido de SRC-1 fue similar en machos y 

hembras mientras que el de SMRT fue menor en los machos que en las hembras. La 

relación SRC-1/SMRT aumentó significativamente en el día del diestro y 

disminuyó en el estro (Fig. 23B). De manera interesante, esta relación fue mayor en 

machos que en hembras (Fig. 23B). En todos los experimentos la P-actina se 

determinó como una banda de 40 Kda. 
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Figura 21. Contenido de las isoformas del RP, RE-13, SRC-1 y SMRT 
en el pulmón de ratas adultas intactas. Ensayo de Western blot 
representativo de 4 experimentos independientes. Las proteínas del 
pulmón (100 µg) se separaron por electroforesis en un gel de SDS
p AGE. Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se 
incubaron con anticuerpos que reconocen a las diferentes proteínas 
en estudio: RP (PR), RE-13 (ER-13), SRC-1 y SMRT. Los complejos 
antígeno-anticuerpo se detectaron por quimioluminisencia (ECL). La 
proteína 13-actina se utilizó como control de carga. Metaestro (M), 

die~tro (D), proestro (P), estro (E) y machos intactos (cf ). 
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Figura 22. Análisis densitométrico del contenido de las isoformas 
del RP y del RE-P en el pulmón de la rata. Se realizó el análisis 
densitométrico de 4 experimentos independientes de Western blot 
para la determinación del contenido de las isoformas del RP (PR) y 
del RE-P (ER-P) en el pulmón de la rata, los datos obtenidos se 
corrigieron con respecto a los valores de p actina (P-ACTIN). Las 
gráficas muestran el promedio ± E.S. n=4. *p<0.05 comparado con 
metaestro y estro. &p<0.05 comparado con estro. **p<0.05 
comparado con los otros grupos. &&p<0.05 comparado con 
metaestro, diestro y proestro. Metaestro (M), diestro (D), proestro 

(P), estro (E) y machos intactos (d' ). 
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Figura 23. Análisis densitométrico del contenido de SRC-1 y 
SMRT en el pulmón de ratas intactas. (A) Se realizó el análisis 
densitométrico de 4 experimentos independientes de Western blot 
para la determinación del contenido de SRC-1 y SMRT en el 
pulmón de la rata. (B) Se determinó la relación SRC-1/SMRT 
utilizando los resultados obtenidos del análisis del Western blot. 
Los datos obtenidos se corrigieron con respecto a los valores de p 
actina (P-ACTIN). Las gráficas muestran el promedio ± E.S. n=4. 
+p<0.05 comparado con proestro. *p<0.05 comparado con diestro y 
proestro. **p<0.05 comparado con los otros grupos . &&p<0.05 
comparado con metaestro y estro. Metaestro (M), diestro (D), 

proestro (P), estro (E) y machos intactos (d' ). 
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8. Concentraciones séricas de E2 y P4 

Las concentraciones séricas más altas de E2 y P4 se observaron en los días 

del proestro y el metaestro respectivamente. La concentración de P4 en los machos 

fue significativamente menor que en las hembras, mientras que la concentración de 

E2 fue significativamente menor comparada con las hembras en los días del 

metaestro y proestro (tabla 2). 

Tabla 2. Niveles séricos de E2 y P4 en ratas hembras durante el ciclo estral y en 

machos intactos. 

Día E2 P4 

(pg/ml) (ng/ml) 

Meta estro 15.64 ± 1.01 * 12.83 ± 2.33 & 

Diestro 8.04 ± 2.63 10.47 ±4.73 

Proestro 38.57 ± 4.77* 5.90 ± 2.57 

Estro 6.82±1.33 4.63±1.37 

Machos 10.45 ± 1.45** 1.30 ± 0.20* 

Las concentraciones de esteroides se determina~on por radioinmunoensayo. Los 
datos expresan el promedio± E.S. de 4 animales/ grupo.* p<0.05 comparado con 
los otros grupos. **p<0.05 comparado con metaestro, proestro y estro. & p<0.05 
comparado con proestro, estro y machos. 
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XI. DISCUSIÓN 

l. Regulación diferencial en la expresión del gen (mRNA) y de la proteína de las 

isoformas del RP en el pulmón por E2 y P4. 

Los trabajos realizados para el estudio de la regulación del RP en el pulmón 

del conejo abarcan la regulación de la proteína y de los transcritos solo . de la 

isoforma B ya que hasta el momento esta es la única isoforma que se ha detectado 

y descrito en este animal (Loosfelt et al., 1986). Por lo anterior es importante 

señalar que antes de la realización de este trabajo de investigación no había ningún 

estudio sobre la regulación de ambas isoformas del RP en el pulmón por 

tratamientos hormonales de E2 y P4 o en condiciones fisiológicas como el ciclo 

estral de la rata en donde ocurren cambios en las concentraciones de E2 y P4. En 

los estudios realizados en conejo se observó que el E2 reguló positivamente la 

expresión de la proteína del RP-B (Camacho-Arroyo et al., 1994), lo que 

correlaciona con los resultados obtenidos en este trabajo en donde se observó que 

en el pulmón de la rata no solo la proteína de la isoforma B tuvo una regulación 

positiva por E2 sino también RP-A. En el trabajo sobre los transcritos del RP en el 

pulmón de la coneja, se observó que los transcritos del RP disminuyeron a medida 

que transcurrieron los días del embarazo (1 al 5) cuando los niveles de P4 

aumentan en cada día (Camacho-Arroyo et al., 1998). Lo anterior correlaciona con 

los datos que se obtuvieron en esta investigación en donde el mRNA no solo de 

RP-B sino de ambas isoformas del RP en el pulmón de la rata presentó una 

regulación negativa por P4. 

La diferencia en la regulación por E2 que resultó significativa para RP total 

(A+B) más no para RP-B sugiere que RP-A es la isoforma más susceptible a ser 

regulada por E2, esto podría deberse a las diferencias en los ERE ubicados en el 

promotor de RP-A que no están en el de RP-B. En la rata se ha determinado que en 

el promotor de RP-A [posición del promotor de RP-A en el gen del RP: +461/675] 
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existen dos ERE uno completo que contiene una secuencia palindrómica que varía 

en dos nucleótidos de la secuencia consenso, ubicado en la posición +615/637 del 

gen del RP y otro sitio más que unicamente contiene la mitad del ERE en la 

posición +462/ +466. En el promotor de RP-B [posición del promotor de RP-B en el 

gen del RP -131/65] no se han detectado ERE, sin embargo se han determinado 

sitios de unión a Spl en la posición -49/-41 (Kraus et al., 1993), que puede actuar 

con el RE (Salvatori et al., 2003, Khan et al., 2003) para regular la transcripción del 

RP. En la figura 24 se muestra como el RE-P al unirse a su ligando (E2) se activa, 

asociándose entonces con proteínas coactivadoras como el SRC-1 que aumentan la 

actividad transcripcional del RE-p, todo este complejo de moléculas se suma al 

conjunto de proteínas que conforman la maquinaria basal de transcripción, en los 

elementos de respuesta a estrógenos induciendo así la transcripción del RP-A o 

RP-B (Fig. 24). 

Las diferencias en la regulación de las isoformas del RP por su ligando con 

respecto al RNAm se podría explicar por me.dio del siguiente mecanismo: La P4 

podría disminuir la estabilidad del RNAm del RP (Fig. 25), modificando el Cap 

(guanina ubicada al extremo 5' que le brinda estabilidad al RNAm), los UTRs 

(regiones no traducidas que contienen elementos cis que le confieren estabilidad al 

RNAm) o la cola de poli A (secuencia de adeninas en el extremo 3' que le brinda 

estabilidad al RNAm) que juegan un papel importante en la traducción y 

estabilidad del RNAm (Wilson y Brewer 1999, Wickens y Stephenson 1984). 

Existen estudios que demuestran la influencia de la P4 en el aumento de la 

estabilidad del mRNA de la hormona luteinizante (Park et al 1995). También se 

conoce que diferentes ligandos pueden regular la estabilidad del RN Am de su 

propio receptor, por ejemplo, el receptor a andrógenos aumenta al doble su 

estabilidad en presencia del ligando dihidrotestosterona (Yeap et al.,1999). 
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Figura 24. Regulación de la expresión de las isoformas del RP. el RE-Pal unirse a 
su ligando (E2) se activa, asociándose entonces con proteínas coactivadoras como 
el SRC-1 que aumentan la actividad transcripcional del RE-p, todo este complejo 
de moléculas se suma al conjunto de proteínas que conforman la maquinaria basal 
de transcripción en los elementos de respuesta a estrógenos induciendo así la 
transcripción del RP-A. Para la expresión del RP-B, Spl se puede asociar con el 
REP activado por E2, cofactores y con la maquinaria basal de transcripción, en el 
sitio de unión a Spl induciendo así la transcripción de este receptor. E2: estradiol; 
SRC-1: coactivador de receptores a esteroides 1; SMRT: corepresor (mediador del 
silenciamiento del receptor a ácido retinóico y al receptor de la hormona tiroidea) 
RE-P: Receptor a estógenos p; COFAC: cofactores; ERE : elemento de respuesta a 
estrógenos; MBT: Máquinaria basal de transcripción; RP-A isoforma A del RP, RP
B isoforma B del RP; Spl: factor de transcripción conocido como proteína 
específica 1; SU Spl: sitio de unión a Spl. 
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Figura 25. Disminución de la estabilidad del RNAm del RP por P4. A nivel 
transcripcional la P4 podría disminuir la estabilidad del RNAm del RP, 
modificando el Cap (guanina ubicada al extremo 5' que le brinda estabilidad al RNAm), 
las UTRs (regiones no traducidas que contienen elementos cis que le confieren estabilidad 
al RNAm) o la cola de poli A (secuencia de adeninas en el extremo 3' que le brinda 
estabilidad al RNAm). PABP: proteína de unión a la cola de poli A; (( : RNA asas; 
UTR: regiones no traducidas ; CAP: estructura CAP (GpppG); Poli A tail: cola de 
poli A; P4: progesterona. 
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2. Regulación tejido específica de las isoformas del RP 

Las cinasas activadas por mitógenos (MAPKs) como la ERK 42 y la ERK 44 

fosforilan al RP en residuos de serina, lo que marca al receptor para su posterior 

ubiquitinación y degradación por medio de la maquinaria del proteosoma 265. Las 

fosfatasas de serina defosforilan al RP, lo que disminuye la degradación del 

receptor. Existen estudios que demuestran la distribución tejido específica de ERK 

44 y ERK 42 en el cerebro de rata (Ortiz et al., 1995), así como la distribución 

diferencial de la fosfatasa de serina PP2C a. en tejidos humanos (Lifschitz-Mercer et 

al 2001). La diferencia en la regulación del RP por P4 sobre la proteína en el 

pulmón y el útero pudiera deberse a la expresión tejido específica de ERKs o 

fosfatasas de serina; por ejemplo las fosfatasas de serina podrían ser más 

abundantes en el pulmón, disminuyendo así la degradación del RP a través del 

proteosoma 265, mientras que en el útero ERK 44 y ERK 42 pudieran ser más 

abundantes y así inducir la degradación de las isoformas del RP (fig. 26). 

3. Regulación del RE-By cofactores 

La disminución del RE-P por el tratamiento con E2 y durante el proestro (día 

del ciclo estral en donde la concentración plasmática de este esteroide es el más 

alto) está relacionada con la degradación del receptor (dependiente de ligando) por 

la maquinaria del proteosoma 265, pues una vez que el E2 se une al RE-p, se 

induce la fosoforilación de éste por ERKs 44 y 42, que marcan al receptor para que 

sea ubiquitinado y posteriormente degradado por el proteosoma. 

Por otro lado los cofactores también pueden ser fosforilados [Rowan et al., 

2000] y degradados por el proteosoma 265 [Lonard et al., 2000], entonces la 

disminución en el contenido de ambos cofactores (5RC-1) y (5MRT) por los 

tratamientos con E2 y durante el proestro podrían deberse a que esta hormona 
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indujera algún mecanismo por medio del cual estos cofactores pudieran ser 

fosforilados y degradados (Fig. 27). 

ÚTERO 
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~-.----!.. 

""' p • ~UB 
~~~~~ o 
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Figura 26. Diferencias tejido específicas en la degradación del RP en el 
pulmón y el útero. La ERK 42 y la ERK 44 fosforilan al RP en residuos de 
serina, induciendo su degradación a través del proteosoma 265, mientras 
que fosfatasas de serina desfosforilan al RP disminuyendo su degradación 
por la misma vía. La distribución de ERKs o fosfatasas de serina es tejido 
específica, lo cual puede influir en la degradación del RP. ERK 44 y ERK 
42: proteínas cinasas activadas por mitógenos de 44 y 42 KDa; El, E2 y E3: 
enzimas encargadas de la ubiquitinación; P26S: proteosoma 265; p 38: 
proteína cinasa activada por mitógenos de 38 KDa; RP: receptor a 
progesterona; PP: fosfatasa; P: fosfato. 
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Figura 27. Regulación negativa de RE-P y de los cofactores SRC-1 y SMRT 
por E2. El E2 se une al RE-p, lo que induce la fosoforilación de éste por ERKs 
44 y 42, que marcan al receptor para que sea ubiquitinado y posteriormente 
degradado por el proteosoma. Lós cofactores también pueden ser 
fosforilados y degradados por el proteosoma 265. Todas las abreviaturas 
incluidas en esta figura fueron descritas en las figuras 23 y 25. 

La relación de SRC-1/SMRT se modificó en los diferentes días del ciclo 

estral. Los cambios en esta relación son importantes ya que pueden modular la 

actividad transcripcional tanto del RP como del RE-p, pues se ha observado que en 

líneas tumorales como HeLa y T47D el antagonista de la P4, el RU486, actúa como 

agonista cuando el factor SRC-1/NcoR (represor) + SMRT es de 2.4 y actúa como 

antagonista cuando este factor es de 0.8 [Liu et al.,2002] 

71 



4. Regulación de las isoformas del RP en el modelo farmcológico y en el modelo 

fisiológico 

Establecer una comparación entre un modelo fisiológico y un modelo 

farmacológico resulta complejo, pues aunque el objetivo que se persigue es simular 

farmacológicamente lo que sucede en condiciones fisiológicas, existen elementos 

en los animales intactos que participan en la regulación del RP como la LH, FSH, 

prostaglandinas y catecolaminas [Graham y Clarke 1997] entre otros, cuyas 

concentraciones y acciones se modifican en el animal ovariectomizado. Sin 

embargo en ambos modelos se pudo observar una regulación muy similar del RP 

por E2, ya que en el pulmón de ratas ovariectomizadas tratadas con E2 y de ratas 

intactas durante el proestro (día en el cual las concentraciones plasmáticas de E2 

son más altas) el contenido de las isoformas del RP se reguló positivamente. En 

cuanto a la regulación del RP por su ligando no se pudo establecer una 

comparación entre ambos modelos, ya que en el ciclo estral se presentan dos 

incrementos en las concentraciones plasm?ticas de P4, durante el proestro (entre 

las 6:00 y las 9:00 p.m.) y al mediodía del metaestro. Los animales utilizados en los 

experimentos se sacrificaron a las 12:00 h de cada día del ciclo, por lo que no fue 

posible comparar los resultados obtenidos del ciclo con los diferentes tratamientos 

conP4. 

5. Dimorfismo sexual de las isoformas del RP en el pulmón 

En los machos se observa que el contenido de las isoformas del RP, RE-~ y 

SMRT fue menor que en las hembras, mientras que el de SRC-1 fue similar en 

ambos sexos. Diferencias de género han sido reportadas para las isoformas del RE 

en el pulmón del humano en condiciones normales y en cáncer de pulmón [Paseo 

et al 2002]. Se ha demostrado que la expresión del RNAm del RE-~ fue mayor en 

las mujeres que en los hombres, tanto en condiciones normales como en 
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situaciones de cáncer de pulmón (Fasco et al., 2002). También se han reportado 

diferencias dependientes del sexo en la maduración pulmonar, la cual es mayor en 

infantes, conejos y ratas hembras en comparación con los machos [Torday et al 

1981, Nielsen & Torday 1981, Adamson & King 1984]. La maduración de este tejido 

podría estar relacionada con diferencias en el contenido de RP entre otros factores . 

Resultaría interesante estudiar el papel de la testosterona en la regulación del 

RP, RE-~ y SMRT para tratar de explicar la diferencia en el contenido de estas 

proteínas en los machos, el cual resultó menor al de las hembras. 

6. Posible papel de la P4 y el RP en el pulmón 

La expresión de ambas isoformas del RP en el pulmón sugiere la acción 

genómica de la P4 en este tejido, que puede ocurrir cuando el RP activo se une a 

los elementos de respuesta a P4 en genes regulados por este ligando. Lo anterior se 

puede apoyar en el hecho de que los procesos regulados por la P4 en el pulmón 

ocurren a tiempos largos de 24 h al menos y usualmente los efectos no genómicos o 

"rápidos" ocurren en minutos o segundos. Un efecto directo de la P4 en el pulmón 

también puede ser apoyada por los estudios realizados por Waddell y cols. en los 

cuales se ha demostrado la presencia de esta hormona en el pulmón de la rata en 

una mayor proporción, en comparación con sus metabolitos (la relación de P4 con 

respecto a sus metabolitos fue de 6:1). Sin embargo no se descarta la posibilidad de 

que tanto la acción genómica como la no genómica participen en la regulación de 

las funciones de P4 en el pulmón. 

La P4 podría regular proteínas involucradas en el proceso de la ventilación. Por 

ejemplo se ha observado que en el ser humano incrementa la ventilación en la fase 

lútea del ciclo menstrual y durante el embarazo, cuando las concentraciones 

plasmáticas de P4 son altas (Goodland y Pommerenke 1952, Goodland et al.,1954). 

Por otro lado se ha visto que en el pulmón de la rata el factor insulínico de 

crecimiento 1 (IGF-1) aumenta cuando hay condiciones de hiperoxia y disminuye 
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cuando hay hipoxemia (Han et al.,1998). El IGF-1 es regulado en el endometrio por 

la P4 por medio de la regulación de la proteína de unión a este factor (IGFBP-1) 

(Graham y Clarke 1997). Lo anterior sugiere que la P4 podría regular los efectos 

del IGF- en el pulmón. Otro gen que en el pulmón es regulado por P4 es el CYP4A4 

(McCabe et al 2001) el cual participa en el metabolismo de prostaglandinas que 

regulan la contracción muscular. 
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XII. CONCLUSIONES 

+ En la regulación del mRNA de las isoformas del RP en el pulmón dela rata 

participan el E2 y la P4. 

+ RP-A fue la isoforma predominante en el pulmón de la rata en una proporción 

de 2:1 con respecto a la isoforma RP-B. 

+ La regulación de las proteínas de las isoformas del RP por su ligando es tejido

específica. 

+ En el pulmón de la rata la regulación de RP-A y RP-B en condiciones 

fisiológicas depende, entre otros factores, de las concentraciones séricas de E2 y 

P4. 

• Existen variaciones en la expresión de las proteínas de las isoformas del RP, RE

p y de los cofactores SRC-1 y SMRT en condiciones fisiológicas. 

+ Existe dimorfismo sexual en la expresión de la proteína tie las isoformas del RP, 

RE-P y SMRT en el pulmón de la rata. 
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XIII. PERSPECTIVAS 

+ Investigar el papel de la testosterona en la regulación de la expresión del RP y 

algunas proteínas involucradas con su regulación. 

+ Estudiar en el pulmón de la rata la expresión de las isoformas del RP en fetos 

de machos y hembras. 

+ Caracterizar en el pulmón de la rata a los posibles genes regulados por el RP 

después de la administración de E2 y P4. 

+ Estudiar la asociación del RE p con los cofactores SRC-1 y SRMT, además de la 

interacción de éstos con las isoformas del RP. 
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Abstract 

In this work, we determined the expression pattem and the hormonal regulation of progesterone receptor (PR) isoforms in the rat lung 
of ovariectomized female rats after estradiol (E2) and progesterone (P4) treatments. We also evaluated the content of estrogen receptor 
J3 (ER-(3) which is the ER isoform expressed in the lung. RNA and proteins were extracted and processed for reverse transcription (RT) 
coupled to polymerase chain reaction (PCR) and Western blot, respectively. The expression of both PR isoforms in the lung at mRNA and 
at protein levels was up-regulated by E2 while P4 down-regulated it at mRNA leve!. P4 did not modify P~ isoforms protein content unlike 
its effect in the uterus where both PR isoforms were down-regulated by their ligand at mRNA and protein levels. PR-A was the predominant 
isoform, both in the lung and in the uterus. In the lung, ER-13 was down-regulated by E2 while P4 did not significantly modify the effect 
of E2. These results suggest that both PR isoforms should be expressed in the rat lung, and that their expression should be differentially 
regulated at mRNA and at protein levels by P4. We also suggest that the up-regulation of PR isoforms by E2 in the lung is mediated by 
ER-(3. 
© 2003 Elsevier Science Ltd. Ali rights reserved. 

Keywords: Progesterone receptor; Isoforms; Progesterone; Estradiol; Lung 

l. lntroduction 

Progesterone (P4) participates in the regulation of many 
pulmonary functions. The administration of this steroid 
hormone to severa! species including humans induces hy
perventilation [1-4]. P4 mediates the increase in ventilation 
and the reduction in alveolar carbon dioxide tension ob
served in the luteal phase of the menstrual cycle and during 
pregnancy in humans [5,6]. In the rabbit, the treatment with 
P4 and dexamethasone increases CYP4A4 prostaglandin-w 
hydroxylase activity, whose metabolites have been in
volved in the regulation of blood flow in the lung [7]. In 
preterm infants, the treatment with P4 and estradiol (E2) 
diminishes the incidence of chronic lung disease [8,9]. In 
female infants, the risk of respiratory distress syndrome 
is lower than in males since the former exhibit a higher 
degree of fetal pulmonary maturity [10]. Sex differences 
in lung maturity have also been reported in rats [11]. In 
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fax: +52-55-5616-2010. 
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women with cystic fibrosis lung function improves during 
the luteal phase of the menstrual cycle when P4 levels are 
high [12] . 

Many P4 actions are mediated by specific intracellular P4 
receptors (PR), which in various tissues are up-regulated by 
E2 and down-regulated by P4 [13,14]. Two PR isoforms have 
been described in the rat: a full length form (PR-B l lOkDa) 
and the N-terminally truncated one (PR-A, 86 KDa) [15]. 
Both PR isoforms are derived from a single gene and are 
generated from either altemative transcriptional or transla
tional start sites [16,17]. The up-regulation of PR by E2 is 
associated with the presence of estrogen responsive elements 
located in the promoter regions of both PR isoforms [ 18]. 

E2 acts through the interaction with its intracellular re
ceptors (ER), which are negatively regulated by their ligand 
[19,20]. There are also two ER isoforms: ER-a: and ER-(3, 
with a molecular weight of 66 and 54 kDa, respectively. Each 
isoform is codified by different genes and has different func
tions [21,22]. ER-13 is the ER isoform expressed in the rat 
lung [23]. 

PR isoforms expression ratio varíes among target tissues 
[24) and under different hormonal conditions such as those 

0960-0760/03/$ - see fronl matler © 2003 Elsevier Science Lid. Ali righls reserved. 
doi: 10.1O16/50960-0760(03)00140-7 
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presented during the menstrual and estral cycles [25,26], 
suggesting that the differential expression of PR isoforms is 
critica! for appropriate cellular response to P4 [27]. lndeed, 
it has been shown that PR isoforms are functionally distinct 
in terms of their ability to actívate different target genes in 
the same cell and regulate distinct physiological processes 
[28,29]. 

PR have been localized in human lung cancer cells [30], 
and in the rat and the rabbit lung by binding assays [31,32], 
immunohistochemical analysis [33] and Northern blot [34]. 
However, the expression pattern and the hormonal regula
tion of PR isoforms in the rat lung is unknown. Therefore, 
we studied the effects of E2 and P4 on PR isoform expres
sion in the rat lung by reverse transcription (RT) coupled 
to polymerase chain reaction (PCR) and Western blot. We 
also evaluated the content of ER-13 which is involved in the 
regulation of PR expression. 

2. Materials and methods 

2.1. Animals 

Adult female Sprague-Dawley rats (250 g) maintained un
der a 12h:l2h light/dark cycle (lights on 6:00h-18:00h), 
with food and water ad lib were ovariectomized under ke
tamine anesthesia (80 mg/kg). 1\vo weeks later they were 
randomly assigned to the following s.c. treatments: ( 1) daily 
administration of vehicle (corn oil) alone for 2 days; (2) E2 
(5 µg/100 g) for 2 days; (3) E2 administered as above fol
lowed by P4 (400 µg/100 g) on day 3. These steroid doses 
produce similar physiological serum levels to those found 
on proestrus day [26]. In the case of treatments (1) and (2), 
lung and uterus were obtained 24 h after the last <lose. In the 
case of treatment (3), these tissues were obtained 3, 6, 12, 
24 and 48 h after the administration of P4. 

2.2. Total RNA extraction and RT-PCR 

Total RNA was isolated from the rat lung and uterus 
with the single-step method based on guanidine isoth
iocyanate/phenol/chloroform extraction using TRIZOL 
reagent (Gibco-BRL Inc., Maryland) [35]. RNA concen
tration was determined by absorbance at 260 nm and its 
integrity was verified by electrophoresis on l . l % denaturing 
agarose gels in the presence of 2.2 M formaldehyde. Total 
RNA was reverse transcribed to synthesize single strand 
cDNA as previously described [14]. Ten microliters of RT 
reaction were subjected to PCR in order to simultaneously 
amplify PR gene isoforms and 13-actin gene. This was used 
as an interna! control. The sequences of the specific primers 
unique for PR-B amplification fragment (from +4 to +247) 
were 5' -[ACT GAG CTG CAG GCA AAG]-3' in the sense 
primer and 5' -[CGG ACA GCG ACT GCT GA]-3' in the an
tisense [36] . The primers used for common PR-A and PR-B 
amplification region (from +2229 to +2745) corresponding 

to the hormone binding domain were 5' -[CTC CTG GAT 
GAG CCT GAT GGT G]-3' in the sense and 5' -[CAC CAT 
GCC CGC CAG GAT CTT G]-3' in the antisense [36]. The 
50 µ! PCR reaction included: 10 µ! of previously synthe
sized cDNA, 20 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 1 mM 
MgC!i , 0.2 mM of each dNTP, 0.5 µM of each primer, 
and 2.5 units of Taq DNA polymerase. Negative controls 
without RNA and with non-retrotranscribed RNA were in
cluded in ali the experiments. After an initial denaturation 
step at 95 ºC for 5 min, PCR reaction was performed for 30 
cycles. The cycle profile for PR and 13-actin genes ampli
fication was: 95 ºC, 1 min; 60 ºC, 1 min; and 72 ºC, l min. 
A final extension cycle was performed at 72 ºC for 5 min. 
The number of performed cycles was within the exponen
tial phase of the amplification process. Ali PCR products 
were always studied and analyzed together throughout the 
experiments. PCR products were separated on 2% agarose 
gel and stained with ethidium bromide. The image was 
captured under a UV transilluminator with a Type 665 neg
ative film (Polaroid Co., Cambridge, MA). The intensity of 
PR or 13-actin bands was quantified by densitometry using 
a Sean Primax 600p apparatus (Colorado) and the Scion 
Image software (Maryland). PR isoforms expression leve) 
was normalized to that of 13-actin. 

2.3. Protein extraction and Western blotting 

The rat lung and uterus were homogenized in TDG lysis 
buffer with protease inhibitors (lOmM Tris-HCI, 1 mM 
dithitotreitol, 30% glycerol, 1 % Triton X-100, 15 mM 
sodium azide, 1 mM EDTA, 4 µg/ml leupeptin, 22 µg/ml 
aprotinin, 1 mM PMSF, 1 mM sodium ortovanadate). 
Proteins were obtained by centrifugation for 15 min at 
20,000 g at 4 ºC and quantified by the method of Bradford 
(GIBCO/BRL, Maryland). Proteins (100 µg) were separated 
by electrophoresis on 7.5% SDS-PAGE. Pre-stained and 
chemiluminescent (ECL) markers (BIORAD, CA, USA and 
GIBCO/BRL, Maryland) were included for size determina
tion. Gels were transferred overnight at 30 m V and at 4 ºC 
to nitrocellulose membranes (Amersham, NJ, USA), which 
were blocked 2 h at room temperature with 5% non-fat dry 
milk and 0.5% albumin. They were incubated with antibod
ies against PR (1 µg/ml of mouse monoclonal anti-PR) and 
ER-13 (0.5 µg/ml of goat polyclonal anti-ER-13) for 2 h at 
room temperature. Blots were incubated 1 h with a 1: 1500 
dilution of goat antimouse or rabbit antigoat lgG conjugated 
to horseradish peroxidase and detected by chemilumines
cence (Amersham, NJ, USA). 

In order to correct differences in the amount of total pro
tein loaded in each Jane, blots were stripped with glycine 
(0.1 M, pH 2.5, 0.5% SDS) overnight at 4 ºC and 30 min at 
37 ºC, and reprobed with 1 µg/ml of goat anti 13-actin poly
clonal antibody for 2 h at room temperature. Blots were in
cubated 1 h with a 1: 1500 dilution of donkey antigoat IgG 
conjugated to horseradish peroxidase and detected by chemi
luminescence. PR isoforms expression leve! was normalized 
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to that of 13-actin. Ali the antibodies were purchased from 
Santa Cruz, CA. 

2.4. Statistical analysis 

Data were analyzed by using a one-way analysis of vari
ance (ANOVA) followed by a Dunnet's t-test. Prism 2.01 
program (Graph Pad, CA) was used for calculating proba
bility values. 

3. Results 

3.1. mRNA expression of PR isoforms 

PR isoforms expression at mRNA leve) was assessed in 
the lung and uterus of ovariectomized rats treated with E2 
and P4 by RT-PCR. In all amplifications single bands of 
293, 244 and 220 bp corresponding to the expected size 
fragments of PR-AB, PR-B and 13-actin were obtained 
(Fig. 1). No bands were observed in negative controls. 
RT-PCR analysis showed that in the rat lung and uterus 
the expression of total PR was up-regulated by E2 whereas 
P4 down-regulated it after 6 h of treatment (Figs. 1 and 
2a-c). E2 induced a slight non-significant increase in PR-B 
mRNA content in the lung. In the uterus this increase was 
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Fig. 1. PR isoforms gene expression in the lung and the uterus of the rat 
assessed by RT-PCR. A representative assay of 4 simultaneous PR-AB, 
PR-B and 13-actin RT-PCR from total RNA of the lung and the uterus of 
ovariectomized rats treated with V, E2 and E2 + P4. The animals treated 
with V and E2 were sacrificed .24 h after the last treatment, while the 
animals treated with E2 + P4 were sacrificed 3, 6, 12, 24 and 48 h after 
the treatment with P4. PCR products were separated on 2% agarose gel, 
stained with ethidium bromide and detected with UV light. 

clearly significant Fig. 2b and d). PR-B mRNA content 
in the lung was maintained after 3 h of P4 treatment, but 
a significant reduction in PR-B expression was observed 
after 48 h of P4 treatment (Figs. 1 and 2b). In the uterus 
P4 down-regulated PR-B expression after 3 h of treatment 
(Figs. l and 2d). 
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Fig. 2. Densitometric analysis of PR isoforms mRNA expression in the lung and the uterus of the rat. PCR products for the lung (a and b) and the 
uterus (e and d) were quantified by densitometric analysis and corrected by using data of 13-actin rnRNA values. Results are expressed as mean± S.E.M. 
(n = 4). In ali panels (•) P < 0.05 compared with V and (&) P < 0.05 compared with E2. This latter significan! difference was observed after 6h of 
P4 treatment in panels a and e and after 3 h of treatment in panel d. 
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Fig. 3. PR isofonns protein content in the lung and the uterus of the 
rat. A representative assay of five Western blot experiments is shown. 
Ovariectomized rats were treated with V, E2 and E2 + P4. The animals 
treated with V and E2 were sacrificed 24 h after the last treatment, while 
the animals treated with E2 + P4 were sacrificed 3, 6, 12, 24 and 48 h 
after the treatment with P4. Proteins from the rat lung and the uterus 
(100 µg) were separated by electrophoresis on 7.5% SDS-PAGE. Gels 
were transferred to nitrocellulose membranes and then incubated with an 
anti-PR antibody, which recognizes both isofonns with the same aflinity. 
PR-antibody complex was detected by chemiluminescence (ECL). Blots 
were stripped, reprobed with anti-¡>-actin polyclonal antibody and detected 
by ECL. 13-Actin was used to correct differences in the amount of total 
loaded protein. 

3.2. Protein content of PR isoforms 

PR isoforms expression at protein leve! was assessed in 
the lung and uterus of ovariectomized rats by Western blot. In 
ali experiments two bands of 112 and 80 KDa corresponding 
to PR-B and PR-A were detected. ~-Actin was recognized 
as a band of 40 KDa. Western blot analysis showed that in 
the rat lung and uterus both PR isoforms were up-regulated 
by E2 (Figs. 3 and 4). Interestingly, P4 did not significantly 
modify the effect of E2 in the lung at any time (Fig. 4a 
and b). In contrast with the lung, in the uterus PR-A was 
down-regulated by P4 after 48 h of treatment (Figs. 3 and 
4c) whereas the down-regulation of PR-B occurred earlier 
(12 h) (Fig. 4d). PR-A was the predominant isoform in the 
lung (A:B ratio, 2:1), and in the uterus (A:B ratio, 3:1). 

3.3. Protein content of ER-/3 

In ali experiments, a band of 56 KDa corresponding to 
ER-~ was detected (Fig. 5a). The Western blot data anal
ysis showed that in contrast to PR isoforms ER-~ was 

down-regulated by E2 (Fig. 5a and b). P4 did not signif
icantly modify the effect of E2 in the lung at any time 
(Fig. 5a and b). 

4. Discussion 

Our study demonstrates the regulation of both PR iso
forms expression at mRNA and at protein levels by E2 and 
P4 in the lung of female rats. 

In the lung, E2 up-regulates mRNA and protein levels 
of total PR (Figs. 1-4) and down-regulates ER-~ (Fig. 5). 
Severa! studies, including this one, support the up-regulation 
of PR by E2 in other tissues su ch as the rat uterus [ 13]. This 
sensitivity to E2 is associated with the presence of estrogen 
responsive elements located in the promoter regions of both 
PR isoforms [37). Our data suggest that ER-~ should interact 
with its ligand to regulate PR transcription in the lung. 1t 
has been reported that the proteasome 26S degradates ER 
in a ligand dependent manner [38). It is possible that the 
decrease in the content of ER-~ produced by E2 (Fig. 5a 
and b) could be dueto its degradation by the proteasome. 

Our data give information about changes in the relative 
abundance of each PR isoform at mRNA and protein levels in 
relation to the time of treatment with P4. Interestingly, in the 
Iung P4 exerted its maximal effect at mRNA leve! over total 
PR and PR-B at 12 and 48 h, respectively (Fig. la and b), 
while at protein leve! it did not significantly down-regulate 
PR isoforms at any time (Fig. 4a and b). These data showed 
that the regulation of PR isoforms in the lung at mRNA 
and protein levels is different, suggesting that PR isoforms 
expression should be regulated both at transcriptional and at 
translational levels. 

At protein leve!, PR-A was the predominant isoform in the 
rat lung and uterus, in an A:B ratio of 2: 1 and 3: 1, respec
tively, in animals treated with vehicle. PR-A predominance 
has also been reported in the mouse uterus [15). The differ
ences between ratios could be related to different physiolog
ical functions of each PR isoform in each tissue. In the lung 
P4 did not significantly modify the effect of E2 over PR iso
forms content at any time (Fig. 4a and b). In contrast with the 
Iung, in the uterus both PR isoforms were down-regulated 
by P4 treatment (Fig. 4c and d). Phosphorylation of serine 
sites in PR that depends on Iigand binding and function as 
a signa! for proteasome degradation has been reported [39). 
It is possible that in uterus the down-regulation of both PR 
isoforms by P4 could be influenced by phosphorylation of 
these sites. The difference in the regulation of PR isoforms 
by P4 between lung and uterus could be due to the differ
ential tissue expression of mitogen activated protein kinases 
(MAPKs) 42 and 44 [40), which phosphorylate PR [39), and 
serine phosphates [41), which dephosphorylate PR; but this 
deserves further investigation. 

The expression of both PR isoforms in the Iung suggests 
a genomic action of P4 in this tissue, which may occur when 
the activated PR binds to progesterone responsive elements 
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Fig. 4. Densitometric analysis of PR isoforms protein content in the lung and the uterus of the rat. Proteins detected by Western blot for the lung (a and 
b) and the uterus (e and d) were quantified by densitometric analysis and corrected by using data of 13-actin protein content. Results are expressed as 
mean± S.E.M. (n = 4). (*) P < 0.05 compared with Y and (&) P < 0.05 compared with E2. 
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Fig. 5. Protein content and densitometric analysis of ER-13 in the lung. A representative assay of four Western blot experiments is shown (a). Proteins 
from the rat lung ( 100 µg) were separated by electrophoresis on 7 .5% SDS-PAGE. Gels were transferred to nitrocellulose membranes and then incubated 
with anti-ER-13 monoclonal antibody. The protein-antibody complex was detected by chemiluminescence (ECL). Blots were stripped, reprobed with 
anti-¡3-actin polyclonal antibody and detected by ECL. Proteins detected by Western blot for the lung were quantified by densitometric analysis (b) and 
corrected by using data of ¡3-actin protein content. Results are expressed as mean± S.E.M. (n = 4). (*) P < 0.05 compared with Y. 

in genes regulated by P4. This could be supported by the 
fact that the processes regulated by P4 in the lung such 
as ventilation occurred at long latencies, usually more than 
24 h, and most non-genomic actions of P4 occurred at short 
latencies (seconds or minutes). A direct effect of P4 in lung 
is also supported by Waddell et al. (42] who demonstrated 
the presence of this steroid hormone in the rat lung in a major 
proportion compared with its metabolites (P4:metabolites 
ratio, 6: 1 ). 

Both PR isoforms are physiologically important and it 
has been reported that they regulate different genes (28,29]. 

One of the genes regulated by P4 in lung is CYP4A4, which 
has a progesterone responsive element [7]. It would be im
portant to search for more P4 regulated genes in the lung 
as well as the participation of PR isoforms in the functions 
of this tissue. 
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Abstract 

Progesterone and estradiol play an important role in the regulation of lung 

functions such as ventilation and vasoconstriction. The genomic actions of 

progesterone and estradiol are mediated by their nuclear receptors: progesterone 

receptors (PR) and estrogen receptors (ER). These actions are linked to 

interactions between steroid receptors and sorne cofactors that function as 

coactivators or corepressors. In this work we determined the content of PR 

isoforms, ER-p, one coactivator (SRC-1), and one corepressor (SMRT) in the lung 

of both female rats during the estrous cycle and intact males by Western blot. The 

rat lung presented a higher content of PR-A than that of PR-B during the estrous 

cycle. The highest content of both PR isoforms was observed on the day of 

proestrus whereas the lowest one was found on the day of estrus. In contrast, the 

lowest content of ER-P was found on the day of proestrus and it increased at 

estrus. The content of SRC-1 and SMRT increased on the day of diestrus. SRC-1 

content decreased at proestrus and estrus, while SMRT content decreased at 

proestrus and increased again at estrus. In the lung of adult male rats the content 

of PR isoforms, ER-P and SMRT was lower than in that of females, whereas the 

content of SRC-1 was similar in both sexes. Our results suggest a sexual 

dimorphism in the content of PR, ER-P and SMRT in the rat lung; and that the 

content of these sex steroid hormone receptors and their cofactors in the lung of 

female rats is related to the physiological levels of progesterone and estradiol. 

Keywords: Progesterone receptor isoforms, estrogen receptor p, SMRT, SRC-1, 

lung 
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1. lntroduction 

Progesterone (P4) and estradiol (E2) participate in the regulation of many 

pulmonary functions. The administration of P4 induces hyperventilation in guinea 

pigs and rats of both sexes and humans [1-4]. P4 also mediates the fall of alveolar 

carbon dioxide tension observed in the luteal phase of the menstrual cycle and 

during pregnancy in humans, when P4 levels are high [5,6]. In women with cystic 

fibrosis lung function improves during the luteal phase of the menstrual cycle [7]. In 

the adult rat lung P4 treatment diminishes the granulomatous inflammatory process 

by decreasing both the interferon gamma levels and the activated T cells [8]. 

The treatment with E2 diminishes vasoconstriction and hypoxia in the adult 

rat lung by decreasing the expression of endothelin-1, increasing nitric oxide

dependent dilation in pulmonary arteries and prostaglandin release, [9-11]. E2 

increases the gas exchange by inducing the formation of alveoli in the lung of adult 

female rats [12] and also has a protective role against chemical-induced acute 

inflammation in this tissue [13]. 

Many actions of P4 and E2 are mediated by specific intracellular receptors 

(PR and ER) that are members of the nuclear receptor family that activate 

transcription. In severa! tissues PR are up-regulated by E2 and down-regulated by 

P4 [14, 15], while ER is negatively regulated by its ligand [16, 17]. 

Two PR isoforms have been described in the rat: a full length form (PR-B, 

120 KDa) and the N- terminally truncated one (PR-A, 80 KDa) [18). Both PR 

isoforms are derived from a single gene and are generated from either alternative 
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transcriptional or translational start sites [19,20]. There are also two ER isoforms, 

ER-a. and ER-p, encoded by different genes and with a molecular weight of 66 KDa 

and 54 KDa respectively, [21]. lt has been shown that PR and ER isoforms are 

functionally distinct in terms of their ability to activate target genes in the same cell 

and regulate different physiological processes [22-24]. 

Both PR isoforms have been found in the rat lung, and their expression in 

ovariectomized rats is regulated by E2 and P4 [25,26]. ER isoforms have also been 

detected in the lung; ER-P is the predominant isoform detected in this tissue 

[27,28] and its content is down-regulated by E2 [26]. 

The transcriptional activity of PR and ER isoforms has been linked to 

interactions with general classes of cofactors that act as coactivators or 

corepressors [29]. Coactivators of the p160 family such as SRC-1 and CBP/p300 

have been detected in the lung of rodents by immunohistochemistry and Northern 

blot analysis [30,31], and the expression of corepressors such as N-CoR and 

SMRT has been observed in the rat lung by Northern blot analysis [31]. 

The content of PR isoforms, ER-p and their cofactors in the rat lung under 

physiological conditions is unknown. Therefore, we evaluated the content of these 

receptors, SRC-1 and SMRT in the rat lung of intact females during the estrous 

cycle and in intact adult males. 
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2. Experimental 

2. 1. lntact Animal Experiments 

Adult male and female Sprague-Dawley rats (250 g) were obtained from 

Harlan (Mexico City). Animals were maintained under a 14: 1 O h light-dark cycle 

(lights on 6:00-20:00), with food and water available ad libitum. Female rats which 

presented at least 4 regular 4 day estrous cycle, as determined by daily vaginal 

smears, were used. Rats (4 I each day) were killed at 12:00 on each day of the 

estrous cycle, and the lung was excised. The lung of male rats was obtained in the 

same conditions as that of females. The experiments were performed under the 

guidelines of the Mexican Law of Animal Protection. 

2. 2. Protein Extraction and Western Blof 

The rat lung was homogenized in TDG lysis buffer with protease inhibitors 

(10 mM Tris-HCI, 1 mM dithiotreitol, 30% glycerol, 1% triton X-100, 15 mM sodium 

azide, 1 mM EDTA, 4 µg/ml leupeptin, 22 µg/ml aprotinin, 1mM PMSF, 1 mM 

sodium ortovanadate). Proteins were obtained by centrifugation for 15 min at 

20,000 g at 4ºC, and quantified by the method of Bradford (Gibco-BRL, Maryland). 

Proteins (100 µg) were separated by electrophoresis on 7.5% SDS-PAGE. Pre

stained and chemiluminescent (ECL) markers (BIORAD, CA, USA and Gibco-BRL, 

Maryland) were included for size determination. Gels were transferred overnight to 
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nitrocellulose membranes (Amersham, NJ, USA) at 30 mV and at 4ºC, which were 

blocked 2 hours at room temperature with 5% nonfat dry milk and 0.5% albumin . 

Blots were incubated with antibodies against PR (1 µg/ml of mouse monoclonal 

anti-PR, Santa Cruz sc-81 O), ER-P (0.5 µg/ml of goat polyclonal anti-ER-p, Santa 

Cruz sc-6820), SRC-1 (0.5 µg/ml of goat polyclonal anti-SRC-1, Santa Cruz sc-

6097) and SMRT (0.5 µg/ml of goat polyclonal anti-SMRT, Santa Cruz sc-1612) for 

2 hours at room temperature. Blots were incubated 1 hour with a 1: 1500 dilution of 

goat anti-mouse lgG (Santa Cruz sc-2005) or donkey anti-goat lgG (Santa Cruz sc-

2033) conjugated to horseradish peroxidase and detected by chemiluminescence 

(Amersham, NJ, USA). 

In order to correct for differences in the amount of total protein loaded in 

each lane, blots were stripped with glycine (0.1 M, pH 2.5, 0.5 % SOS) overnight at 

4ºC and 30 min at 37 ºC, and reprobed with 1 µg/ml of goat anti-P actin policlonal 

antibody (Santa Cruz sc-1615) for 2 hours at room temperature. Blots were 

incubated 1 hour with a 1: 1500 dilution of donkey anti-goat lgG conjugated to 

horseradish peroxidase and detected by chemiluminescence. The content of PR 

isoforms, ER-p, SRC-1 and SMRT was normalized to that of p actin. The intensity 

of PR isoforms, ER-p, SRC-1, SMRT or p actin signals was quantified by 

densitometry using a Sean Primax 600p apparatus (Colorado, Utrecht, the 

Netherlands) and the Scion lmage software (Scion Corp., Maryland, USA). 
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2. 3. Statistical Analysis 

Data were analysed by using a two way analysis of variance (ANOVA) 

followed by a Student's t-test. Prism 2.01 program (Graph Pad, CA) was used for 

calculating probability values. 

2.4. Radioimmunoassay for E2 and P4 

Serum E2 and P4 levels were measured by using the solid-phase 1251 

technique, with the Coat-A-Count kit (Diagnostic Products Corporation), following 

the method described by the manufacturer. Sensitivity for E2 and P4 with this 

method was 5 pg/ml and 0.02 ng/ml respectively. The intra- and inter-assay 

coefficients of variations were 4.8 and 10.7% for E2; and 3.4 and 7.7% for P4, 

respectively. 
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3. Results 

3. 1. PR isoforms content in the rat lung 

PR isoforms content was assessed in the lung of female rats during the 

estrous cycle and in intact males by Western blot. In all experiments two bands of 

120 and 80 KDa corresponding to PR-8 and PR-A were detected (Fig. 1 ). Western 

blot analysis showed that the highest content of both PR isoforms was observed on 

the day of proestrus whereas the lowest one was found on the day of estrus (Fig. 

2A). The content of both PR isoforms was significantly lower in the lung of males 

than in that of females (Figs. 1 and 2A). PR-A content was higher than that of PR-8 

in the lung of both males and females (A:8 ratio; mean ± SEM: metestrus 1.60 ± 

0.33; diestrus 1.22 ± 0.08; proestrus 1.1 O± 0.066; estrus 1.83 ± 0.49; males 2.50 ± 

0.60). 

3.2. ER-/3 content in the rat /ung 

In all experiments a band of 56 KDa corresponding to ER-P was detected by 

Western blot analysis in the rat lung (Fig. 1 ). In contrast to PR isoforms, the lowest 

content of ER-P was found on the day of proestrus and it increased on the day of 

estrus (Fig. 28). As in the case of PR isoforms the content of ER-P in males was 

significantly lower than in females (Figs. 1 and 28). 
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3.3. SRC-1 and SMRT content in the rat lung 

SRC-1 and SMRT were detected as bands of 160 KDa in the rat lung. SRC-

1 and SMRT content increased on the day of diestrus (Fig. 1). SRC-1 decreased 

on the days of proestrus and estrus, while SMRT content decreased on the day of 

proestrus and increased again at estrus (Fig. 3A). The content of SMRT was lower 

in males than in females while the content of SRC-1 was the same in the lung of 

both sexes, except on the day of diestrus, when its content was higher in females . 

The SRC-1/SMRT ratio significantly increased on the day of diestrus and 

decreased at estrus (Fig. 38). lnterestingly, this ratio was higher in males than in 

females (Fig. 38). In all experiments p actin was recognized as a band of 40 KDa. 

3.4. E2 and P4 /evels 

The highest serum levels of E2 and P4 were observed on the days of 

proestrus and metestrus. P4 levels in males were significantly lower than in 

females, while E2 levels were significantly lower compared to females on the days 

of metestrus, proestrus and estrus (Table 1 ). 
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4. Discussion 

The expression of PR isoforms and ER-P in the lung of ovariectomized rats 

treated with E2 and P4, and that of SRC-1 and SMRT in intact animals had been 

determined [26,30,31]. However, there were no studies in the rat lung about the 

content of these proteins in models in which steroid sex hermane levels vary in 

physiological conditions such as the estrous cycle or in adult males. Our study 

suggests a sexual dimorphism in the content of PR isoforms, ER-P and SMRT in 

the rat lung and that their content in the estrous cycle is related to the physiological 

levels of E2 and P4. 

Although PR-A was the predominant isoform in the rat lung (Figs. 1 and 2A) , 

both PR isoforms could be functional mediators of P4 actions in this tissue, as it 

has been reported in the mice uterus [32]. The maximal content of both PR 

isoforms was detected on the day of proestrus (Fig. 2A) when serum E2 levels 

were the highest and P4 levels were low (Table 1), whereas the lowest content of 

PR isoforms occurred on the day of estrus (Fig . 2A) after a marked decrease in E2 

levels (Table 1 ). 

Our data are in line with those obtained in the lung of ovariectomized rats 

where PR isoforms expression was up-regulated by E2 [26]. In the rabbit lung PR

B is also up-regulated by the treatment with E2 [33] . This sensitivity to E2 is 

associated with the presence of estrogen responsive elements located in the 

prometer region of PR-A [34] and Sp1 binding sites in the prometer of PR-B that 
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could also be up regulated by E2 [35,36]. The content of both PR isoforms in the 

lung of adult male rats was lower than in that of females . This sexual difference 

could be partly due to the low levels of E2 present in males compared with 

fema les. 

Our work shows that the lowest content of ER-P was found on the day of 

proestrus and it increased again on the day of estrus (Fig. 28) as it has been 

reported in other systems such as pituitary cells [37]. These data correlate with 

binding studies in female rats in which estrogen binding is higher at estrus [38]. In 

the lung of ovariectomized rats ER-P expression was down-regulated by E2 [26] . 

The observed variations in PR isoforms and ER-P in females across the 

estrous cycle could be related to the regulation of genes that may be necessary for 

the metabolic requirements if pregnancy occurs. In the adult rat lung the treatment 

with E2 induces the formation of smaller numerous alveoli that results in an 

increasing in gas-exchange surface area [13], which is necessary for pregnancy 

when the 0 2 volume increases to cover metabolic demands. 

The content of ER-P was markedly lower in the lung of male rats than in that 

of females (Figs. 1 and 28). Gender differences in ER isoforms have been reported 

in tumor and nontumor human lung [39]. In that study ER-P mRNA content in 

nontumor lung tissue of women was slightly higher than in men. Sex differences 

have been reported in lung maturity which is greater in infant, rabbit and rat 

females than in males [40-42]. The maturation of this tissue could be related to sex 

differences in the content of PR and ER. 
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SRC-1 content decreased in the rat lung on the days of proestrus and 

estrus. Other studies have reported that in ovaries of sheep, cow, and pig the 

lowest expression of SRC-1 was observed during the luteal phase of the estrous 

cycle when P4 levels are high [43]. This difference could be dueto the species and 

tissue-specific regulation of this cofactor. 

SMRT expression diminished on the day of proestrus and increased at 

estrus (Fig. 3A). Our results suggest that ER-p, SRC-1 and SMRT should be down

regulated by E2 in the rat lung, because all of them decreased on the day of 

proestrus when there is a significant increase in E2 levels. In line with these 

results, it has been reported that E2 reduces SRC-1 and SMRT gene expression in 

the pituitary of the rat [31 ]. The content of SRC-1 in the rat lung was similar in both 

sexes but SMRT content was lower in males than in females (Figs. 1 and 3). 

The content of SRC-1 compared to SMRT in males was higher than in 

females, and variations in the SRC-1/SMRT ratio were observed during the estrous 

cycle. Changes in the SRC-1/SMRT ratio could modulate PR and ER-P actions by 

changing their transcriptional activity. In Hela and T47D cells the PR antagonist 

RU486 acts asan agonist when the rate SRC-1/NcoR (also a corepressor)+SMRT 

is 2.4 and acts asan antagonist when the rate is 0.8 [44]. 

The expression of both PR isoforms and ER-P as well as their cofactors, 

SRC-1 and SMRT, in the rat lung suggests a genomic action of P4 and E2 in this 

tissue. This could be supported by the fact that the functions regulated by P4 and 

E2 in the lung such as ventilation and lung maturation occurred at long latencies, 

usually more than 24 h, and most non-genomic actions of P4 and E2 occurred at 
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short latencies (seconds or minutes). A direct effect of P4 in the lung is also 

supported by Waddell & O'Leary who recently demonstrated the presence of this 

steroid hormone in the rat lung in a major proportion compared with its metabolites 

(P4:metabolites ratio, 6: 1) [45]. 
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Figure 1. PR isoforms, ER-B, SRC-1 and SMRT protein content in the lung of 

intact adult rats. A representative assay of 4 Western blot experiments is shown. 

Proteins from the rat lung (100 µg) were separated by electrophoresis on 7.5% 

SDS-PAGE. Gels were transferred to nitrocellulose membranes and then 

incubated with anti-PR antibody, anti-ER-p, anti-SRC-1 or SMRT monoclonal 

antibodies. The protein-antibody complex was detected by chemiluminescence 

(ECL). Blots were stripped, reprobed with anti-p actin policlonal antibody and 

detected by ECL. p actin was used to correct differences in the amount of total 

loaded protein. Metestrus (M), diestrus (O), proestrus (P), estrus (E), and intact 

males (o). 

Figure 2. Densitometric analysis of PR isoforms and ER-P content in the rat 

lung. Proteins detected by Western blot were quantified by densitometric analysis 

and corrected by using data of B-actin protein content. (A) PR isoforms and (B) ER-

p. Results are expressed as mean± S.E.M. n=4. *p<0.05 compared with metestrus 

and estrus. &p<0;05 compared with estrus. **p<0.05 compared with the other 

groups. &&p<0.05 compared with metestrus, diestrus and proestrus. Metestrus (M), 

diestrus (O), proestrus (P), estrus (E), and intact males ( cJ' ). 
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Figure 3. Densitometric analysis of SRC-1 and SMRT content in the rat lung. 

(A) Proteins detected by Western blot were quantified by densitometric analysis 

and corrected by using data of p-actin protein content. (B) SRC-1/SMRT ratio was 

carried out using the data of Western blot analysis of each protein from the lung. 

Results are expressed as mean ± S.E.M. n=4. +p<0.05 compared with proestrus. 

*p<0.05 compared with diestrus and proestrus. **p<0.05 compared with the other 

groups. &&p<0.05 compared with metestrus and estrus. Metestrus (M), diestrus (O), 

proestrus (P), estrus (E), and intact males ( d'). 



23 

Table 1. Estradiol and progesterone levels in female rats during the estrous cycle 

and in intact males. 

Day Estradiol Progesterone 

(pg/ml) (ng/ml) 

Metestrus 15.64 ± 1.01* 12.83 ± 2.33 & 

Diestrus 8.04 ± 2.63 10.47 ± 4.73 

Proestrus 38.57 ± 4. 77* 5.90 ± 2.57 

Estrus 6.82±1.33 4.63 ± 1.37 

Males 10.45 ± 1.45** 1.30 ± 0.20* 

Steroid levels were determined by radioimmunoassay. Data are expressed as the 

mean ± SEM of 4 animals/group. * p<0.05 as compared with the other groups. 

**p<0.05 as compared with metestrus, proestrus and estrus, &p<0.05 as compared 

with proestrus, estrus and males. 
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