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RESUMEN

En el Sistema Nervioso Central (SNC), la progesterona (P4) regula diversas funciones
a través de ia interaccion con su receptor nuclear (PR). Se han descrito dos isoformas del PR
en la rata, sin embargo se desconoce su distribucion y regulacion por hormonas esteroides
en el SNC, por lo que en este trabajo estudiamos la expresion de las isoformas A y B del PR
en el SNC de ratas adultas de ambos sexos gonadectomizadas y tratadas con estradiol (E2)
y (P4), asi como en hembras intactas durante el ciclo estral y en machos intactos preptiberes
y adultos. El andlisis cuantitativo de los transcritos se realizd6 mediante la técnica de

transcripcion reversa acoplada a la reaccidn en cadena de |la polimerasa (RT-PCR).

En los animales gonadectomizados observamos que en el hipotalamo de las ratas
hembra el E2 indujo un aumento en la expresion de ambas isoformas mientras que la P4
disminuyé esta induccion. En el area predptica estos cambios se observaron unicamente en
PR-B, mientras que en el hipocampo y en el bulbo olfatorio solo PR-A se indujo con el E2 sin
qgue la P4 modificara esta induccién. En contraste, en el cerebelo y en la corteza frontal no se
observaron cambios en la expresion de las isoformas con estos tratamientos. En el cerebro
de la rata macho no observamos cambios en la expresion de las isoformas del PR en las
regiones cerebrales estudiadas con ningun tratamiento, a excepcion del cerebelo en donde el

E2 aumento la expresion de PR-A.

En los animales intactos observamos que durante el ciclo estral de la rata hembra, la
expresion de PR-B fue mayor que la de PR-A en el hipotalamo, encontrdndose la mayor
expresion de PR-B durante la etapa del proestro. En el area predptica la expresion de PR-B
también fue mayor que ia de PR-A, sin embargo, la mayor expresion de PR-B se presentd
en la etapa del metaestro. En la corteza frontal, PR-B también fue la isoforma predominante,
observandose su expresion mas alta durante |a etapa del diestro, mientras que la mas baja
ocurrio durante el proestro. En contraste con la predominancia de la expresion de PR-B en el
hipotalamo, el area preoptica y la corteza frontal, ambas isoformas fueron expresadas de
manera similar en el hipocampo y sin cambios significativos durante el ciclo estral.




En la rata macho encontramos que en el hipotalamo de ratas prepuberes, la expresion
de ambas isoformas fue similar mientras en las ratas adultas y al contrario de lo observado
en las ratas hembra, la expresién de PR-A fue mucho mayor que la de PR-B. En el area
predptica la expresion de PR-B presentd una tendencia a ser la isoforma predominante tanto
en animales preptberes como adultos. En el hipocampo observamos que la expresion de
PR-A exhibié una tendencia a ser mayor que PR-B en ratas macho prepuberes y adultas. En
la corteza frontal y en el bulbo olfatorio PR-A y PR-B se expresaron de manera similar en
animales prepuberes y adultos. En el cerebelo ok servamos que la expresion de PR-B fue

predominante tanto en ratas prepiberes como adultas.

Todos estos datos nos sugieren que existe una expresion diferencial edad, tejido y
sexo especifica de las isoformas del PR en el cerebro de la rata y que esta es fundamental

en la regulacion de las funciones mediadas por la P4 en el sistema nervioso central.




ABSTRACT

Progesterone (P4) participates in the regulation of several functions of the central
nervous system (CNS). Most P4 actions are mediated by intracellular progesterone receptor
(PR). Two PR isoforms are described in the rat; however, the distribution and regulation by
sex hormones in the rat brain is unknown. We studied progesterone receptor (PR) isoforms
expression in the CNS of adult male and female gonadectomized rats treated with estradiol
(EZ) and P4 as well as in intact female rats during the estrous cycle and intact adult and

prepuber male rats by using reverse transcription coupled to polymerase chain reaction.

We observed that in the hypothalamus of ovariectomized female rats the expression of
both PR isoforms was induced by E2 and down-regulated by P4. In the preoptic area these
changes were only observed in PR-B isoform. in contrast, in the hippocampus and the
olfactory bulb, PR induction by E2 was only observed in PR-A. In these regions P4 did not
modify the expression of any PR isoform. Neither E2 nor P4 modified PR isoforms expression
in the cerebellum and the frontal cortex of ovariectomized female rats. We observed that in
the hypothalamus, preoptic area, hippocampus, frontal cortex and olfactory bulb of male rats
E2 and P4 did not modify the expression of any PR isoform, whereas in the cerebellum, PR-A

expression was induced by E2 treatment.

In intact female rats we found that PR-B isoform was predominant in the
hypothalamus, the preoptic area and the frontal cerebral cortex. Both PR isoforms were
similarly expressed in the hippocampus. The highest PR-B expression was found on
proestrus day in the hypothalamus; on metestrus in the preoptic area; and on diestrus in the
frontal cortex. We observed no changes in PR isoforms expression in the hippocampus

during the estrous cycle.

In intact male rats, we found that in the hypothalamus of prepuber animals the expression of
both PR isoforms was similar, whereas PR-A expression was higher than that of PR-B in
adults. This expression pattern is in contrast with that observed in adult female rats. In both

ages PR-A and PR-B exhibied a non-significani tendency io be predominant in the




hippocampus and the preoptic area respectively. In the frontal cortex and the olfactory bulb
PR isoforms were expressed at a similar level. In the cerebellum PR-B expression was

predominant in both prepuber and adult rats.

These results indicate the existence of a differential PR isoforms expression pattern in the
male and female rat brain and suggest that the age, tissue and sex specific expression of PR-
A and PR-B is important for the regulation of the functions mediated by P4 in the central

nervous system.



INTRODUCCION

La progesterona (P4) participa en la regulacion de diversas funciones en el
cerebro de los mamiferos, entre las que se encuentran la reproduccién, el despliegue de la
conducta sexual, fa excitabilidad neuronal (Camacho-Arroyo 1995} y la proteccion al dafio
neuronal (Stein 2001). Uno de los mecanismos por los cuales la P4 ejerce sus efectos en el
Sistema Nervioso Central (SNC) es a través de su interaccién con receptores especificos a
P4 (PR) (Evans 1988). En roedores (llenchuk 1987), en aves (Kuhn 1977) y en primates
(Lessey 1983) se han descrito dos isoformas del PR denominadas PR-A y PR-B. La
diferencia entre estas esta dada por 164 aminoacidos de la regidon amino-terminal de PR-B
que estan ausentes en PR-A (Krauss 1993). Ambas isoformas son codificadas por el mismo
gen pero son reguladas por distintos promotores que son inducidos por el estradiol (E2)
(Krauss 1993, Kastner 1990), dando origen a dos poblaciones de RNA mensajero, uno para
PR-B y otro para PR-A. PR-B actia como un fuerte activador transcripcional en diferentes
contextos celulares mientras que PR-A funciona como un inhibidor de la transcripcion
inducida por PR-B y por ofros receptores de la misma familia como el receptor a estrégenos
(ER) y a androgenos (AR) (Vegeto 1993, McDonnell 1994), por lo que la actividad de ta P4
depende de la tasa de expresién de las isoformas del PR en las diferentes regiones. El
contenido de las isoformas del PR, asi como su regulacién por hormonas esteroides se
presenta de manera tejido-especifica en los drganos blanco como el utero y la glandula
mamaria (llenchuk 1987, Graham 1996).

En algunas regiones cerebrales de la rata como el hipotadlamo y el area predptica el E2
aumenta la expresion del PR a nivel del mensajero y de la proteina, mientras que la
administracion de la P4 disminuye esta induccion (Blaustein 1994), sin embargo, se
desconoce la distribucion de las isoformas del PR en el SNC de la rata, asi como su
regulacion por E2 y P4, por lo que en este trabajo se estudié la regulacién de las isoformas
del PR en el cerebro de la rata en ambos sexos en diferentes condiciones hormonales
mediante la técnica de transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR).




Este trabajo esta dividido en tres secciones principales. En la primera de ellas se
revisan los antecedentes mas relevantes sobre las isoformas del PR como son sus
propiedades estructurales y funcionales, asi como la regulacién de su expresion en érganos
blanco que estan contenidos en un articulo de revision publicado en diciembre del 2000 en la
Revista de Investigacion Clinica. Es importante sefialar que en dicha revision estan
incluidos los datos sobre la regulacion de la expresion de las isoformas del PR en el SNC de
la rata obtenidos en el transcurso de esta investigacion, ya que, al principio de la misma no
se conocian y la obtencion de ellos formé parte de algunos de los objetivos que se
plantearon para este proyecto. Esta seccion también incluye el planteamiento del problema,

los objetivos generales y particulares, asi como la metodologia empleada para cumplirlos.

En la segunda seccién se presentan los cuatro articulos derivados del trabajo
experimental. En ellos se detallan los materiales y métodos utilizados, los resultados
obtenidos, asi como ia discusion de estos resultados. Tres de estos articulos estan ya
publicados en revistas indexadas, arbitradas y de circulacion internacional, mientras que el

ultimo se envid recientemente a la revista Molecular and Cellular Endocrinology.

£n la ultima seccion se presenta una discusion general del trabajo, las conclusiones,

las perspectivas y las referencias utilizadas en el mismo.
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funcién y regulacion

Christian Guerra-Araiza,’ Ignacio Camacho-Arroyo*

* Departamente de Biologfa, Facultad de Qufmica, Universidad Nacional Auténoma de México. México, D.F,

Progesterone receptor isoforms:
Function and regulation

ABSTRACT
Progesterone participates in the regulation of several physiologi-
cal processes in mammals. The biological response to progester-
one is mediated by two forms of the progesternne receptor (PR)
denominated PR-A and PR-B. The difference between them iy
that 164 aminro acids of N-terminal of PR-B are absent in PR-A.
Both PR isoforms are derived from o single gene but are generat-
ed from either alternative transcriptional or translational start
siles, and are regulated by different estrogen-induced promoters.
PR-B acts as a transeriptional activator in different cellular con-
texts whereas PR-A functions as a strong inhibitor of transerip-
tional activity. PR isoforma expression and function vary among
target tissues such as the uterns, the mammary gland and the
brain. The knowledge of the molecular mechanisms involved in
the regulation of expression and funetion of PR iscforms will
contribute o the understending of fundamental diological pro-
cesses such as sexucl behavior and reproduction, and it will open
the possibility of alternative therapies in fertility control as well
as in the treatment of breast, endometrial and ecerebral tumors.,
Key words. Progesterone recepior isoforms, Progesterone. Estra-
diol. Uterus. Brain. Sex steroids.

INTRODUCCION

A finsales de la década de 1970 y principios de la de
1980 se caracterizaron dos isoformas del receptor a
progesterona (PR) en el pollo,! en el ser humano? y
en la rata.? Debido a que un gran nimero de las ac-
ciones fisiolégicas de la progesterona (P4) estdn me-
diadas a través de la interaccién con las isoformas
del PR y éstas regulan la expresién de diferentes ge-
nes cuyos productos modulan distintas funciones, es
importante conocer las caracteristicas estructurales
y funcionales, asi como la regulacién de la expresién

RESUMER

La progesterona participa en la regulacién de diversos procesos
fisiolégicos en los mamiferos. La respuesta biolégica a la proges-
terona estd mediada por des isoformas del receptor a progestero-
na (PR) denominadas PR-A y PR-B. La diferencia entre éstas
estd dada por 164 aminodcides de la regién amino-terminal de
PR-B que estfin ausentes en PR-A. Ambas isoformas aon codifi-
cadas por el mismo gen pero son reguladaa por distintos promo-
tores que son inducidos por los estrégencs. PR-B acttia como un
fuerte activedor transcripcional en diferentes contextos celula-
res mientras que PR-A funciona como un inhibidor. Fl contenido
de las isoforman del PR, asf como su regulacién por hormonas es-
teroides se presenta de manera tejido-especifica en los drganos
blanco como el vitero, la glandula mamaria y el cerebro. El cono-
cimiento de los mecanismos moleculares por los cuales se regula
la expresién y funcién de las isoformas del PR permitird enten-
der procesos bioldgicos fundamentales como la conducta sexual y
la reproduceifn; ademds contribuirs al disefio de terapias hor-
monales en el control de la fertilidad, asf{ como en el tratamiento
de tumores de mama, endometriales y cerebrales.

Palabras clave. Isoformas del receptor a progesterona. Proges-
terona. Estradiol. Utero. Cerebro. Hormonas esteroides,

por hormonas esteroides de estas isoformas en diver-
sos 6rganocs. En esta revisién se presenta un panora-
ma general de las propiedades estructurales y funcio-
nales de las isoformas del PR, asf como de la regula-
cién de su expresién en érganos que participan en la
reproduccitn y el despliegue de la conducta sexual en
los mamiferos.

MECANISMOS DE ACCION DE LA P4

La P4 participa en la regulacién del desarrollo y el
funcionamiento de los tejidos reproductivos, asf

La Revista da Investigazién Clinica / Vol. 52, Nim. 6 / Noviembre-Diciembre, 2000 / pp 686-691
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como de la excitabilidad neuronal, la reproduccién y
el despliegue de la conducta sexual en el sistema ner-
vioso central (SNC) de los mamfferos,* La P4 ejerce
sus efectos en las células blanco a través de dos me-
canismos principales: genémico y no genémico.® Los
efectos genémicos de la P4 estdn mediados a través
de su interaccién con receptores nucleares que reco-
nocen especificamente a la hormona (PR). El meca-
nismo de accién gendmico de la P4 es el siguiente: la
hormona se une al PR; éste se dimeriza y se une a se-
cuencias reguladoras en el DNA (Elementos de Res-
puesta Hormonal) que activan la transcripeién de di-
versos genes.” La importancia del PR en diversos
procesos fisiolégicos se ha comprobado utilizando ra-
tones transgénicos que presentan una disrupcién en
el gen de! PR (ratones PRKO). Se ha observado que
estos animales presentan infertilidad, deficiencias en
el despliegue de la conducta sexual, malformaciones
en el desarrollo de la glindula mamaria® asi como
cambios en las concentraciones circulantes de las
hormonas luteinizante, foliculo estimulante y prola-
ctina.?

Lag acciones no genémicas de la P4 estdn media-
das tanto por receptores membranales, diferentes a
PR, como por sitios alestéricos presentes en los re-
ceptores a neurotransmisores como el receptor GA-
BA,. Los receptores membranasles a la P4 se han ca-
racterizado en el SNC de la rata,!? asf como en la
membrana del espermatozoide en el que participan
en la regulacién de la reaccién acrosomal.!! En el
SNC, se han observado un gran niimero de efectos
membranales de la P4, como gson cambios en la exci-
tabilidad neuronal, liberacién de neuropéptidos y
neurotransmisores y la modulacién de canales iéni-
¢08 y receptores a neurotransmigores,®

CARACTERISTICAS FUNCIONALES DE LAS
ISOFORMAS DEL PR

Se han descrito dos isoformas del PR en roedores,
en el pollo y en primateg incluido el ser humano de-
signadas PR-B (110-120 KDa) y PR-A (72-86 KDa),
la diferencia entre éstas es de 164 aminodcidos pre-
sentes en el extremo amino-terminal de PR-B? (Fi-
gura 1). Ambas isoformas son codificadas por el mis-
mo gen pero son reguladas por distintos promotores.
En la rata'? y en el ser humano!?3 son originadas por
distintos RNAs mensajeros mientras que en el pollo
son el producto de un procesamiento alternativo del
RNA mensajero.™ Las propiedades funcionales de
lag izoformas del PR han sido analizadas ampliamen-
te en sistemas de transcripeién in vitro en diferentes
células de mamifero. A pesar de tener afinidad simi-

HBD | PRB

Al % [5BE[ar2] e

Flgura 1. Organizacidn estructural de las isoformas def PR. La organi-
Zacidn general de las proteinas da las isoformas del PR estd esquemd-
ticaments flustrada. Son seflaladas las funcionas da activacidn (AF-1,
AF-2 y AF-3) y de inhibicidn (IF}, el dominio dg unién af DNA (DBD), asi
como ef dominio de unidn a la hormona (HBD) presentes en PR-A y PR-B.
La diferencia antre estas protefnas radica en 164 aminodcidos en Ia re-
gién amino-terminal dal PA-B an donde tambidn se encuentra la AF-3.

| PRA

lar por diversos agonistas y antagonistas,!® las iso-
formas del PR tienen diferente funcién: PR-B actita
como un activador transcripeional de genes como el
del virus tumoral mamario de ratén, el gen que codi-
fica a la tirosina aminotransferasa y el de la timidina
cinasa, en diversos contextos celulares, mientras que
PR-A no activa la transeripcién pero funciona como
un fuerte represor de la actividad transcripcional
mediads tanto por PR-B, como por otros receptores a
hormonas esteroides como los receptores a estrége-
nos, glucocorticoides, mineralocorticoides y andrége-
nos 1617

Lag diferencias en la actividad transcripcional de
las isoformas del PR estdn dadas por diferentes fac-
tores, uno de ellos es la estructura bésica de cada
una. El PR contiene tres funciones de activacién
(AF1, AF2 y AF3), las dos primeras est4n presentes
en ambas isoformas, mientras que AF3 solamente se
encuentra en PR-B.18 Por otro lado, se ha descrito
una funcién inhibidora (IF) localizada en la regién
adyacente a AF1 (Figura 1) que s6lo es funcional en
PR-A. Se ha observado que IF inhibe a AF1y a AF2
pero no a AF3 presente en PR-B.1%2% También se ha
observado que los homodimeros de PR-B tienen ma-
yor capacidad de unirse a secuencias blanco del
DNA,?! mientras que los heterodfmeros (PR-B:PR-
A) son més inestables y presentan diferentes propie-
dades de unién al DNA.Z Otra caracterfstica impor-
tante de las isoformas, recientemente descrita, es
que éstas presentan una afinidad diferente a diver-
sos cofactores. PR-A presenta mayor afinidad por el
corepresor SMRT (silenciador mediador para el re-
ceptor a hormonas tiroideas y 4dcido retinoico) que
PR-B. Por otro lado, PR-A es incapaz de reclutar efi-
cientemente a los coactivadores transcripcionales
GRIP-1 (protefna que interactdia con el receptor a
glucocorticoides) y SRC-1 (coactivador de los recep-
tores a hormonas esteroides).3324 Las caracterfsticas
de las isoformas antes mencionadas juegan un papel
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Importante en la activacion de la transcripeién por
PR-B y la inhibicién por PR-A.24

Par otro lado, se tiene evidencia de que existe una
compleja intercomunicacién entre los receptores a
hormonas estercides v otras vias de transduceién de
senales. Las hormonas esteroides pueden modular sis-
temas de segundos mensajeros y éstos a su vez regu-
lar la actividad transcripcional de log receptores a hor-
monas esteroides. La activacién de proteinas cinagas
puede modificar la unién de las isoformas del PR al li-
gando y al DNA. 625 Se ha observado que el PR huma-
no es fosforilado al menos en siete residuos de serina,
tres de estos sitios s6lo se encuentran en PR-B, mien-
tras que los otros cuatro los comparten ambas isofor-
mas. 2827 La diferente distribucién y regulacién de es-
tos sitios de fosforilacién en las isoformas del PR,
puede conferirles diferentes estados conformaciona-
les que los pueden hacer mas o menos afines por las
secuencias blanco y regular la transeripeién de un
gen de manera especifica. También se ha observado
que la P4 induce la fosforilacién del residuo Ser294
mediada por proteinas cinasas activadas por mitége-
nos (MAPKs). Esta fosforilacién es una sefial para la
degradacién del PR por ubiquitinacién con la partici-
pacién del proteosoma 268, lo cual sugiere que otra
funcién de la fosforilacién es la sefializacién para la
regulacién negativa del PR por P4 mediada por MA-
PKs.28

REGULACION DE LA EXPRESION DE
LAS ISOFORMAS DEL PR EN TEJIDOS
REPRODUCTIVOS

Los niveles relativos de las isoformas del PR en
una célula blanco pueden determinar la naturaleza y
la magnitud de la respuesta a la P4, por lo que e& ne-
cesario conocer la expresion de las isoformas del PR y
¢émo es regulada por las hormonas esteroides en los
tejidos blanco. La importancia de los niveles de expre-
sién de las isoformas del PR se ha determinado en ra-
tones transgénicos que adicionalmente contienen una
u otra isoforma. Los animales que contienen una co-
pia adiciona! de PR-A presentan malformaciones en el
desarrollo de la glindula mamaria, como hiperplasia
ductal y un decremento en la adhesién célula-célula,?®
mientras que los animales que contienen adicional-
mente a PR-B presentan un crecimiento anormal de
la gléndula mamaria caracterizado por un crecimien-
to alveolar inapropiado.3?

Se han estudiado los efectos del estradiol (E2) y la
P4 en la expresién de las isoformas del PR tanto en
homogenados como en los diferentes tipos celulares
del oviducto del pollo y se ha observado que el E2 in-
duce la expresién de PR-A pero no de PR-B en ¢l epi-
telio glandular y el estroma.®

Se ha informado que la relacién de las isoformas
varia en el endometrio humano durante el ciclo

Cuadro 1. Regulacién de la expresién de las isoformas del PR en el Utero y &l cerebro de los mamiferos.

Tejido Regitn Isoforma predominante Dfa del ciclo menstrual Referenda
Endometrio PR-A 28 {32)
. * 913
Utero . 14-16
‘ 17-28
Epitelia ! 514
Glandular PR-A 16-19
PRB 20-24 (35)
$ 25-28
Estroma PR-A 5-28
OVX+VEH OVX+E2 Dia def
{regulacion a la alta) ciclo estral*
Hipotalamo PRB # Proestro (40,41}
Area predplica PR-B PR-B Metaestro
Cerebro
Hipocampo PRB PR-A Sin cambios
Corteza frontal — o Diestro
Hipofisis PR-B PR-B Proestro {39)

() Ambas isoformas sa expresaron en niveles similares. ($) No se delectd la expresion de ninguna de las isoformas dal PR, (#) Ambas isoformas fueron reguiadasa la

alta por ¢l E2. {*) Dia del ciclo astral de la rata de mayor expresidn. {

J No sa determiné.
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menstrupl (Cuadro 1) y que la expresién de PR-B au-
menta al administrar estrégenos en forma de anti-
conceptivos orales en la fase folicular.%? Esta induc-
cién de PR-B puede explicarse debido a que anticon-
ceptives como el gestodeno y el norgestrel poseen
propiedades estrogénicas. La noretisterona por ejem-
plo, es capaz de inducir la expregién del PR y del pro-
tooncogen c-fos en el Gtero de la rata.33 También se
ha informado que la tasa de expresién de las isofor-
mas varia en el tracto genital del mono durante la
fase lutea del ciclo menstrual siendo predominante
la isoforma A en el endometrio y en el tejido deci-
dual, mientras que PR-B es predominante en el ova-
rio.** En un estudio reciente, con el uso de la técnica
de doble inmunohistoquimica inmunofluorescente,
se ha reportado la colocalizacién de PR-A y PR-Ben
¢l endometrio humano durante el ciclo menstrual,
observiandose también una expresién que varia en el
epitelio glandular y el estroma en las diferentes eta-
pas del ciclo (Cuadro 1). Esta expresién fluctuante de
las isoformas del PR en el endometrio humano a tra-
vés de las diferentes fases del ciclo menstrual, estd
involucrada en los diversos procesos que se llevan a
cabo en este tejido en cada fase del ciclo como son la
formacién vacuolar y la secrecién glandular,35

Por otro lado, se ha informado que en células de
ovario de hdmster, la transcripeién mediada por PR-B
inducida por diversas progestinas como Org2058,
R6020 y noretisterona es meyor con respecto a PR-A.
En este sistema, antiprogestinas como el RU38486 y
el Org31710 tienen un mayor efecto inhibidor sobre la
actividad transcripcional de PR-B.3 Los efectos dife-
renciales de estos farmacos sobre la actividad trans-
cripcional de las isoformas del PR deben ser conside-
radas en programas sobre el control de la fertilidad.

Estos datos sugieren que en el tracto reproductivo
tanto de aves como de mamiferos existe un mecanis-
mo complejo de regulacién de la expresion del PR por
hormonas esteroides en condiciones farmacolégicas
y fisiolégicas que se presenta de manera celular y te-
jido-especifica. Este mecanismo juega un papel im-
portante en la regulacién de los procesos reproducti-
vos mediados por la P4 en estos tejidos.

REGULACION DE LA EXPRESION DE LAS
ISOFORMAS DEL PR EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL (SNC)

En 1993 Kato y col. estudiaron, por medio de la téc-
nica de transcripeién reversa acoplada a la reaccidn en
cadena de la polimerasa (RT-PCR), 1a expresién de las
isoformas del PR durante el desarrollo en la corteza ce-
rebral de la rata, y observaron que la expresion de la

isoforma PR-B es predominante en los primeros dias
después del nacimiento, mientras que la isoforma PR-A
predomina entre los 8 y los 12 dfas.3 En 1998, Bethea
¥ col. reportaron que la administracién de E2 a monos
rhesus ovariectomizados incrementd la expresion del
PR a nivel de la proteina. El PR-A se expresé 5 veces
més en el endometrio y 1.6 veces més en la hipéfisis
que el PR-B, mientras que en el hipot4lamo la relacién
A/B fue 1:1.% Esta regulacién de la expresién de las iso-
formas de PR también se ha estudiado en la hipéfisis
anterior de la rata® (Cuadro 1). Nuestro grupo ha es-
tudiado los efectos del E2 y la P4 en la expresitén de las
isoformas del PR en el cerebro anterior de ratas ova-
riectomizadas y en las diferentes etapas de! ciclo estral
utilizando la técnica de RT-PCR y hemos observado
una regulacién tejido-especifica de las isoformas del PR
en diversas regiones del cerebro de la rata*®*! (Cuadro
1). Todos estos resultados indican que la expresién de
las isoformas del PR estd regulada diferencialmente
por las hormonas esteroides en el cerebro de los mami-
feros y que esta regulacién depende del tejido y del es-
tadoe hormonal del animal, sugiriendo ademés que los
niveles de expresién de PR-A y PR-B juegan un papel
importante en las acciones fisiolégicas de la P4 en el
cerebro de los mamiferos.

EXPRESION DE LAS ISOFORMAS
DEL PR Y CANCER

E1PR es reconocido como un importante marcador
pronéstico asf como una buena herramienta para pre-
decir la respuesta positiva a la terapia hormonal en el
tratamiento de tumores hormono-dependientes. 424
El balance de la expresién de las isoformas del PR es
critico en la respuesta a la P4 tanto en un tejido nor-
mal come en uno cancerigeno. Se ha estudiado la ex-
presién de las isoformas del PR en tumores de mama
humano y se ha observado que predomina la expre-
gién de PR-A. También se ha detectado una tercera
banda de 78 kDa, peso que no corresponde ni a PR-A
(86 kDa) ni a PR-B (116 kDa) lo que ha sugerido la
existencia de una tercera isoforma denominada PR-
C.%2 Se caracterizaron las propiedades de esta protei-
na de 78 kDa y se observé que es una forma truncada
de PR-A con capacidad de unirse a su ligando, por lo
que puede tener un papel en la sefializacién mediada
por la P4 en el céncer de mama *5 En el endometrio, la
P4 antagoniza los efectos estimuladores del creci-
miento inducidos por el E2. La P4 disminuye tanto la
hiperplasia endometrial como el crecimiento de tumo-
res endometriales que son positivos para el PR4S La
expresién de las isoformas del PR se ha estudiado
también en lineas celulares derivadas de cdncer de en-
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dometrio. En la linea Ishikawa, cuyas células estdn
bien diferenciadas, el E2 aumenta la expresién de am-
bas isoformas aunque PR-B presenta mayor incre-
mento. Las linees Hee50 y KLE cuyas células estdn
pobremente diferenciadas solamente expresan PR-A.
Estos resultados han llevado a sugerir que la pérdida
de PR-B puede predecir el cincer endometrial pobre-
mente diferenciado que no responde a la terapia con
P4.46 En nuestro laboratorio se ha estudiado la expre-
si6n de las isoformas del PR en tumores cerebrales
humanocs. Se ha observado que tanto en cordomas
como en astrocitomas grados IIl y IV, PR-B se expre-
84 en mayor proporcién que PR-A, tanto a nivel del
mensajero comeo de la proteina. 4’48 Todos estos datos
sugieren que el conocimiento de la expresién de las
isoformas del PR en tumores derivados de érganos
blanco de hormonas estercides como la gldndula ma-
marig, el endometrio y el cerebro, es fundamentat
para ¢l disefio adecuado de una terapia hormonal para
el tratamiento del cdncer.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La caracterizacién de las isoformas del PR ha am-
pliado y modificado el panorama del mecanismo de ac-
cién de la P4 sobre sus érganos blanco. El hecho de que
por un iado las isoformas actiien como factores de
transcripcién y lo hagan de manera opuesta (PR-B es
un fuerte transactivador, PR-A es un inhibidor de la
transeripcién), mientras que por otro lado la regula-
cién de su expresién por hormonas estercides se pre-
sente de manera tejido y célula-especifica nos indica
que existe un mecanismo muy fino de regulacién de la
transcripeién mediada por las isoformas del PR y su li-
gando.

La mayorfa de las investigaciones se han enfocado
a estudiar la regulacién de la expresién de las isofor-
mas del PR utilizando técnicas de RT-PCR o Wes-
tern blot; sin embargo, a pesar de su gran resolucién,
estas técnicas no brindan informacién de la expre-
sién en diferentes tipos celulares dentro de un mis-
mos tejido para asi poder tener un acercamiento més
fisiolégico de la actividad de estas proteinas en un
tejido, por lo que actualmente se estdn utilizando
técnicas como la doble inmunochistoquimica para
realizar este tipo de estudios.

Otra 4rea de interés, es el estudio de los mecanis-
mos moleculares involucrados en la regulacién de la
transcripeién a través de las isoformas del PR, esto
es, conocer qué genes son regulados por estas protei-
nas, en qué tejidos se presenta esta regulacién, asf
como el estudio de la interaccién del PR con otros
factores de transcripeién.

Por otro lado, es bésico el estudio de las isoformas
del PR en diversos tumores originados en tejidos
hormono-regulados como el céincer de mama, el cér-
vico-uterino y algunos tumores cerebrales, con la in-
tencién de utilizarlas tanto como marcadores pro-
néstico, o como herramientas para el disefio de tera-
pias hormonales utilizadas para el tratamiento de
esta enfermedad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se sefiala en el articulo de revision "Las isoformas del receptor a
progesterona: funcion y regulacién”, el papel de las isoformas del PR en la regulacion de
las acciones de la P4 es fundamental, por lo que el conocimiento tanto de las caracteristicas
de las isoformas del PR, como de los mecanismos involucrados en su regulacion, es basico

para comprender los diversos procesos fisiolégicos en los que participa la P4 en el SNC.

Existen diversos informes sobre el papel funcional del PR en el SNC de ios mamiferos,
entre los que destacan la ovulacién y el despliegue de la conducta sexual; por otro lado, se
conoce el papel del E2 en la regulacion positiva de la expresion del PR, asi como el de la P4
que regula negativamente la expresion del PR tanto a nivel del RNA mensajero como de la
proteina en algunas regiones del SNC como el hipotalamo y el area predptica. Sin embargo,
se desconoce la distribucion de las isoformas del PR en el SNC de ratas de ambos sexos,
asi como su regulacion por E2 y P4 y en condiciones donde fisiologicamente hay cambios en

los niveles de E2 y P4 como es el caso del ciclo estral.

Esta informacion es fundamental para llegar a establecer los mecanismos por los
cuales la P4 ejerce multiples efectos en el SNC ya que las isoformas del PR regulan
diferentes genes y por lo tanto distintas funciones. Por lo que en este proyecto se estudiara:
1) La regulacién de la expresion de las isoformas del PR en el hipotalamo, el area preéptica,
el hipocampo, la corteza frontal, el bulbo olfatorio y el cerebelo a nivel del gen en ratas
gonadectomizadas de ambos sexos después de la administracion de E2 y P4. 2) El patron de
expresion a nivel del gen en un modelo fisioldgico utilizando ratas hembras intactas en los
diferentes dias del ciclo estral y en machos intactos prepuberes y adultos. Los niveles de
RNA mensajero se cuantificaran mediante la técnica de transcripcion reversa acoplada a la

reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR):



HIPOTESIS

Si un gran nimero de efectos de la P4 en el SNC de la rata depende de la expresion

diferencial de las isoformas A y B de su receptor entonces:

La regulacién de la expresion de las isoformas del PR por E2 y P4 sera diferente
dependiendo de la regién analizada en e! Sistema Nervioso Central de la rata hembra y

macho.

La regulacién de la expresion de las isoformas del PR por E2 y P4 sera diferente en el

Sistema Nervioso Central de la rata hembra con respecto a la del macho.

La mayor diferencia en el patron de expresion de las isoformas del PR en el Sistema
Nervioso Central de la rata hembra durante el ciclo estral se presentara durante las etapas
del proestro y el metaestro, que es cuando se presenta el mayor aumento en la

concentracion sérica de E2 y P4 respectivamente.

El patron de expresion de las isoformas del PR en las diferentes regiones del Sistema
Nervioso Central de la rata macho sera diferente en los animales prepuberes y en los

aduitos.



OBJETIVOS.

Objetivo General.

Estudiar la regulacion de la expresion de las isoformas del PR por hormonas

esteroides en el SNC de ia rata.

Objetivos Particulares.

1. Estudiar la regulacion de la expresion de las isoformas del PR a nivel del RNA
mensajerc en el hipotalamo, el area predptica, el hipocampo, la corteza cerebral, el

bulbo olfatorio y el cerebelo de ratas hembra y macho gonadectomizadas y tratadas

con E2y P4,

2. Determinar el patrén de expresién de las isoformas del PR a nivel del RNA mensajero

en las regiones antes mencionadas durante el ciclo estral de ratas hembra intactas.

3. Caracterizar el patrén de expresion de las isoformas del PR en las regiones antes

mencionadas en ratas macho intactas adultas y prepuberes.




MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion.
A lo largo de este estudio se utilizaron ratas adultas de ambos sexos de 200-250 g de
peso, asi como machos prepuberes de la cepa Wistar de 100-150 g que se mantuvieron con

aguay comida ad /ibitum.

Para cumplir con el primer objetivo particular se gonadectomizaron ratas de ambos
sexos bajo anestesia general que diez dias después de la cirugia fueron tratadas por via
subcutanea con: a) vehiculo que representd al lote testigo (aceite de maiz/etanol 10%); b)
17-B E2 en una dosis de 5 pg/100 g de peso corporal durante dos dias consecutivos; c¢) 17-3
E2 durante dos dias seguido por P4 al tercer dia en una dosis de 400 ug/100 g y sélo en el
caso de los machos d) testosterona en una dosis de 100 pg/100 g durante dos dias
consecutivos. Las ratas se sacrificaron 24 h después de la administracion de los compuestos,
y se disecaron en fresco el hipotalamo, el area predptica, el hipocampo, la corteza frontal, el

cerebelo y el bulbo olfatorio.

Para estudiar la expresion de las isoformas del PR en el SNC durante el ciclo estral se
utilizaron ratas hembra adultas intactas que se mantuvieron en un ciclo luz:oscuridad 14:10,

con inicio del periodo de luz a las 6:00 A.M.

La etapa del ciclo en la cual se encontraban las ratas se determiné por medio del
analisis citolégico de frotis vaginales. Las ratas que presentaron 3 ciclos consecutivos se
sacrificaron a las 12:00 h en las etapas de proestro, estro, metaestro y diestro.
Posteriormente se disecaron en fresco el hipotalamo, el area predptica, el hipocampo vy la

corteza frontal.

Para lograr el tercer objetivo particular de este trabajo, el de estudiar la expresion de
las isoformas del PR en el SNC de la rata macho, se utilizaron machos prepuberes (3

semanas de edad) y animales adultos {12 semanas de edad).
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Las ratas fueron decapitadas a las 12:00 h del dia y se disecaron el cerebelo, el
hipotalamo, el area predptica, el hipocampo, la corteza frontal y el bulbo olfatorio. Todas las
regiones fueron inmediatamente procesadas para la extraccién del RNA total.

Obtencion del RNA total.

Se realizo la extraccion del RNA total de las diferentes regiones del SNC de las ratas
en las condiciones antes mencionadas utilizando la teciiica del tiocianato de guanidina-fenol-
cloroformo y precipitacion con isopropanol (Chomczynski 1987). Para conocer las
condiciones del RNA extraido , éste se analizé en geles de agarosa al 1.1% en condiciones
desnaturalizantes. Solamente se utilizaron las muestras en las que el RNA estuviera integro,
es decir donde se observaran claramente las bandas correspondientes a los RNAs

ribosomales 18S y 28S y no se encontrara RNA degradado, ni presencia de DNA.
Disefio de oligonucleédtidos.

Debido a las caracteristicas estructurales de las isoformas del PR cuya unica
diferencia son 164 aminoacidos de la region amino terminal (Fig 1), no se pueden disefiar
oligonucledtidos especificos para cada una de las isoformas. Por lo tanto, nuestra estrategia
para poder distinguir entre la expresion de una y otra isoforma fue el disefio de
oligonucleétidos para amplificar un fragmento de 517 pb del Dominioc de Unién a la Hormona
(HBD) que comparten ambas isoformas y un fragmento de 244 pb de la region amino

terminal que Unicamente esta presente en PR-B (Fig 1).

También se disefiaron oligonucleétidos para amplificar por RT-PCR un fragmento de
480 pb del gen que codifica para la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH). Las secuencias para los tres fragmentos fueron analizadas con el programa
OLIGO 4.1 para determinar la presencia de secuencias homaologas internas que formaran
asas o se sobrelaparan, asi como para que la temperatura de union de los oligonucleétidos
con el cDNA fuera la misma (60°C) y poder realizar la RT-PCR en las mismas condiciones

para ios tres genes. Estas secuencias se muestran en el Cuadro |.




I_, B > A+B Oligonucleétidos
1] | l | '
5 — *1 | ‘J | 3
ATGg ATG,
E1 | E2 E3 E4 ESEBE7ES
5’ 1 N mRNA
Il- ' | "’
1 546 636 933 aa
AF-3] IF [AF-I [DBDIAF2| HBD | PR-B
AUGy AUG,
IF [AF:1:EDBDAF2] HBD | PR-A

Figura 1 Organizacion estructural de las isoformas del PR. La organizacién
general de los transcritos y de las proteinas de las isoformas del PR estan
esquematicamente ilustradas. El gen del PR esta constituido por 8 Exones
(E1-E8). El E1 constituye la parte amino-terminal de la proteina, E2 y E3
forman el dominio de unién al DNA (DBD), mientras que el dominio de unién
a la hormona (HBD) esta formado por los cinco exones restantes (E4-E8). En
el esquema de las proteinas son sefialadas las funciones de activacion (AF-
1, AF-2,y AF-3) y de inhibicién (IF). En la parte superior de la figura se
sefialan los sitios en la secuencia del mensajero de donde se disefiaron los
oligonucledtidos para amplificar por PCR los genes del PR
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CUADRO I.
Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para amplificar los genes de PR y GAPDH

GENES SECUENCIAS

Sentido 5-[CTC CTG GAT GAG CCT GAT GJ-3’
PR-A+B Antisentido 5'-[CCC GAA TAT AGC TTG ACC TC]-3'

Sentido 9-[ACT GAG CTG CAG GCA AAG]-3
PR-B Antisentido 5'-[CGG ACA GCG ACT GCT GA}-3

Sentido 5'-{CCT GCA CCA CCA ACT GCJ-3'
GAPDH Antisentido 5'-[CAATCG CAG CCC CAG CA]-3

Amplificacion de las isoformas del PR por RT-PCR.

Una vez que se comprobé que el RNA se encontraba integro, se procedié a
determinar las condiciones 6ptimas para realizar las amplificaciones por RT-PCR de un
fragmento de fa regién HBD que comparten ambas isoformas; de la regién N-terminal que
solo esta presente en PR-B y de un fragmento del gen que codifica a la enzima
Gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa {GAPDH) que se utilizd como un control interno
(Cuadro I). '

Para determinar el nimero de ciclos que se utilizaré para realizar las amplificaciones,
estas se llevaron a cabo a 20, 25, 30, y 35 ciclos. Se determiné realizar la técnica de PCR a
25 ciclos ya que las amplificaciones obtenidas se encuentran en la fase exponencial de la
curva (Fig 2). Para determinar la concentracién de RNA que se utilizd para amplificar estos
genes se realizo una calibracién realizando la técnica de PCR con diferente concentracién de
RNA.

En la figura 3 se observa una relacion directamente proporcional entre la
concentracion de RNA y la sefial de amplificacion y a partir de estos datos se determind
utilizar 2 ng de RNA por reaccion para estudiar la expresion de los genes. Las condiciones de

PCR utilizadas en todos los experimentos fueron las siguientes:




Concentracion Final

Buffer PCR 10 X 20 miM Tris-HCI pH=8.4
50 mM KCI

MgCl, (50 mM) 1.0 mM

dNTPs (10 mM) 0.2mM

Oligo sentido 0.5 uM

Oligo antisentido 0.5 uM

TAQ DNA polimerasa 2.5 unidades

El perfil de los ciclos para amplificar los genes de PR y GAPDH fue el siguiente: Una
etapa de desnaturalizacion a 95°C por 5 min; 25 ciclos de: 95°C, 1 min; 60°C, 1 min; 72°C, 1
min. Un paso de extensién final fue realizado a 72°C por 5 min. En todos los experimentos se

incluyeron controles negativos sin RNA y con RNA sin reaccion de RT (Fig 4).

Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al
2%. Se observaron en un transiluminador de rayos UV y se fotografiaron e imprimieron con
una pelicula Polaroid 665. La intensidad de las bandas de PR-A+B, PR-B y GAPDH fue
cuantificada mediante un analisis densitométrico usando un digitalizador Scan Jet 3C. El
nivel de expresion de las isoformas del PR fue normalizado con el de GAPDH. El nivel de
expresion de PR-A se obtuvo sustrayendo la intensidad del producto de amplificacién comun
para PR-A y PR-B menos la intensidad de la sefal de amplificacion para PR-B. Los datos
fueron analizados utilizando un Andlisis de Varianza de una via (ANOVA) seguido de una
prueba de t-Student. El programa Prism 2.01 fue utilizado para calcular las diferencias

significativas de los datos obtenidos.
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Figura 2. Determinacion del ndmero de ciclos de amplificacion para los
genes del PR. Se realiz6 la técnica de RT-PCR de PR-A+B y PR-B a partir
del RNA total de la corteza frontal de ratas hembra adultas intactas durante
el diestro. La reaccion de PCR se realizo a diferente numero de ciclos (20-
35) y la intensidad de las bandas del PR fue cuantificada por un analisis
densitométrico.
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Figura 3. Efecto de la concentracion de RNA total sobre el producto amplificado por RT-PCR.
Se realizd la tecnica de RT-PCR a partir del RNA total del hipotalamo de ratas
ovariectomizadas tratadas con E2. La reaccion de PCR se realizd utilizando diferentes
concentraciones de RNA total (0.25-4.0 ug) y los productos de amplificacion se separaron en

geles de agarosa al 2%. Se incluyeron controles negativos para cada gen sin RNA (- RNA) y
RNA sin reaccioén de RT (-PCR).



RESULTADOS

A continuacién se presentan cuatro articulos derivados del trabajo experimental, tres
han sido ya publicados en revistas indexadas con arbitraje y de circulacién internacional y
uno mas ha sido enviado para su publicacion a la revista Molecular and Cellular
Endocrinology; en elios se encuentran descritos mas detalladamente los procedimientos
experimentales utilizados para lograr los objetivos de este trabajo, asi como los resultados

obtenidos en el desarrollo de este proyecto.
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PROGESTERONE RECEPTOR ISOFORMS ARE DIFFERENTIALLY
REGULATED BY SEX STEROIDS IN THE RAT FOREBRAIN

Ignacio Camacho-Arroyo, Christian Guerra-Araiza and Marco Antonio
Cerbon.

Neuroreport 1998; 9:3993-6
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WE studied the effects of estradiol (E2) and progesterone
(P4) on expression of genes coding for PR isoforms in
the forebrain of ovariectomized rats by RT-PCR
analysis. In the hypothalamus the expression of both PR
isoforms was induced by E2 and down-regulated by P4.
In the preoptic area these changes were only observed
in the PR-B isoform. In contrast, in the hippocampus
PR induction by E2 was only observed for PR-A. In this
region P4 did not modify the expression of any PR
isoform. These results indicate that PR isoforms expres-
sion is differentially regulated by sex steroid hormones
in distinct forebrain regions and suggest that the tissue-
specific regulation of either PR-A or PR-B may be
involved in the physiological actions of P4 upon the rat
brain. NeuroReport 9: 3993-3996 © 1998 Lippincott
Williams & Wilkins.
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Introduction

Progesterone (P4) participates in the regulation of
several functions of the central nervous system
of mammals.'? Most P4 actions are mediated by intra-
cellular progesterone receptors (PR).Z* Two PR
isoforms have been described in the rat: a larger form
(PR-B) and the N-terminally truncated one (PR-A)*
Both PR isoforms are derived from a single gene and
are generated from either alternative transcriptional
or translational start sites.® The ratio of PR isoform
varies among target tissues’” and under different
hormonal conditions such as those presented during
the menstrual cvcle,® suggesting that the differential
expression of PR isoforms is critical for appropiate
cellular response to P4.° Indeed, in the same cell PR
isoforms can regulate different genes and exert
distinct functions.'

in rats during diestrus the PR-A 1soform is more
abundant than PR-B in the hypothalamus-preoptic
area, amygdala and cerebellum, whereas the latter is
more abundant in the cerebral cortex.! Interestingly,
PR isoform expression varies during rat brain devel-
opment. In the hypothalamus—preoptic area PR-B is
predominant during the first week of life.”” However,
the hormonal regulation of PR expression in the
brain is unknown. Therefore, we studied the effects
of 17B-estradiol (E2) and P4 on PR isoform expres-
sion in the rat forebrain using the sensitive combined
method of reverse trancription (RT) coupled to poly-
merase chain reaction {PCR).

0959-4965 © 1998 Lippincott Williams & Wilkins

Materials and Methods

Reagents:  All reagents were purchased from Sigma
Chemical Corp. (St. Louis, MO) and Gibco-BRL,
Inc. (Gaithersburg, MD). Taq polymerase was
purchased from Perkin-Elmer (Branchburg, New

Jersey).

Animals:  Adult female Wistar rats (230-260g)
maintained under a 12:12 h light:dark cycle (lights on
06:00-18:00 h), with food and water ad lib were
ovariectomized under ketamine (Galen, S. A, México)
anesthesia (80 mg/kg). Two 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 ug/100 g) for 2 days, (3) E2
administered as above followed by P4 (1 mg/250 g}
on day 3, and (4) E2 followed by vehicle on day 3.
Twenty-four hours after the last dose hypothalamus,
preoptic area and hippocampus were excised
according to the Atlas of Paxinos and Watson." The
entire dorsal and ventral hippocampal formation
(subiculum, Ammon’s horn and the dentate gyrus)
was analyzed as a whole. All regions were immedi-
ately processed for total RNA extraction. All exper-
iments were performed in quadruplicate.

Total RNA extraction and RT-PCR: Total RNA
was isolated from each region with the single-
step method based on guanidine isothiocyanate/
phenol/chloroform extraction using TRIzol reagent
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(Gibco-BRL, Inc).* RNA concentration was
determined by absorbance at 260 nm and its integrity
was verified by electrophoresis on 1.1% denaturing
agarose gels in the presence of 2.2 M formaldehyde.
Total RNA was reverse transcribed to synthesize
single strand ¢cDNA as described previously."® Ten
microlitres of RT reaction were subjected to PCR to
amplify two PR gene fragments, and the other 10 pl
of the cDNA were used to amplify simultaneously a
fragment of the glyceraldehyde 3-phosphate dehy-
drogenase (GAPDH) gene which was used as a
constitutive expression control. The sequences of the
specific primers unique for PR-B amplification
segment were 5-ACTGAGCTGCAGGCAAAG-3
(sense) and 5-CGGACAGCGACTGCTGA-¥
(antisense). The primers used for amplification of the
common PR-A and PR-B region corresponding to
the hormone binding domain were 5-CTGCTGGA-
TGAGCCTGATGGTG-Y (sense) and 5’-CACCA-
TCCCTGCCAGGATCTTG-3 (anusense).!® The
50 ul PCR reaction included 10 pl previously syn-
thesized cDNA, 20 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM
KCl, 1 mM MgCl,, 0.2 mM of each dNTP, 0.5 uM
of each primer, and 2.5 units of Taq DNA poly-
merase. Negative controls withour RNA and with
non-retrotranscribed RNA were included in all the
experiments. After an initial denaruration step at
95°C for 5 min, the PCR reaction was performed for
25 cycles. The cycle profile for PR and GAPDH
genes amplification was: 95°C, 1 min; 60°C, 1 min;
72°C, 1 min. A final extension cycle was performed
at 72°C. The number of performed cycles, previously
determined was within the exponential phase of
the amplification process. All PCR products were
always studied and analyzed together throughout the
experiments. PCR products (25 pi) were separated on
2% agarose gel and stained with ethidium bromide.
The image was caprured under a u.v. transilluminator
with 2 Type 665 negative film (Polaroid Co.,
Cambridge, MA). The intensity of PR or GAPDH
bands was quantified by densitometry using a Scan
jet 3C apparatus (Hewlett Packard). PR isoforms
expression level was normalized 1o that of GAPDH.
PR-A expression level was obtained by subrtracting
the intensity of the common signal of PR-A/B ampli-
fication product minus the intensity of PR-B
amplification signal. The data were analyzed by using
a one-way analysis of vanance (ANOVA) followed
by a Student’s t-test. Prism 2.01 program (Graph Pad,
CA) was used for calculating probability vaiues.

In all amplifications single bands of 504, 250 and
480 bp corresponding to the expected size fragments
of PR-A/B, PR-B and GAPDH respectively were
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FIG, 1. PR isoforms expression in the hypothalamus of the rat. A
representative assay of a simultaneous PR{A/B), PR-B and GAPDH
RT-PCR from total RNA of the hypothalamus of ovariectomized adult
rats treated with vehicle {V), 17p-estradiol (E}, E + vehicle {EV) and
E + progestarone (EP}. Mol. wt marker of 100 bp DNA ladder (M),

obtained (Fig. 1). No bands were observed in the
negative controls. The identity of each PCR product
was previously confirmed by nucleotide sequencing
and Southern blot analyses (data not shown). The
results obtained by Southern blot were similar to
those observed in the analyzed films obtained from
the gels stained with ethidium bromide.

Both PR isoforms were expressed in the hypo-
thalemus, the preoptic area and the hippocampus. In
ovariectomized animals treated with vehicle the PR-
B isoform was expressed to a greater degree than PR-
A in all regions studied (Fig. 2). A differential PR
isoform regulation by sex steroid hormones was
observed in the rat forebrain. In the hypothalamus
the expression of both PR isoforms was induced
by E2 and down-regulated by P4 (Fig. 2A). In the
preoptic area these changes were observed in PR-B
isoform but not in PR-A (Fig. 2B). In contrast, in
the hippocampus the induction of PR gene expres-
sion by E2 was only observed in PR-A. The
administration of P4 after E2 priming did not down-
regulate any PR-isoform in this region (Fig. 2C). The
admintstration of vehicle after E2 treatment did not
have any effect upon the changes induced by E2 in
PR gene expression (data not shown).

Discussion

Our results demonstrate that PR isoforms are differ-
entially regulated by E2 and P4 in three regions of
the rat forebrain. Although the PR gene has been
reported to be sensitive to regulation by these steroid
hormones in the hypothalamus and the preoptic area
of the rar,!% this is the first evidence concerning the
regulation of each isoform in the rat brain. We found
that both PR isoforms are expressed in the hypo-
thalamus, preoptic area and hippocampus of the rat.
This result is in agreement with a previous report
which indicates the presence of both isoforms in the
hypothalamus-preoptic area of the rat.!" PR isoform
expression in the hippocampus had not been assessed
previously. In ovariectomized animals PR-B isoform
showed higher levels of expression than PR-A in the
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FiG. 2. Densitometric analysis of PR isoforms gene expression in the rat forebrain. RT-PCR was performed using total RNA isolated from
{A} hypothalamus, {B) preoptic area and {C) hippocampus of ovariectomized adult rats treated with vehicle {(VEH), 178-estradiol {E2), and
E2 + progasterone {P4). PR isoforms gene expression was corrected for that of GADGPH. Results are expressed as the mean =[ s.e.m. (n=4).

2p < 0.05 compared with VEH. ®p < 0.05 vs E2.

hypothalamus (Fig. 2). Interestingly, expression of
PR-B protein quantified by Western blot was also
greater than that of PR-A in the hypothalamus of
ovariectomized rhesus monkey treated with E27

We observed that both PR isoforms were up- and
down-regulated by E2 and P4, respectively, in the
hypothalamus of the rat. The induction of both PR
isoforms expression by E2 also agrees with the
marked increase in both PR isoforms protein content
recently observed in the hypothalamus of rhesus
monkey after a chronic treatment with E2.7 In
contrast with our study, no down-regulation in PR
isoforms expression by P4 was found in monkey
hypothalamus” This could reflect differences
berween species since the insensitivity of hypothal-
amic PR gene to P4 in monkeys has already been
reported.'’ Since both PR isoforms are regulated by
E2 and P4 in the hypothalamus of the rat, it should
be important to know the specific hypothalamic
nuclei in which either PR-A or PR-B is regulated by
steroid hormones.

We found that onlv the PR-B isoform was regu-
lated by steroid hormones in the preoptic area of the
rat. This result suggests that the changes observed in
PR gene expression in this structure by i situ

hybridization after E2 administration'® are due to the
induction of the PR-B isoform. Although PR insen-
sitivity to steroid hormone regulation in other regions
such as the cerebral cortex of the rat has been asso-
ciated to an imperfect estrogen responsive element
located around ATG site of the rat PR-B isoform
which has a higher expression than PR-A," our data
clearly demonstrate that PR-B can be regulated by
steroid hormones in the rat brain. As in the case of
the preoptic area in human endometrial normal and
cancer cells (Ishikawa) the unique isoform which is
regulated by E2 and P4 is PR-B.3¥

In contrast to the preoptic area, PR-A was the only
isoform regulated by E2 in the hippocampus. PR-A
sensitivity to estrogen regulation has been previously
reported at the protein level in other tissues such
as the chicken oviduct.?® All these results indicate
that both PR isoforms can be regulated by steroid
hormones depending on the cell context. Thus, our
results suggest that cell-specific transcription factors
are involved in the regulation of PR isoforms gene
expression. Whether specifically o or B estrogen
receptor isoforms are involved in the differendial
regulation of PR isoforms in the rat forebrain
deserves further tnvestigation. The effects of E2 and
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P4 upon PR mRNA isoforms content in all brain
regions could be due to changes in the rate of PR
transcription or in the PR mRNA stability of each
isoform.?!

Our data suggest that the differential regulation of
PR isoform gene expression by steroid hormones in
the rat brain is critical for the adequate response of
each brain region to P4,

Conclusion

P4 regulates several functions of the central nervous
system of mammals through the interaction with PR
which presents two isoforms: a larger form (PR-B)
and the N-terminally truncated form (PR-A).* In this
study we demonstrated that PR isoform gene expres-
sion is differentially regulated by E2 and P4 in three
regions of the rat forebrain. In the hypothalamus
the expression of both PR isoforms was regulated
by E2 and P4, in the preoptic area the regulation
was only observed in PR-B isoform, whereas in the
hippocampus PR-A was the only PR isoform
regulated by E2. This differental PR isoforms gene
expression could be due to the presence of cell-
specific transcription factors in the different forebrain
regions. Our results suggest that the differential regu-
lation of PR isoform gene expression by steroid
hormones in the rat forebrain is critical for the
physiological actions of P4 upon each brain region.

3996 Vol 9 No 18 21 December 1998
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Summary

Progesterone receptor (PR) isoforms expression was
determined in the hypothalamus, the preoptic area,
the hippocampus and the frontal cerebral cortex of
the rat at 12:00 h on each day of the estrous cycle
by using reverse transcription coupled to polymerase
chain reaction. Rats under a 14:10 h light-dark
cycle, with lights on at 06:00 h were uged. We found
that PR-B isoform  was predominant in the
hypothalamus, the preoptic area and the frontal
cerebral cortex. Both PR igoforms were aimilarly
expressed in the hippocampus. The highest PR-B
expression was found on proestrugs day in the
hypothalamus; on metestrus in the preoptic area; and
on diestrus in the frontal cortex. We observed no
changes in PR isoforms expression in the hippocampus
during the estrous cycle. These results indicate that
PR isoforms expression ig differentially regulated
during the estrous cycle "in distinct brain regions
and that PR-B may be involved in progesterone actions
upon the hypothalamus, the preoptic area and the
frontal cortex of the rat. '

Key Words:  progestercne receptor isoforms, estrous cycle, hypothalamus, preoptic area, hippocampus

Progesterone (P4) is involved in the control of several
functions of the central nervoug system of mammals (1, 2). Most
P4 actions are mediated by intracellular progesterone receptors
(PR) (2, 3}. Twc PR isoforms have been described in the rat: a
full-length €form (FR-B, 110 KDa) and the N-terminally truncated
one {PR-A, 86 KDa) (4}. Both PR isoforms are derived from a
single gene and are generated from either ‘alternative
transcriptional or translational start sites {5, 6).
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PR isoforms expression ratio varies among target tissues {(7)and
under different hormonal conditions such as those presented
during the menstrual cycle (8) suggesting that the differential
expression of PR igoforms is critical for appropriate cellular
response to P4 (9). Indeed, it has been shown that PR isoforms
are functionally digtinct in terms of their ability to activate
different target genes in the same cell and regulate distinct
processes (10). We have recently reported a differential
regqulation of PR isoforms in the rat €forebrain by estradicl
{E2) and P4. In the hypothalamus the expression of both PR
ipoforms was induced by E2 and down-regulated by P4. In the
preoptic area these changes were only cobgsexrved in PR-B isoform.
In contrast, in the hippocampus PR induction by B2 was only
observed in PR-A (11).

Different groups have studied changes in the expression pattern
of several genes usgsing the rat estrous cycle as an excellent
physiological model of hormone regulation (12-14)., It has been
reported that during the estrous cycle, PR at the protein level
is more abundant in the hypothalams-preoptic area and the
pituitary during proestrus (15-17}. PR isoforms expression in
intact adult female rats has been only studied during diestrus.
In this day, PR-A isoform is more abundant in the hypothalamus-
preoptic area, whereas PR-B expression is higher in the
cerebral cortex (18). However, the expression pattern of PR
isoforms in the brain during the estrous cycle is unknown.
Therefore, we studied PR isoforms gene expression in several
regions of the rat brain in each day of the estrous cycle by
using the sensitive combined wmethod of reverse transcription
(RT) coupled to polymerase chain reaction (PCR).

Materials and Methods

Reagents: All reagents were purchased from Sigma Chemical Corp.
(St. Louis, MO) and Gibco-BRL, Inc. (Gaithersburg, MD). Taq DNA
polymerase was purchased from Perkin-Elmer (Branchburg, New
Jersey) .

Animals: 20 Adult female Wistar rats (200-230 g) maintained
under a 14:10 h light:dark cycle, lights on from 06:00 to
20:00, with food and water available ad libitum which presented
at least 4 regular 4-day estrous cycle, as determined by daily
vaginal smears, were used. Rats (5/each day) were killed at
12:00 h on each day of the estrous cycle. The hypothalamus, the
preoptic area, the hippocampus {(subiculum, Ammon's horn and the
dentate gyrus) and the frontal cortex were excised actording to
the Atlas of Paxinos and Wataon (19). All regions were
immediately processed for total RNA extraction.

Total RNA extraction and RT-PCR: Total RNA was isclated from
each region with the single-step method based on guanidine
isothiocyanate/phenol /chloroform extraction using TRIzol
reagent (Gibco-BRL, Inc) (20). RNA concentration was determined
by absorbance at 260 nm and its integrity was verified by
electrophoresis on 1.1% denaturing agarose gels in the presence
of 2.2 M formaldehyde. Total RNA was reverse transcribed to
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synthesize single strand cDNA as previously described (21). Ten
#l1 of RT reaction were subjected to PCR in order to
simultaneously amplify PR gene isoforms, and the glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene. Thigs was used ag an
internal control. The sequences of the specific primers unique
for PR-B amplification segment (from +4 to +247) were 5'-[ACT
GAG CTG CAG GCA AAG]-3' in the gpense primer and 5'-[CGG ACA GCG
ACT GCT GA]-3' in the antisense (22). The primers used for
common PR-A and PR-B amplification region (from +2229 to +2745)
corresponding toc 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 CIT G]-3' in the antisense (22). The 50 pul PCR reaction
included: 10 u} of previously synthesized cDNA, 20 mM Tris-HCl

(pH 8.3), 50 mM ECl, 1 mM MgCl2, 0.2 wM of each ANTP, 0.5 pM of
each primer, and 2.5 units of Taq DNA polymerase. Negative
controls without RNA and with non-retrotranscribed RNA were
included in all the experiments. After an initial denaturation

step at 95°C for S5 min, PCR reaction was performed for 25
cycles. The cycle profile for PR and GAPDH genes amplification
was: 95°C, 1 min; 60°C, 1 min; and 72°C, 1 wmin. A final
extension cycle was performed at 72°C for 5 min. The number of
performed cycles was within the exponential phase of the
amplification process (Fig 1}. All PCR products were always
studied and analyzed together throughout the experiments. 25 pl
of PCR products were separated on 2% agarose gel and stained
with ethidium bromide. The image was captured under a UV
trangilluminator with a Type 665 negative film {(Polaroid Co.,
Cambridge, MA). The intensity of PR or GAPDH bands was
quantified by densitometry using a Scan jet 3C apparatus
(Heawlett Packard)}. PR isoforms expression level was normalized
tc that of GAPDH.

Radicimmunoassay for E2 and P4: Seric B2 and P4 levels were
measured as previously described (23). The intra- and inter-
assay coefficients of variations were 7.8 and 11.3% for E2; and
7.6 and 6.5% for P4, respectively.

Statigtical analysis: Data were analyzed by using a one way
analysis of variance (ANOVA) followed by a Student s t-test.
Priem 2.01 program (Graph Pad, CA} was used for calculating
probability values.

Resulta and Discussion

We assessed PR isoforms gene expression in the hypothalamus,
the preoptic area, the hippocampus and the frontal cortex of
intact rats during estrous cycle by using RT-PCR. In all
amplifications single banda of 517, 244 and 480 bp
corresponding to the expected gize fragments of PR-A+B, DR-B
and GAPDH were obtained (Fig 2). No bands were observed in the
negative controls. The identity of each PCR product was
confirmed by nucleotide sequencing and Southern blot analyses
(data not shown). The results obtained by Southern blot were
very similar to those observed in the analyzed films obtained
from the gels stained with ethidium bromide.
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PRA+B PRB GAPDH

Fig. 2

PR isoforme expression in the preoptic area of the rat
during the estrous cycle. A representative assay of a
simultaneous PR(A+B}, PR-B and GAPDH RT-PCR from total
RNA of the preoptic area of adult rats is shown.
Proestrus (P), estrus (E), metestrus (M) and diestrus
(D) ; molecular weight marker of 100 bp DNA ladder (L).

The increase in both PR mMRNA and protein levels during
proestrus could participate in the changes of GnRH expression
observed during this day. These results suggest that FR-B
participates in the reproductive processes regulated by the
hypothalamus during proestrus and the estrous morming such as
ovulation and sexual behaviour (25).

Wegtern blot analysis of PR isoforms in the hypothalamus of
ovariectomized rhesus monkey treated with E2 has shown a higher
expression of PR-B protein than PR-A. These results also
suggest the fundamental role that PR-B plays in the regulation
of the functions mediated by P4 in this brain region (7).

We also found a higher expression of PR-B in the preoptic area
(Fige 2 and 3B}. This agrees with the observation that PR-B was
the predominant expressed isoform in ovariectomized rats (11).

The highest expression of PR-B in the preoptic area was
observed during metestrus (Fig 3B). In other reports the
highest expression of PR protein levels was observed during
proestrus in the preoptic area (16).
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Amplification of PR{A+B) and PR-B at different c¢ycle
number. A RT-PCR assay of PR{A+B} and PR-B from total
RNA of the frontal cortex during diestrus of adult
rats is shown. PCR reaction was performed at different
cycle number (20-35). PCR products were separated as
previously described in Materials and Methods and the
intensgity of PR bands wae quantified by densitometry.

In the hypothalamus, PR-B expression was markedly higher than
that of PR-A {(Fig 3A). This result is in agreement with our
previous cobgervation that PR-B expression prevailed over PR-A
in the hypothalamus of ovariectomized rats (11).0Our results
showed that in the hypothalamus, the highest levels of PR-B
expression were obgerved during proestrus.

Interestingly, it has bheen observed that PR protein levels are
increased during this day of the cycle (15, 16), suggesting
that this increase is a result of the induction of PR-B
expression. This induction could be related with the increage
of B2 serum levels observed during proestrus day (Table I),
since we have previously observed an increase in the expression
of PR-B in the hypothalamus of ovariectomized rats treated with
E2 (11).

Interestingly, it has been reported that in the hypothalamus,
the nuclear content of estrogen receptor {(ER) was also maximal
on proestrus (24). This result suggests that the increase on
the expression of PR-B is related to the increase in ER content
observed on proestrus day.
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Densitometric analysis of PR isoforms gene expression
in the hypothalamus and the preoptic area of the rat
during the estrous cycle. RT-PCR was performed using
total RNA isolated from (A) hypothalamus and (B)
preoptic area of adult rats. Bach rat was killed at
12:00 h on each day of the estrous cycle. PCR products
were gquantified by densitometry and corrected €for
GAPDH values. ResBults are expressed as the mean i+ SEM
(n=5). (A) *p<0.05 compared with estrus. (B) *p<0.05
Vs proestrus.

This difference could be due to the fact that the hypothalamus-
preoptic area region in that study was taken as a whole, while
we analyzed each region individually.Interestingly, it has been
reported that both ER mRNA and protein levels were higher in
the preoptic area of intact rats during metestrus day of the
estrous cycle (12,26}. This result suggests that the increase

in the expression of PR-B is also related to that of ER during
this day.

The lowest expression of PR-B in the preoptic area was observed
during proestrus, when there is a rise in E2 serum levels
(Table I). This indicates that PR-B regqulation in this tissue

during the estrous cycle is different from that of the
hypothalamus
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TABLE I

Estradiol and Progesterone Levels During the Estrous Cycle

Estradiol Progesterone
(pg/ml) {ng/ml)
PROESTRUS 58.56 + 12.4* 7.5 + 0.8
ESTRUS 32.90 + 3.4 8.7 + 1.8
METESTRUS 37.98 + 2.7 15.9 + 4.4~
DIESTRUS 33.33 ¢ 2.1 4.4 + 0.3

Steroid levels were determined by radicimmunoassay. Data are
expressed as the mean i SEM of 5 animals/group. * p<0.05 as
. compared to the other days of the cycle.
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Densitometric analysis of PR isoforms gene expression in
the frontal cortex and the hippocampus of the rat during
the estroug cycle. RT-PCR was performed using total RNA
isolated from (A) frontal cortex and (B) hippocampus of
adult rats at 12:00 h of each day of the estrous cycle.
PCR products were quantified by densitometry and
corrected for GAPDH values. Results are expresged as the
mean + SEM (n=5). *p<0.05 compared with proestrus.
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It is important to mention that a PR expression pattern similar
to that of whole preoptic area during the estrous cycle has
also been found in the anteroventral periventricular nucleus of
this region (27). The reason of this particular pattern of
regqulation is unknown.

The increase in PR-B expression in the preoptic area during
metestrus day could be related to the increase in mRNA
expression of opicid peptides, such as proenkephalin, gince it
has been reported that this peptide presents a similar
expression pattern during the estrous cycle in specific regions
of the preoptic area such as the antercoventral periventricular
nucleus {(28) although this deserves further investigations.

In the frontal cortex we observed that PR-B was also the
predominant isoform. Its highest expression was found during
diestrus (Fig 4A) while the 1loweet one occurred during
proestrus. These data agree with those reported by Kato et al

(18), who found that PR-B is more abundant than PR-A in the
cortex of intact rats during diestrus.

Binding assays have shown that there are no protein 1level
changes in the brain cortex during the estrous cycle (17).
Another report has shown an insensitivity of PR-B to steroid
hormone regulation in the brain cortex (18). However, we have
shown that PR-B expression is requlated by E2 and P4 in the rat
and the rabbit cerebral cortex (11,21). The role of PR-B in the
frontal cortex during diestrus deserves further research.

In contragt to the predominance o©of PR-B expression in the
hypothalamus, ths preoptic area and the frontal cortex, both PR
isoforms were similarly expresased in the hippocampus. Besides,
we observed no changes in PR isoformg expression in the
hippocampus during the estrous cycle (Fig 4B). It has been
previously reported that E2 only induces PR-A expression in the
hippocampus of ovariectomized rats (11).

However, we did not find any changes during the estrous cycle
despite the clear changes in E2 levels observed during the
estrous cycle (Table I). We have also reported that in the
hippocampus the expression of c-fos, an estrogen regulated gene
(29), is not modified during proestrus day (23). Hitherto it is
unknown which other factors, apart from E2 and P4, are involved
in the regulation of PR gene expression in the hippocampus.

The overall results indicate that PR isoforms are regulated in
a tissue-specific manner in the rat brain during the estrous
cycle. This regulation could involve different cell-specific

transcription factors such as ER isoforms o« and B (20).

It would be iwportant to assess PR isoforms expression by
Western blot and immunohistochemistry in order to know if the
changes observed at mRNA level are reflected at the protein
level. Our data suggest that the differential regulation of PR
isoforms gene expression during the estrous cycle is important
for the appropriate response of each cerebral region to P4.
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ABSTRACT: Progesterone receptor (PR) isoforms expression
was determined in several regions of the prepuberal and aduit
male rat brain by using reverse transcription coupled. to poly-
merase chain reaction. Rats under a 14:10-h light-dark cycle,
with lights on at 0600 h were used. We found that In the hypo-
thatamus of prepuberal animals the expression of both PR iso-
forms was similar, whereas PR-A expression was higher than
that of PR-8 In adcuiits. In the cerebelium PR-B expression was
predominzrt In both prepuberal and adult rats. In both ages
PR-A and PR-B exhibited a non-significant tendency to be pre-
cdominant in the hippocampus and the preoptic area respec-
tively. In the frontal cortex and the oifactory bulb PR isoforms
were expressed at a similar level Theso results Indicate a
differential expression pattem of PR Isoforms In‘the mate rat
brain and suggest that the tissue-specific expression of PR-A
and PR-B Is Important for the appropriate response of each
cerebral region to progesterone. © 2001 Elsevier Science Inc.

KEY WORDS: Progesterone receptor Isoforms, Male rat brain,
Hypothalamus, Preoptic area, Hippocampus, Olfactory buib.

INTRODUCTION

Progesterone (P4) exerts a number of effects on the centra nervous
system of mammals [2,4]. Most P4 actions are mediated by intra-
cellular progesterone receptors (PR) [4,12). The rat PR is ex-
pressed as two isoforms: a full-length form (PR-B, 110 KDa) and
the N-terminally truncated one (PR-A, 86 KDa) [16]. Both PR
isoforms are derived from a single gene and are gencrated from
either altemative transcriptional or translational start sites [10,18].
PR isoforms expression ratio varies among target tissues [1] and
under different hormonal conditions such as those presented dur-
ing the menstrual cycle [22], suggesting that the differential ex-
pression of PR isoforms is critical for appropriate cellular re-
sponses to P4 [23]. It has also been shown that PR isoforms are
functionaily distinct in terms of their ability to activate different
target genes in the same cell [31].

Sex differences in rodent brain have been reported in relation to
the actions regulated by P4 such as: sexual behavior display [3,27],

anxiolytic effiects [26}, somatostatin distribution [11] and oxytocin
[9] receptors content. Indeed, both the expression and regulation of
PR in the brain of fetuses [35] and adults [20,21,30] is sexually
dimorphic. .

We have recently reported a differential regulation of PR
isoforms in the forebrain of ovariectomized rats treated with es-
tradiol (E2) and P4 [7] and in intact females during the estrous
cycle [13). However, the expression pattern of PR isoforms in the
brain of males is unknown. Therefore, we studied PR isoforms
gene expression in several regions of the prepuberal and adult male

. rat brain by using the semsitive combined method of reverse

transcription coupled to polymerase chain reaction (PCR).

MATERIALS AND METHODS
Reagents

All reagents were from Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO, USA) and Gibco-BRL, Inc. (Gaithersburg, MD, USA).
Taq DNA polymerase was purchased from Perkin-Elmer (Branch-
burg, NJ, USA).

Animals

Five prepuberal (3 weeks old) and 5 adult male (12 weeks old)
Wistar rats maintained wnder a 14:10-h light—dark cycle, lights on
from 0600 to 2000 h, with food and water available ad libitwn,
were used. Rats were sacerificed by decapitation at 1200 h and the
cerebellum, the hypothalarmus, the preoptic area, the hippocampus
(subiculum, Ammon’s hom and the dentate gyrus), the frontal
cortex and the olfactory bulb were excised according to the atlas of
Paxinos and Watson [25]. All regions were immediately processed
for total RNA extraction.

Total RNA Extraction and Reverse Transcriptase PCR

Total RNA was isolated from each region with the single-step
method based on guanidine isothiocyanate/phenol/chloroform ex-
traction using TRIzol reagent (Gibco-BRL, Inc) [8]. RNA concen-
tration was determined by absorbance at 260 nm and its integrity

* Address for correspondence: Dr. Ignacio Camacho-Arroyo, Facultad de Quimica, Departamento de Biologia, Ciudad Universitari. voacin 04510,
México . F. Mexico. Fax: +525-616-20-10; E-mail: iccon@sorvidor. maiima Universitaria, Coyoacdn
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was verified by electrophoresis on 1.1% denaturing agarose gels in
the presence of 2.2 M formaldehyde. Total RNA was reverse
transcribed to synthesize single strand ¢cDNA as previously de-
scribed [5]. Ten microliters of reverse transcriptase (RT) reaction
were subjected to PCR in order to sinmltanecusty amplify PR gene
isoforms, and the glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) gene. This was used as an internal control. The se-
quences of the specific primers unique for PR-B amplification
segment (from +4 to +247) were 5'-[ACT GAG CI'G CAG GCA
AAG]-3’ in the sense primer and 5'-[CGG ACA GCG ACT GCT
GAJ-3’ in the antisense [24]. The primers used for common PR-A
and PR-B amplification region (from +2229 to +2521) come-
sponding to the hormone binding domain were 5'-[CTC CTG
GAT GAG CCT GAT G}-3' in the sense and 5'-[COC GAA TAT
AGC TTG ACC TC}3' in the antisense [24). The 50 ul PCR
reaction inchided: 10 ul of previously synthesized cDNA, 20 mM
Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCI1, 1 mM MgCl,, 0.2 mM of each
dNTP, 0.5 M of each primer, and 2.5 units of Taq DNA poly-
merase. Negative controls without RNA and with nonretrotrans-
cribed RNA were included in all the experiments. After the initial
denaturation step at 95°C for 5 min, PCR reaction was performed
for 25 cycles. The cycle profile for PR and GAPDH genes ampli-
fication was: 95°C, | min; 60°C, 1 min; and 72°C, 1 min. A final
extension cycle was performed at 72°C for 5 min. The mumber of
performed cycles was within the exponential phase of the ampli-
fication process. All PCR products were always studied and ana-
lyzed together throughout the experiments. 25 pl of PCR products
were separated on 2% agarose gel and stained with ethidium
bromide. The image was captured under an ultraviolet transillu-
minator with a Type 665 negative film (Polaroid Co., Cambridge,
MA, USA). The intensity of PR or GAPDH bands was quantified
by densitometry using a Scan jet 3C apparatus (Hewlett Packard).
PR isoforms expression level was normalized to that of GAPDH.
PR-A expression level was obtained by subtracting the intensity of
the common signal of PR-A/B amplification product minus the
intensity of PR-B amplification signal.

Radicimmumoassay for E2 and P4 and Testosterone

Seric E2, P4 and testosterone (T) levels were measured as
previously described [6]. The intra- and inter-assay coefficients of
varistions were 7.8 and 11.3% for E2; 7.6 and 6.5% for P4; and
4.88 and 10.17% for T, respectively.

Statistical Analysis

Data were analyzed by using a one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by a Student’s f-test. Prism 2.01 program
(Graph Pad, CA, USA) was used for calculating probability vatues.

RESULTS

In all amplifications single bands of 293, 244 and 453 bp
corresponding to the expected size fragments of PR-A+B, PR-B
and GAPDH were obtained (Fig. 1). No bands were observed in
the nepative controls. The identity of each PCR product was
confirmed by mucleotide sequencing (data not shown).

In the olfactory bulb, the frontal cortex, the preoptic area, the
hippocampus and the cerebellum, PR total expression was similar
in both prepuberal and adult rats, whereas in the hypothalamus of
adult rats PR total expression was significantly higher than that of
prepuberal animals (Figs. 2 and 3).

A differential expression pattern of PR isoforms was observed
in the male rat brain. In the hypothalanus of prepuberal animals
the expression of PR isoforms was similar, whereas PR-A expres-
sion was hipher than that of PR-B in aduitc (Fig 24) PR.B
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FIG. 1. Progesterane receptor isoforms expression in the cerebellum of the
prepuberal and adult male rat A tative assay of a simultaneous PR
A+B (A+B), FR-B (B} and glyceraldetyde 3-phosphate dehydrogenase
(G) reverse transcriptase-polymerese chain reaction from total RNA of the
cercbellum of prepuberal (PREP) and adult (ADUL) rats is shown. (M)
Molecular weight marker of 100 bp DNA 1adder.

presented a tendency to be predominant in the preoptic area of both
prepuberal and adult rats (Fig. 2B). In the cercbellum PR-B ex-
pression was markedly higher than that of PR-A in both ages (Fig.
2C). In contrast, in the hippocampus PR-A expression was slightly
higher than that of PR-B (Fig. 3A). In the frontal cortex (Fig. 3B)
and the olfactory bulb (Fig. 3C) PR isoforms were expressed at a
similar level in both prepuberal and adult rats. Seric E2 and T
levels of adult male rats were higher than that of prepuberal rats
(Table 1).

DISCUSSION

Our results demonstrate that PR isoforms are differentially
expressed in several regions of the male rat brain. Although PR
gene expression has been reported in the hypothalapms and the
preoptic area of male rats [20,21,27), this is the first evidence
concerning the expression of each PR isoform in the male rat brain.
We found that both isoforms are expressed in the cerebellum, the
hippocampus, the hypothalamus, the preoptic area, the frontal
cortex and the olfactory bulb in both prepuberal and adult rats.

These results are in agreement with our previous results which
indicate the presence of both isoforms in most of these regions in
female rats [7,13]. PR isoforms expression in the cerebellum and
the olfactory bulb had not been previously assessed. In the hypo-
thalanms of prepuberal rats, the expression of both PR isoforms
was similar whereas PR-A expression was markedly higher than
that of PR-B in adult rats (Fig. 2A).

These results are in contrast with our previous cbservation that
PR-B expression prevailed over PR-A in the hypothalamus of both
ovariectomized [7] and intact female adult rats during the estyus
cycle [13). Interestingly, it has been demonstrated that E2 in-
creases the expression of both PR isoforms in female hypothala-
mus [7], whereas no significant changes have been observed in PR
expression in the hypothalamus of male rats [20,21].

These sex differences in the regulation of PR expression by E2,
could be caused by the different distribution and regulation of PR
isoforms expression in this tissue between female and male rats.
PR-A expression could be induced by high E2 levels present in
adults and not in prepuberal rats (Table 1) through the interaction
Wwiih its icicar recepior (ER) {7]. Whether PR-A isoform exerts a
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FIG. 2. Densitametric analysis of progesterone receptor (PR) isoforms
gene expression in the hypothalamus, the preoptic area and the cercbellum
of the prepuberal and adult male mt. Reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (RT-PCR) was performed using total RNA isolated from (A)
hypothatamus, (B) preoptic area and (C) cercbellum of prepuberal and
adult rats. PCR products were quantified by densitometry and corrected for
glyceraldehyde 3-phosphate debydrogenase values. Results are expressed
as the mean = SEM (n = 5). *p < 0.05 compared with prepuberal
animals.**p < 0.05 vs. PR-A_

repressor role upon ER and PR-B transcriptional activity in the rat
hypothalamus as it has been observed in other systems [34] de-

cerves finther invectiontion,
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FIG. 3. Densitometric analysis of progesteronc receptor isoforms gene
expression in the hippocampas, the froatal cortex and the olfactory bulb of
the prepuberal and adult male rat. Reverse transcriptase-polymernse chain
reaction (RT-PCR) was perfarmed using total RNA isolated from (A)
hippocampus, (B) frantat cortex and (C) olfactory bulb of prepuberal and
acuht rats. PCR products were quantified by densitometry and comrected for
glycemldchyde 3-phosphate dehydrogenase values. Results are expressed
as the mean * SEM (n = 5).

We found that in the preoptic area PR-B expression presented
a tendency to be predominant in both prepuberal and adult rats
(Fig. 2B). This is similar to our result that PR-R exnreszion was
higher than that of PR-A in both ovariectomized and intact adult
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TABLE 1
SEX STEROIDS LEVELS IN PREPUBERAL AND ADULT MALE RATS
Steroid Prepuberal Adult
Testosterone (ng/mi) 020 + 0.01 0.7 =015
Estradiol (pg/ml) 3831 + 0481 5633 + 5.34*
Progesterone (ng/mi) 032+ 008 0.50 +0.10

Steroid levels were determined by radioimmmnoassay. Data are ex-
pressed as the mean + SEM of five animals/group. *p < 0.05 as compared
to prepuberal rats.

rats during the estrous cycle [7,13]. In this tissue, sex steroid levels
may not have influence on the expressian of PR-B in males, since
this expression is similar in both prepuberal and adult rats in spite
of the higher levels of E2 found in adult animals (Table I).

Kato et al. have reported that in the hypothalamus-preoptic area
of female rats during the first week of birth PR-B expression
prevails over PR-A, but after this period (days 8-12) PR-A ex-
pression prevails [19]. We found that in the preoptic area of
3-week-old prepuberal rats PR-B expression was slightly higher
than that of PR-A and this ratio continues until adulthood. This
result sugpests that there is an age and sex-dependent fluctuation of
PR isoforms expression in the preoptic arca of the rat,

The different distribution and regulation of PR isoforms in the
hypothalarms and the preoptic arca of female and male mts play
an important role in sex differences observed in relation to the
actions regulated by P4 such as sexual behavior display [3,27],
anxiolytic cffects [26], somatostatin distribution {11] and oxytocin
receptors content {9].

In the hippocampus, we observed that PR-A expression exhib-
|tedauem1u1cytobeh1gh:rﬂmnPR-meothprembemlmd
adult rats (Fig. 3A). Interestingly, in ovariectomized rats treated
with E2 only PR-A expression was increased in this tissue [7). It
has been reported that P4 down-regulates gonadotropin release
hormone receptor gene (GnRHR) in CAl and CA3 regions as well
as in the dentate gyrus of hippocampal formation in ovariecto-
mized rats [17]. The prevailing expression of PR-A isoform in
male rat hippocampus and the fact that in ovariectomized female
rats E2 induces only PR-A expression [7] suggests that GnRHR
regulation by P4 should be mediated by PR-A.

In the frontal cortex (Fig. 3B) PR-A and PR-B were expressed
at similar levels in both prepuberal and adult rats. This expression
pattem was different from the one that we observed in intact
female rats during the estrus cycle, where PR-B isoform expres-
sion was higher than that of PR-A [13].

We chserved that in the cerebellum (Fig. 2C) PR-B expression
was predominant in both prepuberal and adult rats. This is in
contrast with PR-A predominance observed in adult ferale rats
during diestrus day [19]. PR-B expression in the cerebellum of
male rats could be regulated by ERB isoform since it is the only
ER isoform expressed in this tissuc [28]. The expression and
activity of 3 B-hydroxysteroid dehydrogenase, an enzyme that
synthesizes P4 from pregneaclone, as well as high levels of P4
have been found in the cerebellum of adult rats and during neo-
natal development [33]. Thus, it is possible that PR mediate
actions in the same cells that produce P4 in the cerebellum. In this
tissue, P4 through its interaction with PR-B could participate in
mediating N-methyl-D-aspartate responses and in the regulation of
leaming and memory [29,32].

We observed that in the olfactory bulb (Fig. 3C} PR isoforms
were expressed at a similar level in both prepuberal and aduit rats.
This is the first known evidence of PR isoforms exnressinn in this

GUERRA-ARAIZA ET AL.

tissue. This expression pattern is similar to that observed in the
male cerebral cortex (Flg 3B). It has been reported that the
olfactory bulb plays an important role in male sexual behaviour
djsplay[IS]andthaxlsakeyussuemmcscmal medi-
ated by pheromones in both males and females [14]. Thus, P4
could mediate male sexual behavior by interacting with both PR
isoforms lowmdlnthcolfactorybulb

In conclusion, the expression of PR 1soforms in the male rat
brain exhibits a differential pattern that the tissue-
specific expression of PR-A and PR-B is important for the appro-
priate response of each cerebral region to P4, Besides, PR isoforms
expression paftern in several regions of the male rat brain is
different to that previously reported in females suggesting that this
difference contributes to the sexually dimorphic effects of proges-
terone in the rat brain.
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ABSTRACT

We studied the effects of estradiol (E2) and progesterone (P4) on progesterone
receptor (PR) isoforms gene expression in the brain of ovariectomized female and
gonadectomized male rats by RT-PCR analysis. In female rats the expression of
both PR isoforms was induced by E2 and down-reguiated by P4 in the
hypothalamus, whereas in the preoptic area these changes were only observed in
PR-B isoform. On the contrary, in the hippocampus and the olfactory buib, PR-A
was the isoform induced by E2. In these regions P4 did not modify the expression
of any PR isoform. In the cerebellum and the frontal cortex of female rats no
treatment modified PR isoforms expression. In contrast with female rats, in the
male rat brain, PR isoforms expression after steroids treatment was only modified
in the cerebellum where PR-A was induced by E2. These results demonstrate a
clear sexual dimorphism in the regulation of PR isoforms expression by sex steroid
hormones in the rat brain, suggesting that this sex difference contributes to the

sexually dimorphic effects of P4 in the rat brain.

Key Words: progesterone receptor, progesterone, estradiol, hypothalamus,

preoptic area, hippocampus



1. Introduction

Progesterone (P4) regulates several functions of the central nervous system
(CNS) of mammals (Levine et al. 2001, Camacho-Arroyo et al. 1995) through the
interaction with its nuclear progesterone receptors (PR) (Levine et al. 2001,
Schumacher et al. 1999). The rat PR is expressed as two isoforms: a full-length
form (PR-B, 110 KDa) and the N-terminally truncated one (PR-A, 86 KDa)
(Nenchuk and Walters 1997). Both PR isoforms are derived from a single gene and
are generated from either alternative transcriptional or translational start sites
(Conneely et al. 1987, Kastner et al. 1990).

PR isoforms expression ratio varies in different brain regions (Kato et al.
1994, Camacho-Arroyo et al. 1998) and under different hormonal conditions such
as those presented during the estrous cycle or after sexual maturity (Guerra-Araiza
et al. 2000, Guerra-Araiza et al. 2001). It has also been shown that PR isoforms
are functionally distinct in terms of their ability to activate different target genes in
the same cell (Conneely et al.. 2001, Mulac-Jericevic et al. 2000).

Sex differences have been reported in relation to the actions regulated by
P4 in the CNS such as: sexual behaviour dispiay (Blaustein et al. 1980, Samama
and Aron 1991), anxiolytic effects (Rodriguez-Sierra et al. 1986) somatostatin
distribution (Dufourny and Warenbourg 1996) and oxytocin (Coirini et al. 1992)
receptors content. Interestingly, the expression and regulation of PR in the rodent
brain of foetuses (Wagner et al.1998, Wagner et al. 2001) and adults (Lauber et al.

1991) are sexually dimorphic.




We have recently reported a differential PR isoforms expression pattern in
the male rat brain in comparison to that observed in the female rat brain (Guerra-
Araiza et al. 2000, Guerra-Araiza et al. 2001). However, it is unknown if a
differential hormonal regulation of PR isoforms exists between the male and the
female rat brain. Therefore, we studied PR isoforms gene expression in several
regions of the ovariectomized female and the gonadectomized male rat brain by
using the sensitive combined method of reverse transcription (RT) coupled to

polymerase chain reaction (PCR}.

2. Materials and methods

2.1.Reagents

All reagents were purchased from Sigma Chemical Corp. (St. Louis, MO) and
Gibco-BRL, Inc. (Gaithersburg, MD). Taq DNA polymerase was purchased from

Perkin-Eimer (Branchburg, New Jersey).

2.2. Animals

Adult female and male Wistar rats (230-260 g) maintained under a 12:12 h
light:dark cycle, lights on from 06:00 to 18:00, with food and water available ad
libitum were used. All the animals were castrated under ketamine (Galen, S. A.
Mexico) anesthesia (80 mg/kg). Two weeks later male and female rats were
randomly assigned to the following s.c. treatments: (1) daily administration of
vehicle (corn oil) alone for 2 days, (2) E2 (5 pg/100 g) for 2 days, (3) the above

described administration of £E2 followed by P4 (400 ug/100 g) on day 3, and on!
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male rats (4) testosterone (T) (100 pg/100 g) for 2 days. Twenty-four hours after
the last dose the olfactory bulb, the frontal cortex, the hypothalamus, the preoptic
area, the hippocampus and the cerebellum were excised according to the Atlas of
Paxinos and Watson (Paxinos and Watson 1986). The entire dorsal and ventral
hippocampal formation (subiculum, Ammon’'s horn and the dentate gyrus) was
analyzed as a whole. All regions were immediately processed for total RNA
extraction. All experiments were performed in quintuplicate.

2.3. Total RNA extraction and RT-PCR

Total RNA was isolated from each region with the single-step method based on
guanidine isothiocyanate/phenol/chloroform extraction using TRIlzol reagent
(Gibco-BRL, Inc) (Chomczynski and Sacchi 1987). RNA concentration was
determined by absorbance at 260 nm and its integrity was verified by
electrophoresis on 1.1% denaturing agarose gels in the presence of 2.2 M
formaldehyde. Total RNA was reverse transcribed to synthesize single strand
cDNA as previously described (Camacho-Arroyo et al. 1996). Ten pl of RT reaction
were subjected to PCR in order to simultaneously amplify PR gene isoforms, and
the glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene. This was used as
an internal control. The sequences of the specific primers unique for PR-B
amplification segment (from +4 to +247) were 5'-[ACT GAG CTG CAG GCA AAG}-
3' in the sense primer and 5-[CGG ACA GCG ACT GCT GAJ-3' in the antisense
(Park-Sarge and Mayo 1994). The primers used for common PR-A and PR-B
amplification region (from +2229 to +2521) corresponding to the hormone binding

domain were 5'-[CTC CTG GAT GAG CCT GAT G)-3’ in the sense and 5'-[CCC




GAA TAT AGC TTG ACC TCJ}-3' in the antisense (Park-Sarge and Mayo 1994).
The 50 pl PCR reaction included: 10 pl of previously synthesized cDNA, 20 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 1 mM MgCI2, 0.2 mM of each dNTP, 0.5 uM of each
primer, and 2.5 units of Tag DNA polymerase. Negative controls without RNA and
with non-retrotranscribed RNA were included in all the experiments. After the initial
denaturation step at 95°C for 5 min, PCR reaction was performed for 25 cycles.
The cycle profile for PR and GAPDH genes amplification was: 95°C, 1 min; 60°C, 1
min; and 72°C, 1 min. A final extension cycle was performed at 72°C for 5 min. The
number of performed cycles was within the exponential phase of the amplification
process. All PCR products were always studied and analyzed together throughout
the experiments. 25 pl of 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 negative film (Polaroid Co., Cambridge, MA). The
intensity of PR or GAPDH bands was quantified by densitometry using a Scan jet
3C apparatus (Hewlett Packard). PR isoforms expression level was normalized to
that of GAPDH. PR-A expression level was obtained by subtracting the intensity of
the common signal of PR-A/B amplification product minus the intensity of PR-B
amplification signal.

2.4. Statistical analysis

Data were analyzed by using a one 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.




3.Results
3.1 RT-PCR.

In all amplifications single bands of 293, 244 and 453 bp corresponding to
the expected size fragments of PR-A+B, PR-B and GAPDH were obtained (Fig 1).
No bands were observed in the negative controls. The identity of each PCR
product was confirmed by nucleotide sequencing (data not shown).

In the hypothalamus, the preoptic area, the hippocampus and the olfactory
bulb of the female rat total PR expression was induced by E2 treatment whereas in
these brain regions of the male rat PR expression was not induced by E2 (Figs. 2
and 3). In the frontal cortex of both sexes there were no E2 effects. In the
cerebellum of the male rat, total PR expression was induced by E2 and T
treatments (Fig. 3D), whereas no induction was observed in the cerebellum of the
female rat after E2 treatment (Fig. 3C).

We observed that in the hypothalamus of the female rat the expression of
both PR isoforms was induced by E2 and down-regulated by P4 (Fig. 2A). In the
preoptic area these changes were only observed in PR-B isoform (Fig. 2C). In
contrast, in the hippocampus and the olfactory bulb PR induction by E2 was only
observed in PR-A (Fig. 3A and 3E). In these regions P4 did not modify the
expression of any PR isoform, whereas in the frontal cortex and the cerebellum of
the female rat no treatment modified PR isoforms expression (Figs. 2E and 3C). In
contrast with the observations made in the female rat brain, in the hypothalamus,
the preoptic area, the hippocampus, the frontal cortex and the olfactory bulb of

male rats E2 and P4 did not modify the expression of any isoform (Figs 2 and 3).




Interestingly, in the cerebellum of the male rat PR induction by E2 was only

observed in PR-A (Fig. 3D).

4. Discussion

Our results demonstrate that PR isoforms expression is differentially
regulated by E2 and P4 in several regions of the male and female rat brain.
Although the regulation of PR isoforms expression has been reported in the
hypothalamus, the preoptic area and the hippocampus of ovariectomized female
rats (Camacho-Arroyo et al. 1998), as well as the expression pattern in intact
prepuberal and adult male rat brain (Guerra-Araiza et al. 2001), this is the first
evidence concerning the regulation of expression of each PR isoform by E2 and P4
in the gonadectomized male rat brain as well as in the frontal cortex, the olfactory
bulb and the cerebellum of the ovariectomized female rat. We found that both
isoforms are expressed in the cerebellum, the hippocampus, the hypothalamus,
the preoptic area, the frontal cortex and the olfactory bulb in both male and female
rats (Figs 2 and 3).

These results are in agreement with our previous resuits which indicate the
presence of both PR isoforms in most of these regions in both male and female
rats (Camacho-Arroyo et al. 1998, Guerra-Araiza et ai 2000, Guerra-Araiza et al.
2001). Regulation of PR isoforms expression by E2 and P4 in the cerebellum, the
olfactory bulb and the frontal cortex of female rats had not been previously
assessed.

PR isoforms regulation by sex steroid hormones in the olfactory bulb was

similar to that of the hippocampus: only PR-A expression was induced by E2 and




the treatment with P4 did not modify this induction (Fig 3E). These results suggest
that the regulatory system of PR-A by E2 and P4 in both tissues is similar, and that
this isoform should participate in the olfactory mechanism needed in the female
sexual behaviour display (Dudley and Moss 1994).

In contrast with these tissues, in the frontal cortex and the cerebellum of
ovariectomized female rats, the treatment with E2 and P4 did not modify the
expression of any PR isoform (Figs 2E and 3C respectively). Interestingly, we
observed the same regulation pattern in the frontal cortex of gonadectomized male
rats (Fig 2F). These results are in agreement with a previous work by Kato et al.,
who have reported a PR insensitivity to steroid hormone regulation in some regions
such as the cerebral cortex of the female rat. This has been associated to an
imperfect estrogen responsive element locaied around ATG site of the rat PR-B
isoform (Kato et al. 1994).

The different distribution and regulation of PR isoforms in the hypothalamus
and the preoptic area of female and male rat play an important role in sex
differences observed in relation to the actions regulated by P4 such as sexuat
behaviour display (Blaustein et al. 1980, Samama and Aron 1991), anxiolytic
effects (Rodriguez-Sierra et al. 1986) somatostatin distribution (Dufourny and
Warenbourg 1996) and oxytocin (Coirini et al. 1992) receptors content.

In the cerebellum of the male rat, total PR expression was induced by E2
and T treatment (Fig 3D). It has been reported that T regulates PR expression in
the CNS of lizards (Godwin et al. 2000). This result suggests that T should directly
requlate PR expression or indirectly through its convertion to E2 by aromatase

enzyme (Auger et al. 2000). PR-A was the isoform induced by E2 in the male rat



cerebellum (Fig 3D). The expression and activity of 3 beta-hydroxysteroid
dehydrogenase, an enzyme that synthesizes P4 from pregnenolone, as well as the
high levels of P4 found in the cerebellum of adult rats and during neonatal
development (Ukena et al. 1999} suggest that PR-A should be participate in
diverse functions in this tissue such as the development of Purkinje cells, dendritic
growth and synaptogenesis (Sakamoto et al. 2001)). It has been reported that this
tissue is a sensorimotor major area of the CNS that has inputs to the spinal cord,
participating together in motor coordination. P4 can increase serotonin release (Lu
et al. 1999) and the expression of its receptor (Gundlah et al. 1999) in the CNS.
This neurotransmitter participates in cerebellum functionality (Dieudonné 2001).
These results suggest that PR-A should increase serotonin release and thus
participates in the motor coordination required by male during coitus.

The tissue and sex-specific differences observed in PR isoforms regulation
by E2 and P4 could be related to different distribution and regulation of several
transcription factors that play an important role in the regulation of PR isoforms
expression. One of these factors is the estrogen receptor (ER), which binds to E2
and induces PR isoforms expression (Kastner et al 1993). The rat ER is
expressed, like PR, as two isoforms denominated ERa and ER(. It also shows a
tissue-specific distribution in the CNS of the rat (Shughrue 1997}, as well as
different gene-specific transcriptional activity (Cowley 1999). It has been reported
that ER isoforms are differentially regulated by E2 in the rat hypothalamus in acute
or chronic administration (Tena-Sampere 2001). These data suggest that the

different distribution, transcriptional activity and regulation of ER isoforms by E2




should have an influence on the different regulation of PR isoforms by E2 and P4
between male and female rats.

Other important transcription factors that could participate in the differential
requlation of PR isoforms are the specific co-activators and co-represors of steroid
receptor hormones (McKenna et al 1999). These proteins have a different
distribution in the CNS of the rat (Meijer et al 2000) and one of them, the steroid
receptor coactivator-1 (SRC-1), is expressed as two isoforms, each with different
ability to modulate the transcription induced by ER (Misiti et al.1998). It has been
reported that the SRC-1 mediates the development of sex-specific brain
morphology and behaviour regulated by E2 in the rat, (Auger et al 2000). All this
data suggest that the different distribution, transcriptional ability and sex-specific
effects should have an influence on the tissue and sex-specific regulation of PR
isoforms by E2 and P4

Another mechanism involved in the regulation of PR isoforms is the
methylation process in CpG islets present in the promoter region of PR gene
(Kastner et al. 1990). It has been previously reported that the hypermethylation of
cytocines in the promoter region of PR-B inactivates the expression of this isoform
in uterine endometrium cancers (Sasaki et al. 2001). These results suggest that
the different methylation pattern should modulate PR isoforms expression
regulation by sex steroid hormones, although this deserves further investigation.

In conclusion, PR isoforms expression regulation by E2 and P4 in several
brain regions is different between male and female rats. Our results suggest that

the tissue and sex-specific expression of PR-A and PR-B is important for the
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appropriate response of each cerebral region to P4 and that these differences

contribute to the sexually dimorphic effects of P4 in the rat brain.
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Fig. 1. PR isoforms expression in the hypothalamus of male and female rais. A
representative assay of a simultaneous PR(A/B), PR-B and GAPDH RT-PCR from
total RNA of the hypothalamus of ovariectomized female and gonadectomized
male adult rats treated with vehicle (V), 17 estradiol (E), E + progesterone (E+F)
and only in male rats, testosterone (T). Molecular weight marker of 100 bp DNA

ladder (M).

Fig. 2. Densitometric analysis of PR isoforms gene expression in the
hypothalamus, the preoptic area and the frontal cortex of ovariectomized
females and gonadectomized males rats. RT-PCR was performed using
total RNA isolated from (A and B) hypothalamus, (C and D) preoptic area
and (E and F) frontal cortex of female and male rats respectively. PCR
products were quantified by densitometry and corrected for GAPDH values.
Results are expressed as the mean £+ SEM (n=5}. *p<0.05 compared with

VEH.**p<0.05 compared with E2.




Fig. 3. Densitometric analysis of PR isoforms gene expression in the
hippocampus, the cerebellum and the olfactory bulb of ovariectomized
females and gonadectomized male rats. RT-PCR was performed using total
RNA isolated from (A and B) hippocampus, (C and D) cerebellum (E and F)
olfactory bulb of female and male rats respectively. PCR products were
quantified by densitometry and corrected for GAPDH values. Results are
expressed as the mean + SEM (n=5). *p<0.05 compared with vehicle.

**p<0.05 vs PR-A.
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DISCUSION GENERAL

REGULACION DIFERENCIAL DE LAS ISOFORMAS DEL RECEPTOR A
PROGESTERONA (PR} EN UN MODELO FARMACOLOGICO Y EN UN
MODELO FISIOLOGICO.

En este trabajo estudiamos la expresion de las isoformas A y B del PR en el SNC de
ratas adultas de ambos sexos gonadectomizadas y tratadas con E2 y P4; en hembras
intactas durante el ciclo estral y en machos intactos prepuberes y adultos, mediante el uso de
la técnica de transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR). Los resultados obtenidos con esta técnica son de gran relevancia en el conocimiento
de las acciones mediadas por la P4 en el SNC. Sin embargo, cabe sefalar que a pesar de
que esta técnica es una herramienta poderosa para estudiar genes de baja expresion en una
limitada cantidad de tejido, el hecho de hacer homogenados de todo el tejido, no nos permite
hacer un estudio a nivel celular para conocer las diferencias que pudieran existir en la
expresion de las isoformas del PR en los diferente nucleos del hipotalamo o el area
predptica, o en los diferentes regiones del hipocampo o el cerebelo por ejemplo, y poder
tener un panorama mas amplio de las implicaciones fisiologicas de la P4 en una region

especifica del SNC.

Nuestros resultados muestran que las isoformas del PR se regulan de manera
diferente en el SNC de ratas ovariectomizadas tratadas con E2 y P4 y en ratas intactas
durante el ciclo estral (Ver Cuadro |l}). Para tratar de explicar estas diferencias en la
regulacion de las isoformas del PR debemos de tener en cuenta varios factores. El primero
de ellos se refiere a las diferencias en cuanto a los niveles séricos de E2 y P4. A pesar de
que en ambos modelos se alcanzan niveles similares en los picos de estas hormonas
(Cuadro ll), el cambio entre los niveles basales y los picos alcanzados son claramente
diferentes en ambos modelos. La diferencia en los niveles séricos en las ratas
ovariectomizadas tratadas con vehiculo y las tratadas con E2 y E2+P4 fue 10 veces mayor,
mientras que la diferencia en las ratas intactas entre el proestro y los demas dias del ciclo fue
de solo 2 veces. Esta diferencia en la magnitud de cambio en los niveles séricos de E2 y P4

puede influir en los otros elementos que regulan la expresion de las isoformas del PR. Entre
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CUADRO Il. RESUMEN DE RESULTADOS
EXPRESION DE LA ISOFORMAS DEL PR A NIVEL DEL GEN EN EL SNC DE

LA RATA

MODELO FARMACOLOGICO

REGION ISOFORMA | ISOFORMA | ISOFORMA | ISOFORMA | ISOFORMA
REGULADA | REGULADA (-) | REGULADA | REGULADA | REGULADA
(+) EN EN HEMBRAS (+) EN () EN (-) EN
HEMBRAS | OVX+E2+P4 | MACHOS | MACHOS | MACHOS
OVX+E2 GDX+E2 | GDX+E2+P4 | GDX+TESTO
HIPOTALAMO | AMBAS AMBAS SR [ —
AREA PR-B PRB | e || e |
PREOPTICA
HIPOCAMPO PR-A | e | e || e | e
BULBO PRA | cmeee | e | e | e
OLFATORIO
CEREBELO | - PR-A | —meomee
CORTEZA | —-mm —— |
FRONTAL
MODELO FISIOLOGICO
REGION DIA DEL CICLO ISOFORMA ISOFORMA
ESTRAL DE MAYOR | PREDOMINANTE EN | PREDOMINANTE
EXPRESION DE PR-B EL MACHO EN EL MACHO
PREPUBER ADULTO
HIPOTALAMO PROESTRO | e PR-A
AREA PREOPTICA METAESTRO | = s [ e
HIPOCAMPO | e | e | i
BULBO ND | |
OLFATORIO
CEREBELO ND PRB PR-B
CORTEZA DIESTRO | - | o
FRONTAL

OVX:OVARIECTOMIZADAS; GDX.GONADECTOMIZADAS,; TESTO:TESTOSTERONA;
-- NINGUNA; ND: NO DETERMINADOQ; (+): POSITIVAMENTE (- }:NEGATIVAMENTE

INCATATIVAIVIEN | B,
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éstos, se encuentra el receptor a estrégenos (ER) el cual se une a su ligando, se dimeriza y

se une a los promotores de las isoformas del PR para regular su expresion (Kastner 1993).

DIFERENCIAS EN LAS CONCENTRACIONES DE HORMONAS ESTEROIDES
EN EL MODELO FARMACOLOGICO Y EL MODELO FISIOLOGICO.

CONDICION ESTRADIOL PROGESTERONA

HORMONAL pg/mi ng/ml

ESTRO 32.9+3.4 87+18

I PROESTRO 58.5+12.4 75+08
METAESTRO 37.9+2.7 15.9+4 4
DIESTRO 33.3+2.1 4.4+0.3
OVX+VEH 6.543.2 41423
OVX+E2 60.3+6.8 7.3t3.4
OVX+E2+P4 63.5+5.3 39.317.4

Los datos son de 5 animales/grupo expresados como la media + el error estandar.

Otra caracteristica importante del ER es que, al igual que el PR, presenta isoformas
denominadas ERa y ERB las cuales presentan una distribucion diferencial tejido-especifica
en el SNC de la rata (Shughrue 1997) asi como una diferente actividad transcripcional gen-
especifica (Cowley 1999). Por otro lado, se ha reportado que las isoformas del ER pueden
ser reguladas diferencialmente por el E2 en el hipotalamo de la rata dependiendo si la
administracion del E2 es aguda (aumenta la expresion e ambas isoformas) o crénica
(disminuye la expresiéon de ambas isoformas) (Tena-Sampere 2001). Estos datos nos
sugieren que la diferente distribucion, actividad transcripcional y regulacién por E2 de las
isoformas del ER pueden estar influyendo en las diferencias observadas en la regulacién de
las isoformas del PR en el SNC de la rata entre el modelo farmacolégico y el fisiolégico

analizados en este trabajo.
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Otro factor importante a tomar en cuenta es la participaciéon de otras proteinas
involucradas en la regulacion de las isoformas del PR por parte del ER como son los
coactivadores y corepresores especificos de los receptores a hormonas esteroides
(McKenna 1999). Se ha reportado que estas proteinas presentan una diferente distribucién
en el SNC de la rata (Meijer 2000) y algunas de éstas como el coactivador del receptor a
esteroides-1 (SRC-1), también presentan isoformas que difieren en su capacidad de
potenciar la transc'ripci()n del ER (Kalkhoven 1998). Estas proteinas también se regulan
diferencialmente por E2 en la hipdfisis de la rata (Misiti 1998) lo cual nos sugiere que
probablemente pudieran regularse diferencialmente por hormonas estercides en las

diferentes regiones del SNC.

La diferencia entre los niveles séricos basales y los picos de E2 y P4 observados entre
las ratas ovariectomizadas tratadas con hormonas esteroides y las ratas intactas durante el
ciclo estral pueden influir en la regulacion de la expresion tanto de las isoformas de!l ER como
de los coactivadores y corepresores de este receptor teniendo como consecuencia
diferencias en la reguiacion de la expresion de las isoformas del PR en el SNC de la rata en

los dos modelos utilizados.

Observamos también diferencias en la regulacién de los mensajeros del PR por E2 y
P4 en las distintas regiones del SNC de las ratas ovariectomizadas tratadas con estas
hormonas, asi como entre ambos sexos. Estas diferencias pueden deberse a mecanismos
especificos de regulacion que afectan la expresion de las isoformas del PR. Entre estos
mecanismos se encuentran la diferente distribucion y regulacion por E2 de los coactivadores

y corepresores de las hormonas esteroides,

Otro mecanismo involucrado en las diferencias en la regulacion de las isoformas del
PR, puede ser el de los diferentes patrones de metilacion que pudieran tener los promotores

de las isoformas del PR ya que se ha reportado que estas regiones promotoras contiene

M

ominics CpG en la regidn 5 (Kasinei 1580), asi como también que la hipermetilacién de

o
g
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citocinas en la region promotora del PR inactiva la expresion de PR-B en canceres de
endometrio uterino (Sasaki 2001). Estos datos sugieren que las diferencias en la expresion
de las isoformas del PR pueden estar dadas también por diferentes patrones de metilacion

en los promotores que regulan la expresion de estos mensajeros.

Otro posible mecanismo de regulacién de la expresion de las isoformas del PR esta
enfocado a la estabilidad del RNAm, esto es, que el E2 y la P4 pudieran regular de diferente
manera [a estabilidad del mensajero dependiendo del tejido. A este respecto solo hay un
reporte en donde se informa que el E2 aumenta la sintesis del mensajero del PR total sin
modificar su degradacion (Nardulli 1988), sin embargo no se tienen aln datos de como la P4

pudiera regular la estabilidad de estos mensajeros.

La expresion de las isoformas del PR, principalmente en el hipotalamo, fue distinta
entre los machos adultos y prepuberes,. En los adultos PR-A se expresa en mayor
proporcion que PR-B, mientras en los animales prepuberes ambas isoformas se expresan de
manera similar. Se ha reportado que existe cambios de la expresién del PR en las diferente
etapas del desarrollo. En el ntcleo ventromedial del hipotalamo (VMH) de fetos macho el PR
se expresa en mayor proporcién gque en las hembras (Wagner 1998). Kato et al han
reportado cambios de la expresion de las isoformas del PR en el hipotalamo-area preodptica
en las primeras semanas de vida en las ratas hembras. Durante la primera semana la
expresion de PR-B prevalece sobre PR-A, pero en la segunda semana la expresion de PR-A
prevalece sobre PR-B (Kato 1993). Nuestros resultados muestran que en los machos
preplberes ambas isoformas se expresan de manera similar, mientras que en la etapa adulta
la expresion de PR-A es mayor que la de PR-B. Estas diferencias en la tasa de expresidn de
las isoformas del PR nos indican la importancia del papel de las isoformas del PR en las
diferentes etapas del desarrolio y nos sugieren que en los animales preuberes ambas
isoformas pudieran participar en la maduracién de! SNC y ya en la etapa adulta PR-A pudiera

regular las acciones de la P4 en este tejido.

Es importante mencionar que los mensajeros de PR-A y PR-B dan origen a dos

y 86 KDa respectivamenie. Estas proteinas son las que finalmente van a
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ejercer las acciones gendémicas de la P4 en las diversas regiones del SNC; por lo que es
importante conocer si los cambios que observamos a nivel del RNAm se reflejan a nivel de la
proteina. Hemos analizado la expresion de las isoformas del PR a nivel de la proteina
mediante la técnica de Western blot y los resultados preliminares de este analisis nos indican
que en el hipocampo y la corteza frontal de ratas ovariectomizadas tratadas con E2 y P4 no
hay cambios en los niveles de las proteinas de PR-A y PR-B. Si se corroboran estos datos,
se sugiere que en le caso de la corteza frontal la regulacion de la expresion del PR es la
misma tanto a nivel del mensajero como de la proteina mientras en el caso del hipocampo
existe una regulacién pos-transcripcional de la expresion de las isoformas del PR, lo cual se
habia reportado en el SNC del conejo (Camacho-Arroyo 1994, Camacho-Arroyo 1996). Esto
complica mas el panorama de la regulacién de las acciones de la P4 mediadas por la
interaccidn con sus receptores ya que también participarian en este sistema de control de
expresién los elementos que regulan la- sintesis y degradacion de estas proteinas,

principalmente la fosforilacién y los sistemas de ubiquitinacion.

A este respecto se ha reportado que [a activacion de proteinas cinasas puede
modificar la unién de las isoformas del PR al ligando y al DNA (Schumacher 1999). Se ha
observado que el PR humano es fosforilado al menos en catorce residuos de serina, seis de
estos sitios solo se encuentran en PR-B, mientras que los otros ocho los comparten ambas
isoformas (Takimoto 1996, Zhang 1997, Knott 2001). La diferente distribucion y regulacién de
estos sitios de fosforilacion en las isoformas del PR, puede conferirles diferentes estados
conformacionales que los pueden hacer mas o menos afines por las secuencias blanco y
regular la transcripcion de un gen de manera especifica. Tambien se ha observado que la P4
induce la fosforilacion del residuo Ser294 mediada por proteinas cinasas activadas por
mitdgenos (MAPKs). Esta fosforilacion es una sefial para la degradacion del PR por
ubiquitinacion con la participacion del proteosoma 268, lo cual sugiere que otra funcion de la
fosforilacion es la sefalizacion para la regulacion negativa del PR por P4 mediada por
MAPKs (Lange 2000). El conocimientos de la regulacion de estos sistemas por las hormonas
esteroides es importante para tener un panorama global de la regulacion de los mecanismos

a través de los cuales la P4 ejerce sus efectos.




POSIBLE PAPEL DE LAS ISOFORMAS DEL PR EN LA OVULACION.

Es bien conocido que la P4 es un componente importante en [a regulacién de la
retroalimentacion de! ovario en la secrecidon de gonadotropinas y acelera la pulsatibilidad en
la secrecidon de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en ratas ovariectomizadas
{Karsh 1987). La P4 actua a través de la interaccion con el PR ya que un antagonista de la
P4, que se une al PR, como el RU486 puede bloguear los efectos de la P4 en la secrecién de
GnRH y de la hormona luteinizante (LH) responsable de la ovulacion en los roedores (Bauer-
Dantoin 1993). Por otro lado, la P4 aumenta la expresion del gen que codifica para GnRH en
el hipotalamo-area preoptica de la rata (Simerly 1996); el mecanismo molecular no es muy
claro ya que las neuronas GnRHérgicas carecen de PR (Shivers 1983) y en el promotor del
gen de la GnRH no hay elementos de respuesta a P4 (Kepa 1992). Estos datos sugieren que
en la regulacion de la expresion del gen de la GnRH participan otros elementos como

neurotransmisores, aminoacidos y otros factores de transcripcion (Levine 2001).

Las implicaciones fisiolégicas del conocimiento de la distribucién y regulacién por E2 y
P4 de las isoformas del PR son de gran importancia ya que se ha reportado que la P4
participa en la comunicacién mediada por diferentes neurotransmisores entre los que se
encuentran las aminas biogénicas que son elementos importantes en las redes neuronales
que regulan la reproduccién. El PR se encuentra en neuronas noradrenérgicas del nicleo del
tracto solitario durante el ciclo estral (Haywood 1999). La P4 aumenta tanto la expresion del
RNA mensajero como la actividad de la enzima triptofano hidroxilasa que participa en la
sintesis de la serotonina (Lu 1999), asi como de la enzima tirosina hidroxilasa la cual

sintetiza dopamina y noradrenalina en el hipotalamo (Arbogast 1993).

Estos datos sugieren que en esta funcidon en particular la P4 ejerce su efecto en
neuronas adyacentes a las neuronas GnRHérgicas liberando neurotransmisores como la
dopamina y la noradrenalina, los cuales permitiran la secrecion de GnRH y ésta a su vez
aumentara la sintesis de LH permitiendo la liberacion del évulo. Nuestros resultados
muestran que en la etapa del proestro, cuando se presenta el pico de E2 durante el ciclo
estral, PR-B es la isoforma que aumenta su expresion en el hipotalamo de la rata, lo cual nes

sugiere que esta isoforma podria regular la expresion del gen que codifica para la enzima




tirosina hidroxilasa en este tejido y de esta manera aumentar [a sintesis de dopamina y
noradrenalina, las cuales actuarian sobre las neuronas GnRHérgicas y aumentarian la

sintesis de GnRH para dar como resultado final la ovulacién.

Otras acciones de la P4 sobre la secrecion de GnRH, no son directamente mediadas
por el PR. La P4 estimula in vitro la liberacion de GnRH en tejido hipotalamico (Kim 1982).
Estas acciones son relativamente rapidas y parecen ser mediadas por receptores unidos a la
membrana distintos a PR-A 0 PR-B (Ke 1985, Ramirez 1996). Dicho efecto puede estar
mediado por efectos alostéricos de la P4 o sus metabolitos en el receptor al acido y-amino
butirico (GABA) (Brann 1990). Aunado a esto, en el hipotdlamo de la rata la P4 aumenta la
expresidon del gen que codifica para el receptor a GABA, (Fenelon 1996) asi como de la
descarboxilasa del acido glutamico, enzima responsable de la produccién de GABA (Frye
2000) aumentando ia sintesis de GnRH. Nuestros datos sugieren que PR-B podria participar
en la regulacion de estos genes y contribuir indirectamente a la liberacién de GnRH
conjuntando las acciones gendmicas y las no gendémicas de la P4 en la ovulacion.
Resumiendo esta informacién, la manera en la cual la P4 lleva a cabo su posible funcién en

la ovulacion esta ilustrada en la Fig. 1.
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Fig. 1. Posible papel de las isoformas del PR en la Ovulacion. PR-B participa en la regulacién de la
expresion de los genes que codifican para la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH), Acido Glutamico
Descarboxilasa (GAD) y para el receptor a GABA, aumentando la liberacion de Noradrenalina (NA),
Dopamina (DA) y GABA en neuronas adyacentes a las neuronas GnRHérgicas en donde aumentan la
secrecion de GnRH la cual a su vez aumenta la secrecion de LH y FSH en la Hipdfisis y estas
hormonas actian sobre el ovario para que se de la ovulacién. La P4 y sus metabolitos (MP4) se unen
a sitios alostéricos de! receptor a GABA (RGABA) aumentando la secrecion de GnRH.




POSIBLE PAPEL DE LAS ISOFORMAS DEL PR EN EL DESPLIEGUE DE LA
CONDUCTA SEXUAL.

En los roedores el despliegue de la conducta sexual requiere de la actividad
coordinada de diversas regiones del SNC. Sin embargo la exposicién al E2 y a la P4 de
algunos de estos nucleos cerebrales como el VMH y el nicleo arcuato es suficiente para que
se lleve a cabo la postura receptiva femenina o conducta de lordosis (Beyer 1991). Las
acciones de! E2 y la P4 en poblaciones neuronales altamente interconectadas como el
hipotalamo y el drea preéptica aseguran que la liberacion de la LH por la pituitaria, ta cual
dispara la ovulacion, coincida con la receptividad sexual (Pffaf 1994). En el hipotalamo, las
células del VMH y el area predptica medial (MPOA) son los mayores sitios de la facilitacion
de la lordosis por E2 y P4 (Etgen 1999). En la rata, el circuito para activar la lordosis tiene un
control inhibitorio dado por el cerebro anterior. Es importante mencionar que las hormonas no
“activan” la conducta de lordosis, sino que el medio hormonal determina la probabilidad de
gue los animales desplieguen esta conducta en respuesta a la estimulacion sensorial
apropiada {Ftgen 1999). De esta manera, las vias aferentes y los componentes moleculares
post-sinapticos como por ejemplo los canales idnicos, receptores a neurotransmisores y las
enzimas que sintetizan a los neurotransmisores son candidatos blanco sobre los cuales las

hormonas pueden actuar para regular la lordosis (Pfaff 1994).

Por otro lado, el despliegue de la conducta sexual en la rata hembra requiere la
activacion del PR en el hipotalamo, ya que la aplicacién hipotalamica (Ogawa 1994) o
intraventricular (Mani 1994) de oligonucleétidos antisentido del PR reduce Ila conducta de

lordosis asi como las conductas proceptivas (Ogawa 1994) en animales fratados con E2 y

P4,

La P4 puede regular la sintesis de ia dopamina y la noradrenalina en el hipotalamo a
través del aumento en la expresion del gen que codifica para la enzima tirosina hidroxilasa, la
cual es la enzima principal en la sintesis de estos neurotransmisores (Lu 1999, Haywood
1999), mientras que se ha observado que la P4 a través de la interaccion con su receptor

aumenta la sintesis de dopamina en el nucleo arcuato del hipotalamo (Arbogast 1993} que



junto con el PR es necesaria para que ocurra el despliegue de conducta sexual (Mani 1994,
Apostolakis 1996).

Nuestros resultados muestran que durante el ciclo estral, aumenta la expresién de PR-
B durante la etapa del proestro en el hipotdlamo, lo cual sugiere que esta isoforma podria
estar involucrada en la regulacion de la sintesis de diversos neurotransmisores como la
dopamina, la noradrenalina, ia somatostatina y la oxitocina, asi como de sus receptores (Lu
1999, Haywood 1999, Coirini 1992, Dufuorny 1996) los cuales son necesarios para que que
exista una adecuada estimulacion en el VMH y se pueda dar el despliegue de la conducta
sexual. Como se menciond anteriormente, el circuito de lordosis se encuentra inhibido y
cuando se presentan las condiciones adecuadas de estimulos hormonales, de liberacion y
sintesis de neurotransmisores, asi como de estimulos sensoriales, se suprime esta inhibicion
y se despliega la conducta sexual. Se ha descrito una proteina cuya presencia es clave en
esta funcion: la fosfoproteina 32 regulada por AMP ciclico y dopamina (DARPP-32). En
estado fosforilado, DARPP-32 inhibe la actividad de la fosfatasa 1, incrementando el estado
de fosforilacion de muchas proteinas, entre las cuales se encuentra el PR, con lo cual
contribuye a la desinhibicion del circuito de lordosis. La importancia de DARPP-32 se ha
corroborado en ratones knockout, asi como con la administracion de oligonucleétidos
antisentido para DARPP-32 en el VMH de la cepa silvestre. Ninguno de estos animales
presentan lordosis (Mani 2000). Nuestros datos sugieren que PR-B podria participar en la
activacion de esta proteina por medio de dos mecanismos: uno en |a sintesis y liberacion de
dopamina y otro en la liberacion de AMP ciclico (Al-Dahan 1999) Fig 2.
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Fig. 2. Posible papel de las isoformas del PR en el despliegue de conducta sexual en la rata
hembra. El aumento en los niveles de E2 durante el proestro aumenta la expresién de PR-B.
Este al unirse a la P4 regula la expresion de diferentes neurotransmisores y sus receptores
como la oxitocina (Ox y ROx), la somatostatina (SOMA y RSOMA), 1a noradrenalina (NA) y
la dopamina (DA). La liberacién de estos neurotransmisores activa diversas regiones
motoras en el tallo cerebral y en la medula espinal que permiten la postura de lordosis. Por
otro lado, la P4 aumenta la sintesis de cAMP activando a la proteina cinasa A (PKA). Esta
junto con la dopamina activa a la DARPP-32 que inhibe a la fosfata 1 (PP1) y aumenta la
fosforilacion de diversas proteinas para activarlas, entre éstas al propio PR-B. Estas
acciones en conjunto con ei estimuio sensorial del macho, permiten que se presente la
conducta de lordosis en la rata hembra.




Nuestros resultados muestran que durante el ciclo estral, solo PR-B modifica su
expresion en el area preédptica. PR-B se expresa en mayor proporciéon que PR-A y la mayor
expresion se presenta en la etapa del metaestro. Este patrén es similar al de los péptidos
opiodes proencefalina y prodinorfina en el nucleo anteroventral periventricular del area
predptica lo cual sugiere que PR-B puede ser la isoforma involucrada en la regulacion de
estos genes cuya funcidén es inhibir la conducta de lordosis durante estas etapas del ciclo

para que solo se despliegue durante el proestro y coincida con la ovulacién (Pfaff 1994).

En la corteza frontal PR-B se expresa en mayor proporcion que PR-A durante el ciclo
estral, la mayor expresiéon de PR-B se observo durante la etapa de! estro. La corteza frontal
regula el despliegue de conductas que se presentan antes de la cépula como son saltos,
movimiento de orejas, peleas (conductas proceptivas). El PR participa en la requlacién de
estas conductas ya que al administrar un antagonista del PR como el RU486, disminuye el
despliegue de conductas proceptivas en la rata {Beyer 1997). Estos datos nos sugieren que
PR-B podria regular el despliegue de las conductas proceptivas en la corteza frontal.

Nuestros resultados muestran que el patron de expresién de las isoformas del PR es
diferente entre hembras y machos, tanto en los animales gonadectomizados y tratados con
E2 y P4, como en los animales intactos. Estas diferencias en la regulacion de la expresion de
las isoformas del PR pudieran ser el reflejo de las diferentes funciones que pudiera llevar a

cabo la P4 en el cerebro de la rata macho y hembra.

La expresion de PR-A en el hipotalamo fue mayor en las ratas macho adultas intactas
que la observada en los animales prepuberes, mientras que en el area predptica, el cerebelo,
la corteza frontal, el hipocampo y el bulbo olfatorioc ambas isoformas se expresaron en
niveles similares y no hubo diferencias. Por otro lado, en los machos gonadectomizados
tratados con E2 y P4 no hubo cambios en la expresion de ninguna isoforma del PR con
ningun tratamiento en el hipotalamo, el area predptica, el hipocampo, la corteza frontal y el
bulbo olfatorio. Solo en el cerebelo se observé un aumento en la expresion de PR-A con el
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La castracion elimina el despliegue de conducta sexual masculina en los machos y
ésta se recupera con un tratamiento con testosterona (T). Las acciones de la T y sus
metabolitos estan mediadas a través de la interaccion con el receptor a andrégenos (AR)
(Sachs 1988). Nuestros datos apoyan que el despliegue de conducta sexual en los machos
estd mediada por el AR y que el PR no participa de la misma manera que en las hembras en
donde hay una clara regulacion de las isoformas de! PR por las hormonas esteroides.
Ademas, existe una tasa diferencial de la expresion de PR-A/PR-B, una regulacién de PR-A
diferente a la de PR-B entre machos y hembras en el hipotalamo y la administracién de E2 y
P4 no induce el despliegue de la conducta sexual femenina 6 lordosis en las ratas macho
(Blaustein 1980). La mayor expresion de PR-A observada en el hipotalamo de los machos
adultos puede estar relacionada con el hecho de que la P4 puede inhibir el despliegue de la
conducta sexual masculina o monta (Fraile 1987) y en el hipotalamo se encuentran los
centros neuronales que controlan el despliegue de esta conducta como el VMH y el nticleo
arcuato (Sachs 1988). Estos datos sugieren que PR-A puede regular esta inhibicion de la

conducta sexual en el hipotalamo de las ratas macho.

En el cerebelo de los machos gonadectomizados se observé una induccion de la
expresion del PR total con el tratamiento con E2 y T y de PR-A en particular con el
tratamiento con E2. Esto nos sugiere que probablemente la T sea convertida a E2 por la
enzima aromatasa (Gore-Langton 1988) y esto pudiera influenciar la expresion del PR. Por
otro lado, la expresion y la actividlad de la enzima que sintetiza P4 a partir de la
pregnenclona, asi como los altos niveles de P4 encontrados en el cerebelo de ratas adultas y
durante el desarrollo neonatal {(Ukena 1999) sugieren que PR-A pudiera participar en la
regulacion de diversas funciones como el desarrollo de las células de Purkinje, desarrollo

dendritico y el aumento en la sinaptogénesis (Sakamoto 2001).

El cerebelo es una de las mayores areas motoras-sensoriales del SNC e inerva a la
médula espinal participando asi en la coordinacion motora. Uno de los neurotransmisores

que iienen mayores efectos en Ia tuncionalidad de este tejido es la serotonina (Dieudonné

39




2001) y la P4 puede aumentar la sintesis de serotonina (Lu 1999) asi como de su receptor
(Gundiah 1999) en el SNC. PR-A en este tejido pudiera participar aumentando la sintesis de
serotonina y de su receptor y asi proveer ia coordinacion motora que requiere el macho

durante la copula.
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POSIBLE PAPEL DE LAS ISOFORMAS DEL PR EN LA PLASTICIDAD
NEURONAL Y LA NEUROPROTECCION.

Las hormonas estrecides tienen un importante papel en la plasticidad. El E2 aumenta
la formacién de espinas dendriticas en el hipocampo de la rata (Wolley 1980), mientras que
la P4 disminuye esta induccién (Murphy 2000). El incremento en las espinas dendriticas del
hipocampo en respuesta a cambios en el ambiente que rodea a esta region se ha
relacionado con los procesos de memoria a largo plazo. Nuestros resultados muestran que
PR-A se regula positivamente por E2 en el hipocampo de ratas ovariectomizadas; PR-A
actia como un inhibidor de ia transcripcién mediada por el ER y PR-B (Kastner 1990). Estos
datos sugieren que la P4 al unirse a PR-A puede inhibir la transcripcion del ER que induce la
formacion de espinas dendriticas y ser el mecanismo a traves de la cual la P4 pudiera
disminuir la formacién de espinas dendriticas en el hipocampo de la rata y participar

modulando los procesos de memoria y aprendizaje (Fig 3).

La P4 por otro lado, disminuye la pérdida neuronal inducida por isquemia en el
hipocampo del gato (Gonzalez-Vidal 1998), mientras que el tratamiento combinado de E2 y
P4 tiene un efecto protector en contra del dafio neuronal inducido por colchicina en infusiones
intrahipocampales de rata (Vongher 1999). La P4 reduce el volumen de infarto cerebral, el
dafio celular y aumenta la recuperacion de funciones neurolégicas en dafio neuronal inducido
por isquemia. Por otro lado, en modelos de dafio neuronal inducido por impacto cortical, las
ratas tratadas con P4 presentan una menor lipoperoxidacion, degeneracién neuronal, menor
edema post-dafio y una mejor recuperacion clinica e histologica en el tejido nervioso (Stein

2001). Estas funciones podrian ser reguladas por la P4 a través de PR-A.
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Figura 3. Posible papel de PR-A en la plasticidad neuronal en el hipocampo. El
E2 a través de la interaccion con su receptor (ER) induce el aumento en la
formacion de dendritas en el hipocampo de la rata, mientras que la P4
disminuye esta induccion. Ei E2 aumenta la expresion de PR-A en esta region
cerebral y al unirse con la P4 inhibe la transcripcion (T) de ER disminuyendo la
formacion de espinas dendriticas.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir fo siguiente:

1. La expresion de las isoformas del PR a nivel del RNA mensajero es regulada
diferencialmente por E2 y P4 en el hipotalamo, el area preéptica, el hipocampo,
el bulbo olfatorio, la corteza frontal y el cerebelo de ratas hembra

ovariectomizadas.

2. La expresion de las isoformas del PR son reguladas de manera tejido-
especifica en el cerebro de la rata durante el ciclo estral.

3. La expresion de las isoformas del PR en el cerebro de la rata macho presentan
un patréon de expresion diferencial. Este patron es similar en el area preoptica,
el hipocampo, la corteza frontal, el bulbo olfatorio y el cerebelo de ratas macho
prepuberes y adultos. La expresion de PR-A es mayor que la de PR-B en el

hipotalamo de los machos adultos.

4. El patrén de expresion de las isoformas del PR en el hipotalamo de la rata
macho es diferente al de las hembras, por lo que esta diferencia puede

contribuir a los efectos sexualmente dimoérficos de la P4 en el cerebro de la rata.

5. La regulacién de la expresion de las isoformas del PR por E2 y P4 es diferente

en el cerebro de la rata macho con respecto al de la hembra.




PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en el presente estudio proporcionan informacién basica tanto
de la distribucion de las isoformas del PR, como de su regulaciéon por E2 y P4. Los datos
obtenidos sobre la regulacion de la expresion de las isoformas del PR proporcionan las
bases para estudiar diversos aspectos de los eventos transcripcionales que llevan a la
sintesis de las isoformas del PR con diferentes caracteristicas funcionales, sin embargo, es
necesario realizar estudios de hibridacién in situ e inmunohistoquimica para conocer por un
lado, el tipo celular en el cual se expresa una u otra isoforma dentro de un mismo tejido, ya
que se ha reportado que la expresion del PR es diferente dependiendo del nucleo
hipotaldamico analizado durante el ciclo estral en la oveja (Scott 2001), y en la rata pudiera
ocurrir algo similar. Por otro lado, es importante también conocer si los cambios observados
a nivel del RNA mensajero se reflejan a nivel de la proteina y de esta manera tener un
conocimiento mas fisiologico de las acciones mediadas por la P4 en el SNC.

En cuanto a las diferencias en la regulacion de la expresion que ocurre de diferente
manera dependiendo del tejido analizado, es necesario conocer cuales son los mecanismos
que permiten la expresion de cada una de las isoformas. A este respecto, se ha reportado
que el gen del PR contiene dominios CpG en la regién 5’ (Kastner 1990), asi como también
que la hipermetilacion de citocinas en la region promotora del PR inactiva la expresion de
PR-B en canceres de endometrio uterino (Sasaki 2001). Con base en estos datos, es
necesario conocer los patrones de metilacidén en citocinas de los promotores de las isoformas
del PR en las diferentes estructuras del SNC de la rata para correlacionarlos con la expresion

de las isoformas del PR.

En relacion a las diferencias funcionales de las isoformas de! PR, se ha reportado que
existen numerosas proteinas llamadas coactivadores que son reciutadas por el complejo PR-
P4 y que esta unién aumenta la transactivacion dependiente del receptor (Rowan 2000).
Debido a estas caracteristicas de los coactivadores es importante determinar la presencia de

estas proteinas en las diferentes regiones del SNC de la rata, la interaccion de estas
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proteinas con cada una de las isoformas del PR, asi como conocer si los tratamientos
hormonales utilizados pueden regular la expresion de los genes que codifican para estas
proteinas vy si esto puede influenciar las caracteristicas funcionales de las isoformas del PR.
Todo esto nos permitira contar con un panorama mas completo de como la P4 lleva a cabo

sus funciones en el SNC a través de la interaccion con sus receptores.
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