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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como propoésito el probar la hipdtesis de la
participacion de la via de sefializacion Src y del receptor de estrogenos, sobre la facilitacion de
la conducta de estro en ratas ovariectomizadas (Ovx) previamente estrogenizadas con benzoato
de estradiol (5pg de BE). Los agentes inductores de la conducta de estro fueron: progesterona y
sus progestinas (5p-DHP, 5B.3p-Pgl, 5a-DHP, Sa, 3a-Pgl). GnRH (hormona liberadora de
gonadotropinas), prostaglandina E2 o la estimulacién vaginocervical (EVC). Para probar esta
hipotesis se utilizaron ratas Sprague-Dawley (Ovx), las cuales fueron implantadas en el
intracerebroventricularmente (icv). Para iniciar el experimento los animales recibieron Spg de
BE por via subcutanea 40 horas antes de la aplicacion de los agentes antes mencionados o la
EVC. Se disefiaron dos series de experimentos: en la primera serie se realizaron tres
experimentos para determinar la participacion de la cinasa Src, para lo cual se aplicé un
inhibidor especifico de la familia de la cinasa Sre, el 4-amino-5-(4-clorofenil) -7 - (t-butil)
pirazolo [3.4-d] pirimidina (PP2); en la segunda serie se realizaron cuatro experimentos; en los
primeros tres se uso la administracion de tamoxifen [modulador del receptor de estrogeno (RE)].
En el cuarto experimento para comprobar la participacion del RE, se exploro el efecto de un
antagonista puro del RE el ICI118278 (ICI) sobre el comportamiento de estro inducido por la

progesterona (P) y la GnRH.

Los resultados mostraron que todos los compuestos quimicos (aplicados icv) o la aplicacion de
la EVC, facilitaron la conducta de estro en algunos de los tiempos probados, cuando ésta fue

evaluada utilizando machos expertos a los 60, 120 y 240 min.

Referente a la primera serie de experimentos los resultados muestran que cuando los animales
fueron infundidos con 30 pg de PP2 (30 min antes de la aplicacion de los agentes o la EVC),
significativamente se redujo el comportamiento de estro inducido por 5p-DHP, 5p,3p3-Pgl,

GnRH, PGE2 o por la EVC.

Los resultados de la segunda serie de experimentos mostraron que la infusion icv de tamoxifen
(5pg) 30 minutos antes de la aplicacion de los agentes o la EVC, disminuyeron en forma

significativa la conducta de estro inducida por P, en la mayoria de los metabolitos 5a- y 5p-



reducidos, GnRH y PGE2. Pero en el caso de hembras tratadas con la progestina 55-DHP o la

EVC, aunque se observa una tendencia hacia la disminucion de la conducta de estro con la
aplicacion de tamoxifen ésta no fue significativa. Ademas, en el experimento en el cual a las
hembras se les infundié icv el ICI, se muestra una disminucidn significativa del comportamiento

de estro inducido por la P y la GhRH.

Los resultados de la presente investigacion sugieren que el sistema de sefializacion Src, participa
en la facilitacion de la conducta de estro en ratas inducidas por diferentes agentes que no
presentan afinidad por el RP y que la activacion de este sistema requiere la presencia del receptor
de estrogeno. Ademads, se sugiere que la activacion del RE, participa con un efecto de disparo
sobre el comportamiento de estro inducido por agentes con estructuras diferentes que no se unen

directamente al RE.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como propdsito el probar la hipotesis de la
participacion de la via de sefalizacion Src y del receptor de estrogenos, sobre la facilitacion de
la conducta de estro en ratas ovariectomizadas (Ovx) previamente estrogenizadas con benzoato
de estradiol (5pg de BE). Los agentes inductores de la conducta de estro fueron: progesterona y
sus progestinas (5p-DHP, 5B.3B-Pgl, 5a-DHP, 5a, 3a-Pgl), GnRH (hormona liberadora de
gonadotropinas), prostaglandina E2 o la estimulacion vaginocervical (EVC). Para probar esta
hipdtesis se utilizaron ratas Sprague-Dawley (Ovx), las cuales fueron implantadas en el
intracerebroventricularmente (icv). Para iniciar el experimento los animales recibieron Spg de
BE por via subcutanea 40 horas antes de la aplicacion de los agentes antes mencionados o la
EVC. Se disenaron dos series de experimentos: en la primera serie se realizaron tres
experimentos para determinar la participacion de la cinasa Src, para lo cual se aplico un
inhibidor especifico de la familia de la cinasa Src. el 4-amino-5-(4-clorofenil) -7 - (t-butil)
pirazolo [3.4-d] pirimidina (PP2); en la segunda serie se realizaron cuatro experimentos; en los
primeros tres se uso la administracion de tamoxifen [modulador del receptor de estrégeno (RE)].
En el cuarto experimento para comprobar la participacion del RE, se exploro el efecto de un
antagonista puro del RE el ICI18278 (ICI) sobre el comportamiento de estro inducido por la

progesterona (P) y la GnRH.

Los resultados mostraron que todos los compuestos quimicos (aplicados icv) o la aplicacion de
la EVC, facilitaron la conducta de estro en algunos de los tiempos probados, cuando ésta fue

evaluada utilizando machos expertos a los 60, 120 y 240 min.

Referente a la primera serie de experimentos los resultados muestran que cuando los animales
fueron infundidos con 30 pg de PP2 (30 min antes de la aplicacion de los agentes o la EVC),
significativamente se redujo el comportamiento de estro inducido por 58-DHP, 58,3p3-Pgl,

GnRH, PGE2 o por la EVC.

Los resultados de la segunda serie de experimentos mostraron que la infusion icv de tamoxifen
(Sug) 30 minutos antes de la aplicacion de los agentes o la EVC, disminuyeron en forma

significativa la conducta de estro inducida por P, en la mayoria de los metabolitos Sa- y 5p-



reducidos, GnRH y PGE2. Pero en el caso de hembras tratadas con la progestina SB-DHP o la

EVC, aunque se observa una tendencia hacia la disminucion de la conducta de estro con la
aplicacion de tamoxifen ésta no fue significativa. Ademas, en el experimento en el cual a las
hembras se les infundié icv el ICI, se muestra una disminucion significativa del comportamiento

de estro inducido por la P y la GhRH.

Los resultados de la presente investigacion sugieren que el sistema de sefializacion Src, participa
en la facilitacion de la conducta de estro en ratas inducidas por diferentes agentes que no
presentan afinidad porel RP y que la activacion de este sistema requiere la presencia del receptor
de estrogeno. Ademas, se sugiere que la activacion del RE, participa con un efecto de disparo
sobre el comportamiento de estro inducido por agentes con estructuras diferentes que no se unen

directamente al RE.



1. INTRODUCCION

1.1. La conducta de estro en roedores

Beach (1976) distingue tres componentes de la conducta sexual femenina o de estro, los cuales
son: la atractividad, la proceptividad y la receptividad. Asi, las conductas precopulatorias de
atractividad y proceptividad indican el grado de motivacion que presenta la hembra hacia el
macho, mientras que la receptividad se refiere al componente ejecutorio o consumatorio de la
copula, que en la rata hembra se manifiesta por la lordosis. El mismo autor describe las

caracteristicas de estos tres componentes de la conducta estral.

1.1.1. Atractividad

Incluye aquellas cualidades que ayudan al macho a identificar a una hembra en estro, considera
cambios morfoldgicos y fisiolégicos, por ejemplo, cambios en la coloracion del area genital y
la produccion de secreciones que contienen sustancias odoriferas denominadas feromonas (Carr
v cols. 1965).

1.1.2. Proceptividad.

Se refiere al conjunto de patrones motores estereotipados que la hembra dirige hacia el macho
v que constituyen su iniciativa para establecer o mantener la interaccion sexual, estimulédndolo
para la ejecucion de la monta y la intromision.

En la rata es posible observar tres patrones de conductas proceptivas que son:

|.-Brincoteo: son saltos pequefios que efectiia la hembra sobre sus cuatro patas para finalizar
agazapada.

2.- Arrancones: son carreras cortas en zig zag que terminan con la inmovilidad de la hembra.
3.- Orejeo: que se presenta por un movimiento de alta frecuencia de la cabeza sobre su plano
horizontal.

1.1.3. Receptividad.

Se refiere a la conducta en la cual la hembra arquea la columna dorsolumbar y eleva la region
perineal moviendo lateralmente la cola, esta conducta es conocida como el reflejo de lordosis,
con el la hembra coloca la vagina en una posicion accesible a la intromision peneana (Beach
1942, Morali y cols. 1976, Pfaff y cols. 1980) y la eyaculacion (Beach 1942). Para su

<

cuantificacion se evalua el cociente de lordosis (indice cuantitativo de la receptividad sexual de



la hembra), que resulta de dividir el nimero de lordosis entre el nimero de montas del macho

(Beach 1942, Medlofouseck y Hlinak 1978) y la intensidad de la lordosis que mide el grado de
arqueamiento mostrado por la hembra en cada monta y que alcanza valores de 0 a 3 (Hardy y

De Bold 1972 Fig.1).

’/\__ﬁ ~ = ,\}((’7 -
Lordosis 0 Lordosis 1 Lordosis 2 Lordosis 3

Figura 1. Caracteristicas de la intensidad de la lordosis. Se observa la intensidad de la
lordosis que despliega la hembra en respuesta a la monta ejecutada por el macho (Modificada
de Pfaff 1980).

1.2. Regulacion neuroendocrina de la conducta de estro en la rata.

LLos ovarios son glandulas reproductivas que secretan estradiol y progesterona (P). La tasa de
secrecion de estradiol (estrogeno mds potente) al plasma es baja en el estro, comienza a
incrementarse en el diestro y alcanza concentraciones maximas en la tarde del proestro (Butcher
y cols. 1974). Por su parte, la concentracion plasmatica de P presenta un incremento durante la
tarde y la noche del proestro (Smith y cols. 1975), siendo esta secrecion de origen folicular
ademas de ocurrir de manera similar con la descarga de la hormona luteinizante, con lo cual se
asegura la ovulacion. Una vez ocurrida ésta, se observa en el plasma un segundo incremento en
la concentracion de P, la cual es producida por el cuerpo liteo formado como consecuencia de
la ovulacion; tal aumento se observa desde la tarde del metaestro hasta la mafiana del diestro
(Pfaff 1980, Freeman 1994, Blaustein y Erskine 2002 Fig. 2); coincidiendo estas fluctuaciones
con los valores plasmaticos de estradiol y P: asi, se ha mostrado que la maxima receptividad
sexual se presenta en la rata durante la tarde del proestro, concluyendo que la exposicion
secuencial al estradiol y la P en la rata hembra, tiene una funcién determinante en la expresion

de la conducta sexual (Morali y Beyer 1979, Pfaff 1980, Blaustein y Erskine 2002).
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Figura 2. Patron de secrecion hormonal durante el ciclo ovarico de la rata. Se puede
observar el periodo en el cual ocurre la receptividad sexual y la ovulacion en relacion a las
concentraciones hormonales (tomado de Butcher y cols. 1974) E> = estradiol; P= progesterona;
LH=hormona luteinizante.

Se ha encontrado en varias especies de roedores (p.ej. rata, cuyo, hamster), que la remocion de
s ovarios abate la expresion de la conducta de estro y que la administracion de estradiol
seguida (24,48 o 72 horas después) de P, la restaura (Edwards y cols. 1968, Clemens y Weaver
985).
1.3. Regulacion Neural de la conducta sexual femenina en roedores.
n el uso de técnicas de estimulacion eléctrica, de lesion de regiones cerebrales especificas,
mplantacion de hormonas, etc., se han logrado definir las areas del cerebro relacionadas con la

facilitacion y la inhibicion de la conducta sexual femenina, en diferentes especies de roedores.

tad



Se =z dividido el cerebro en varios médulos o subdivisiones relacionas con la regulacion de

conducta, los cuales incluyen: el cerebro anterior, hipotalamo, mesencéfalo, la parte baja

B3
2e 1allo cerebral y la médula espinal (Pfaff, 1980, Pfaff y cols. 1994 Fig. 3).
= - — APOm
.,@ %jHAM
Estradiol o VMH
rii;z?ncel?’ﬂgz W_.f QZQO Formacién reticular
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Ncleo vestibular
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del tallo cerebral »\
3
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M\S o %
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Figura 3. Caracteristicas neuroanatomicas de la activacion de la conducta de lordosis de
la rata. La monta del macho estimula los receptores de presion en los flancos, la base de la cola
v el periné, a través de las vias ascendentes se estimula el hipotalmo ventromedial lugar donde
2s hormonas acttan para facilitar la conducta. Las vias descendentes van al cerebro medio, a
2 formacion reticular del tallo cerebral, al nicleo vestibular lateral y a la sustancia gris central
mesencefalica, facilitando la actividad de las motoneuronas, responsables de producir la
contraccion de los musculos lateral longissimus y transversoespinal lumbar, ocasionando que
=1 reflejo de la lordosis se presente. (Modificado de Pfaff'y cols. 1994, APOm, drea predptica
medial. HAM. Hipotalamo antero medial, HVM, Hipotalamo ventromedial).



1.3.1. Cerebro Anterior.- Esta parte del cerebro ejerce efectos inhibitorios sobre el reflejo de

lordosis. Dentro de esta zona se localiza el APOm, el septum, el bulbo olfatorio; de tal forma
que. la lesion del APOm en la rata hembra adulta Ovx facilita la receptividad sexual, mientras
que su estimulacion eléctrica la inhibe. Este efecto se acompafia de un incremento en las
conductas de rechazo (Law y Meagher 1958, Singer 1968, Powers y Valenstein 1972, Malsbury
v cols. 1981). En la hembra hamster, las lesiones en esta drea no muestran efecto (Malsbury y
cols. 1977); sin embargo, la estimulacion eléctrica disminuye la lordosis (Malsbury y cols.
1981).

Por otro lado, implantes de estradiol y P, en forma de cristales aplicados directamente en el
APOm, restauran el reflejo de lordosis en hembras OVX. Este mismo efecto se observa con
microdepositos oleosos de P, en ratas OVX pretratadas con inyecciones de estradiol (Beyer y
cols. 1989, Beyer y Gonzalez-Mariscal 1995).

Estos resultados son dificiles de interpretar ya que existen axones provenientes de estructuras
telencefalicas que pasan a través del APOm y que se dirigen al tallo cerebral. La interrupcion
de estas vias, por una desaferentacion dorsal del APOm, aumenta la expresion de la lordosis.
Por ello, se ha especulado que el incremento en la conducta de lordosis, provocado por la lesion
del APOm, podria deberse a la destruccion de las fibras de paso, mas que a la destruccion de los
cuerpos celulares locales.

También, lesiones electroliticas del septum lateral incrementan la conducta de lordosis en ratas,
aparentemente por incrementar la respuesta neuronal al estrogeno y a la P. Sin embargo, la
estimulacion eléctrica de esta area en la hembra hamster, previene el despliegue de la lordosis
(Nance y cols. 1975, Ahdieh y cols. 1986).

Otra drea cerebral que se ha propuesto como inhibitoria de la conducta de estro, es el bulbo
olfatorio, ya que se ha observado que la remocion quirtrgica de esta drea. en ratas tratadas
unicamente con estrogeno (Moss 1971) y con estrogeno mas P (McGinnis y cols. 1978), provoca

un incremento de la conducta de lordosis.

1.3.2. Hipotalamo.- En esta area se encuentran los nticleos del hipotalamo ventromedial (HVM)
v al drea tegmental ventral (ATV). El HVM tiene una funcion importante en la facilitacion de

a conducta de estro en ratas (Singer 1968. Dérner y cols. 1969), hasmters (Malsbury y cols.



1977) y cuyos (Brookhart y cols. 1941, Dey y cols. 1942), con ciclos estrales normales o en

hembras OVX, pretratadas con estradiol y P. Asi, la estimulacion eléctrica del HVM facilita la
lordosis en ratas pretratadas con dosis bajas de benzoato de estradiol (Pfaff y Sakuma 1979).
Sin embargo, las lesiones o estimulaciones aplicadas en el HVM no reducen o activan la
conducta sexual de manera inmediata, ya que se requieren periodos prolongados de
estimulacion, para que se observe la lordosis; de la misma manera, para que se produzca la
inhibicién se requiere de varias horas posterior a la lesion (Pfaff y Sakuma 1980). Ademas,
lesiones en el nticleo habenular o en la estria medular también reducen las conductas proceptivas
v la receptividad en ratas OVX tratadas con estrogenos (Rodgers y Law 1967, Modianos y cols.
1975).

Por otro lado, en la hembra hamster se ha observado que se requiere la activacion tanto del HVM
como del ATV, para que la hembra exprese la conducta de lordosis (DeBold y Malsbury 1989,
Frye y DeBold 1993).

1.3.3. Mescencéfalo.- Comprende a la sustancia gris central (SGC) y la formacion reticular
mesencefalica (FRM). Estas regiones reciben las sefiales que provienen de las fibras
descendentes del HVM vy las transfieren a las neuronas reticuloespinales de la parte mas baja del
tallo cerebral. La lesion total de la SGC ocasiona la inhibicion inmediata de la lordosis en ratas
OVX tratadas con estrogenos y P (Hennesey y cols. 1990). Ademas, la estimulacion eléctrica
de esta area cerebral facilita la expresion de la conducta de lordosis en ratas OVX pretratadas

solo con estradiol (Sakuma y Pfaff 1979).

1.3.4. Tallo cerebral bajo.- En esta region se procesa la informacion relativa a la postura del
animal y su integridad, indispensable para que se realice con éxito el reflejo de lordosis durante
a monta del macho. Las fibras del tallo cerebral, descienden a la médula espinal a través de los
ractos espinovestibulares y reticuloespinales. De manera que la ablacion completa de estos
ractos. provocan que la rata sea incapaz de ejecutar ¢l reflejo de lordosis.

Con el empleo de técnicas de autorradiografia e inmunocitoquimica, se ha determinado que el
LPOm. HVM vy partes de la sustancia gris central, tienen neuronas que poseen receptores a los

estrogenos y a la P.
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1.3.5. Médula espinal.- Esta area recibe la mayoria de la informacion somatosensorial que

~curre durante la copula. La lordosis es disparada por la entrada sensorial que recibe la hembra
zn los flancos, la grupa y la region perineal. Se conoce que la estimulacion vaginocervical a
ratas Ovx y tratadas con estrogenos, puede sustituir el efecto lordogénico inducido por la P. En
esta zona, se genera la informacion motora que induce la postura de lordosis; por lo tanto, las
nembras con lesiones en los cordones espinales no logran realizar el arqueamiento de la columna
vertebral.

Podemos concluir que las areas relacionadas con la facilitacion de la conducta sexual, son
zquellas que se encuentran en la region diencefalica, como el HVM o el hipotdlamo anterior
HA), asi como la SGC o la habénula;: mientras que, las estructuras relacionadas con la
nhibicion de la conducta de lordosis, son aquellas dreas cerebrales que se encuentran mas
rostrales, como el APOm, el septum y el bulbo olfatorio. Por lo tanto, la estimulacion asi como
la lesion de estas areas causan efectos opuestos a los observados en las areas hipotalamicas o

del cerebro medio.

1.4. Estructura y funcion del receptor de P (RP)
Se conoce que la P lleva a cabo sus acciones progestacionales a través de la union con el RP, el
cual es un factor de transcripcion que pertenece a la superfamilia de receptores a hormonas
esteroideas, tiroideas, 4cido retinoico y vitamina D, entre otros.
El RP se caracteriza por tener cuatro dominios funcionales: el dominio A/B: regula la
ranscripeion de genes blanco, ya que este dominio contiene las funciones de transactivacion
AF1 y AF2); el dominio C participa en la dimerizacién y en la union con el ADN por medio de
dos dedos de zinc existentes en la proteina, esta es la region mas conservada del RP; el dominio
D participa en los procesos de estabilizacion del receptor cuando se une a proteinas de choque
termico y también en la localizacion nuclear de este receptor, a esta region se le conoce como
region de bisagra; el dominio E localizado en el extremo carboxilo terminal del receptor,
participa en la interaccion con el ligando y activa los mecanismos de transactivacion (Camacho-

Arrovo 2003 Fig. 5).



Fizura 4. Diferentes isoformas del receptor a progesterona (RP). La isoforma B contiene
%2 za mas que la isoforma A. Ademas, en la B se encuentra un factor de activacion (AF), que
2 se encuentra en la isoforma A. Modificado de Edwards (1999).

== aves. roedores y mamiferos se han caracterizado dos isoformas del RP denominadas RP-A
#5-90 KDa) y RP-B (110-120 KDa), la diferencia entre éstas es de 164 aminoacidos presentes
== =l extremo amino-terminal de RP-B. En humanos, ambas isoformas de los RP son codificadas
2or ¢l mismo gen, pero sintetizadas a partir de distintos sitios promotores (Giangrande y
McDonnell 1999).
% pesar de tener afinidad similar por diversos agonistas y antagonistas las isoformas del RP
==zulan diferentes genes y tienen funciones distintas. Asi, por lo general el RP-B actiia como un
scovador transcripeional en diversos contextos celulares, mientras que el RP-A no activa la
wanscripeion, pero funciona como un fuerte represor de la actividad transcripcional mediada
wato por el RP-B, y otros receptores a hormonas esteroides (estrégenos, glucocorticoides,
= neralocorticoides y androgenos McDonnell y Goldman 1994). Lo anterior es debido a que el
#P-A_tiene mayor afinidad por correpresores como el SMRT. en cambio el RP-B, tiene afinidad
por coactivadores, p.e. SRC-1 (Giangrande y McDonnell 1999). En el sistema nervioso central

SNC) de diversas especies de mamiferos, el RP se ha detectado tanto en neuronas como en



celulas gliales de practicamente todas las regiones cerebrales de hembras y machos (Camacho-

Arroyo 2003).

1.4.1. Metabolismo de la P a progestinas reducidas en el Anillo A.

La progesterona (P) actiia sobre las neuronas del hipotalamo ventromedial (HVM), para facilitar
el comportamiento de estro (lordosis y proceptividad) en ratas, a través de unirse a el receptor
de progesterona (RP, Barfield y cols. 1984, Etgen 1984, Mani y cols. 1997, Blaustein 2003). Sin
embargo, la P es rapidamente metabolizada en el cerebro a una variedad de progestinas
reducidas en el anillo A, las cuales tienen poca afinidad por el RP (Cheng y Karavolas 1973,
Karavolas y cols. 1984, Celotti y cols. 1992 Fig. 4). Asi, la transformacion de la molécula de P,
consiste en una reduccion del anillo A en el carbono 5 (i.e., incorporacion de un hidrégeno en
el carbono 5 y la pérdida de la doble ligadura que se encuentra entre los carbonos 4 y 5). Este
cambio en la estructura de la P genera dos progestinas, denominadas 5o o 50
dihidroprogesterona (5a-DHP, 53-DHP o pregnandionas), a partir de las cuales se producen las
llamadas pregnanolonas (5a-3a-pregnanolona o Sa-3p-pregnanolona; 58-3p-pregnanolona o
5p-3a-pregnanolona,), por la reduccion, ahora en el carbono 3 del anillo A (Cheng y Karavolas
1973, Karavolas y cols. 1984). Estos cambios enzimaticos inactivan los efectos progestacionales
de la P, en algunos tejidos, por ejemplo en el ttero, debido a que las reducciones en el anillo A
disminuyen la union o afinidad por el RP principalmente las de configuracion beta (Smith y
cols. 1974, Raynaud y cols. 1982, Rupprecht y cols. 1993). Sin embargo. las progestinas
reducidas en el anillo A, cuando son administradas dentro del cerebro o en los ventriculos
cercbrales, son mas potentes que la P en inducir el comportamiento sexual en ratas hembras
previamente estrogenizadas (Beyer y cols. 1988, Gonzalez-Flores y cols. 2006). La union de
estas progestinas por el RP, es mucho menor que la unidn hacia la P, pero en cambio, poseen la
capacidad de interactuar con los receptores de algunos neurotransmisores (p. €j., GABA.
Glicina, glutamato) dando una respuesta mucho mayor que la ejercida por la P. Nuestro grupo
na sido lider en explorar la participacion de estos agentes, sobre la conducta de estro, en ratas
estrogenizadas. Asi, nosotros mostramos que tanto la administracion intracerebral, como la
ntravenosa, de estas progestinas, indujeron intensa conducta de estro. Ademas, con el uso de

curvas dosis-respuesta encontramos que todas las progestinas reducidas en el anillo A, fueron



mas potentes que la P para inducir la conducta de estro. (Beyer y cols. 1988, Gonzélez-Flores y

cols. 2006). Nosotros también estudiamos los mecanismos celulares por los cuales estos

metabolitos inducen dicha conducta. Asi, encontramos que las progestinas pueden inducir

lordosis a través de la activacion indirecta del RP, ya que la antiprogestina RU486 (antagonista

del RP) bloqued su efecto lordogénico. Ademas, ahora se sabe que sus efectos pueden ser

generados a través de varias vias de sefializacion intracelular como son: la via del AMPc-PKA,

MAPK y la via del Oxido Nitrico-GMPc-PKG (Gonzalez-Flores y Etgen 2004, Gonzalez-Flores
cols. 2004, 2006).
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Figura 5. Reducciones de la P4 en el anillo A. Las flechas gruesas sefialan los cambios

metabolicos mas comunes, mientras que las delgadas sefialan cambios metabdlicos reversibles.
Maodificado de Karavolas y Hodges, (1990).
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1.4.2. Correlacion entre la expresion del RP y la induccion de la conducta sexual femenina
en roedores.

A partir de los hallazgos que muestran que el estradiol (E) induce la expresion del RP, en areas
cerebrales como el HVM y el APOm relacionadas con la induccién de la conducta sexual
femenina en roedores (MacLusky y McEwen 1978), se desarrollaron un nimero considerable
de investigaciones para estudiar la correlacion temporal entre la induccion de la expresion del
RP por estrogenos y la aparicion de dicha conducta después del tratamiento con P. Experimentos
realizados por Moguilewski y Reynaud (1979) en ratas Ovx, demostraron que los niveles
maximos en la facilitacion de la conducta sexual por P y en la induccion de la expresion del RP
en el hipotadlamo, fueron obtenidos de 24 a 48 horas después del tratamiento con E», mientras
que la sola administracion de E2 fue inefectiva en inducir lordosis 12 horas después, asi como
en incrementar los niveles del RP. En un trabajo realizado en el cobayo hembra, Blaustein y
Feder (1979) encontraron que la aparicion del RP en el HVM y en el APOm, precede al inicio
de la conducta de apareamiento, inducida por P, en hembras pretratadas con Es, encontrando
fambién, una considerable reduccion en la expresion el RP, en las mismas dreas cerebrales
durante el periodo refractario de la conducta sexual (inhibicién secuencial).

Otros estudios mostraron que la administracion del RU486 (antagonista del RP), asi como del
sligonucledtido antisentido para el RNA mensajero del RP (el cual interfiere con la sintesis de
2 proteina), en el HVM de hembras OVX, inhibieron la conducta de estro inducida por P,
sdemas de disminuir la expresion del receptor (Pollio y cols. 1993). En ratones hembra knockout

2ue no expresan el RP, tampoco presentan conducta de lordosis inducida por P .

L.5. El receptor de estrogenos
os estrogenos cumplen una funcion vital en la fisiologia reproductiva, tanto femenina como
masculina, estimulando el crecimiento y diferenciacion celular en tejido mamario, utero, vagina,
vario. testiculos, epididimo y préstata. Asi mismo, son de gran importancia en la fisiologia
cardiovascular, el balance de la energia, la temperatura, la formacion de hueso, los ritmos
cwcadianos y el estrés, también proporcionan neuroprotecciéon en caso de enfermedades
meurodegenerativas y traumatismos (Gustafsson 2003, 2006, Brann y cols. 2007, Simpkins y

sofs. 2012, Handa y cols. 2012). Ademas, sobre las funciones cognitivas, los E2 muestra un




mpacto significativo en procesos relacionados con plasticidad neuronal, ya que, diversos

sstudios han mostrado que el E: generado en el SNC (neuroesteroide) puede modular la
asctividad de diferentes sistemas de neurotransmisores incluyendo el serotonergico,
dopaminergico, adrenérgico y colinérgico (Luine 1985, McEwen y Alves 1999, Sellix y cols.
2004). Con respecto a la mediacion del comportamiento sexual y reproductivo, se sabe que el
£, producido por el ovario, sefala el estado endocrino de las gonadas hacia el cerebro, activa
os circuitos que regulan la ovulacion y el comportamiento sexual (Pfaff 1994, Beyer y cols.
1988). Siendo el hipotdlamo un area cerebral importante, ya que regula la liberacion de
sormonas ovaricas (E y P), para inducir la liberacion de la hormona liberadora de

zonadotropinas (GnRH; Herbison y Pape 2001, Micevich y Kelly 2012).

1.5.1. Estructura del Receptor de Estrogeno

£l receptor de estrogeno (RE) es una proteina perteneciente al grupo de la “saper familia de
receptores nucleares™, la cual incluye también otro tipo de receptores como los de hormonas
esteroideas, el receptor de la vitamina D, retinoides, hormona tiroidea y algunos receptores
nuérfanos (Evans 1988). El receptor de estrogeno fue identificado por Jensen y Jacobson (1962)
quienes describieron la presencia de sitios de union de estrogeno en diferentes tejidos de ratas.
Cuatro afios despues, Toft y Gorski (1966) aislaron por primera vez receptores de estrogeno del
stero de ratas. Ambos grupos desarrollaron distintos modelos, para explicar el mecanismo por

I cual, el estradiol lleva a cabo su accion a nivel del nucleo, al unirse a su receptor especifico

(4]

= RE. Desde entonces. el RE a sido ampliamente estudiado. Asi. hace pocos afios se pensaba
que todos los efectos debidos a estrogenos, eran mediados por un solo RE, sin embargo, en 1996
‘ue descubierto un nuevo receptor, que comparte gran homologia con el RE conocido y se
Jecidio denominarlos entonces RE-B (Kuiper y cols. 1996) al recientemente descubierto y REa
2l previamente conocido. Como consecuencia, esto incremento la complejidad de la fisiologia
de los estrdgenos con sus receptores, ya que ambos receptores poseen funciones diferentes de
acuerdo al tejido donde ejercen su accion.

Funcionalmente, el REq, al igual que el resto de los receptores esteroideos, estd organizado en
< dominios identificados por letras de la “A™ a la “F"”. El domonio A/B esta localizada en el

=xtremo amino terminal (Fig. 6) de la proteina y es el menos conservado entre los distintos



seceptores nucleares. Este dominio contiene una funcion de activacion de la transcripcion

zenctica (del inglés: Activation Function 1 o AF-1) y varios sitios de fosforilacion, que son
mportantes en el proceso de activacion de la proteina especialmente en los procesos donde el
receptor es activado en ausencia de hormona (Ignar-Trowbridge y cols. 1992, Pietras y cols.
1995). Adyacente se encuentra la region de union al ADN o dominio C, compuesta por nueve
wesiduos de cisteinas que son invariablemente conservados entre los diferentes receptores
ssteroideos, de los cuales, ocho estan coordinados alrededor de dos iones de Zn2+ para formar
Zos dedos de zinc que le confieren al receptor la capacidad de unirse especificamente al ADN.
L2 union a una secuencia especifica en el ADN esta determinada por la composicion de

sminodcidos localizada entre estos dos dedos de zinc, conocida como la caja P (P-box Freedman

992).
Exones transcritos
TAF 1 DBD nls TAF 2 HEBD
RN AM 1 ]1z2]3la]sle]71s8] Poli A
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/ / /
30% / 95% [30% 5 B35 //
/
RER &8 € | D E/F
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Fig. 6. Estructura del receptor de estrogenos. Los nameros interiores del RNAm
corresponden a los exones y las letras interiores a las regiones funcionales. En la proteina, las
ciras interiores seflalan las diferentes regiones del receptor y los nimeros exteriores
corresponden al numero de aminidcidos (AA). Los porcentajes representan el grado de
somologia entre los dominios de las dos isoformas del RE (modificado de Ogawa 1998). TAF1
+ TAF2: factor de activacion transcripcional. DBD: dominio de union al DNA. NLS: Sefial de
wcalizacion nuclear. HBD: dominio de union a la hormona.

“oire laregion de union al ADN y el dominio E/F, se encuentra la region D o region de bisagra,

@ cual no ha sido bien caracterizada y participa en la union a la proteina chaperona de choque



w=rmico hsp90 (del inglés: heat shock protein 90), permaneciendo unida al receptor mientras

sste se encuentre en un estado inactivo. Finalmente, en el extremo carboxilo terminal se
encuentra la region E/F o dominio de union al ligando (LBD), donde se une la hormona. Esta
region. a pesar que es conservada entre los diferentes receptores esteroideos, es altamente
sspecifica para su hormona, es decir que el receptor de estrogeno une estrégeno con alta
afinidad, pero no otras hormonas esteroideas. Otras funciones de este dominio incluyen la
funcion de activacion de la transcripcion o AF-2 (del inglés: Activation Function 2), la
dimerizacion, la interaccion con otras proteinas co-activadoras o co-represoras de la
wranscripceion, la fosforilacion y la localizacion nuclear (Montano y cols. 1995, Koide y cols.

2007).

1.5.2. Distribucion de los receptores de estrogenos alfa y beta en el cerebro

Através de autorradiografia y ensayos de union in vitro, se ha demostrado una alta densidad de
células que concentran RE en una variedad de estructuras cerebrales como el hipotdlamo y el
sistema limbico (Pfaff 1968, Warembourg 1977, Rainbow y cols. 1982). La localizacion exacta
gue tienen estos receptores es importante para el correcto entendimiento de la funcion que
desempenan, ya que los REa y REf tienen distintos patrones de expresion a través del cerebro.
£n algunos casos, ambos se presentan en localizaciones idénticas en neuronas individuales, pero
no en otras (Simerly 1990, Greco y cols. 2001).

Aunque no son exclusivos de estas zonas, los REa mRNA o su proteina estan expresados
densamente por todo el lecho del nicleo de la estria terminal, en la parte posterodorsal y nicleo
cortical de la amigdala, en el area predptica media y periventricular, ademas, del nuacleo
arqueado, hipotadlamo ventromedial y periventricular, también la parte ventral del septum lateral
v la sustancia gris central de cerebro medio (Simerly y cols. 1990, Shughrue y cols. 1997.
Merchenthaler y cols. 2004).

Algunas de las diferencias mas notables entre la distribucion de los REa y RE[ son encontradas
en ¢l nucleo paraventricular y supradptico, el cual es rico en REf mRNA con REa mRNA casi
no detectable. EI RE es abundante en el area predptica media, en el lecho del nticleo de la estria
rerminal. amigdala media, nucleo ventromedial del hipotdlamo, sustancia gris central y el

tegumento ventral. Los REa y REP son expresados altamente en sistema limbico (talamo,



spotalamo, hipocampo, amigdala cerebral, el nicleo amigdaloide medial y cortical, cuerpos

mamilares, cuerpo calloso, septo y mesencéfalo), el ntucleo cama de la estria terminal, area
sreoptica hipotalamica, nicleo supraquiasmatico, la habenula (Vida y cols. 2008), también las

celulas gliales presentan ambos REs (Mhyre y Dorsa 2006).

1.5.3. Efectos genomicos del receptor de estrogeno.

La teoria clasica de accion de las hormonas esteroideas establece que como en el RE, éste es
activado al unirse a su ligando, el 17B-estradiol (E2), y actia como un factor transcripcional al
wnirse al ADN estimulando la transcripcion de ciertos genes, de ahi el nombre de receptores
sucleares, ya que ejercen su accion a nivel del nicleo (Evans 1988, Beato y cols. 1995). Este
modo de accion de los esteroides ha sido denominado genomico (Falkestein y cols. 2000), ya
que requiere la activacion del receptor al unise a su hormona especifica después de haber
atravesado la membrana, la formacion de la homo o heterodimerizacion (dos REa o un REa se
heterodimeriza con un RE-B) del complejo hormona-receptor y el reconocimiento de una
secuencia especifica en el ADN o elemento de respuesta a estrégeno (ERE, Klein-Hitpass y
cols. 1986). En consecuencia, el proceso de transcripcion es activado al formarse el complejo
de iniciacion de la transcripcion, que incluye diferentes coactivadores, correpresores y proteinas
reguladoras de la transcripcion. La transcripcion estimulada por el RE es finamente regulada
dependiendo del tejido donde ocurre, este control tan especifico parece depender de la
composicion del complejo de iniciacion de la transcripcion (Lieberman 1997). Un grupo de
factores transcripcionales basales interactia con el complejo hormona-receptor para formar un
complejo de preiniciacion, al cual se le van a unir una serie de proteinas correguladoras
llamadas: proteinas de interaccion con receptores o RIPs (del inglés: Receptor Interacting
Proteins): estos correguladores pueden activar o reprimir la transcripcion. Este proceso, donde
se induce la sintesis de ARN, que resulta en la produccion final de nuevas proteinas, requiere
ssualmente de por lo menos 1-2 horas después de iniciado el tratamiento con la hormona

Lieberman 1997).

1.5.4. Efectos no genomico del receptor de estrogeno.

th



= modo de accion no-gendmico del estrogeno y en general de todas las hormonas esteroideas

== un proceso rapido, que ocurre en unos pocos segundos 0 minutos y no requiere de los procesos
Ze ranscripeion, ni de sintesis de nuevas proteinas, para poder producir su accion, por esta razon
Zebe ser mediado por un receptor localizado en la membrana. Este proceso de respuesta
“siologica répida, ante un esteroide fue descrito por primera vez en 1942, cuando el Dr. Hans
Sevie observd en pacientes efectos anestésicos casi inmediatos después de la administracion de
srogesterona. En 1967 Szego y Davis describieron por primera vez la idea de que el estrogeno
podia inducir efectos rapidos, “no-gendémicos”, al demostrar el aumento en la produccion de
AMP ciclico (cAMP) in vivo, pocos segundos después del tratamiento con estradiol (Szego y
Davis 1967). En 1977 Pietras y Szego demostraron la presencia de sitios especificos de union a
ssirogeno en la superficie de células endometriales y posteriomente lograron purificar receptores
Ze estrogeno de membranas celulares provenientes de hepatocitos (Pietras y Szego 1977, Pietras
v Szego 1979). Entre estos efectos rapidos se encuentran flujos de iones, desencadenamiento de
potenciales de accion, descarga de vesiculas secretoras o activacion de proteinas kinasas
ssociadas a la membrana, todos estos procesos ocurren en unos pocos segundos o minutos

“emere y Farach-Carson 1998, Watson y Gametechu 1999, Falkenstein y cols. 2000).

1.5.5. Antiestrogenos
_os antiestrogenos son compuestos que antagonizan la accion de los estrogenos compitiendo
por su receptor. Los antiestrogenos se clasifican en tipo | o parciales (agonista/antagonista), y

“po Il o puros (antagonista puro), los cuales tienen mecanismos de accion diferentes.

1.5.5.1. Tipo I o moduladores selectivos del RE

£stos compuestos son de naturaleza no-esteroidal. en su mayoria analogos del Tamoxifen y/o
Ze sus metabolitos, siendo la forma 4-hidroxi-tamoxifen, el antiestrogeno mas potente.
“resentan propiedades agonistas y antagonistas y se denominan Moduladores Selectivos del
Seceptor de Estrogenos (MSRE). debido a que pueden actuar de manera diferente dependiendo
ged argano blanco.

Wecanismo de accion. Todos estos farmacos comparten un mecanismo de accion comin, su

ocwom se inicia con la union de estos compuestos al RE, lo cual permite la dimerizacion del



s=ceptor, asi como la union del complejo hormona- receptor al ERE presente en algunos genes.

£ efecto antiestrogénico se lleva a cabo a través de la inhibicion de la actividad del factor de
wanscripcion TAF-2, pero no del TAF-1, el cual se mantiene activo (Katzenellenbogen y cols.
1977, Mcinerney y Katzenellenbogen 1996). Este mecanismo es, en principio, la razon de su
actividad como agonista/antagonista; sin embargo, recientemente se describio un tercer sitio de
activacion llamado AF2a, el cual puede funcionar cuando AF1 y AF2 estan inactivos. (Norris y
cols. 1997) Ademas, hay evidencias que sugieren que los antiestrogenos se unen de manera
diferente a los TAF, dependiendo de la concentracion del farmaco, siendo TAF-2 el de mayor
afinidad. Un ejemplo de ello, es el efecto antiestrogénico parcial del tamoxifen, cuya accion a
sajas concentraciones se lleva a cabo a través del bloqueo de TAF-2, en tanto que a
concentraciones altas inhibe totalmente la accion del RE, bloqueando tanto TAF-1 como TAF-
2 (Hedden y cols. 1995).

La actividad diferencial que presentan los MSRE, podria deberse a los correguladores los cuales
pueden determinar la direccion de la transcripcion iniciada por el RE, ocupado por MSRE (Gee
v cols. 1999), de los coactivadores que s6lo se unen al RE cuando se encuentra unido a un
agonista (Gee y cols. 1999) y de los correguladores selectivos que potencian el antagonismo de
os antiestrogenos e inhiben la activacion transcripcional inducida por estrogenos (Takimoto y
cols. 1999). Algunas evidencias experimentales muestran que la accion del estradiol y los
MSRE, varia dependiendo de si se unen a la forma a o 3 del RE, y también del tipo de secuencia
nucleotidica de los elementos de respuesta. Por ejemplo, Barkem demostré que los MSRE
zjercen efectos agonistas sobre los ERE a través del REa, pero no con la forma B (Barkem y
cols. 1999), y que tanto estos moduladores como el estradiol (E2), actian como activadores
rranscripcionales a través de los sitios AP-1, a través de la forma «, pero no con la forma {3
Peach y cols. 1997). A pesar de estos notables avances, es evidente que aun no se cuenta con
un modelo que explique plenamente el mecanismo o mecanismos de accion de estos
compuestos, pero es claro que los factores involucrados en la respuesta, tanto a E2 como a
MSRE, son diversos y que este fendmeno es mucho mas complejo de lo que se pensaba antes
Zel descubrimiento de los REP.

1.5.5.2. Tipo 1l o puros.



Son compuestos de naturaleza esteroidal. Inhiben la accion de los estrogenos en todas las

condiciones en las que han sido probados, y originalmente se utilizaron para el tratamiento de
cancer avanzado resistente a la terapia con tamoxifen.

Mecanismo de accidn. Estos compuestos tienen una alta afinidad por el RE e inhiben la accion
de los estrogenos por competencia por este receptor. Su accion antiestrogénica se efectia al
mpedir la dimerizacion de este receptor (Fawell y cols. 1990), lo cual no le permite su unién al
ERE. y por lo tanto iniciar la transcripcion de los genes. Asimismo, se ha demostrado que estos
compuestos pueden bloquear la translocacion del RE al nucleo, lo cual incrementa su
degradacion citoplasmatica. (Gibson y cols. 1991, Davois y cols. 1993) Este modelo de accion
=xplica por qué estos agentes presentan siempre actividad antagonista y bloquean cualquier

zfecto estrogénico mediado por el RE.

1.6. Control neuroquimico sobre la regulacion de la conducta sexual femenina en roedores.
Se ha mostrado que las hormona esteroides ejercen su efecto sobre la conducta sexual a través
de: a) alterar la biosintesis y liberacion de neurotransmisores, b) provocar modulacion alostérica
de receptores membranales, ¢) inducir cambios en la densidad de receptores a neurotransmisores
v d) por tener interaccion con proteinas dependientes de guanosina trifosfato ciclico (GTP,
proteinas G, Nock y Feder 1981).

A fin de explorar la participacion del sistema de neurotransmisores en la regulacion de la
conducta de estro, se han utilizado basicamente dos estrategias experimentales: a) en roedores
Ovx pretratados con estrogenos y P (para inducir valores maximos de receptividad sexual), se
na evaluado si la administracion de farmacos que antagonizan la accion de algin
neurotransmisor inhibe la conducta de estro; b) en roedores Ovx tratados con dosis bajas de
estrogenos (insuficientes para inducir altos niveles de receptividad sexual), se ha evaluado si la
administracion de agonistas de algtin neurotransmisor facilita la conducta de estro. Estas
estrategias han revelado que diversas familias de agentes neuroactivos participan en la
regulacion del comportamiento sexual femenino (Beyer y Gonzalez-Marsical 1986, Pfaffy cols.
1994, Pfaff'y cols. 2000).

Ewisten evidencias que muestran que la conducta de lordosis puede ser inducida por una amplia

variedad de agentes, tanto derivados de esteroides, como de origen no esteroidal: estudios



mamdos por diversos investigadores (Kow y cols. 1994a, Pfaff y cols. 1994), sefialan la

swsmemcia de una gran variedad de agentes con diferentes estructuras quimicas que inducen la
somcducta de lordosis como: 1) péptidos y proteinas como la GnRH (Moss y Foreman 1976), la
wwooca (Caldwell y cols. 1986) y la prolactina (Harlan y Pfaff 1983), 2) aminas biogénicas
womo la noradrenalina (NA; Fernandez-Guasti y cols. 1985), 3) la acetilcolina (Dohanich y cols.
(WL 4) la PGE2 (Hall y Luttge 1977, Ojeda y cols. 1977, Rodriguez-Sierra y Komisaruk
(%82, 5) aminoacidos: el dcido y-aminobutirico (GABA, Agmo y cols. 1989) y la glicina (Pfaff
weols. 1994), 6) progestinas como la 5B, 3a-pregnanolona (Rodriguez-Manzo y cols. 1986), la
Sw-pregnandiona, la 503, 3B3-pregnanolona, la 5., 33-pregnanolona y la 20a-OH-progesterona

ver v cols. 1989, 1995), 7) nucledtidos ciclicos: AMPc (Beyer y cols. 1981) y GMPc
Femandez-Guasti y cols. 1983, Chu y cols. 1999). Sin embargo, existen algunos
seurotransmisores que dependiendo del tipo de receptor que activen, sera el efecto que ejerzan
soore la CSF. por ejemplo, cuando la serotonina actia sobre su receptor SHT2 o la dopamina
soore su receptor D1, facilitan la conducta de estro en ratas OV X pretratadas con estradiol, no
sostante cuando la serotonina y la dopamina actian en otro tipo de receptores (SHT1 y D2.

sespectivamente) provocan clara inhibicion de la conducta sexual (Kow y cols. 1994a).

1 6.1 Prostaglandina Ea.

©n 1930, Kurzrok y Lieb observaron que el semen humano era capaz de inducir contracciones
+ relajaciones en el Utero aislado. Posteriormente, Goldblat y von Euler descubrieron que dichas
contracciones eran producidas por un dcido graso existente en la préstata de carneros, por lo que
« dieron el nombre de prostaglandina. Su importancia bioldgica permanecio incierta durante
varias décadas, hasta que en 1962 se aislaron en forma cristalina las prostaglandinas de la serie
= v F (PGE:2 y PGF); sus nombres derivan del solvente utilizado para su aislamiento, las de la
serie E al éter y las de la serie F a la solucion buffer fosfato. En la década de los 70's Samuelsson
« Hamberg descubrieron las series G y H, posteriormente el tromboxano (TXAz) y su metabolito
TXB:). que controlan la agregacion plaquetaria. Asi, para 1976 Moncada y su grupo
Sescubrieron la prostaciclina (PGIz), que es una sustancia antiagregante de las plaquetas
Semano y Ocampo 1988). Estos compuestos, también llamados eicosanoides. son derivados

Ze metabolismo del dcido araquiddnico y son clasificados en series categoricas (de la A ala F)
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wom base en sus diferencias estructurales. Las clases mas comunes son las prostaglandinas Ei,

-

% Faa. Las primeras dos letras se refieren al grupo particular del cual proviene el compuesto
0 = prostaglandinas; TX = tromboxanos), la tercera letra denota la serie a la que corresponde
%-F). va que cada serie particular tiene un anillo idéntico, incluyendo sustituciones y dobles

emiaces. Finalmente, el namero indica la cantidad de dobles enlaces que existen en la molécula
Wolfe y Horrocks 1994).

_os efectos fisioldgicos de las prostaglandinas son tan variados como los sitios donde se

wmietizan, sobre procesos reproductivos la prostaglandina Fax (PGF2u) causa lutedlisis en

muchas especies (vaca, cerda, perra, etc., Sumano y Ocampo 1988), se ha sugerido que el
mecanismo por el cual la PGFaq provoca la regresion litea se debe a que disminuye la irrigacion

2! cuerpo luteo. Ademas de la PGF2q, otra prostaglandina importante es la PGE:, un acido graso

Zerivado del 4cido araquidonico, por accion de la enzima ciclo oxigenasa. Este compuesto
mduce la motilidad del atero humano y se ha mostrado que sus efectos son muy superiores a los

Ze las prostaglandinas de la serie F (Sumano y Ocampo 1988). La PGE> también produce
«zsodilatacion, broncodilatacion, aumento de la motilidad y secrecion gastrointestinal y

sarticipa en la lipolisis. También es responsable de la contraccion del musculo liso de las

vesiculas seminales, de modo que contribuye en la contraccion de los conductos genitales

Zurante la eyaculacion (Wolfe y Horrocks 1994).

“tudios realizados para explorar el efecto de la PGE; sobre la conducta sexual femenina,

mostraron que la administracion por via sistémica o intracerebral facilita la expresion de dicha

conducta en ratas OVX pretratadas con estrogenos (Dudley y Moss 1976). Ademas, en otro
sstudio la administracion de PGEz en el hipotalamo indujo la liberacion de GnRH (Eskay y cols.

975) e increment6 considerablemente la concentracion de LH (Ojeda y cols. 1977). Por ésta

=zzon. se propuso que la PGE; facilita la CSF a través de la liberacion de GnRH, ya que se sabe

sue éste péptido activa la conducta de lordosis en ratas Ovx pretratadas con benzoato de
=stradiol (Moss y Foreman 1976). Asi, Hall y Luttge (1977) realizaron trabajos para comprobar

« ‘2 PGE:inducia la conducta de estro a través de la liberacion de GnRH, para ello administraron
mirzhipotalamicamente PGE: en cristales a ratas Ovx previamente estrogenizadas. Encontraron

sue inducia altos niveles de receptividad y propusieron que esta respuesta sobre la conducta

sewuzl podria ser a través de promover la secrecion de Gn RH. Posteriormente. los mismos



wwestigadores (Hall y Luttge 1978) administraron por via subcutanea o icv, indometacina (7.5

w2 un bloqueador de la sintesis de prostaglandinas), la cual no bloque6 la receptividad inducida
por estrogeno o por estrogeno mds P. Sin embargo. cuando administraron 15 mg de
mdometacina si se bloqued la receptividad sexual, pero también se inhibié la actividad
wcomotora de los animales en un campo abierto, e incluso causé la muerte de algunos animales.
~on base en sus resultados, los investigadores concluyeron que la sintesis de prostaglandinas no
=5 un paso requerido para que el estrogeno y la P ejerzan sus efectos sobre la conducta y que la
activacion de la conducta sexual inducida por PGE: es a través de un mecanismo diferente que
podria incluir la liberacion de la GnRH. Estos resultados son apoyados por una serie de
sxperimentos realizados por Brown y Poyser (1984), en los que midieron el efecto de
Surbiprofen (2 mg/kg, un inhibidor de la actividad de la ciclo oxigenasa), sobre la sintesis de
“GE2. Encontraron que este compuesto no sélo reduce la sintesis de prostaglandina, sino que
mbién bloquea la produccién de LH. Por su parte Rodriguez-Sierra y Komisaruk (1978),
sncontraron que la PGE al ser administrada a ratas Ovx histerectomizadas (remocién del ltero)
» a0n sin pretratamiento con estrogenos, induce respuesta de lordosis por estimulacion vaginal
» estimulacion manual de los flancos, aunque menos intensa que la observada en el estro normal
» en ratas pretratadas con estrogeno. Por otro lado. se ha encontrado que la prostaglandina E2
sZministrada por via sistémica o en el hipotdlamo ventromedial, alcanza valores maximos en el
wpotdlamo poco antes de la ovulacion, ademas de estimular la receptividad sexual en ratas OVX
sstrogenizadas, efecto inducido a través de la activacion del RP (Beyer y Gonzalez-Mariscal
986, Beyer y cols. 2003, Blaustein 2003, Etgen 2003, Pfaff y cols. 2006).
1.6.2. GnRH.
Diversas hormonas peptidicas (producidas en el hipotalamo) son capaces de activar la conducta
“= estro en roedores; por ejemplo, la hormona liberadora de gonadotropinas, induce receptividad
sexual al administrarse por via sistémica o intracerebral a ratas Ovx. pretratadas con estrégenos
P1aft y cols. 2006). Esta participa en el proceso de ovulacion y posiblemente en la induccion
“¢ 12 conducta sexual de la rata (Pfaff 1973, Moss y Mc Cann 1975, Moss y Foreman 1976,
Sakuma y Pfaff 1979, Rodriguez -Sierra y Komisaruk 1982). La produccion GnRH se mantiene
@ un nivel basal desde el estro hasta la tarde del proestro. En el proestro los niveles aumentan

srevemente. Elhecho de que el pico de GnRH ocurra en la tarde del proestro, coincidiendo con



& =xoresion de la conducta de lordosis, sugiere que este péptido participa en la expresion de la

somcucta de estro (Moss y McCann 1973, Pfaff 1973). Esta idea se ve apoyada por la
seservacion de que la administracion de GnRH por varias rutas, facilita la conducta de estro en
=wzs ovx pretratadas con E2, independientemente de su efecto sobre la liberacion de
somadotrofinas o corticoides suprarenales (Waring y Turgeon 1983). Se ha observado que este
septido facilitan la respuesta de lordosis cuando se administra directamente en el tercer
vemtriculo (Dudley y cols. 1983), en el APOm (Rodriguez-Sierra y Komisaruk 1982), el HVM
Foreman 1976, Moss y Foreman 1976, Chan y cols. 1983), o en la sustancia gris mesencefalica
~®uskind y Moss 1979, Sakuma y Pfaff 1979) de ratas previamente estrogenizadas. La aplicacion
2= un anticuerpo especifico para la GnRH en la sustancia gris mesencefélica, bloqueo la
wmducta de lordosis que normalmente se presenta durante el proestro (Sakuma y Ptfaff 1983).
%o se sabe si la GnRH activa directamente a neuronas de las areas involucradas en la expresion
Ze la conducta sexual, como el HVM y el APOm, o si modula la transmision aferente a estas
cclulas (Chan y cols. 1983). Existen datos que indican que la GnRH, actia modulando la
wansmision noradrenérgica o produciendo la liberacion de NA: ya que el efecto facilitador de
nRH sobre la lordosis en ratas pretratadas con estrogeno fue bloqueado por la administracion
Je antagonistas alfa y beta adrenérgicos (Gonzdlez-Mariscal y Beyer 1989). Ademas. de que la
CaRH estimula la secrecion de gonadotropinas, interactuando con receptores membranales
scoplados al sistema de adenilato ciclasa (Fraser 1979). Por lo tanto, es posible que la GnRH
“acilite la expresion de la lordosis aumentando los niveles de AMPc en neuronas relacionadas
con esta conducta (Moss y McCann 1975). En apoyo a esta idea Beyer y cols. (1982b),
mostraron que los inhibidores de fosfodiesterasas (enzima responsable de la inactivacion del
AMIPc). teofilina y metilsobutil xantina (M1X) facilita la accién de GnRH sobre la conducta de
wrdosis. Estos datos apoyan la idea de que esta hormona, induce conducta sexual a través de
morementar los niveles de AMPe, en las neuronas relacionadas con la expresion de la conducta
sewwal femenina. Por otra parte, la GnRH también provoca la hidrolisis del fosfatidil inositol
#10 » la activacion de la cinasa C en la hipofisis y en algunos organos reproductivos (Leung y
% amz 1989). La GnRH o alguno de sus agonistas, promueven la movilizacion de iones de calcio
soemmas de aumentar su concentracion (Conn y cols. 1981b). La cinasa dependiente de calcio

cavmodulina (Conn y cols. 1981 a) y la proteina cinasa C (Harris y cols. 1985) aparentemente



“enen un importante papel como mediadores de la accion de GnRH, en la liberacion de

zonadotropinas (Conn y cols. 1981a). Recientemente se ha sugerido que este efecto inductor de
2 conducta sexual femenina por este péptido pudiera ser debido a sus metabolitos (Wu y cols.

2006).

1.6.3. Estimulacion vaginocervical.

Como resultado de la intromisién peneana por parte del macho, se presenta la EVC que es un
componente importante de la estimulacion recibida por la rata hembra durante la copula,
provocando procesos sensitivo hormonales, entre los que se incluyen la liberacion de LH
(hormona luteinizante, Moss y cols. 1977) y de prolactina que pueden dar como resultado la
pseudogestacion (Gunnet y Freeman 1983). A corto plazo, prolonga la respuesta de lordosis
(Diakow 1975), a largo plazo, reduce la respuesta de lordosis pero incrementa el rechazo (Hardy
v DeBold 1972, Pfaus y cols. 2000), por lo que causa un decremento en del periodo de
receptividad sexual (Blandau y cols. 1941, Reading y Blaustein 1984, Pfaus y cols. 2000)
especialmente cuando la estimulacion durante la copula es dirigida por la hembra (Erskine y
cols. 1989). Los resultados de muchos experimentos sugieren que el proporcionar
experimentalmente EVC a ratas, en algunos casos puede simular el efecto de la intromision por
una rata macho en la fisiologia y conducta reproductiva (Komisaruk y Larsson 1971). Las
sondas experimentales que son usadas para este fin, son tipicamente de cristal o plastico liso, y
estas proporcionan presion directamente al cérvix con solamente una leve presion y distencion
de la pared vaginal (y en algunos casos, ha sido usada la estimulacion eléctrica del cérvix
(Gorospe y Freeman 1981)). En contraste, el pene de la rata estd cubierto con espinas
queratinosas, que probablemente causa una estimulacion mucho mads intensa de la pared vaginal
gue la sonda lisa (Taylor y cols. 1983, Sachs y cols. 1984). Ademas, actualmente se desconoce
si el pene tiene contacto directamente con el cérvix durante una intromision; por lo que es
probable que la estimulacion del cérvix podria deberse a la eyaculacion o por la formacion del
tzpon seminal. Aunque se desconoce si la EVC artificial, proporciona el mismo elemento crucial
Ze estimulacion genitosensorial proporcionada por una intromision, la EVC artificial causa
sstrechamiento longitudinal de la pared vaginal, que causa suficiente estimulacion vaginal para

mducir una inmovilizacion similar a la inducida por una intromisién (Komisaruk y Larsson



“71). Por lo tanto, la EVC artificial puede inducir los mismos cambios fisiologicos que los de

wmz2 intromision. Sabemos que el nervio pélvico es mediador del acortamiento del estro en la
=2 inducido por la copula, porque la neurectomia pélvica bloquea el efecto de acortamiento del
=stro por intromisiones (Lodder y Zeilmaker 1976). En contraste, en cobayo, la transeccion del
mervio pélvico, pudendo y genitofemoral (Slimp 1977) no tiene efecto. Se ha argumentado, que
=2y una ruta no neural de transmision para la informacion desde los genitales hacia el cerebro
zn el cobayo. Sin embargo, como el nervio vago también transmite informacion sensorial desde
=l cérvix y vagina hacia el cerebro (Cueva-Rolon y cols. 1996, Komisaruk y cols. 1996), esta
=uta neural tiene que ser considerada antes de descartar una conexion neural.

fecientemente nosotros estudiamos la participacion del sistema noradrenérgico sobre la
conducta de estro inducida por la estimulacion vagino cervical. Encontramos que los receptores
x1 adrenérgicos, estan involucrados en la regulacion de la conducta de estro durante dicha

=stimulacion cervical (Gonzélez-Flores y cols. 2006).

1.7. Fosforilacion de proteinas.

4 través de la fosforilacion de proteinas diversas hormonas regulan eventos intracelulares
Girault, 1993). A partir de los estudios iniciados con la fosforilasa del glicogeno. se puso de
manifiesto la importancia de este evento celular, que es mediado por segundos mensajeros. Asi,
muchas sefales extracelulares (primer mensajero) incluyendo hormonas, factores de
crecimiento, neurotransmisores, potencial eléctrico y componentes de la matriz extracelular,
zlteran el estado de fosforilacion de proteinas intracelulares (Nestler y Greengard, 1994). Esto
se lleva a cabo a través de una cascada de eventos que se ilustran en la Fig.7, con la via adenilato

ciclasa - AMPc — proteina cinasa A.
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Figura 7. Mecanismo de fosforilacion de proteinas. Fosforilacion de proteinas, producida por
Sicrentes cascadas de segundos mensajeros y sus respectivas cinasas. Explicacion y
Sreviaturas en el texto (modificado de Berridge., 1985).

=1 mecanismo consiste en los siguientes pasos: la sefial extracelular (primer mensajero) se une
& wm receptor membranal (R), que se encuentra acoplado a una proteina G (transductora) que es
sctvada por medio del GTP. La proteina G activada estimula a una proteina amplificadora, la

ademiiato ciclasa (AC), hasta que el GTP que se encuentra unido a la proteina G es defosforilado
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& 0%, provocando con ello un efecto de cierre sobre la actividad de la ciclasa. La AC, mientras

ez activada, cataliza la sintesis de AMPc al remover dos iones fosfato del ATP. El recién
“wmado AMPc activa a un regulador interno, llamado proteina cinasa A, al unirse a las
setunidades reguladoras de la cinasa, liberando las subunidades cataliticas, que son las
w=sponsables de fosforilar (adicionar grupos fosfato) las distintas fosfoproteinas intracelulares.
= osta manera, el incremento en la concentracion de AMPc inducido por el primer mensajero
desencadena las respuestas celulares, cuya naturaleza depende de las propiedades de las

“asfoproteinas activadas por la cinasa (Berridge, 1985).

1.7.1. Proteinas cinasas

=1 numero de proteinas cinasas descritas en la actualidad asciende a més de cien y se calcula
su< el genoma de los mamiferos puede codificar a més de mil de estas enzimas. Las proteinas
<masas son clasificadas de acuerdo al substrato que fosforilan, muchas fosforilaciones (>95%)
scurren sobre residuos de serina, una pequefia cantidad (~3-4%) sobre residuos de treonina y
muy pocas (<1%) sobre residuos de tirosina. En todos los casos, la cinasa cataliza la
wansferencia del grupo fosfato terminal (y) del ATP o GTP a la porcion hidroxilo en el
correspondiente aminoacido (Nestler y Greengard, 1994).

2 adicion de un grupo fosfato a una proteina, induce un cambio en su conformacién y
“malmente en su funcion. Sin embargo, para que esta reaccién pueda desarrollarse es necesario
Sue una sefial extracelular (primer mensajero) active a la proteina cinasa, a través del incremento
wiracelular de segundos mensajeros, tales como AMP¢, GMPc, Calcio (Ca) y DG (Nestler y
Duman 1994: Nestler y Greengard, 1994).

“atre las proteinas cinasas mas importantes del SNC se encuentran aquellas activadas por
AMPe. GMPc, Cay DG, llamadas proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa G (PKG) y proteina
cmasa C (PKC), respectivamente (Nestler y Greengard, 1994). Cada proteina cinasa, aunque
<. funciones semejantes, muestra en su estructura caracteristicas particulares: por ejemplo. la
S84 es un tetramero de dos subunidades reguladoras y dos subunidades cataliticas, mientras
@ue las proteinas cinasas G y C son dimeros, constituidas por sélo una subunidad reguladora y

na catalitica (Nestler y Greengar, 1994).



S nan realizado diversos trabajos para estudiar como es que se regula la actividad de las cinasas,

sarz cllo, se han administrado activadores de dichas enzimas, principalmente analogos de
e zotidos ciclicos o del DG (esteres de forbol; Girault, 1993) o administrando inhibidores de
s actividad, tal es el caso del isoquinolinesulfonamida (H8), que inhibe la actividad de las PKA,
#8.G v PKC, o el isoquinolinesulfonil (H7), que inhibe la actividad de las PKC y PKA (Hidaka
v col. 1991; Tokuyama y col., 1995). Se ha propuesto que el H7 compite con el segundo
mensajero v bloquea la actividad de las cinasas al evitar la disociacion de sus subunidades
“iidaka y Kobayashi, 1992).

1.7.2. Proteinas fosfatasas

_as proteinas fosfatasas son reguladoras de la actividad celular al defosforilar (quitar fosfatos)
s residuos de serina, treonina o tirosina. Aunque menos estudiadas que las cinasas, también
swegan un papel muy importante en la regulacion de la actividad celular. Este grupo de proteinas
== subdividido en cuatro grupos: 1) proteina fosfatasa-1, 2) proteina fosfatasa-2A, 3) proteina
“osfatasa-2B y 4) proteina fosfatasa-2C (Walaas y Greengard, 1991).

_as proteinas fosfatasas pueden ser activadas directamente por un segundo mensajero o una
sroteina cinasa y su regulacion depende de cuatro tipos de inhibidores: 1) los inhibidores 1y 2,
== como el DARPP-32 (fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc), que inhiben a la
“osfatasa |, 2) el substrato G, que inhibe a la fosfatasa 2A, 3) el inhibidor Ca/calmodulina, que

mhibe a la fosfatasa 2B y 4) el inhibidor Mg**, que inhibe a la fosfatasa 2C.

1.7.3. Fosfoproteinas

_as fosfoproteinas son aquellas proteinas que pueden cambiar su conformacion por accion de

ws proteinas cinasas (fosforilacion) o fosfatasas (defosforilacion). Estas reacciones inducen

cambios en las propiedades de la proteina para convertirse en un substrato de otra proteina cinasa
fosfatasa. o participar en la activacion de diversas respuestas fisiologicas (Walaas y

Cemengard. 1991), ya que las fosfoproteinas pueden ser enzimas involucradas en la biosintesis

L meurotransmisores, proteinas que regulan los niveles celulares de segundos mensajeros,

misadores de proteinas fosfatasas, canales idnicos, receptores de neurotransmisores (Nestler y



Cezengard, 1994) o receptores a esteroides como el receptor a progesterona (Kato y Onouchi,

ST

1% La cinasa Sre.

1.5.1. Historia del descubrimiento de la Srec.

£2 1909 Peyton Rous, que trabajaba en el Instituto Rockefeller de Nueva York, recibié una
zzilina Plymouth Rock la cual presentaba un tumor grande, al examen microscopico parecia ser
wn sarcoma de células fusiformes. El tumor resultd ser trasplantable a los pollos de la misma
mzza (Rous 1910), y en los pasajes posteriores a pollos de otras razas, desde ese momento se le
genomind al tumor como sarcoma de Rous. Sorprendentemente, filtrados libres de células
mmbién podrian transmitir la enfermedad, lo que indicaba que el tumor era debido a un "agente
“urable” (Rous 1911). Otros tumores de pollo con distintas patologias, tales como un
ssteocondrosarcoma en cartilago y hueso, también resultaron contener agentes filtrables. Peyton
Rous fue capaz de mostrar que habian distintos agentes, cada uno de los cuales producian
memores del mismo tipo que el tumor de que habia sido derivado (Rous y Murphy 1914). En
=etrospectiva, esta especificidad de cepa, fue el primer indicio, de que la capacidad de inducir
semores era una propiedad genética del virus, aunque, por supuesto, la idea de que los virus
podrian contener informacion genética solo surgio algunos 30 6 40 afios mds tarde. Cabe
mencionar que incluso antes del descubrimiento de Rous, Ellerman y Bang (1908) en
_openhague. habian transmitido la leucemia eritromieloblastica con filtrados libres de células.
Fuiinami v Inamoto, (1914), en un trabajo independientemente al de Rous, en la Universidad
imperial de Kyoto, Japon, aislaron en otro pollo un sarcoma transplantable. Sin embargo, los
Zescubrimientos de estos tres grupos fueron recibidos con reacciones de indiferencia, hasta el
sscepticismo y la hostilidad. De hecho, un comentario relatado por el propio Rous, menciona
gue un oncologo britanico le dijo “Pero, mi querido amigo, esto no puede ser el cancer, porque
s conoce su causa”. De tal forma que, durante muchos anos, se ignoraron estos
Zescubrimientos. Afortunadamente, Rous vivio lo suficiente para ver sus ideas reivindicadas, y

e 1966, a la edad de 85 anos. recibio el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina (Andrews



1 4.2 Estructuray Activacion de la Src.

2 proteina Src adquirié importancia debido a los trabajos sobre el virus del Sarcoma de Rous,
smcontrado en un tumor viral en el pollo por Peyton Rous en 1911 (Martin 2001). La proteina
«w= v-Src es codificada por el oncogen c-Src del virus del Sarcoma de Rous, causante de una
“orma de cancer aviar; sin embargo, existe un homologo de la v-Src en humanos y otras especies
wmales, la Sre, la cual es codificada por un gen fisioldgico (Roskoski 2004). Esta altima es
uma tirosina cinasa de 60 kD (Brugge y Erikson 1977, Hunter y Sefton 1980), que a su vez es
fosforilada sobre residuos de tirosina y estd relacionada con la regulacion del crecimiento y
& ferenciacion celular (Ushiro y Cohen 1980). La estructura de la enzima muestra dos dominios
zn la porcion amino terminal, que median la interaccion de la enzima con otras proteinas,
conocidos como SH2 y SH3; mientras que en la porcion carboxilo de la proteina se localiza el
Zominio catalitico y un dominio regulador. Roussel y cols. (1991) propusieron que el dominio
SH2 interactia con tirosinas fosforiladas, lo que podria conducir a una interaccion
mtramolecular entre el dominio SH2 y la tirosina fosforilada 527 del carboxilo terminal y en
consecuencia producir un estado inactivo de la cinasa. Posteriormente, Sicheri y cols. (1997) y
%u v cols. (1997) determinaron que el dominio SH2 interacttia con la tirosina 527 fosforilada,
mientras que el dominio SH3 interacttia con una secuencia rica en prolinas de la hélice 11 de la
molécula, localizada entre el dominio SH2 y el dominio de cinasa, lo que mantiene a la molécula
en un estado inactivo.

4si. la activacion de la cinasa Src requiere de la autofosforilacion de la enzima en la Tyr 416
Ushiro y Cohen 1980, Smart y cols. 1981) y la defosforilacion de la Tyr 527, ya que la
“osforilacion de la Tyr527 resulta en la inactividad de la cinasa (Fig. 8, Kmiecik y Shalloway
1987, Piwnica-Worms y cols. 1987). La activacion de la cinasa Src puede ocurrir por diversos
=stimulos que activan receptores de tirosina cinasa o receptores acoplados a proteinas G, como
s [B-adrenérgicos (Luttrell y cols. 1999), receptores de citocinas (Wong y cols. 1999) y por

r=ceptores de esteroides como el receptor membranal de la progesterona (Maller 2001).

' ma vez activada la cinasa Src fosforila sustratos localizados en el citoplasma o en las cercanias
2 la membrana celular, cuyo resultado final es un cambio en la conformacion y en la funcion

Ze los sustratos fosforilados, lo que provoca una cascada de senalizacion: de las cuales se han
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meomocido ampliamente la via de la PI3K, la via Ras-MAPK y la de Stat3 (Brown y Cooper

~ %% Abram y Courtneidge 2000).

ominio SH3 de
union al ligando

23
Dominio SH2 de 527
unién al ligando f

Defosforilacion

Figura 8. Estructura y activacion de la cinasa Src. En el panel A se muestra la conformacion
mactiva de la Src, en la cual Tyr527 interactia con el dominio SH2, el dominio SH3 interactua
con una secuencia rica en prolinas localizada entre el dominio SH2 y el dominio catalitico. En
2 se muestran los dominios que sufren cambios para la activacion de la cinasa y en C se muestra
2 conformacion abierta o activa de la cinasa. (Tomado de Martin 2001).

_na vez activada la cinasa Src fosforila sustratos localizados en el citoplasma o en las cercanias
Ze la membrana celular, cuyo resultado final es un cambio en la conformacion y en la funcion
de los sustratos fosforilados, lo que provoca una cascada de sefializacion: de las cuales se han

reconocido ampliamente la via de la PI3K, la via Ras-MAPK vy la de Stat3 (Brown y Cooper
1996, Abram y Courtneidge 2000).

1.8.3. Funciones de la cinasa Src.

[ a cinasa Src es un proto-oncogen que es modulada por el receptor del factor de crecimiento,
miegrina y el receptor de esteroides. Se han identificado diferentes sustratos para la cinasa Src
zn los que se incluyen las proteinas de adhesion focal, adaptador de proteinas y factores de
wanscripeion. A través de estos mecanismos la cinasa Src regula la proliferacion celular, la

wihesion. invasion y motilidad. En muchos tipos de céncer se incrementa la actividad de cinasa
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"% 2 gue cuando es activada por mutaciones o estimulada por factores de crecimiento,

wwmeniz la proliferacion celular, invasién y la motilidad (Yeatman 2004). Ademas, las
Semonas esteroides sexuales inducen la proliferacion celular a través de la via Src / Ras / ERK
Jlasona y cols. 1999, Miglaccio y cols. 2000). Asi, el estradiol induce la asociacién de la
Setwmidad reguladora p85a de la fosfatidil 3 cinasa (PI3K) con el RE en las células endoteliales
wue conducen a la relajacion vascular (Simoncini y cols. 2000) e induce la proliferacion de
“=iuias de cancer de mama (Castoria y cols. 2001). EI RP también interactiia con Src-SH3
- Soonyvaratanakornkit y cols. 2001); el papel de esta interaccion podria ser dependiente del tipo
4= celula, ya que en células T47D, en células UIIL, y en células Cos transfectadas la activacion
& Src unida al RP esta mediada por ER (Miglaccio y cols. 2005, Vallejio y cols. 2005). En este
semtido. cabe sefialar que la forma B de PR (PRB) interactua directamente con ERa. y se requiere
&5z asociacion para la activacion de la MAP cinasa en células Cos (Ballare y cols. 2003). Por
w2 parte las progestinas inducen activacion de la via Src /Ras/Erk y la proliferacion en células
“amcerosas mamarias (Migliaccio y cols. 1998). Recientemente, se ha informado que la rapida
sctivacion de Erk por progestinas participa en la activacion de genes a través de la fosforilacion
“ ia cromatina (Vicent y cols. 2006). Este es un ejemplo entre la accién no-transcripcional y la
wmscripeion de una hormona esteroide; otro ejemplo se ha observado en fibroblastos NIH3T3
W= cuales expresan cantidades bajas de receptor de androgenos (AR), que reside
sermanentemente fuera de los nicleos y, debido a su baja expresion, no activan la actividad
wamscripcional. La adicion de concentraciones picomolares de andrégenos al medio,
“esencadena asociacion AR con Src y la subunidad p85 de la PI3K. e induce la sintesis de
SON. Las mismas células responden a concentraciones nanomolares con modificaciones de la
wrguitectura citoesquelética (Castoria y cols. 2003).

“ambicn células del estroma uterino de la rata UII que expresan bajos niveles de receptor de
srogesicrona (PR) y ERB, responden a la concentracion picomolar de progestinas con
seiiferacion activa (Vallejio y cols. 2005). En las plaquetas el estradiol induce la potenciacion

“& ‘2 agregacion inducida por trombina a través de ERB y Src quinasa (Moro y cols. 2005).

£.% Comunicacion cruzada en la activacion de la conducta de estro.



& comunicacion cruzada entre sefiales intracelulares generadas por diferentes agentes

“esmeroides o neurotrofinas), es un medio econdmico por el cual la célula puede expander y
mocular su repertorio de respuestas. La comunicacion cruzada entre una hormona peptidica, de
wocon ejercida en la superficie de la membrana celular y una hormona esteroide que acttia en la
marriz intracelular, ha sido recientemente documentada (Aronica y Katzenellenbogen, 1991;
e=ni v Picard, 1999).

£ modelo propuesto por Beyer y Gonzalez-Mariscal (Fig. 9), fue el primer modelo in vivo que
=uplico la comunicacion cruzada de los diferentes mecanismos de accion hormonal. Otros
estudios sobre este tema han sido publicados, por ejemplo, compuestos como la dopamina, que
stz sobre la membrana celular y provoca la fosforilacion de proteinas a través del sistema
weenilato ciclasa, facilita la conducta sexual al administrarse intracerebroventricularmente en
=as Ovx pretratadas con estrogenos. Este efecto fue bloqueado por la administracion de las
wtiprogestinas ZK 98299 y el RU 486 (Mani y col., 1994a; Apostolakis y col., 1996); el RU
<845, también bloqued la lordosis inducida por las progestinas Sa-pregnandiona y 5(3-3(3-
sregnanolona (Gonzélez-Mariscal y col., 1989; Beyer y col., 1995), asi como la inducida por
s agentes no esteroidales GnRH, PGE2 y AMPc (Adenosina monofosfato ciclico, Beyer y col.,
1997).

_n ejemplo méas de comunicacion cruzada de sefiales entre agentes esteroidales y no
=steroidales. fue el proceso llamado autopotenciacion de la GnRH, que consiste en que la
secrecion de LH provocada por un segundo pulso de GnRH, es mayor que la inducida por el
somer pulso (Waring y Turgeon, 1983). Las pruebas que apoyan la participacion de la
comunicacion cruzada en éste proceso son: 1) el efecto de la GnRH es dependiente de ARNm y
2 sintesis de proteinas (Turgeon y Waring, 1994), 2) se requiere de un pretratamiento con
ssiradiol (Cover y Buckinham, 1989), 3) la administracion de P, AMPc o forskolin (activador
Ze 12 AC) en células cultivadas de la pituitaria anterior de la rata, sustituyeron al primer pulso
2= GnRH e indujeron potenciacion. Con base en estos resultados Waring y Turgeon (1992).
sropusieron que el RP podria ser el mediador molecular comtn en la potenciacion de GnRH,
or los diversos agentes, ya que la P, AMPc y forskolin inducen la fosforilacion del RP, mientras
gue ‘2 GnRH activa a la AC y PKC: ademas, el RU 486 antagonizo efectivamente la

poremciacion de ésta hormona. Por otra parte, Cenni y Picard (1999), en sus estudios sobre el
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“smeer reportaron que la activacion de diversos receptores a esteroides se puede llevar a cabo
== ausencia de su ligando natural, por diversos agentes, como factores de crecimiento,
sewrocransmisores o agentes que activan a la PKA.

s evidencias han permitido proponer que el mediador comun para la activacion de la
womcucta de lordosis es el RP, ya que integra la multitud de senales que provienen de la matriz
wwracelular (Beyer y col., 1995,1997; Gonzalez- Mariscal y col., 1989), al ser fosforilado por

wersas cinasas (Beyer y Gonzédlez-Mariscal, 1986).

® 9l

RP-PO4

LORDOSIS

Fagera 9. Modelo de comunicacion cruzada entre los mecanismos membranal y gendmico. La
S muesra la propuesta del Dr Beyer para explicar la activacion de la conducta de lordosis
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“miwcda por agentes que actian sobre la membrana celular. Se muestra la activacion de cascadas
e sezundos mensajeros para la activacion del receptor a progesterona intracelular (Beyer y
wois. 1981). P=progesterona; PGE,= prostaglandina E,; LHRH= hormona liberadora de la
wwor—ona luteinizante; NA= noradrenalina; AMPc= adenosina monofosfato ciclcico; E=
w=arzeno, E-R= receptor a estrégeno; ARNm= &cido desoxirribonucléico mensajero; RP=
ssweptor a progesterona; RP-PO4= Receptor a progesterona fosforilado.



= ANTECEDENTES

% s gue la progesterona (P) acttia sobre las neuronas del hipotdlamo ventromedial (HVM)
e “scilitar el comportamiento de estro (lordosis y proceptividad) en ratas, a través de unirse
& & meceptor de progesterona (RP) (Barfield y cols. 1984, Etgen 1984, Mani y cols. 1997). Sin
wmowrzo. la P es rdpidamente metabolizada en el cerebro en una variedad de progestinas
ssiucidas en el anillo A, las cuales tienen poca afinidad por el RP (Cheng y Karavolas 1973,
Sarmvolas v cols. 1984, Celotti y cols. 1992). Pero estas progestinas cuando son administradas
Semero del cerebro o en los ventriculos cerebrales, son mas potentes que la P en inducir el
wamporiamiento sexual en ratas hembras previamente estrogenizadas (Beyer y cols. 1989, 1995,
“wmzalez-Flores y cols. 2006). El mecanismo a través del cual estas progestinas reducidas en el
w0 A facilitan el comportamiento de estro no es claro. Datos recientes, sugieren que otros
mecanismos celulares diferentes a la unién con el RP, participan en la facilitacion del
somportamiento sexual ocasionado por estos compuestos. Tanto la P, como las progestinas
s=fwcidas en el anillo A y otros agentes no esteroidales (e.g. GnRH.PGE2, dopamina, NA etc.)
» 2 estimulacion vaginocervical (EVC), pueden activar diversas proteinas cinasas, como son
& proteina cinasa A (Mani y cols. 2000, Gonzélez-Flores y cols. 2006), la proteina cinasa G
~Whalen y Lauber 1986, Chu y cols. 1999) y la MAPK (Etgen y Acosta-Martinez 2003,
“wmzalez-Flores y Etgen 2004, Gonzalez-Flores y cols. 2004, 2008, Frye y Walf 2008).Todas
esizs. han sido implicadas en la expresion de la conducta de estro en ratas. Los datos antes
mencionados. sugieren que estos agentes actuan sobre diferentes vias de sefializacion a nivel del
#F o en asociacion con otras proteinas (coactivadores, correpresores, etc.). Recientemente, se
%e propuesto la existencia de una comunicacion cruzada entre el mecanismo membranal y
semomico. que involucraria al RP como la proteina molecular comin de este evento. Asi, la P,
LeRH.NAL PGE2, ¢cAMP, and ¢cGMP deben estar presentes en el hipotdlamo (drea cerebral
wwoiucrada en la activacion de la lordosis) alrededor de la ovulacion, cuando los procesos
“eiwlares permitan que el comportamiento de estro se inicie; ya que. se ha mostrado que la Py
ws 2zentes no esteroidales (GnRH, PGE2) actdan en el hipotilamo para facilitar el
comportamiento de lordosis (Rodriguez-Sierra y Komisaruk 1982). De tal forma que el uso de
wiedores farmacologicos, por ejemplo de las cinasas. reducen el comportamiento de estro

wiwcco por la Poopor algunos de sus metabolitos reducidos en el anillo A, o por agentes no
p g

Lad
n



wweroidales (GnRH, PGE2, Leptina) o la EVC en ratas hembras previamente estrogenizadas

~wmzalez-Flores y Etgen 2004, Gc_mzélez-F]ores y cols. 2004, 2006, 2008, Garcia-Juarez y cols.

201 1.2012). El mecanismo a través del cual estas cinasas facilitan el comportamiento de estro,
mo ha sido esclarecido pero aparentemente involucra al RP, debido a que la administracion
womcurrente de la antiprogestina RU486 (que bloquea al RP) inhibe el comportamiento de estro
mducido por todas las progestinas en ratas hembras previamente estrogenizadas (Gonzélez-
Mariscal v cols. 1989, Beyer y cols. 1995). Generalmente se considera que el RP presenta
muchos de estos efectos bioldgicos, porque actia como un factor de transcripcion a nivel
zenomico. No obstante, diversos estudios indican que los RPs producen respuesta celular
mdependientemente de activar a la maquinaria transcripcional (Wehling 1997, Revelli y cols.
1998, Watson y Gametchu 1999), a través de varios mecanismos de sefializacion membranal,
emire estos esta la via Sre/MAPK. El sistema Src se ha descrito en una serie de experimentos
m=lacionados con el estudio del desarrollo y la diferenciacion celular, el Src se encuentra
“ormado por una serie de subunidades globulares, como la SH2 y la SH3 y es capaz de unirse al
%P v al RE. De tal forma que la interaccion del RP y el RE con el c-Src permite una rapida
estimulacion de la via Src/Raf/MAPK (Migliaccio y cols. 1998, Boonyaratanakornkit y cols.
2001, Ballare y cols. 2003, Edwards 2005, Faivre y Lange 2007). Nosotros recientemente hemos
sropuesto que la activacion de Src, a través del RP, podria ocurrir no solo por la accion de la P,
wmo también con la de sus metabolitos reducidos en el anillo A y por otros agentes. Asi,
emcontramos que la administracion del inhibidor especifico de de la cinasa Src, 4-amino-5-(4-
cnlorophenil)-7-(t-butil) pirazolo [3.4-d] pirimidine (PP2; Hanke y cols. 1996, Li y cols. 20006),

= ogueo la conducta de estro inducida por progestinas en configuracion .



3 JUSTIFICACION

= presente trabajo de tesis es parte de una linea de investigacion que tiene como fin, el aportar
wormacion que permitan entender los mecanismos celulares y moleculares que controlan la
somducta sexual femenina. Como mostramos en trabajos previos, nuestro grupo de investigacion
sz propuesto diferentes mecanismos por los cuales diversos agentes inducen la conducta sexual
“zmenina, dentro de estos mecanismos nos ha interesado el papel que tiene las proteinas cinasa
+ los esteroides sobre esta conducta. Recientemente mostramos que la cinasa Src bloque6 la
conducta de estro inducida por progestinas en configuracion a. Sin embargo, la participacion de
2 cinasa Src por otras progestinas y por otros agentes facilitadoras de la conducta sexual

fzmenina no ha sido explorada.






S OBJETIVOS

%1 Objetivo General

Suplorar si la conducta sexual femenina inducida por diversos agentes, involucra la

sarticipacion de la cinasa Src y del RE en ratas ovariectomizadas implantadas

weracerebroventricularmente (icv) y pretratadas con BE.

%2 Objetivos Particulares

1.

N

["¥]

Determinar la participacion de la cinasa Src en la expresion de la conducta de lordosis

inducida por progestinas 5 reducidas en el anillo A.

Determinar la participacion de la cinasa Src en la expresion de la conducta de lordosis

inducida por LHRH, PGE2 y la EVC.

Determinar la participacion del RE sobre la conducta de lordosis inducida por
progestinas, LHRH, PGE2 y la EVC.

39



% METODOLOGIA

%.1. Animales.

Se utilizaron 285 ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley, con un peso de 200-280 grs, de la
zolonia del Centro de Investigacion en Reproduccion Animal CINVESTAV-UAT, laboratorio
#anotla, Tlaxcala. Los animales se mantuvieron a una temperatura de 23+2 “C, con un ciclo
=vertido de luz-obscuridad (14 hrs luz: 10 hrs obscuridad, la luz se apaga a las 10:00 a.m.) y

“seron alimentados con nutricubos (Purina) y agua a libre acceso.

2. Cirugias.
Las hembras fueron ovariectomizadas bajo anestesia con xilacina (4 mg/kg) y ketamina (80
me kg) por via intraperitoneal. Una semana después, las hembras fueron implantadas con una
canula guia de acero inoxidable (calibre 22, de 17 mm de longitud) dirigida al ventriculo cerebral
derecho, mediante cirugia estereotaxica, bajo el mismo protocolo de anestesia y siguiendo las
coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (2006; anterior-posterior +0.80 mm, mediolateral
1 .3 mm. dorsoventral -3.5 mm con respecto a bregma). Al finalizar la cirugia cada hembra
recibio una dosis de penicilina (22000 Ul/kg) y fue alojada en una caja individual para su

recuperacion.

6.3. Farmacos.
1 benzoato de estradiol (BE2), P, Sa-pregnan-3,20-dione (5a-DHP). Sa-pregnan-3a-ol-20-one
Sa3a-Pgl). 5B-pregnan-3,20-dione (5B-DHP), 5B-pregnan-3p-ol-20-one (58,3p-Pgl), GnRH,
PGE2. ICT  (7a-[9-(4.4.5,5,5-pentafluoropentylsulfinyl)nonyl]estra-1,3,5-(10)-triene-3.17p-
Zwol) v el tamoxifen fueron adquiridos de Sigma Chemical, Inc. (St. Louis. MO). El PP2 4-
amino-3-(4-clorofenil) -7 - (t-butil) pirazolo [3.4-d] pirimidina (inhibidor de la cinasa Src), se
sbtuvo de Calbiochem (La Jolla, CA, EUA). El BE; fue disuelto en aceite de cartamo a una
concentracion de 50ug/ml, al igual que los esteroides P y las progestinas 5B reducidas
130ng/ul) y las Sa reducidas (13ng/ul). EI PP2 (30ng/2ul) fue disuelto en dimetilsulfoxido
DMSO) al 10%. En solucion salina estéril se prepararon la GnRH (50pg/ul) y la PGE2
‘wz'ul). Cabe senalar que el tamoxifen no produjo la supresion de comportamiento
seneralizado. y que este compuesto ha sido ampliamente utilizado en los estudios de

comportamiento sexual femenino. Por otra parte. se ha informado de que el tamoxifen puede
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“Mmciomar como un neuroprotector contra la neurotoxicidad inducida por metanfetamina en las

mweres (Dluzen y Mickley 2005). En ese estudio, el tamoxifen incrementd varios

“wmportamientos locomotores, como la actividad horizontal, el niimero de movimientos y la
Sissancia total recorrida.

%4 Evaluacion de la conducta sexual femenina.

2= hembras fueron sometidas a pruebas de conducta sexual con machos sexualmente expertos,
Semiro de arenas circulares de Plexiglas de 60cm de diametro a los 60, 120 y 240 min después
&= [z administracion de los agentes activadores de la conducta sexual. La prueba duré hasta que
& hembra recibio diez montas por parte del macho y la receptividad sexual fue evaluada a través
@=! cociente de lordosis [CL = (No. de lordosis / 10 montas) (100)]. Las pruebas de
somportamiento fueron realizadas a los 60, 120 y 240 min después de la administracion los

w=tamientos o de la estimulacion vaginocervical.

#.5. Comprobacion del area de implante.

! finalizar las pruebas las hembras fueron sacrificadas por inhalacién de éter. Enseguida se
myecto un colorante (azul de metileno al 2%) a través de la cénula y se procedid a extraer el
werebro en fresco. Inmediatamente después se le practicd un corte transversal a la altura del
srificio dejado por la canula. De esta manera se comprobo si la canula se encontraba en el

vemtriculo cerebral derecho.

4.5. DISENO EXPERIMENTAL

%.5.1. Experimento 1: efecto del PP2 sobre el comportamiento estral inducido por 5B-DHP o
3. 3p-Pgl.

* =2 semana después de la implantacion de una canula en el ventriculo lateral. las ratas fueron
mrectadas s.c .con Spg de E;B (hora 0) y 39,5 h mas tarde recibieron una infusion icy de 10%
&= OMSO /1 pl (vehiculo para PP2): 30 minutos mas tarde (40 h después de la Ex B) que
secieron vehiculo (1 ul de aceite de cartamo, n = 8) o las progestinas: 130 ng de cualquiera de
S-0HP (n=10) 0 5B, 3B-Pgl (N =9). Todos los compuestos se infundieron icv en un volumen

&= © ulatravés de un catéter de plastico (Clay Adams, PE 10 N © 7401) ajustado a una jeringa
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S on (10p 1) insertada en la canula guia. La dosis de progestinas utilizadas se obtuvieron

& am estudio previo que demuestra que son eficaces en la obtencion de los comportamientos
e =stro en ratas OVX previamente estrogenizadas (5 pg de E2B) (Gomora-Arrati y cols. 2008).
= amimales de los grupos experimentales recibieron una infusion icv de 30 g de PP2 (disuelto
= %5 de DMSO) 39,5 h después de 5 g de E2B: y 40 h (es decir, 30 min después de PP2) 130
e &e SE-DHP (n = 8) o 5, 3B-Pgl (n = 8) en 1 ul de aceite de cartamo por la misma via de

sSmmistracion.

%42 Experimento 2: efecto de PP2 sobre el comportamiento estral inducido por GnRH y
PGE2.

Ammales Ovx fueron estrogenizados con Spg de E2B, y 39,5 horas mas tarde fueron infundidos
ww con DMSO al 10% / 1pul. Treinta minutos mas tarde (40 h después del E 2 B) recibieron una
wusion icv de lpl de solucion salina (control, n = 8) 0 50 ng de GnRH (n = 9) o | pg de
P0E 2 (n=09). Las dosis de GnRH y PGE > usadas son eficaces en la induccion de la conducta
wral en ratas OVX previamente estrogenizadas (5 ug de E2B) (Ramirez-Ordufia y cols. 2007)
£= lugar de solo DMSO, las ratas recibieron 30 pg de PP2 infundido icv a 39,5 h después de la
wveccion de E 2> B y 30 minutos mas tarde, ya sea 50 ng de GnRH (n =9) o I mg de PGE 1 (n
= §).

#.6.3. Experimento 3: efecto de PP2 sobre el comportamiento estral inducido por estimulacion
manual de los flancos (MF) mas EVC.

stas OVX fueron inyectados con 5 g de E 2 B. Cuarenta horas después, los animales se
Zovidieron en dos grupos de tratamiento. Las ratas de control recibieron 1 pl de DMSO (10%) y
=0 minutos mas tarde MF / EVC (n = 10); las ratas del segundo grupo recibieron 30 pg de PP2
== DMSO y 30 minutos mas tarde MF / EVC (n= 13). La MF consistié en palpaciones aplicadas
com el indice y el pulgar a ambos flancos y con la palma de la mano a la zona perineal. La EVC
comsistio en aplicar una presion de 150 g en la vagina y el cuello uterino a través de una sonda

wazinal junto con MF durante unos 5 s (Gonzélez-Flores y cols. 2007).



-rimento 4: efecto del tamoxifen sobre el comportamiento estral inducido por P y
gestinas reducidas.
nz después de la colocacion de la canula, todas las hembras fueron inyectadas sc con
£ - B A las 39.5 h después del E > B tamoxifen o vehiculo oleoso fue infundido, y 40
~owes del E 2 B se infundieron las progestinas. Las progestinas y el tamoxifen fueron
= en aceite de cartamo sésamo e inyectadas con las siguientes dosis: 130 ng de P (n =
> (n=18) v 5P, 3p-Pgl (n=8) y 13 ng de Sa- DHP (n =8) y 50, 3a-Pgl (n =9). Estas
e s seleccionaron a partir de curvas de dosis-respuesta establecidos previamente en nuestro
o (Gonzalez-Flores y cols. 2006). Otros grupos de hembras fueron inyectados icv a
% despues de E 2 B con 5 mg de tamoxifen y 30 minutos mas tarde recibieron las siguientes
ssomas- 130 ngde P (n=9), 5p-DHP (n=9) y 5, 3p -Pgl (n=9) y 13 ng de 5a-DHP (n =
 » S Ga-Pgl(n=9). La dosis de tamoxifen fue seleccionada a partir de estudios anteriores

e mestran su eficacia para interferir con la activacion de ER (McKenna y cols. 1992).

%45 Experimento 5: efecto del tamoxifen sobre el comportamiento estral inducidas por GnRH
GE.

e semana después de la colocacion del implante, todas las hembras fueron inyectadas sc con
S w2 2= E - By 39.5 horas mas tarde recibieron una infusion icv de vehiculo (aceite), seguido a
W &0 hoporlaGnRH o PGE2 como se describe en el experimentol. La GnRH se disolvio en
s destilada y se infundid a una concentracion de 50 ng / 1pl (n = 9). La PGE2 (1 pg/ul) se
Wseowso en solucion salina. Otros grupos de hembras fueron inyectados icv a 39.5 h después del
& - 8 con 5 mg de tamoxifen y 30 min mas tarde recibieron 50 ng/ Ipl de GnRH (n=9) 0 I ug

dal de PGE2 por via icv (n =9).

w46 Experimento 6: Efecto del tamoxifen sobre el comportamiento estral inducido por la
ENC

_warenta horas después de la inyeccion del E 2 B y 30 min después de la infusion del vehiculo

~weie). 9 hembras recibieron EVC (una fuerza de 150 g aplicada contra el cuello uterino con

wr cmbolo de vidrio a partir de una jeringa de 1 ml insertado en la vagina). La EVC consistio
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w sresion de 150 g en la vagina y el cuello uterino a través de una sonda vaginal
W5 Zurante unos 5 s (Gonzalez-Flores y cols. 2007).

s fueron inyectadas icv a 39,5 h después del E 2 B con 5 mg de tamoxifen y 30
s sarde recibieron la EVC (n=9).

i to 7: efecto del ICI, un antagonista puro de ER, sobre el comportamiento
gado por la P y la GnRH.

wmmento se realizo para confirmar que el comportamiento estral inducido por P y la
‘s cusles muestran induccion de lordosis con resultados similares en ratas hembra Ovx
sz estrogenizadas. Hemos utilizado el antagonista del ER puro, ICI, porque tiene poca
sctvidad agonista (Wakeling y Bowler 1987). Una semana después de la colocacion
todas las hembras fueron inyectadas sc con 5 pug de E 2 B y 39,5 horas mas tarde,
Ze W1 o el vehiculo fue infundido icv. Treinta minutos después de la administracion del

W o de ICL 130 ug de P (n=9) 0 50 ng de GnRH (n = 9) fueron infundidos icv.

. Amalisis estadistico

comparar el efecto del PP2 y tamoxifen como una funcion de tiempo después de la
swowm del agente lordogénico se uso un andlisis de varianza para datos no paramétricos,
Wmetw e Friedman. La prueba post hoc de U-Mann-Whitney se aplicé para comparar los dos
wmpws mdependientes. Para analizar la proporcion de hembras proceptivas se utilizo la prueba
e seotebilidad exacta de Fisher. Las diferencias se consideraron significativas si la

et idad fue igual o menor a 0.05 (P < 0.05; Siegel y Castellan 1995).

44




T_RESULTADOS
"1 Experimento 1: efecto del PP2 sobre el comportamiento de estro inducido por 5B-DHP o
. -Pel

% = Fiz. 10A se muestra, que la infusion icv de ambas progestinas Sp-reducidas aumentaron

e Scativamente el comportamiento de la lordosis, en los tres intervalos de tiempo probados
= comparacion con los animales control, a los que se les administrd E 2 B y fueron infundidos
ww con aceite (Friedman: F = 52, df = 2, 32, p <0,01). El Ez B solo, no pudo inducir ya sea
“wrdiosis o proceptividad en nuestros animales Ovx. El curso temporal de la respuesta de las dos
grogestinas fue similar, con valores LQ maximos se observan a los 120 min (F = 46,8, df = 2,
© 2 <0.001). Las dos progestinas también indujeron comportamiento proceptivo en la mayoria
2 == hembras: la maxima proceptividad fue observada a los 120 min (Fig. 10B) (multiple chi
= 18.0.df=2,p<0,001). Por otro lado la administracion de PP2, redujo significativamente las
wxores de LQ en animales infundidos con 5B-DHP en todos los tiempos probados (Fig. 10A).
_as hembras que recibieron 5B.3p-Pgl. PP2 presentaron inhibicién significativa de la lordosis
w0 a los 120 min después de la infusion de la progestina (p <0,01). El PP2 redujo los
comporiamientos proceptivos inducidos por ambas progestinas en la prueba de 120 minutos

Sz 10B p<0.05 para 5p-DHP, p <0,01 para 5f, 3B-LGP), pero no a los 60 o 240 min.
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Figura 10. Efecto de la infusion icv del PP2 (30pg). un inhibidor de la cinasa Src, sobre la
conducta de lordosis (A) y proceptividad (B) inducida por la administracion de 130ng de 53-DHP
»=10) y 5B.3B-Pgl (n=9). El PP2 fue infundido 30 minutos antes de las progestinas. La infusion
Ze progestinas SP-reducidas activo la conducta de lordosis durante los tres intervalos de prueba.
2 administracion del inhibidor de la Src redujo en forma significativa el comportamiento de
wedosis y la proceptividad inducida por ambas progestinas. “p<0.05.
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£ sperimento 2: Efecto del PP2 sobre el comportamiento de estro inducido por GnRH y
Sz 11 muestra los efectos sobre el comportamiento de lordosis como de la proceptividad
= administracion icv de 50 ng de GnRH y 1 pg de PGE  solos o en combinacion con 30 pg
e PP A estas dosis, ambos farmacos indujeron comportamiento de lordosis y proceptividad
wsmmente significativa, con la mejor respuesta obtenida a 120 min (F = 19,9, df =1, 32, p
4 w01- chi cuadrada multiple = 17,6, df = 2, p <0,01; respectivamente). en comparacion con
= smimales de control (E 2 B mas solucién salina). EI PP2 bloque6 significativamente la
Liosis inducida por GnRH en todos los tiempos probados (p <0,01) y también redujo en forma
s ficativa la proceptividad a los 60 y 120 min (p <0,05). El PP2 también disminuyo la
S 2acion de la lordosis inducida por la PGE2 a los 60 y 120 min después de la infusion y de

L= comportamientos proceptivos en los tres intervalos de tiempo probados (p <0,05).
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¥igura 11. Efecto de PP2 sobre el comportamiento estral inducido por GnRH y PGE2. La
“acilitacion de lordosis (A) y proceptividad (B) en ratas ovx pretratadas con BE2 producida por
Swz de GnRH (n=9) o 1 pg de PGE2 (n= 9) fue antagonizada por la infusion del inhibidor de
2 cinasa Sre, PP2 (30pg). Para la GnRH la inhibicion se presento en los tres tiempos probados.

p<0.05: "p<0.01.
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imento 3: efecto de PP2 sobre el comportamiento de estro inducido por estimulacion

. de los flancos (MF) més la EVC.

Sz 12 muestra el efecto de PP2 sobre los comportamientos de estro (lordosis y
wespeividad) inducidas por MF /EVC. En contraste con el curso temporal de la respuesta de
wsmperiamiento obtenido con progestinas, GnRH y PGEx, la respuesta a MF / VCS se retraso
‘ez 20 minutos después de la estimulacion. La administracion icv de PP2 30 min antes de
W VCS redujo significativamente la lordosis a 120 min y suprimié el comportamiento

gmceptivo a 120 y 240 min (p <0,05).
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Figura 12. efecto de PP2 sobre el comportamiento estral inducido por estimulacion manual de
s flancos (MF) mas EVC. La facilitacion de lordosis (A) y proceptividad (B) en ratas oxv
peetratadas con BE2 producida por la VCS fue antagonizada por la infusion icv del inhibidor de
& Src. PP2 (30 pg). "p<0.05; “p<0.01.



T4 Experimento 4: efecto del tamoxifen sobre el comportamiento de estro inducido por Py

S+ Sf-progestinas reducidas.

& prucba de Friedman mostro diferencias estadisticamente significativas entre los grupos que
sscweron progestageno solo o progestina mas tamoxifen en los tres tiempos probados (P, F =
2 &f=35.p<0,001; 50-DHP, F =31, df= 5, p <0,001; 58-DHP, F = 12,7, df =5, p <0,02). En
s membras que recibieron P, el tamoxifen inhibio la lordosis en forma significativa a los 120
2 <0.01) vy 240 minutos (p <0,01) después de la inyeccion de la progestina. El tamoxifen
s ficativamente redujo las puntuaciones de LQ en los animales infundidos con Sa-DHP a 60
2 <0.05). 120 (p <0.01) y 240 minutos (p <0,01; Fig. 13A). Las tres progestinas también
mduseron el comportamiento proceptivo en la mayoria de las hembras: la proceptividad maxima
s observo a 120 min con 5B-DHP (Fig. 13B) y en 240 minutos con P y 5a-DHP. El tamoxifen
seomimio los comportamientos proceptivos inducidos por P (p <0.01) y Sa-DHP (0.05) en las
sruchas 120 y 240 min (Fig. 13B P <0,01 para ambos progestinas), pero no afectd la
sroceptividad inducida por 5p-DHP. La prueba de Friedman también mostré diferencias
sstadisticamente significativas entre las ratas que recibieron pregnanolonas (5o, 3u-Pgl y 5P,
“-Pzl) solas o en combinacion con el tamoxifen en los tiempos evaluados (5a, 3u-Pgl. F = 15,
& =3.p<0.01: 5B, 3p-Pgl, F=19,9, df =5, p <0,001). Por la tanto, la Fig. 14A muestra que la
wiusion icv de 13 ng de 5a.3a-Pgl facilito la lordosis a los 60 minutos y su accion continud
sastz 240 minutos, mientras que 5B, 3B-Pgl indujo comportamiento lordosis a los 120 y 240
== El tamoxifen redujo significativamente el comportamiento de lordosis inducido a los 120
== para Sa, 3a-Pgl (p <0.01) y 5. 3B-Pgl (p <0,05). La lordosis inducida a los 240 min por la
Sa. 3a-Pgl también se inhibio por el tamoxifen (p <0,01). Las dos pregnanolonas también
mcujeron claro comportamiento proceptivo a los 120 min en la mayoria de las hembras como
s puede observar en la Fig. 14B. aunque la proceptividad inducida por 5p, 3p-Pgl es baja a los
~<0 min. El tamoxifen redujo significativamente el comportamiento proceptivo inducido por la
S 3a-Pgla 120 (p <0.05) y 240 min (p <0.,05) y la proceptividad inducida por 50, 3p3-Pgl sélo

2 'os 120 minutos (p <0,01).
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Figura 13: Efecto del tamoxifen sobre el comportamiento estral inducido por P y Sa- y 5f-
srogestinas reducidas. Se observa una induccion de la conducta de lordosis (A) y de la
sroceptividad (B) en ratas pretratadas con E2 por la infusion icv de 130 ng de P (n= 8). 5p-DHP
== 8) y por 13 ng de 50-DHP (n=8). La administracion icv de 5 pg de tamoxifen (Tx)
wtagonizo la conducta de estro inducida por P (n= 9), 5p-DHP (n= 14) y 5a-DHP (n= 11).
“P<0.01: *P<0.05 vs el grupo que recibio la correspondiente combinacion del vehiculo + la

progestina.
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Figura 14. Efecto del tamoxifen sobre el comportamiento estral inducido por
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seozestinas reducidas Induccion de la conducta de lordosis (A) v de la proceptividad (B) en ratas

sretratadas con BE2 por la infusién icv de 13 ng de Sa, 3a-Pgl (n=9) y 5B.3p -Pgl (n= 8).

Weevamente la administracion icv de 5 pg de tamoxifen (Tx) antagonizo la conducta de estro
maucida por Sa.3a-Pgl (n=9) y 5B.3B-Pgl (n=9). "P<0.01; *P<0.05 vs el grupo que recibid la
rrespondiente combinacion del vehiculo + la progestina reducida en el anillo A.

Ln
(5]



TS Experimento 5: efecto del tamoxifen sobre el comportamiento de estro inducido por GnRH

NGED.

2 "z 15A muestra el comportamiento de lordosis inducido por 50 ng de GnRH y por Ipg de
WM. administrados icv. La prueba' de Friedman mostré diferencias estadisticamente
o Scativas entre los animales que recibieron estos péptidos solos o en combinacién con
smmonifen en los tiempos probados (GnRH, F = 19,5, df =5, p <0,002; PGE2, F = 19,df=5,p
“2). En 120 minutos después de la infusion de GnRH el grupo que recibio el tamoxifen en
somminacion con GnRH exhibid significativamente menos lordosis que las que se les administro
%o 12 GnRH (p <0,01), el tamoxifen también inhibi6 la proceptividad inducida en este tiempo
'3 <0.01) Fig. 15B. La PGE2 indujo bajos niveles de lordosis a los 60 min y no indujo
soceptividad a este tiempo (Fig. 16B). EI mayor cociente de lordosis y de proceptividad se
sesenvo a los 120 min para disminuir a los 240 min. El comportamiento proceptivo inducido

por PGE2 fue completamente abolido a los 120 min (p <0,001).
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¥igwra 15. Efecto del tamoxifen sobre el comportamiento estral inducidas por GnRH y PGE2.
& conducta de lordosis (A) y la proceptividad (B) en ratas pretratadas con E2 por la infusion
&% 22 50 ng de GnRH (n=9) y 1pg de PGE2 (n= 8), fue reducida en forma significativa por la

simenistracion icv de 5 pg de tamoxifen (Tx, "P<0.01; *P<0.05).
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“&. Experimento 6: Efecto del tamoxifen sobre el comportamiento de estro inducido por la

EVC.

~2 prueba de Friedman no mostré diferencias significativas entre los grupos que recibieron EVC
+ \os combinados con tamoxifen en los tres tiempos probados (EVC, F = 11,6, df = 5, p <0,039).
~2 EVC indujo bajos niveles de comportamiento de la lordosis en 60 min y no indujo
sroceptividad a este tiempo (Fig. 16A). El mayor cociente de lordosis se observo a los 120 min
para disminuir a los 240 min de aplicada la EVC. El comportamiento de lordosis inducido por
2 EVC no fue reducido en forma significativa por el tamoxifen. En referencia a la proceptividad
mducida por la EVC, el tamoxifen no tuvo ningun efecto significativo sobre su reduccién como

s puede observar en la Fig. 16B.
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Fizura 16. Efecto del tamoxifen sobre el comportamiento estral inducido por la EVC. Aunque
« puede observar una reduccién de la conducta de estro y de la proceptividad inducida por la

=% C por la infusion del tamoxifen a los 120 y 240 min; esta reduccién no fue significativa.



=" Experimento 7: efecto del ICI, un antagonista puro de ER. sobre el comportamiento de

o inducido por la Py la GnRH.

“omo se muestra en Fig 17A la prueba de Friedman mostré diferencias estadisticamente
“amificativas entre los animales que recibieron P o de GnRH solos o en combinacion con ICI
== los tiempos evaluados (P, F = 15,7, df = 2. p <0,001; GnRH, F = 12,1, df = 2, p <0,01). La
sdministracion de 100 pg de ICI 30 min antes de 130 ng de P 0 50 ng de GnRH inhibieron el
=omportamiento de la lordosis inducida por estos agentes a los 120 minutos (p <0,05 y p <0,01,
m=spectivamente) y también inhibié el efecto de P en 240 min (p <0.05). La proceptividad
mZucida por P y de la GnRH también se suprimi6 significativamente por ICl a 120 (p <0.01 y
©.U5. respectivamente), y en 240 min tamoxifen también disminuy¢ la proceptividad inducida

2o P (p <0.01) como se puede apreciar en la Fig. 17B.
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Figura 17. Efecto del ICI, un antagonista puro de ER, sobre el comportamiento estral inducido

sor la Py la GnRH. La induccién de la conducta de lordosis (A) y proceptividad (B) en ratas
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. DISCUSION

©stos resultados apoyan la hipétesis de que agentes que no se unen al RP, facilitan la conducta
Zz estro al activar la via de sefializacion de la Src. Debido a que el PP2 bloqueo el efecto de la
v sus metabolitos reducidos en el anillo A sobre la conducta de estro, al parecer la activacion
e la cinasa Src es un proceso esencial para la expresion tanto de la conducta lordosis, como de
‘2 proceptividad en ratas pretratadas con benzoato de estradiol, independientemente del agente
2 procedimiento utilizado para estimular dichas conductas (Gonzélez-Flores et al., 2010). Existe
evidencia que muestra que la Src asociada al RP, ejerce su accion al activar la via de la MAPK
‘Boonyaratanakornkit et al., 2001; Faivre et al.2005; Migliaccio et al., 1998). Estudios recientes
Zpoyan este mecanismo, ya que muestran que el efecto facilitatorio de las progestinas reducidas
en ¢l anillo A, la GnRH y la PGE: es bloqueado por la administracion icv de un inhibidor de la
MAPK. el PD98059, en ratas ovx-pretratadas con benzoato de estradiol (Gonzélez-Flores et al.,
2004b, 2009).

La activacion del complejo RP-Src por los agentes usados en este estudio no es clara. Estos
agentes quimicos, podrian actuar directamente sobre cualquier neurona donde se ubique el
complejo RP-Src o en neuronas que compartan conexiones sindpticas con las anteriores. La
activacion de las neuronas conectadas sinapticamente, podria liberar neurotransmisores capaces
de estimular la conducta de estro, ej., dopamina, norepinefrina, acetilcolina, etc. (ver revisiones,
Seyer and Gonzalez-Mariscal, 1986; Beyer et al., 2003; Blaustein, 2003; Etgen, 2003; Mani,
2006: Mani and Portillo, 2010) al activar las neuronas que contienen el complejo RP-Src. En
cfecto, existe evidencia de que las progestinas reducidas en el anillo A, actian parcialmente a
ravés de la liberacion de GnRH, ya que un antagonista del receptor GnRH-1. el antide,
disminuyo sus efectos sobre la conducta de estro (Gémora-Arrati et al.. 2008).

También es probable que la GnRH, la PGE: y los pregnanos 5p actien directamente sobre las
ncuronas que expresan RP. Esta idea es apoyada por el hallazgo de que dichos agentes facilitan
‘a conducta de lordosis cuando son implantados o infundidos dentro del nicleo ventromedial
delhipotalamo, una region con alta densidad de neuronas que contienen RP (Moss and Foreman.,
1976; Rodriguez-Sierra and Komisaruk, 1978).

Como se muestra en la figura 18. los agentes efectivos en inducir conducta de lordosis y

proceptividad no necesitan interactuar directamente con el complejo RP-Src. Tanto la GnRH
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Figura 18. Diagrama del posible mecanismo de accion a través del cual las 5P progestinas,
GnRH. PGE2 y EVC activan el sistema PR-Src para inducir la conducta de estro en ratas ovx
pretratadas con BE2. Como se muestra en la parte superior derecho del diagrama la GnRH y la
PGE2 pueden actuar sobre interneuronas que interaccionan con la neurona que contiene el
sistema PR-Sre, resultando en la liberacion de neurotransmisores (dopamina, noradrenalina,
GABA, etc.), capaces de estimular la conducta de estro. Similarmente, la EVC estimula la
“iberacion de NA o DA actuando sobre receptores de membrana acoplados a proteinas G. Una
accion directa sobre neuronas con el sistema PR-Src se muestra en el lado izquierdo del
diagrama. GnRH, PGE2 y monoaminas actuarian sobre receptores de membrana (receptores
acoplados a proteinas G, GPCR), para activar segundos mensajeros regulados por cinasas
serina/treonina. La estimulacion del sistema de GPCR activa a la cinasa Src mediante varios
mecanismos. directos ¢ indirectos (lineas cortadas). Las 5P progestinas también estimulan la
actividad de la Src actuando en la membrana o indirectamente mediante la liberacion de GnRH.
La senalizacion de la Src mediante el sistema de la MAPK, ocurre en el contexto de complejo
multiproteinico en el que el RP actiia como un andamio para reclutar una variedad de efectores
enzimaticos. La activacion del sistema Src-MAPK. resulta en un rapido y transitorio efecto
membranal en los canales i6nicos, en los receptores membranales y en efectos gendomicos
mediados a través de proteinas como como la proteina de union a elementos en respuesta a
AMPc (CREB) o con miembros de la familia de sefiales de transduccion y activadores de la
transcripeion (STATs) modulando la actividad del ADN. Las flechas indican el sitio del efecto
mhibitorio del PP2 sobre la accion de la Sre.
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como la PGEy actian sobre receptores membranales acoplados a proteina G, y posteriormente

generan segundos mensajeros que activan proteinas cinasas, de este modo activan diversos
procesos incluyendo la conducta de estro (Mani and Portillo, 2010). Similarmente, la EVC libera
neurotransmisores (dopamina, norepinefrina, etc., Masters et al., 1993; Quysner and Blaustein.
2001) que actian sobre receptores acoplados a proteina G (Etgen et al., 2001; Majewski and
Musgrave, 1995; Neve et al., 2004). Evidencia obtenida en diversos sistemas celulares, sugiere
que los receptores acoplados a proteina G, a través de la activacion de cinasas, tales como la
proteina cinasa A y C, pueden actuar sobre receptores a tirosina cinasas y el complejo Src-
MAPK. (Lange, 2004; Lange et al., 1998; Migliaccio et al., 1998).

Los mecanismos a través de los cuales la via de sefalizacion de la Src-MAPK estimula la
conducta de estro no son claros. En la figura 18 se muestran algunas de las acciones claramente
establecidas del complejo RP-Sre-MAPK que pueden estar relacionadas con la estimulacion de
‘a conducta de estro. EI RP produce una activacion rapida de la Src-MAPK (2-5 min) que
disminuye a los 10 min (Boonyaratanakornkit et al., 2001; Migliaccio et al., 1998). Esta
activacion transitoria produce efectos no transcripcionales sobre canales ionicos, como aquellos
asociados con receptores ionotropicos a glutamato, a GABA y a acetilcolina (Charpantier et al.,
2005; Choi et al., 2011; Groveman et al., 2012), asi como a canales i6nicos dependientes de
voltaje (Endoh, 2005). Aunque estas vias alteran la excitabilidad neuronal, la posibilidad de que
tales efectos rapidos y transitorios estén relacionados a la expresion de la conducta de estro es
muy poco probable, porque la lordosis es desplegada muy raramente antes antes de los 60 min
despucs de inyectar estos compuestos (la GnRH, la PGE; o las progestinas reducidas 5f). Sin
embargo, es posible que estos eventos tempranos disparen cambios subsecuentes que mediaran
el retraso en la expresion de la conducta de estro. La interaccion RP-Sre no solo media acciones
no genoémicas de la P, sino que también representa un mecanismo alternativo para la
transcripeion génica activada por el RP sin interactuar directamente con los genes en el ntcleo.
(Boonyaratanakornkit and Edwards, 2007; Boonyaratanakornkit et al., 2008: Leonhardt et al..
2003). En algunos casos, los efectos genémicos son el resultado de la interaccién con moléculas
ntermediarias, como la proteina de union a elementos en respuesta a AMPc (CREB) o con
miembros de la familia de sefiales de transduccion y activadores de la transcripcion (STATS:

Figura 18). cuyo resultado es la activacion de la transcripcion a través de los elementos de
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respuesta al DNA, diferentes a aquellos elementos de respuesta activados por la union de las

progestinas al RP (Shi and Kehrl, 2004; Tung et al., 2011). Como se puedo observar la Figural 8,
la via de sefializacion del RP-Src-MAPK también puede modular al RP nuclear a través de la
fosforilacion de la serina 294, un proceso que incrementa la actividad transcripcional del RP,
para su degradacion subsecuente por el proteosoma 26S (Camacho-Arroyo et al., 2002; Faivre
etal., 2005; Lange et al., 1998; Qiu and Lange, 2003). Aunque esto podria constituir un proceso
a través del cual la GnRH, la PGE: o las progestinas 5p estimulan la conducta de lordosis, el
hecho de que estos agentes no causen inhibicion secuencial de la conducta de lordosis
(Gonzalez-Flores et al., 2004a; Gonzalez-Mariscal et al., 1993), un proceso resultante de la
fosforilacion en la ser294 del RP, no apoya esta idea (Lange et al., 2000; Shen et al., 2001).

La conducta de estro en ratas ovx, como en casi todas las especies, puede ser estimulada por la
administracion de dosis repetidas de estrogenos (Ea2. estrona, estriol; Beyer y cols., 1982;
Larsson y cols., 1976), atn en dosis bajas. En la rata in vivo, este proceso ocurre en el estro
persistente, inducido por la edad o por iluminacion continua (Takeo, 1984). Sin embargo, en
ratas intactas bajo un ciclo estral normal, la conducta de estro es regulada por otras hormonas
como la P. Esta condicién puede replicarse en ratas ovx al administrar un pretratamiento con
estrogeno, seguido al menos 20 horas después por la inyeccion de P. Los resultados del presente
trabajo muestran que la infusion simultanea, del tamoxiten por via icv, un inhibidor del RE,
atenuia significativamente la conducta de lordosis y la proceptividad inducida por la mayoria de
progestinas, la GnRH, la PGEz pero no por la VCS. Los resultados coinciden con reportes
previos de Feder y Morin (1974) y Blaustein y cols. (1979) de que la administracion de
antiestrogenos cerca del tiempo de la inyeccion de la P puede evitar el efecto facilitatorio de la
P sobre la lordosis en hembras de cuyos y ratas pretratadas con estrogeno. Este hallazgo sugiere
la participacion de los REs intracelulares sobre la conducta de estro facilitada por estos
compuestos, varias horas después del pretratamiento con Ez (Harlan y cols., 1983; Kow y Pfaff.
1975; Kow y Pfaft, 1998; Micevych y Sinchak, 2013; Micevych y Dewing, 2011) y sugiere que
los REs intracelulares deben ser activados para facilitar el nivel maximo de despliegue de la
conducta de estro. Previamente se ha mostrado que el RP es esencial para la expresion de la

lordosis, ya que la antiprogestina RU486 inhibe el efecto facilitador de diversos agentes
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diferentes a la P (pregnanos, GnRH, PGE., leptina, dopamina, EVC; Beyer y cols., 1995; Mani
v cols., 1996; Beyer y cols., 1997; Garcia-Juarez y cols., 2011).

Los resultados de este trabajo son consistentes con el hecho de que durante el ciclo estral, los
niveles de E2 son muy altos, momento en que las ratas despliegan su conducta de estro (Powers,
1970; Zemlan and Adler, 1977). Asi, en circunstancias normales, los REs probablemente son
activados por E2 endégeno alrededor del tiempo de la facilitacion de la conducta de estro por la
P. Este puede ser el caso de las ratas ovx, ya que presentan niveles bajos de E; circulante después
de lainyeccion sistémica de E2B, lo que induce la activacion de niveles bajos de RE atn después
de las 48 hrs (Schwartz y cols., 1979). Los niveles bajos de activacion de los RE pueden ser
suficientes para permitir la activacion subsecuente por diferentes agentes como las progestinas,
peptidos y PGE:. Esta idea es apoyada por el hecho de que el exifén bloqueo la conducta de
lordosis inducida por la mayoria de los agentes usados en este trabajo. y porque el ICI también
bloqueo la conducta de estro inducida por Py GnRH.

Particularmente, el tamoxifen no redujo significativamente la conducta de lordosis inducida por
EVC. En ratas durante el ciclo estral y ovx-pretratadas hormonalmente, la EVC induce la
liberacion de diversos neurotransmisores y neuromoduladores (Master y cols.. 1993) en areas
cerebrales que regulan varios procesos reproductivos (Etgen y Morales, 2002). Tales
compuestos incluyen la GnRH y la PGEa, cuyos efectos conductuales fueron bloqueados por el
tamoxifen. Asi, la conducta de lordosis inducida por la EVC, puede ser facilitada a través de un
mecanismo que no depende de la presencia de REs activados al tiempo en que la conducta sexual
es facilitada por este estimulo. Por ejemplo, recientemente mostramos que la liberacion
endogena de norepinefrina, la cual actia a través de la via de los receptores al-adrenergicos,
media la facilitacion de la lordosis inducida por la EVC.

Esta observacion coincide con un mecanismo que involucra la activacion al-adrenérgica de la
via del oxido nitrico/cGMP/proteina cinasa G (Gonzalez-Flores y cols., 2007). Por lo cual,
experimentos complementarios son necesarios para determinar si el tamoxifen bloquea la
conducta de estro, inducida por norepinefrina u 6xido nitrico. Sin embargo, la EVC puede
activar eventualmente mecanismos de cascadas de sefalizacion como las progestinas, péptidos

v PGE> ya que el RU486 y varios inhibidores de cinasas pueden bloquear la facilitacion de la
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wrdosis inducida por la EVC (Gomora-Arrati y cols., 2008; Gonzalez-Flores y cols., 2008;

_ma-Hernandez 2012).

Los mecanismos a través de los cuales los REs estimulan la conducta de lordosis, en ratas
sretratadas con estrogenos, por diversos agentes, como las progestinas, la GnRH, la leptina, la
Jopamina y la PGE» atn no son claros. La figura 19 ilustra algunas de las acciones bien
sstablecidas del complejo RE-RP-Src-MAPK que pueden ser relacionadas con la estimulacion
Ze la conducta de estro. Aunque no se puede excluir la posibilidad de que los REs acttien sobre
=l genoma, activado tipicamente por Ez, son escenciales tanto para un estado temprano, como
para uno tardio, de la respuesta conductual facilitada por cada uno de estos compuestos, por lo
gue sugerimos un mecanismo alternativo. Quizas el E; activa dos procesos controlados por los
REs temporal y mecanicamente distintos (ver Fig 19). El primero es un efecto de pretratamiento
en el cual el E; administrado a ratas ovx se une a los REs nucleares clasicos. Entonces el
complejo hormona-receptor activa la maquinaria transcripcional asociada con el ADN,
mnduciendo, de este modo, la sintesis de una variedad de proteinas como el RP (MacLusky y
McEwen, 1978; Moguilewsky y Raynaud, 1979) y el RE (Castles y cols., 1997; Robertson y
cols., 2002). El segundo es un efecto de disparo en el cual los REs y los RPs no ligados son
activados por fosforilacion y viajan rapidamente entre el nucleo y el citoplasma e interactuan
con la tirosina cinasa Src. Se propone que los REs estan asociados con la ¢-Src por la interaccion
de la fosfotirosina-537, ubicada en el dominio de unién al ligando del RE con el dominio SH2
de la Src, mientras que los RPs se unen a través de sus aminoacidos 421 y 428, ubicados en el
extremo N-terminal, dominio SH3 de la Src. promoviendo la cascada de fosforilacion de la Src-
Raf-MAPK. La activacion de este trimero, ej., RE-RP-Src, puede ocurrir por la union de
ligandos naturales como el E2 o la P o por agentes no esteroidales (Boonyaratanakornkit y cols.,
2008; Chen y cols., 2009; Chen y cols., 2010: Lima-Hernandez y cols., 2012; Migliaccio y cols..
2007; Migliaccio y cols., 1998). Este trimero. se puede formar en algunas células que expresan
tanto REs como RPs, incluyendo, presumiblemente a las neuronas que regulan la conducta de
estro (Balleine y cols.. 1999; Gréco y cols., 2001; Jdrvinen y cols.. 2000).

Se han descrito interacciones fisicas entre los REs y los RPs que ocurren en el citoplasma
(Ballare y cols., 2003; Boonyaratanakornkit y cols., 2001; Hagan y cols., 2009; Migliaccio y

cols., 1998). Hormonas disparadoras de la conducta de estro como la P, la GnRH. la PGE, etc.,



sodrian activar la via de la Sre-MAPK asociada con el dimero RE-RP, induciendo rapidamente

2 conducta de estro por la via de un mecanismo no genémico. Esta idea es apoyada por
==sultados obtenidos en nuestro laboratorio, en los cuales la antiprogestina, RU486, asi como
s inhibidores de la MAPK y la Src (PD98059 y el PP2 respectivamente) inhibieron la conducta
Ze lordosis y la proceptividad inducidas por compuestos con diversas estructuras quimicas,
dentro de las que se incluyen: progestinas reducidas en el anillo A, la GnRH y la PGE2, asi
como por la EVC en el modelo de la rata ovx-pretratada con Ez (Beyer y cols., 1995; Beyer y
cols.. 1997; Etgen y Gonzalez-Flores y cols., 2010; Gonzalez-Flores y cols., 2008; Gonzalez-
Flores y cols., 2009; Gonzalez-Flores y cols., 2004; Lima-Herndndez y cols., 2012).
Experimentos donde se usan compuestos antiestrogénicos apoyan este modelo; de este modo el
tamoxifen y el ICI, administrados al momento del pretratamiento, reducen la conducta de
lordosis inducida por la P (Etgen, 1979; Etgen y Shamamian, 1986). Resultados similares fueron
obtenidos cuando los antiestrogenos se administraron junto con la P (Blaustein y Feder, 1979).
En células cancerigenas T47D, la activacion de la MAPK por una progestina sintética fue
bloqueada después del tratamiento con antiestrogenos. Migliaccio y cols. (1998), propusieron
que los REs son requeridos para la interaccion de los RPs con la ¢-Sre, asi como la activacion
subsecuente de la MAPK. Ademas, la conducta de lordosis inducida por varios agentes, tales
como las progestinas y la PGE;_ podria ser inducida indirectamente a través de la liberacion
hipotalamica de la GnRH, sin activar a los REs. pero modulando receptores membranales, los
subtipos GnRH-1. Estos receptores activan la proteina Gas para estimular la formacion de
AMPc y asi inducir la conducta de lordosis (Beyer y cols., 1982; Fernandez-Guasti y cols., 1983;
Whalen y Lauber. 1986) o pueden activar la cascada de la Src-MAPK (Shah et al., 2003). En
apoyo a esta idea, mostramos que la conducta de estro inducida por progestinas reducidas en el
anillo A y VCS fue inhibida por el antagonista del receptor GnRH-1, el antide (Gomora-Arrati
et al., 2008).
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Figura 19. Diagrama del posible mecanismo de accion mediante el cual las progestinas, GnRH
y PGE3 activan el Sistema RE-Src para inducir la conducta de estro en ratas ovx, pretratadas
con Ez. (A) Efecto preparador: el Es. mediante su unién al RE induce efectos genomicos (lado
izquierdo inferior). (B) Efecto disparador: progestinas reducidas en el anillo A. GnRH. y PGE;
actian sobre un receptor de membrana para activar cinasas serina/treonina reguladas por
segundos mensajeros. La sefializacion de la Src, mediante el sistema MAPK ocurre en el
contexto de un complejo multiprotéico, en el que el RE y el RP actian como un andamio para
reclutar una variedad de efectores enzimaticos. La activacion del sistema de Sre-MAPK resulta
en un rapido y transitorio efecto membranal asi como un tardio efecto genodmico mediado a
través de proteinas como CREB o STATs, que modulan la transcripcion génica. Tanto el efecto
de priming y el disparador del RE pueden ser inhibidos por tamoxifen y el ICI.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo indican que la Src juega un papel esencial en la facilitacion de la
conducta de estro en ratas pretratadas con benzoato de estradiol no solo por progestinas, sino
que por una variedad de agentes con estructuras quimicas diversas.

Ademas, de la participacion del RE en la regulacion del comportamiento de estro facilitado por
diversos compuestos, con estructuras quimicas diferentes, muchas horas después del efecto
preparador por la inyeccion de estrogenos.

Por lo cual nosotros proponemos que la interaccion entre diferentes moléculas
(RE,RP.Src MAPK) en el citoplasma celular puede tener un papel importante para la integracion

de estimulos externos e internos que facilitan y controlan la conducta sexual femenina.
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10. PERSPECTIVAS

La accion que ejerce la Src como un posible componente de un complejo con el RP-B, el isémero
del RP con una longitud completa. Nos permite pensar en el disefio de estudios complementarios
al presente trabajo enfocados a determinar si otras vias de sefializacion intracelular participan
utilizan éste complejo, con el fin de determinar si la activacion de la Src por agentes sin afinidad
por el RP es mediada por el RP, como en el caso en el que el RP esta unido con su ligando, o si
el RP sirve solo como anclaje para la Src, permitiendo el reclutamiento de efectores enzimaticos
capaces de modular la actividad de la Src.

Sin embargo, se requiere de estudios complementarios para determinar si los efectos de disparo
mediados por la activacion del RE, a través de agentes sin afinidad por el mismo RE, son

mediados a través de esta via alternativa.
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The progesterone receptor (PR) s a dual functien protein that acts 10 the nuclews as atraoscriptional factor
and at the cytoplasm as a scaffeld for the Src MAPK signaling pathway Several agents lacking affinity for
the PR, such as 52 reduced progesting, GoRH or prostaglandin Bz (PGE:) Geilimte estrous behavior inevarl
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size that these agents act by using the PR Sre mitcgen activated protein kinase alternative pathway. To test
this bypothesis we used PP2, a specific inbibiter of the Src kinase family. Iotravertricular infosion of 30 pg of
PPZ, 30 min before behavioral testing, significantly attenuated estrous behaviors induced in estradic! benze

ate (E;B) primed rats by 5 dibvdroprogestercne (52 CHP), 5@ pregnan 3@ ol 20 one (58,32 Pgl). CoRH,
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Introduction

A variety of agents inchuding ring A-reduced progesting, peptides,
amines, prostanoids, amino adds, growth fadors { for review see: Bever
and Gonzdlez-Mariscal, 1986; Beyer et al, 2003; Blaustein, 2003;
Devidze er al, 2007; Etgen and Acosta-Maminez, 2003; Mani, 2006;
Mani et al, 2006; Moss and Foreman, 1976; Rodriguez-Sierra and
IKomisanuk, 1978) and wvaginoeervical stimufation, VOS5 (Komisanik,
1971; Rodriguez-Siera et al, 1975) can substinite for progesterone (P)
to facilitate (ordosis behavior in ovariectomized (ovx) rats prirned with
estrogen, The medhanism theough which these chemicals achieve their
effect s undear Sumprisingly, the progestin receptor (PR) antagonist
RU48E blodes the sticulatory effedt of all of these agents, evan of VTS,
on estrous behaviors in estrogen-primed rats | Suger, 2001; Auger et al,
1497; Beyer eral, 1997: Gonzdlez-Flores et al | 2008; Gonzdler-Madscal
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et al, 1989). Becaus= these agents do not bind the PR their effea is diffi-
cult to reconcile with the "dassical” model of PR action, which requires
the biading of an agonist, eg, P, to trigger the transeriptional agions of
the PR at the nuclear level Recent data, however, show that the PR s a
dual function protein ading in the nucleus in its “dassical” cole asa tran-
scription faor and in the cytoplasm by adivating the Src family of
non-receptor tyrosine kinass-mitogen adivated protein kinase (Src-
MAPK) signaling pathway (for review see; Boonyaratanalornlit and
Edwards, 2007; Daniel et al, 2009; Edwacrds, 2005; lange, 2004;
Lennhardr et al, 2003), Interesting v some of the above mentioned ageats
activate the Src-MAPMK pathway i a vaiay of tissues: fng A-reduced
progestins in platelets (Blademore, 2008) GaRH in gonadotropes
(Davidsonet al, 2004; Doblcin-Beteman et al, 2009} and in a hy pothalam-
ie neural cell (ine GT1-7 (Shah et af, 2003) and prostaglandin Ea ( PGEa) in
emboyonic stem ooils (Yun et a, 2009) Moreover, we recently showed
that P2, a selecive inhibitor for Sec, decreased the behavioral response
to P and its ring A reduce metabolites in ovy, estrogen-primed rats
(Gonzilez-Flores et al, 2010) Therefore, in the present study we
typothesized that the Src signaling system participates in the
fadlitation of estrous behaviors in ovx, estradiol (Ex) pimed rats by
agents laddng affiniy for the PR induding 53-dihydmopmgesterane
(53-DHP), 52-pregnan-33-ol-20-one (53 33-Pgl), GuRH, and PGE; o by
YIS using PP2, a spedific inhibitor of the Sec lkinase family
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Material and methods
Arimals end surgertes

e used atatal of 109 Sprague-Dawley female rats (240-280 g body
weight), bred in our colony in Tlaxcala, They were maintained under
controlled temperature (2342 °C) and (ight conditions (14:10 LD)
with Purina rat chow and water provided ad (ibitum. Fernales wece bilat-
erally ovx under anesthesia with xylazine (4 mg/lg) and letamine
(80 mg/lg), and housed in groups of four Twio weels after owx, the
females were anesthetized with xylazine and letamine, placed in a
Kopf stereotaxic instrument (Tujunga, CA), and implanted with a 22 ga
stainless steel guide cannula (Plastics One, Roanole, VA) into the right
lateral venuide following coordinares fom the atfas of Paxinos
and Watson (2006; A/P + 080rm, ML —15 mm, DV —35 mm
with respect to bregma) A stainless steel serew was fixed to the sloull,
and both cannula and sorew were artached to the bone with dental
cerment. A 30 ga insert canqula provided with a cap was intreduced
fnto the guide canaula to preveat dogging and contamination. Animal
care and all the experimental procedures adhered to MIH guidelines
and the Mexican Law forthe Protection of Animals.

Drugs

Estradiol benzoate (E;B), 53-DHP, 53 33-Pal, GaRH and PGE; were

- purchased from Sigma (St Louis, MO), The spedificinhibitor of the Sec ki-

nase family 4-amino-5-{4-chloropheny)-7-(t-bur) pyrazolo [34-d]

pyrimidine (PP2; Hanke et al, 1996; Li et al, 2096) was purchased
from Calbiochem (San Diego, CA).

Testmg procedures

Tests for sexual behaviors (receptivity and proceptivity) were
conducted by plading females in 4 decular Plexiglas arena (33 cmin di-
arneter) with a sexally active male Tests were made ducing the dade
phase of the light-darle cycle. The (ordosis quotient [LQ— (oumber of
lordosis/ 10 mounts)(100)] was used to assess receptive behavior
Proceptivity was evaluated by determining the inddence of hopping,
daring and ear-wiggling during the entire receptivity test. We consid-
ered an animal proceptive when showing two ofthese behavioes during
the testing period. This critedon was used because in our Sprague-
Dawley rats only a small proportion of animals display the three
proceptive behaviors together. This may be due to the faa that our
Sprague-Dawley rats carely (<10%) show darting in our testing condi-
tions. Behavioral tests were conduced at 60, 120 and 240 min after ad-
ministeation of expedmental ageats or VIS,

Expeniment 1 effect of PP2 on estrous behavior tnduced by 55-DHP or
5@.35-Pgl

Control group

Oneweelrafter implantation of a cancaila into the lateral ventride,
rats were injeaed sc with 5 pg of ExB (hour 0) and 395 h later
received an fov infusion of 10% DMSO/1 W (vehicle for PP2); 30 mia
[ater (40 h after ExB) they received either vehicle (1 Jl of sesame
oil, n—8) or the progestins: 130 ng of either 53-DHP (n—10) or
55.33-Pgl (n— 9) The dose of progestins used was found to be effec-
tive in elidting estrous behaviors in ovx rats primed with 5 pg of E;8
[Gimora-Accati et al, 2008)

Experimental groups

These anirmals received an iev injection of 30 pg of PP2 (dissolved
in 10% of DMSO) 395 hoafter 5 g of EaB; at 40 h (ie, 30 min after
PP2) 130 ng of 53-DHP (0 — §) or 53,23-Pgi (n—8) in 1 pof sesame
oil was infiased

Bxperiment 2: effect of PP2 on estrous behavior nduced by GnRH and
PGE;

Control groups

Owvx animals were primed with 5 g of EaB, and 335 hilater were in-
fused fcvwith 10% DMSO/1 ul Thirty minutes latec (40 hafter EaB) they
received an {ov infusion of 1 pl saline (control, n— 8) or 50 ng of GaRH
(a—4) or 1 g of PGEa (n—3) dissolved in 1 of saline The doses af
GnRH and PGE; have been found effective in eliciting estrous behavior
in o, EaB-primed female cats (Ramfrez-Ordufia et al, 2007).

Expertrental groups

Instead of DMSO alone, rats received 30 pg of PP2 in DMSO icv at
395 h after E;B priming and 30 min later either 500g of GaRH
{a—9) or 1 pg of PGEx (n— 8).

Ecqertment 3 effect of PP2 on estrous behavior induced by manuel flanik
stimmibation (MF) plus VS

Owx rats were injected with 5 pg of E;B. Forty hours later, animals
were divided into two treatment groups. The control rats received 1
of DMSO (10%) and 30 min later MFVCS (n— 10); the experimental
rats received 30 pg of PP2 in DMSO and 30 min later MFAVCS (0 —13)
MF consisted of palpations applied with the finger and thumb to
both flanks and with the palm of the hand to the perineal area VCS
consisted of 150 g of pressure into the vagina and oeevix through a cal-
ibrated vaginal probe applied together with MF for approximately S s
(Gonzilez-Flores et al, 2007},

Histologival confrmation of cannule placemnent

Twenty-four hours after completion of the experiments, females
were deeply anesthetized with ether, and 1% methyiene blue wasad-
ministered through the annula The brain was removed and sec-
tioned in the transverse plane to check the cannula position In the
right latecal ventricle. Eight animals whose manulae weee not in the
ventricle were discarded from the experiment

Stanstical anatysts

The effacts of the progesting, GnRH, PGE; and MF/YCS on estrous
behavior, were assessed by comparing the LQ and the percentage of
proceptive animals obtained in cesponss to each agent versus data
obtained in control animals receiving ExB phis DMSO (solvent). A
Friedman two way analysis was initially pecforrmed to reveal signifi-
cant differences in LQ values between groups The effect of PP2 oa
the behavioral actions of progesting, GnRH, PGE; and MF/VCS wias
assessed by comparing the LQs (50, 120 and 240 min) obtained
with each agent versus those obtained when PP2 was administered
using the Wilcoxon-Mann-Whitney t-test (Bruning and Motz
1987). The multiple chi square was used to compace proportions of
proceptive animals among groups, followed when appropriate by a
Fischer's exact probability test to compare the propotion of
proceptive females among experimental and conteal groups at B0,
120 and 240 min.

Results
Expermment !

Fig 1A showrs that icv infusion of both 53-reduced progestins sig-
nificantly increased lordosis behavior at the three time intervals test-
ed when compared with the matrol animals given ExBand infised
with oil (Friedman: F—52, df —2, 32, p<0.01). EaB alone failed to
elicit either lordosis or proceptivity in our ovx animals The tecaporal
course of the response o the two progesting was similar, with
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mm EB+cl o DMSO+ 0= PP+ oy DMSD+ &0 FPP2+
Sp-DHP Ep-OHP Ep3p-Fal Ep3p-Fal

Lordosis Quotien (mean + s.e)
5

% Proceptive Females

20

Minutes

Fig. L Intracerebral infusdon of 130 ng of both 53-DHP (n—10] and 53.33-F (n— 9.
senificartly stimulited lardosis behavior in ovariectormized rats pimed with 5 g of
ExB 40 h befors progestin traatmend. Andmals primed with 5 ug of E28 and infused onky
with wehicls (DM, n— B) failed 1o display Jardonic or proceptive behaviors. A sgrificant
résponss was already observad 1o SR.33-Pelat 60 min postinjection, but maxdmal affects
onlordods and proceptive behaviors were ot d at the 120 min postinjection interval
intherwo propesting low injection of FIZ (30 pe), a Seclinase inhititor, 30 min befors the
S-DHP (n— ) or 334-Fel {n—8), sdgnificantly dacreased both lordoss behavior and

i o both +p<005 P progesting v¢ P2 plus B

procp
Progeting

maxirnal LQ vahues being observed at 120 min (F—46.8, di—2, 31,
p=<0.001). The two progesting also induced proceptive behavior in
most females; maximal proceptivity was also observed at 120 min
(Fig. 1B) (multiple chi square—18.0, df — 2, p<0.001). Administea-
tion of PP2 significantly decreased LQ scores in animals infused with
5{2-DHP at all times tested (Fig. 1A) In fernales given 58 .33-Pgl, PP2
inhibited lord osis significantly oaly ar 120 min after progestin injec-
tion (p<0.01) PP2 suppressed the proceptive behaviors induced by
both progestins at the 120 minute test (Fig. 1B; p<0.05 for S53-DHP:
p=<0.01 for 53,3@-Pgl), but not at 60 or 240 min

Expertment 2

Fig 2 shows the effects on both [ordosis and proceptive behavior of
the iov administeation of 50 ag of GnRH and 1 pg of PGE; alone and
combined with 30 pg of PP2. Ar these doses, bath dmigs induced signif-
icant [oedosis and proceptive behaviors, with the highest response
obtained ar 120min (F—199, dfi—1, 32, p<0001: multiple chi
square —176, df—2, p<001, respectively), when compared with the
control anirals ( ExB plus saling). PP2 significantly blodeed the lordosis
induced by GoRH at all times tested (p<0.01) and also inhibied

mm BB DMSO  #—8 DMSCs O3 PP2r w—w DMS0s &4 PP24
GnEH GnRH PGE2 PGEZ

20

Lomosis Quotient (mean +5.e)

% Proceptive Females

€0 120 240
Minutes

Fig 2 Inimcerebral infusion of 50 ngof GnRH (n—9) or | g of PGEz {n— 3] elicits Jor-
dors and proceptive behaion: in ovagectomiied rats primed with 5 g of EzB 40 h be-
fore. Control animale injected only with BB and sslvent (n—8), faled 1o display
lardoss or proceptive behaviars Iev injection of FP2 (30 ug). sgnificandy decreased the
behaviom responss (lordotic and proceptivity) to GrRH (n— &) at al Gme intervals fes1-
&d md at 50 and 120 min 1o PGE; (n—3). *p<0.05, GritH or FGE; s [T2 plug GnRH ar
PGE,.

proceptivity at 60 and 120 min (p<005). PP2 also decreased the facili-
tation of londosis induced by PGE; at 50 and 120 min post injection and
of proceptive behaviors at all three time test intervals (p<005)

Experiment 3

Fig. 3 shows the effect of PP2 on the estrous behaviors (lordosis and
proceptivity] induced by MF/AVCS. In contrast with the temporal course
of the behavioral response obtained with progesting, GnRH and FGE;,
the response to MF/VCS was delaved until 120 min post-stimulation
The iov administration of PP2 30 min before MPVCS significantly
reduced lordosis at 120 min and suppressed proceptive behavior at
120 and 240 min (p=<0.05)

Discussion
Cur preseqt resilts support our hypothesis that ageatsthatdonct

bind the PR facilitate estrous behavior by adivating the Sce signaling
pathway Because PP2 alsa biocked the effect of P and s Se ring
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Fig 3, Vaginocenvica imulation 1o ovariectomized rats (n—10) 40 hisllowing -
ing with 5 g of BB sligited dear faglitation of ‘hath lordosic and procepivity 120 min
afier the procedurs Contral animals injscted with 5 pg of ExH and the solvent DVSO
{n—8) failed 1o display sotrous behaviae *p<0.05, MENCS vs P2 phis MEAVCS The
Sre Mnase inhibitor FP2 prevented the facilitatory affect of MENVT {n—13} an both
Jordoss and proceptive behavias at the 120 min interval t2sting

p-ceduced metabolites on estrois behavior, T appears that amivation
of the See ldnase is an essential process (ot the expression of lordosis
and proceptive behaviors in EaB-primed rats ircespective of the agent
o procedure stimulating them (Gonzdlez-Flores et al, 2010} Thereis

svidence that Sec assodated with the PR exerts its action by acivating -

the MAPIK pathway (l-.::nngammaimmktt et al, 2001; Faivre et al,
2005; Migliacde =t al 1998) Support for this mechanista comes fma
recent studies showing that the facilirating effect of ring A- reduced pro-
gestins, GnRHand PGE; wWas blocied by iov administeation of the BIAPIC
Inhibitor PO980SY n ovx, BB -primed rats {Gonzilez-Flores et al,
2004b, 2009)

It is unclear how the agenrs usad in this study acivate the PR-Soc
mrmpiex Chemicals could art directly on either neucons fiaving the
PR-Sor complex of in NBICO0SW ith synaptic connections withthem Ac-
tivation of these (a5 npUCNas cnuld release nenmiransmitle s capable of
sticomlating estrous behavior, 24, dopamine, norepinephring, ac Jl-
choline, et (for review see, Bever and Gonzdlez-Mariscal, 198
Beyeret al, 2002; Blaustein, 2003; Ergen, 2003; Mar, 2006; Mani and
Poctilln, 20107 by acting on PR-5¢C coftaining neurens Indeed, thiece
s evidencethar ing A-reduced progesting act, at [east partially, through
GnRH release, because the GoRH-1 recepor antagonist, antide, de-
ereases thelr effects on estrous hehavioes { Girora -Acpati et al, 2008)

It i5 also probable that GnRH, PGEz and 5@ pregnanes act directly
on PR-expressing neurons This idea is supported by the finding that
they eficir (ordosis behavior when fmplanted o infused into the ven-
rromedial mcteus of the fiypothalamus, a region with a high deasity
of PR oontaining neurons (bloss and Foreman, 1976; Rodriguez-
Sierca and Korisaraie, 1978).

A shown in Fig. 4, behaviorally effective ageats need not direct-
[y interact with the PR-Scc complex. Both GoRH and PGE; act on
membrane ceceptors (inked 10 G proteins Lo generate second mes-
sengers, which through ldnase activation modulates various peo-
cesses including estrous behaviors (for ceview see Mani and
portilln, 2010). Similacly, VCS releases neurotransmiters {dopa-
mine, norepinephring, etc, Masters et al, 1993; Quysaer and
Blaustein, 2001) that also act on G protein (inked receptors (Ergen
et al, 2001; Majewsld and Musgrave, 1985; Neve et al, 2004).
There is abundant evidence that G protein-coupled receprors,
theough kinases such as protein daase A and €, can interact withty-
cosine kinase receptors and Sc- MAPIC in many cell systems {Lange,
2004: Lange et al, 1998; Migliaceio et al, 1998)

The mechanism through which the Sre- MAPK pathwiay stimulates
estrous behaviors 1§ not clear Fig. 4 illustrates some of the well-
established actions of the PR-Src-MAPK complex that might be
celared 1o the stirufation of estrous behavior, The PR produces a
rapid activation of the Sre-MAPK (2-5 min) that decays by 10 min
f‘Boonyaratanmmm[dt et al, 2001; Migliacdo et al, 1998). This
transient action produces non-transcriptional effeds on ion channels
quch as those associated with ionotropic glutamate, GABA and ace-
rylcholine cec2ptors (Charpantier et al, 2005; Chot et al, 2011
Groveman et al, 2012), and voltage gated fon channels (Endoh,
2005), Although these pathways after neuronal excitability, the possi-
biliy that such rapid andtransient effects are dicertly relatedto the ex-
pression of BSLCOUS pehavior is doubtful, bemause lordosis is rarely
displayed earlier than &0 min after administeation of the agents used
in this study (GnRH, PGE2 and 53-reduced progestins) However, it is
possible that these early events trigger subsequent changes mediating
the delayed expression of estrous behavior. The PR-Src [nteradion aot
only mediates (on-4eno cnic actions of P, but also represents an altema-
tive mechanism foc PR 10 activate gene transeription without dicetly
interacting in the rucleus with target genes (Boo nyaratanalcoraldit and
Edwards, 2007; Boonyaratanakomidt et al, 2008; Leanhacdt et al,
2003). In some Ccases thess genormic effects cesult from interacting
with intermediate mofecules guch as cAMP response elerment-binding
protein (CREB) or sig rial tracsducer and activator ofrans cription fanily
members (STATs; see Ry 4), cesulting in transcrptional activation
theongh DNA response elements diffecent from those adivated by PR
binding to progestin response elerments (Shi and Kehirl, 2004; Tuang et
al,2011). As shown in Fig.fl.them—Srt—mPKpathway:analsu mod-
\late the nuclear PR by phosphonating serine 204, a prooess that
enhances the transeriptional activity af the PR and targets it for subse-
quent degradation by the 265 proteasome (Camacho-Arcoyn et al,
2002 Faivee et al, 2005; Lange et al, 1998; Qi and Lange, 2003)
Although this could constauee a process through which GnRH, PCE;
of the 5@ progesting stimulate {ordosis behavine, the fact that these
agents do not cause sequeatial inhibition of lordosis { Gonzdlez-Flores
et al, 2004a; Gonzilez-Mariscal et al., 1943), a process resulting from
ser234 phosphoryation of the PR (Lange et al, 2008 Shen et al,
2001), does 0ot support thisidea

The preseat results indicate that Src plays an pssetial rolein the fa-
Slitation of esteousbehavior i BSL0E L0 pricoed rats 0ot oaly By proges-
tins Bt also by a variety of agents with diverse chemical structures. This
artion appears 1o be exerted by 5o as a componant of a complex with
PR-B, the full length isomer of the PR Purther studies, however, ace -
quired o detenmine i activation of Sre by agents without affiniry for PR
1= mediated by the PR, as in thecase whea the receptoris bound by itsli-
gand, or if the PR serves onty as a scaffold for Src, thus, allowing the -
aruitment of enzymatic effectors capable of modulating 502 activity.
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Sﬂ-prqgestins

CYTOPLASM

NUCLEUS

Estrous Behavior

Fg. 4. Diagram of the posable mechanisms of action uuau;h which 5@ proggsting, GnEH NGE: and vagino—<ervizal dimulation (VG] attivates the PR-51¢ system fo elidt estrous
behaviars in ovie, BxB rz!rued rats A thown in the upper right settion of the di GREH and PGE: may a0l an inter projecting .ht'.['R Sr¢ complex,

Jting inreleass of tapable of ing £strous behaviors {dopamine, norepinepheine, GABA, erc ). Similarly, VC5 ralsase of ephrins and
daparmnt whith act on G proten-coupled membrane recepm—, mpcr] A f]\r:c: action on the FR-5r¢ neurong i thown on the 1eft side of the diagram. GaRH, I‘GE: and mono-
aminet 3¢t on membrane GPCRS (o activate second d o ine Janases. Jation of GPCRS activates Sre kinase through seveml dirset and indirsct
mechanizme (dashad line). 5@ progestng also stimmilats Sr¢ actvity by d(he:r u:ﬂn; 3t the membrane orindiractly through reléasing GnEH 55t signaling theough the MAPK system
oo in the tontextof 2 mutiprotein comp]_.c inwhich the PR 2¢1s a¢ a seaffld 1o recruit an assortment of enzymatic sffectors. Activation of the Src-MAFK system results in rapd
and trangent membrane affecs on jon 1s and k receptors and delayed penomic affscts madiated through proteins like CREB or 5TATS medulating gene transaip-
tion. Sre-MAPK ignaling also interacts with the dassical pathways of PR action by photphondating ser-294 in thit protein, 3 réattion erhanding its transeriptional acdvity, The

crmet on the arrow indicatss the gte of FF2 mhibitony 2ffeet on Sré action
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The role of classical estrogen receptors (ERs) in priming female reproductive bebavior hasbeen studied previously;
however, the pacticipation of this receptor duing acivation of estrous bebavior has not been extensively stindied.
The pucpase of this waclowas to st the possibi zy that the facilimnon of lordosis bebavioc in estrogen primed rats
ty progesterone (P) and (s 5o and 53 reduced metaboliees. gonadotropin releasing hormone (GoRH), leptin
prostaglandin E; (PGEe) and vagine cervical stimulation (VCS) involves interadions with classical ERs byusing
the selective ER modulator, tamoxifzn To further assess the role of ERs, we also exploced the effeas of the pure
ER antagonist, (1182780 (IC1), on estrous behaviar induced by P and GoRH. Ovariectomized, estrogen primed
rats (5 ug estradiol benzoate 40 b earlier ) were injeced intraventricularly withthe above mentioned compounds.
or they received V5 Al compounds and V5 effectively facilitated esmous bebaviar when tested at 50, 120 or
240 minafter infision o application of VS, [ntraventricular infusion of tamaxifen (5 pg), 30 min before, significant

[y attermated estrous bebaviors induced in estradiol primed rats by P. mostof its 5o and 55 reduced metabalies,
CoRH. and PGE,, but not by YOS Although there was a rend for reducion, tamaxifen did not significantly decrease
(ordosis infemales reated with 5% pregnan 320 dione (C1also inhibitad lardosis bebavior induced by Pand CoRH
at some esting intervals. These resulrs sugge st that activation of classical ERs parmicipates in the triggering effectson
estrous bebavior induced by agents with different chemical structures that do ot bind directly to ERs

@ 2014 Elsevier [nc, All rights reserved

Introduction

1979). Mone of these agents have affinity for either classical estrogen re-
ceptors (ERs) or progestin receptors (PRS).

Progestins and some non-steroidal agents, such as gonadotropin-re-
leasing hormone (GaRH: Beyer et al, 1982, 1995; Poreman and Moss,
14977; Gonzdlez-Flores et al, 2006; Gonedlez-Marscal and Beyer, 1988;
Ramirez-Ordufia et al, 2007; Riskdnd and Moss, 1983; Salcuna aad
aet al, 2006) and prostaglandin E; (PGE;; Beyeretal,
s and Moss, 1976; Hall and Luttge, 1977; Rodiguez-Sierm
arul, 1977) facititate lordosis behavior in ovariectomized
[ov&) rats pricned with estradiol (Ex). The time course of Lordosis Bacilita-
tion is similarto that induced by progesterone (P; see Morali and Beyer,

* Cermeponding author at Conro de Invertigadon sn Repreducoén Angmal, Apartada
Poal Mo, 62, Thaecala, Taecala CF 90000, MEdco. Fae 4 52 24646 21727,
Etnril addr sse s oglenflo® mmailme, ogledfloghotmailcom (0. Gonzilez-Floest |
! In memoriam.

hitp: e doiorgi Q016G hbsh 201406011
0015 506%/4) 2004 Ekevier Ine. All night s reserved,

Several researchers (Beyer ef al, 2003; Blaustein, 2003; Mani ef al,
1937) proposed that the PR acts a5 4 common molecular mediator for
the various agentsthat activare lordosis behavior Tnis idea is supported
by the finding that administration of the PR antagonist, RUASS, blocls
estrous behavior normally induced by P, severd ring A-reduced proges-
tins (Beyer er al, 1995), GaRH, cyclic nucleotides, PGE; (Beyeret al,
1997), leptin (Garcia-Judrez et al, 2011), dopamine (Mani et al,
1496}, and by vagino-cervical stimulation (VCS; Auger et al, 1997;
Gonzilez-Flores f al , 2008) in ove rats primed with Ex This role of
PR as a common molecular mediatee in lordosis behavior {s anlilely to
be due to (ts classic transeriptional action ar the genome, g cather by
rapidly activaing signaling systems such a protein kinases involved in
the expeession of female sexaal behavior in rats (Beyer ef al., 2003
hiani and Portillo, 2010; Mani et al, 1996, 1997)

Recent findings show that the activation of the Src-PFR-mitogen-
activared protein kinase (MAMC) complex is essential for the facilitation
of lordosis behavior by P and other agents (Gonzdles-Floms e al, 2010;

Q0
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Lima-Herndndesz et al, 2012). The mechanism by which P stimulates
the Src-MAPK pathway has been well studied {n some cells
possessing both ER and PR (for review see, Boonyaratanakornlkit
et al., 2008: Edwards, 2005; Lange, 2004), and many laboratories
now sugzest that functional c-Sec is required for intracellular signal-
ing {nitiated by both growth factors and stecoid hormones. For
example, PR through its N-terminus binds directly to SH3 domains
in c-Src and associates via the N-terminal with ER, whereas
ERs interact with the SH2-domain of c-Src (Batlare et at,, 2003;
Boonyaratanalcorakit et al, 2001; Migliaccio et al,, 2007 ) These (o-
teractions are required for Src-MAPK activation by progesting and
estrogens (Boonyaratanakoraldt et al, 2001; Faivre et al, 2005;
Migliaccio et al, 1998) in that the antiprogestin RU4BE and anties-
trogens, such as tamoxifen and [CI182780, inhibit stecoid stimula-
tion of the Sec-MAPK complex

[n the present study we hypothesized that the clagsical ER partic-
ipatesinthe facilitation of lordosis oot oaly by P, as was reported by
several workers in rodents (Etgen, 1979; Kow and Pfaft, 1975;
Micevych and Sinchale, 2013, but also by ring A-reduced progesting,
by noa-steroidal agents such as GoRH, FGE; and leptin, and by VS,
For this purpose, an infusion of tamoxifen, an ageat that has a
mixed agonist/antagonist action at ERs, or the pure ER antagonist
[CI182780 (ICl) was administered intracerebroventricularly (icv)
shortly before application of VIS or infusion of agents that facilitate
lordosis

Material and methods
Arernals and surgeries

We used a total of 134 Sprague- Dawley female rats (240-280 g
body weight), bred in our coloay in Tlaxcala, Mexico They were
maintained under controlled temperature (23 £ 2 °C) and light con-
ditions (14:10 L:D) with Purina rat chow and water provided ad
Iitum Rats were bilatecally ovx under anesthesia with xylazine
(4 mg/kg) and ketamine (80 mg/g) and housed in aceylic cagesin
groups of four. Two weeks aftec ovaciectomy, the femaleswere anes-
thetized with xylazine and ketamine, placed (n 4 Kopfstereotaxicin-
steument (Tujunga, CA), and implanred with a 22 gauge stainiess
steel guide cannula (Plastics One, Roanoke, VA) [nto the cight lateral
veateicle following coordinates fromthe atlasof Paxinos and Watson
[2008) (A/P + 0.80 mm, M/L —1.5 mm, DyV — 3.5 mm with respect
o the bregma) A stainless stezl screw was fixed tothe skall, and
both tannula and screw were attached to the bone with deatal ce-
ment. A 30 gauge insert cananla provided with a cap was introduced
into the guide cannula to preveal clogging and contamination. Fe-
males in which infusions missed the veatricle were excluded
from the study All subjects cecelved an antibiotic (peaicillin
22,000 Ulfkg) and an anesthetic (lidocaine 5%) for theee days aftec
surgery Animal care and all the experimental procedures adhered
to NIH guidelines and the Mexican Law for the Protection of
Animals.

Drugs

Bz benzoate (E;B), P, So-pregnan-3.20-dioae (5o-DHP), Sa-
pregnan-3ac-ol-20-o0e (5o 3w-Pg), 53-pregnan-3,20-dione (58-DHE),
S3-pregnan-33-ol-20-oae { 53,32-Pgl), GaRH, PGE;, leptin [ rat recombi-
fant, punty of >97%), IC1 (7ae-[9-(4,4,5 5, 5-pentafluoropentylsulfiny )
nonyllestra-1,3,5-(10)-triene-317@-diol) and tamoxifen were pur-
chrased from Sigma Chermical, (oo (St Lowis, MO) [t should be noted
that tamoxiten did not produce genecalized behavioral suppression,
and this compoind has been widely used in studies of fermale sexaal be-
havior Moreover, it has been reported that tacogifen can noction asa
neuropeotectant against methamptietamine-induced aeurotoxicity in
fermiales (Dluzen and Micldey, 2005) [n that study, tamosifen increased

several locomator behaviors, such as horizontal activity, aumber of
movements and total distance traveled.

Experiment 1

Effect of tamoxifen on estrous behavior induced by P and Sa- and 52
reduced progestms

This experiment was pecformed to assess the participation of ERs in
estrous behaviorinduced by progesting with a variety of structures. One
weelcafter cannula placemear, all femal es were injected s.c. with 5 g of
EaB Ar395 hafter E;B either tamoxifen or ofl vehicle was infused, and
40 h after EzB pmgeains were infused, All compounds were infused ity
ina volume of 1 delivered theough a plastic catheter (Clay Adams; PE
10 Mo. 7401) fited to a Hamitton syringe (10 ) inseted info the guide
canqula Progestins and tamoxifen were dissolved in sesame oil and
injected at the following doses: 130 ag for P (o — 8), 53-DHP (0 — 8§)
and 53 38-Pgl (0 — 8) and 13 ng for Se-DHP (0 — 8) and 5o 3ac-Pgl
(0 — 9} These doseswere selected from dose-response curves previ-
ously established in our laboratory (Gonzdlez-Plores et al, 2006).
Other groups of females were injected oy at 395 b after BaB with 5 pg
of tamoxifen and 30 min later received the following progestins:
130 ag of P (n — 9), 53-DHP (o — 9) and 53 2@-Pgl (n — 9) and
13 ng of 5a-DHP (2 — 11) and 50, 30-Pgl (0 — 9). The dose of tamox-
ifenwas selected from previous studizs showing its effectiveness for in-
terfering with ER activation (McKenna et al, 1992).

Experiment 2
Effect of tamoaifen o estrous behavior mduced by GniH and leptin

This experiment was performed to assess the participation of ERin
estro s behavior induced by GaRH and leptin. Dne weelc after cannula
placernent, all fernales were injected s with 5 pg of B8 and 385 h
later received an {ov infusion of vehicle (oil) followed at 40 b by ity
GaRH orleptin as descibed in Experiment 1. GaRH was dissolved in dis-
tilled water and injected at a concentration of 50 g1 W (0 — 9). Leptin
(1 mg) was initially dissotved in 111 g of Tris (10 mb, pH — 8] From
this original concentration, dilutions were made to obtain the selected
leptin dose of 3 pg/1 W (o — B). The doses of both deugs were selected
from previous studies in our laboratory (Garcia-Juacez et al., 2011)
Other groups of fernates were injected iy at 395 h after BB with Spg
of tamexifen and 30 min later received 50 ng/1 W of GaRH (0 — 3) or
3 /1 poof leptin (o — 10).

Experiment 3
Effect of tempaifen on estrous behavivr induced by PGE; and VIS

This experitnent was performed to assess the participation of ERs in
estrons behavior induced by PGB and VCS. One week after cannala
placement, all females in the PGE; groups were injected s.Cowith 5 g
of EaB, and 395 b later, some rats recedved vehicle (oil, o — B) or tamox-
ffen (0 —9) At 40 hafter BB, rats received icv [afusions of PGE; as
described in Experiment 1. PGE, was injected at'a concentration of
1 g1 i of saline, Forty houcs after B;B {njection and 30 min aftecinf-
sion of vehicle (oil), 9 females received VCS (a 150-g foree applied
againstohe cervix usdng a glass plunger from a 1 ol syringe inserted
intra-vaginally) The VCS was applied either alone or concurrently
with ranual flank stimulation | palpations applied with the Anger and
themb to both flanks and with the palm of the hand to the perineal
area) Eittier form of stimulation was applied for 5 s Other females
were injected ity at 395 h after 248 with 5 pg of tamoxifen and
30 min later ceceived VCS (0 — 9)
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Experiment 4

Effect of 17, @ pure ER antagonist, on estrous behavior tnduced by P
and GnRH

This experiment was conducted to confirm that estrous behavior in-
duced by Pand GoRH, which bave similar capabilities to induce lordosis
in estrogen-primed female rats, is through the activation of ERs. We
used the pure ER antagonist, [(C1, becanse it has [itle or no agonist activ-
ity and competitively inhibits estradiol binding to the ER with ablading
affinity that is 89% that of estradiol (Walkeling and Bowler, 1987). One
weel after canaala placement, all females were injected s.c with 5 ug
of B3B and 395 h later, 100 pg of [CT or vehicle was injected iov Thirty
minutes after [Cl or vehicle administration, 130 ugof P {n — 9) or
50 ng of GaRH (n — 9) was injected ity

Testing proceduras

Tests for sexual behaviors (receptivity and proceptivity) wers con-
ducted by placing females in a circular Plesiglas arena (53 com diameter)
with & sexually active male Testswere conducted during the dark phase
of the light-dark cycle The lordosis quotient [LQ — (aumber of lordosis
{10 mounts) = 100] was used to assess receptive behavior Proceptivity
was evaluated by determining the incidence of hopping, darting and
ear-wiggling dufngthe entire receplivity test. We coasidered an animal
proceptive when two of these behaviors were expressed during the
testing perfod This criterion was used because in the Sprague-Dawley
rats that were used, only a small proportion of animals display the
three proceptive behaviors together. Behavioral tests weme conducted
ar 60, 120 and 240 min after administration of experimental agents or
VS, and the test ended when the female received 10 mouats feom
the mate

Verification of injedtion sites

Dae day after the behavioral test, rats were deeply anesthetized
with ether, and 1% methyleae blue was administeced through the
tannula The brain was removed and sectioned fn the transverse
plane to checl the cannula position in the lateral veatricle, Any rat
whose cannula was not in the veatricle was discarded from the
study

Statistical analysis

The effect of tamoxifen on the behaviocal action of hormoaes and
VS was assessed by comparing the LOs obtained with thess agents
alone versus those obtained when tamoxifen was also administered
To compare the effects of tamoxifen as a function of the time after hoe-
moae and VS administration, we used a Priedman two-way (F) test
Because the distrbution of LQ values in some groups was not nocmal,
a Wilcoouon-Mann-Whitney U test was used to compare two indepen -
dent groups ar the different times tested ( Siegel and Castellan, 1995)
This test isan excellent alternative to the t-test with a power efficiency
of 95.5% of the parametric test. The multiple chi square was used to
tompare propottioas of proceptive animals among groups, followed
when approprate by a Fisher’s exact probability test o compars the
proportion of proceptive females among experim ol
groups at specific time points (Siegel and Castellan, 1995)
ried out effect size calcalations (Bechen et al | 2012) for testing diffec-
ences in mean LQ scores between females treated with different
agents or VCS and those who recedved the treatment plus tamoxifen
or [d. Wereport Cohen's d for interpreting effect sizes for the standard-
ized mean differences

FJ Lima-Herndndez ¢t al | Hormaones and Behndor 55 (2014 ) 367-353

Results

Bxpeniment !

Tamueafen reduces lordosts and proceptivity mduced by Pand most of its
Sa- and 52-reduced metabolites

The Friedman test shows statistically sigaificant diffecences
among groups that received progestin alone or progestin plus ta-
moxifen at the three times tested (P, F — 21, df — 5, p < 0.001; Sex-
DHP,F — 31, df — 5,p < 0.001; 53-DHP, F — 127, df — 5, p<0.02). In
females administered P, tamoxifen inhibited |ordosis significantly at 120
(p=<0.01) and 240 min (p < 0.01) after progestia injection. Tamoxifen
significantly decreased LQ scores in animals infused with See-DHP at 80
(p=<0.05),120 {p< 001) and 240 min (p< 0.01) (Fig 1A). Effect sizes
are reported in Table 1 and confirm that ramoxifen was most effective
at inhibiting lordosis behavior during the 60 and 120 min tests, The
three progestins also induced peoceptive behavior in most fermales; max-
imal proceptivity was obsecved at 120 min with 53-DHP (Fig 1B) and at
240 min with P and Sa-DHP Tamesifen suppressed the proceptive be-
haviors induced by P (p< 0.01) and Sa-DHP (0.05) at the 120 and 240
min tests (Fig 1B, p < 0.01 for both progesting), but did not affect
proceprivity induced by 53-DHP,
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Tatle1
Effea sizet for Jordo st behavior in Bxpeomants 1-4

Expaimant Treatmemt Effect size (4] at the thee
tost fmes, min
&0 120 240
1 P+ TewsP 02 ar oz
So-THP + T vs So-THP a.5 ar as
Sp-DHF + Tx vt SR-DHP oz a3 a3
Sou30-Pl + Txve So30-Tgl 0.4 as as
SEIE-TEl 4 Txve PRI ol s oz
2 GEH + Tx v GrEH 0z a8 a2
Leptin 4 Txws Leprin 04 %3 a3
E. PGE: + TxwsPGE: al a8 as
VO + Tavi VS 02 a3 oz
4 P4+ MdwilP 02 as as
GriFH + HIvsGnRH 03 [k a3
T, prog; T= Stn-DHP, S¢e-pr 320-dione; 53-DHT, SB-pregnan

3.20-dione; Sal_m-l‘gl, So-pregran- 3o-ol-20-one; SRIE-Fel SP-pregnan-3p-al-20-
ane; GnEH, gonadotropin-releasing hormaone; PGE;, prostaglandin Ba, VS, vagine-
cervical stmmlation: KL KI182780.

The Friedman test also showed statistically significant differsnces
among rats that received pregnanolones (5o 3w-Pgl and 53 38-Pgl)
alone or in combination with tamoxifen at the times tested (5o, 3a-
Pgl, F —15,df— 5 p< 001: 52,33-Pgl, F— 199, df — 5, p < 0.001)
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Fig 2 Inducvion of Jeedoas (A ] and procepteve (B behavior: in Ex-primed rat: by icv
infusion of 13 ng of So3-Pgl (n — 9] and $3.33-Pel (n — 3).Icv administration of 5 g
of tamadfen (TMX | antagonized entrous behavior induced by 56 30-Pel (n — 3] and
PBRFE (n — 9. *P <001 *D < 0.05 v$ corsiponding group recsiving the
combination of vehicls plos ong A reduced progastn

Thus, Fig 2A showsthat icv infusion of 13 ng of 5o 3a-Pgl facilitated lor-
dosis at 60 min and its action continued until 240 min, whereas 53,38-
Pyl induced clear lordosis behavior only at 120 and 240 min. Tamaoxifen
significantly reduced the lordosis behavior induced at 120 min by
both SeeJec-Pgl (p < 0.01) and 53,33-Pgl (p < 0.05). Lordosis induced
ar 240 mia by Se 3o-Pgl was also inhibited by tamoxifen (p< 001). Ef
fect sizes are reported in Table 1 and confirm that tamoxifen was most
effective at inhibiting lordosis behavior induced for S 3a-Pgl during
the 120 and 240 min tests, and effect sizes were smallest for 53 32-
Pgl. The two pregnanolones also induced clear proceptive behavior at
120 min in most females (Fig. 28), although the proceprivity induced
by 5338-Pgl is low at 240 min Tamoxifen significantly reduced
the proceptive behavior induced by 5o 3a-Pgl at 120 (p <0.05) and
240 min (p < 005) and the proceptivity induced by 53 33-Pgl only at
120 min (p<0.01)

Bxpertent 2

Tarnoatfen recuces lordosts and proceptivity mauced by GnRH and leptin
Fig 3A showsthe lordosis behavior induced by 50 ag of GaRH and by
3 pg of leptin administered icv. The Friedman test showed statistical-
ly significant diffecences between animals that recefved these pep-
tides alone or in combination with tamoxifen at the times tested
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muuson of S0ng of GnEH (n — 9)and 3 of kepiin (n = 8).1ov adminitreion of 5 g
of tameafen [TIVI{ ] antagemiz = i behavior induzed by GnEH (n — 9] and lgptm
fn = 10L.*P <001 *Pe 005 stponding group receiving the combination of
vehicde phos peptide.
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more moderate at the 120and 240 min tests for P (Table 1), while for P
the largest effectsize was af the 120 minute test, continuingto 240 min.
Proceptivity (Pig 58) induced by P and GnRH was also significantly sup-
pressed by [Cl at 120 (p <001 and 005, respectively), and at 240 min
tamoxifen also decreased proceptivity induced by P(p< 0.01).

Discussion

Estrous behavior in ovi cats, as in nearly all mammalian species, can
be stimulated by repeated administration of low doses of estrogens
alone (By, estrone, estriol; Bever et al, 1982; Larsson et al, 1976) for sev-
eraldaysieg,Sto7) This process operatesin vivo inconditions of per
sistent estrus induced by age or by continuous Aumination [n rats
(Takeo, 1984) However, in gonadally intact rats undergoing natural es-
trous cycles, estrous behavior is regulated in its level and duration by
other hormones such as P. This condition is reproduced in ovi rats by
giving an initial primiag injection of an estrogen followed by P at least
20 h later The present results show that the concurrent icv infsion of
the ER modulator tamoxifen significantly attenuvates lordosis behavior
and proceptivity induced by most progestins, GoRH, PGEy, and leptin
but oot by VCS The results are consistent with previous reports by
Feder and Morin(1974) and Blaustein and Peder (1979) that an anties-
trogenadministration near the time of P injection can preveat the facil-
ftatory effect of P on lordosis in estrogen-primed guinea pigs and rats.
These findings stroagly suggest the participation of classical ERs in es-
trons behavior elicited by these compeunds many hours after the prim-
ing injection of B; (Hadan et al., 1983; Kow and Pfaft, 1975, 1998;
Micevychand Dewing, 2011; Micevych and Sinchale 2013) and suggest
that classical ERs must be activated to support the display of maximal
levels of estrous behavior, Previous results also showed that the PRises-
sential for the expression of lordosis in that the antiprogestin, RU4ES,
inhibitsthe faciltatocy effect of avadety of agents besides P (pregnanes,
GnRH, PGE,, leptin, dopamine, VCS)

The present cesulls are consistenl with the fact thar duriog nataral
estrous cycles, Ba levels are quite high when rats ame o behavioral es-
trous (Powers, 1970; Zemlan and Adler, 1977), Thus, innermal ciccum-
stances, ERsarelikely to be activated by endogenous E; around the time
of facilitation by P. This may also be the case in ovx rats, because [ow
levels 0f Ex remalning after systemic injections of 236 in ovk cats provide
low levels of ER activation up to 48 b later (Schwartz et al, 1979) This
low level of ER activation may be sufficient 1o peceit furthee activation
by different ageats such as progesting, peptides and PGEy, This (deais
supported by the finding that tamoxifen blocked the lord osis behavior
induced by most of the ageats used in this study and because [Cl also
blocled P- and GnRH-induced estrous behavior.

Notably, tameoxifen did oot reduce significantly lordosisbehavior in-
duced by VCS. During the estrous cycle and in ovx, hormone-treated
rats, V(S induces the release of several neurotransmitters and
neuromodutators (Magers et al, 19932) in CHNS areas that regulate vari-
ous reproductive processes (Etgen and Morales, 2002). Such com-
pounds include GaRH and PGE; whose behavioral effects were
blocked by tamoxifen Thus, VCS may facilitate lordosis behavior
through & mechanism that does aot rely o the preseace of activated
ERs at the time of Geilitation of sexaal behavior by this stimwlus. For ex-
ample, we recently showed that endogenously released norepineph-
rifie, acting via al-adrenergic receplors, mediates the facilitation of
lordosis by VCS. This observation s consistent with a mechanismin-
volving ol -adceaergic activation of the aitric oxide/cGMP/protain ki-
nase G pathway (Gonzdlez-Flores et al, 2007) Howewer, further
experiments are needed to determine whether tamoxifen blocks es-
trous behaviorinduced by either norepinephrine or nitric oxide

Bonetheless, VOS may eveatually engage similac downstream sig-
naling mechanisms as progesting, peptides and PGE; because the
PR antagonist RU486 and several kinase lohibitors can block VIS
facilitated lordosis (Gomora-Accati et al, 2008: Gonialez-Flores
et al, 2008; Lima-Herndode: et al, 2012)

The mechanism theough which ERs stimulate estrous behaviors in
estrogen-pamed rats by diverse agents, such as progesting, GaRH, lep-
tin, dopamine and PGE3, {5 ot yet clear. Fig, 6 illustrates some of the
well-established actions of the ER-PR-5rc-MAPK complex that might
be related to the stimulation of estrous behavior Although we cannot
exclude the posshbility that ERs acting on the genome, typically activat-
edby E;, are essential for both eary and late stages of the behavioral re-
sponse elicited by each of these compounds, we suggest an alternative
mechanism Perhaps Ba activates two temporally and mechanistically
distiact processes controlled by ERs (see Fig 6) First is a priming effect
in which E; administered to owx rats binds to classical quciear ERs The
hormone-receptor complex then activatestranscriptional machinery as-
sociated with the DMA, thereby Inducing the synthesis of a variety of pro-
teins such as the PR (MacLusloy and McEwen, 1978; Moguilewsly and
Raynaud, 1579) and ER (Castles et al, 1997; Robertson et al, 2002). Sec-
ond is ateiggering effect in which unliganded ER and PR are activated by
phosphorylation and rapidly shuttle between the oaclensand cytoplasm
and intecact with Sec tymsine kinase BRs are believed to associate with
-8t by {nteraction of phosphotyrosine-537 in the ER ligand binding do-
main with the SH2 domain, whereas PRs, through amino acids 421 and
428 in the N-terminal, bind with the SH3 domain of Sre, promoting the
Sre-Raf-MAPK phosphioryation cascade, The activation of this trimer,
ie, ER-PR-Src, can ocour by binding of natural ligands such as By and P
or by aoa-stercidal ageats (Booavaratanalorak et al, 2008; Chen
etal, 2009, 2010; Lima-Herndndez et al, 2012; Migliaccio eral, 1938,
2007). This tiimer can form in some cells expressing both ERs and PRs,
including presumably in oeurons that regulate estrous behavior
(Balleine etal, 1998; Gréco et &, 2001; Jarvinen et al, 2000).

Phiysical and functional intecactions between ERs and PRs that
occur in the cytoplasm have been deseribed (Ballare et al, 2003:
Boonyaratanalcomit et al, 2001; Hagan et al,, 2009; Migliaceio et al,
1398). Triggering hormones like P, GoRH, and PGE; could activate the
Sre-MAPK pathways assoclated with the ER-PR dimer, thereby capidly
inducing estrous behavior via non-genomic mechanisms. This idea is sup-
ported by resulrs obtained in our laboratory, in which the antiprogestin,
RUMEE, as well as inhibitors of MAPK and Sce (PDYE05T and PP2, respet-
tively) inhibit lordosis and proceptivity in ovx, Ep-prmed ratsinduced by
compouads with diverse chemical structures, including cing A reduced
progestins, GoRH, and PGE;, as well as by VCS (Beyeret al, 1995, 1997;
Btgen and Barfield, 1986; Gonzdlez-Flores et al, 2004, 2008, 2009,
2010; Lima-Herndndez et al, 2012)

Support for this model also comes from experiments using anti-
estrogenic compouads. Thus, tamoxifen and [Cl, administered at the
time of estrogen priming, reduce lordosis behavior induced by P
[Etgen, 1979; Etgen and Shamamian, 1986). Similar results were cb-
tained wien the antiestrogens wee given at the time of P administra-
tion (Blaustein and Peder, 1979]. [n T47D breast cancer cells, MAPMK
activation by a syathetic progestin was blocked following treatiment
with anti-estrogens (Migliaccio et al, 1998) This group proposed that
ERsare required for the interaction of PRs with c-Sc, as well as forthe
subsequent activation of MAPK Furthermoce, the lordosis behavior in-
duced by several agents, sich as progestins and PGE;, could be induced
indirectly through GaRH release from the hivpothalamas, without acti-
vating the ER, but modulating a membrane receptor, the GoRH-1
subtype This recepror activates the Gaos protein to stimulate cAMP for-
mation and thus induce locdosis behavior (Bever et al, 1982;
Femdndez-Guasti et al | 1983; Whalen and Lauber, 1986) or can also ac-
tivate the Sec-MAPK cascade (Shah et al, 2003) (o suppoct ofthis idea,
we recently showed that the estrous behavior induced by ring A-
rediced progesting and VCS was inhibited by the CokH-1 receptor an-
tagonist antide ( Gémora-Areati eral, 2008)

Although it is possible that ERs, activated by B tany hours earlier,
mediate short-term facilitation of lonlosis, our results suggest a new
model whereby ERs contibute to the activation of estrous behavior by
several compounds with differeat chemical structures We propose
that interactions among several molecules (ER, PR, See, MAPK, etc ) in
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