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RESUMEN

El mecanismo celular por el cual el 17-p estradiol activa la conducta de lordosis (CL) ha
sido menos estudiado que el efecto sinérgico entre este esteroide y la progesterona, por lo que fue
importante hacer este estudio, ya que se conoce que la rata hembra al alcanzar la madurez sexual
presentan un pico de 17-p estradiol cada 4 6 5 dias, seguido por un pico de progesterona (Freeman
2005) y solo se habia propuesto que esa accion sinérgica era la encargada de disparar los diferentes
componentes de la conducta de estro (lordosis y proceptividad). Este pico de 17-p estradiol ha
resultado ser de una gran importancia en el estudio de la CL, ya que diferentes grupos de
investigacion han publicado que la inyeccidn de diferentes dosis de 17-f estradiol inducen CL
Ademas, se ha encontrado mediante experimentos in vitro, que la adicion de 17-p estradiol a
cultivos de células incrementa la actividad de diferentes proteinas cinasas, como la A, G, MAPK
y Src. Este hecho sugiere que el mecanismo de accion del 17-f estradiol en la induccion de la CL
podria ser a través de la activacion de estas proteinas cinasas, ya que estas Ultimas se encuentran
involucradas en la induccion de la CL.

En esta tesis se muestran los resultados obtenidos de cuatro experimentos en donde se
prob6 la capacidad de diferentes dosis de 17-B estradiol administradas por via
intracerebroventricular (icv) para inducir la expresion de la CL en ratas previamente tratadas con
benzoato de 17-B estradiol (BE) inyectado por via subcutanea (sc). Ademas, se evalud la
participacion, en el cerebro, de los receptores a estrogenos (RE), el receptor a progesterona (RP)
y, si las diferentes proteinas cinasas como; la A, G, MAPK y Src ejercen algun efecto sobre dicha
conducta inducida con sélo 17-p estradiol. Se utilizaron 145 ratas hembra de la cepa Sprague-
Dawley, las cuales en el dia 0 fueron ovariectomizadas (OVX) y ocho dias después se les colocd
una cénula de acero inoxidable en el ventriculo lateral derecho. Ocho dias después todas las
hembras recibieron un pretratamiento con 5 pg de BE sc, posteriormente se formaron diferentes
grupos de animales, a los que se les administrd a las 39.5 6 bien a las 40 horas la inyeccion icv de
los diferentes tratamientos experimentales de acuerdo al experimento en cuestion.

En el primer experimento, se realiz6 una curva dosis respuesta mediante la administracion
de dosis subumbrales de 17-f estradiol (0.016, 0.08, 0.4, 2 6 10 ng) a diferentes grupos de hembras.
En el segundo y tercer experimento, se explord la participacion del RE y el RP a través de la
inyeccion de los antagonistas tamoxifén 6 RU486, respectivamente a diferentes grupos de

hembras, 30 minutos antes de la infusion de 2 ng de 17-B estradiol. En el experimento 4, la



participacion de diferentes vias de sefializacion intracelular involucradas en la expresion de la CL
inducida por 2 ng de 17-p estradiol en ratas previamente estrogenizadas fue estudiada a través de
la administracién de los siguientes compuestos; RpcAMPs (0.2 pg), KT5823 (0.12 pg), PD98059
(3 ng) y PP2 (30 ug), inhibidores de las proteinas cinasas A, G, MAPK y Src respectivamente. La
evaluacion de la CL se realizo a los 30, 120 y 240 minutos despues de la inyeccion de 17-f
estradiol, en arenas circulares de Plexiglds, en las que se encontraban machos sexualmente
expertos.

Los resultados del experimento 1 muestran que El 17-p estradiol, al ser administrado en
ciertas concentraciones a ratas OV X-pretratadas con BE, indujeron la CL, por ejemplo, las dosis
de 0.4 y 10 ng de 17-B estradiol inducieron clara CL, sin embargo, la dosis de 2 ng fue la que
indujo una mayor respuesta a los diferentes tiempos probados.

Los experimentos 2 y 3, mostraron que el RE modula la induccion de la CL inducida por
17-B estradiol, ya que la administracion de 5 pg de tamoxifén disminuyd dicha conducta.
Interesantemente, el RP también participa en la induccion de la CL por 17-B estradiol, ya que la
infusion de 5 pg de RU486 también disminuyo la lordosis.

Finalmente, los datos del experimento 4 muestran que la participacion de las proteinas
cinasas A y G son reguladoras importantes en la induccion de la CL inducida por 17-f estradiol,
ya gue se encontr6 que la inyeccion de 2 pg de RpcAMPs o de 0.12 pg de KT5823 (inhibidores
de las cinasas A y G respectivamente) disminuyeron el despliegue de esta conducta inducida por
17-B estradiol. Los resultados también muestran que la MAPK se encuentra involucrada en la
activacion de la CL por 17-f estradiol, ya que la inyeccion de 3.3 pg de PD98059 disminuyo la
lordosis inducida por 17-f estradiol a los tres tiempos probados. Por tltimo, encontramos que la
infusion de 30 g de PP2 redujo la CL a los diferentes tiempos probados. Este hecho indica que la
cinasa Src participa en la expresién de la CL.

Con base a las evidencias obtenidas en el presente trabajo, se puede concluir que el 17-
estradiol induce CL en el modelo de la rata OV X-pretratada con BE vy, para ello utiliza diferentes
receptores, como los RE y el RP, asi como diversas proteinas cinasas, por lo que su papel en el
sistema nervioso central es muy complejo debido a la interaccion y la convergencia entre diferentes
vias de sefalizacion intracelular y de las moléculas implicadas en las vias, las cuales podrian actuar
como mecanismos reforzadores para alcanzar la integracion neuroendocrina requerida para la

expresion de la CL en la rata.



1. INTRODUCCION

1.1. El ciclo estral de la rata

El ciclo estral, en las hembras de los mamiferos, se define como el intervalo de tiempo
comprendido entre dos ovulaciones, las cuales son acompafiadas por la manifestacion de la
conducta de estro. Sin embargo, la rata presenta un ciclo estral de corta duracion (4 ¢ 5 dias),
debido a la falta de un cuerpo ldateo funcional, a pesar de ello se pueden observar cuatro diferentes
etapas (proestro, estro metaestro y diestro, ver tabla 1) las cuales se caracterizan por cambios a
nivel endocrinoldgico, histolégico y conductual (Freeman 2005).

Proestro

Este periodo se caracteriza porque presenta una duracion de 12 a 14 horas y es donde la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH en inglés) se libera de la eminencia media hacia el sistema
venoso portal hipofisiario, viaja hacia la hipofisis anterior y al actuar sobre sus células blanco,
provoca la secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH en inglés). Esta hormona, al actuar
sobre los ovarios, induce un crecimiento folicular que produce la secrecion de cantidades
crecientes de estrogenos, principalmente 17-f estradiol (Tabla 1), que cuando ejerce efectos sobre
el hipotalamo provoca la liberacién de GnRH. A su vez, la GnRH puede activar a sus receptores
ubicados en la hipofisis anterior en donde liberara a la hormona luteinizante (LH en inglés) hacia
la circulacion sanguinea, a través de la cual, viaja hasta el ovario en donde actda sobre el foliculo
maduro para producir la ovulacion y la posterior formacién espontanea del cuerpo luteo, el cual
producira y secretara a la progesterona hacia el torrente circulatorio (Freeman 2005). De manera
muy importante, durante la tarde-noche de esta fase del ciclo estral, se observa un pico en los
niveles plasmaticos de progesterona, lo que permite que la rata manifieste su conducta sexual
(Freeman 2005), sin embargo, para que el cuerpo ldteo sea funcional, durante la gestacion o en la
pseudogestacion, se requiere de la copula, ya que la estimulacion cervical, provista por el macho,
estd asociada a un incremento en los picos de secrecion de prolactina (diurno y nocturno; Freeman
y Neill 1972, Butcher y cols. 1972) en sangre, y se ha demostrado que durante la gestacion o en la
pseudogestacion (Freeman y Neill 1972, Freeman y cols. 1974) existe una elevacion en los picos
de esta hormona. Ademas, la elevacién en los niveles de prolactina se ha asociado con una

disminucion en la concentracion de dopamina (de Greef y Neill 1979), el incremento en la



secrecion del péptido intestinal vasoactico (Bertram y cols. 2006), asi como de oxitocina (McKee
y cols. 2007).

Estro

Esta etapa tiene una duracion de 25 a 27 horas y es cuando la hembra muestra el maximo nivel de
receptividad sexual (periodo en donde puede copular con el macho). Durante esta fase, los niveles
plasméticos de progesterona (proveniente del cuerpo lateo recién formado) contindan elevados
(Freeman 2005), provocando una disminucion en la liberacion hipotalamica de GnRH y por lo
tanto la disminucion de la secrecion de las hormonas hipofisiarias, 1o que impide el crecimiento
de foliculos nuevos y a consecuencia de ello no se produce una segunda ovulacion dentro del

mismo ciclo estral.

Metaestro

Esta fase es relativamente breve, ya que muestra una duracién de 6 a 8 horas y es el periodo en el
cual la conducta de estro ya no se presenta. Sin embargo, el cuerpo lGteo recién formado produce
otro pico de progesterona (Freeman 2005), que al no existir embarazo rpidamente deja de ser

funcional, es decir, deja de secretar progesterona.

Dia Estradiol (pg/ml) Progesterona (ng/ml)
Metaestro 15.54 +1.01* 12.83 +2.33"
Diestro 8.04 + 2.63 10.47 +4.73
Proestro 38.57 + 4.77% 5.90 + 2.57
Estro 6.82 +1.33 4.63 +1.37

Tabla 1. Concentraciones de 17-8 estradiol y progesterona en suero durante el ciclo ovarico de
la rata, metaestro (n = 4), diestro (n = 4), proestro (n = 4) y estro (n = 4). Las concentraciones
de ambos esteroides fueron determinadas por radioinmunoensayo. Los datos estan expresados
como la media + error estandar. ¢ p < 0.05 con respecto al estro, metaestro y diestro *p < 0.05
con respecto al diestro y estro y *p <0.05 con respecto al proestro y el estro. Modificado de
Guerra-Araizay cols. 2003.



Diestro

Esta etapa, cuando la rata no copula, es la que muestra la duracion mas larga, entre 55 y 57 horas,
ya que los niveles de progesterona producida por los ovarios se encuentran muy elevados, lo que
ocasiona la disminucion del numero de receptores a GnRH en la hipofisis anterior (Witcher y cols.
1984), causando un efecto antiestrogénico que mantiene bajos los niveles de 17-f estradiol, lo que
genera un periodo de reposo en la actividad hipofisiaria. Si al final del diestro no se ha producido
la implantacién embrionaria, las concentraciones de progesterona generadas por el cuerpo Iuteo en
regresion (ocasionada por la ausencia de factores luteotroficos y la secrecion de luteolisinas
provenientes del Utero) disminuyen y se comienza a producir un incremento en las concentraciones
de 17-B estradiol proveniente de las células de la granulosa, provocando la desinhibicién de la
hipofisis anterior y por lo tanto el reinicio de un nuevo ciclo estral debido a la liberacion de FSH
(Freeman 2005).

1.2. Conducta de estro en la rata

La conducta de estro es manifestada por la rata hembra con el prop6sito de establecer contacto
suficiente con un macho sexualmente experto y copular con él (Beach 1976, Erskine 1989,
Micevych y Dewing 2011). La expresion de esta conducta depende de la accidn sinérgica entre el
17-B estradiol y diferentes moléculas como; la progesterona, GnRH, prostaglandina Ez, etc., lo que
ocasiona que la hembra despliegue una serie de aspectos caracteristicos de su estado reproductivo,
con la finalidad de que sean detectados por el macho y lo motiven para que se produzca la cdpula
(Beyer y cols. 2003).

Los aspectos caracteristicos de la conducta de estro han sido definidos como: atractividad,
proceptividad y receptividad, los cuales comienzan a presentarse durante la tarde-noche del
proestro. Asi, la atractividad comprende cambios a nivel morfoldgico y fisioldgico, por ejemplo,
cambios en la coloracién del area genital y la produccion de feromonas (Beach 1976, Beyer y cols.
2007). La proceptividad se refiere a una serie de conductas estereotipadas que despliega la hembra
y que son dirigidas hacia el macho, estimulandolo a copular con ella. Dentro de las conductas
proceptivas se pueden distinguir tres tipos, a) el brincoteo (o hopping en inglés), el cual consiste
en pequenios brincos efectuados por la hembra sobre sus cuatro patas; b) carreras cortas (o darting
en inglés), que consiste en carreras en forma de zig-zag que terminan abruptamente cuando la

hembra adopta una postura agazapada para permitir ser montada por el macho y c) orejeo (o ear-



wiggling en inglés), el cual consiste en un movimiento de las orejas, debido a la vibracion de alta
frecuencia de la cabeza de la hembra a consecuencia de la monta del macho (Beach 1976) o previo
a la monta. Finalmente, en la rata como en otras especies de mamiferos, el patrén conductual méas
representativo de la receptividad sexual es la adopcion de la CL, la cual es un reflejo que se
presenta cuando el macho monta a la hembra (Figura 1).

Este reflejo consiste en la dorsiflexion de la columna vertebral que se acompafia de la elevacion
de la region perigenital, seguida por un movimiento lateral de la cola (Komisaruk y Diakow 1973),
que permitira la intromision del pene dentro de la vagina (Hardy y DeBold 1972, Beach 1976,
Beyer y cols. 2007, Micevych y Dewing 2011). La receptividad sexual de la rata hembra se evalta
a través del cociente de lordosis (LQ del inglés lordosis quotient, Hardy y DeBold 1972, Beach
1976, Micevych y Dewing 2011), que resulta resulta al dividir el nimero de veces que la hembra
hace lordosis en diez oportunidades de ser montada por el macho entre diez y el resultado
multiplicarlo por cien. Ademas, Hardy y DeBold (1972) con el propdsito de evaluar la intensidad
de la lordosis propusieron una escala que va de 0 a 3, dependiendo del grado de dorsiflexion de la
columna vertebral que manifieste la hembra al ser montada por el macho (Figura 1). La IL es una
parametro cualitativo, que nos puede indicar que tan receptiva se encuentra la hembra, ya que la
IL esta asociada a la potencia del agente lordogénico en cuestion para inducir CL (Hardy y DeBold,
1971).

1.3. Regulacion hormonal de la conducta de lordosis en la rata
Las hormonas sexuales, principalmente el 17-p estradiol y la progesterona activan diversas
estructuras cerebrales involucradas en el despliegue de la CL en roedores (Beach 1942, Edwards
y cols. 1968, Beyer 1980). Por ejemplo, en la rata se origina un incremento gradual en la secrecion
de 17-B estradiol por los ovarios durante las primeras horas del ciclo estral, alcanzando su nivel
méaximo en la tarde del proestro (Tabla 1). Unas horas después del pico de 17-p estradiol, el ovario
comienza a secretar, por las células de la teca interna, a la progesterona, que alcanza su nivel mas
alto en la noche del proestro (Edwards y cols. 1968, Ichikawa y cols. 1974, Clemens y Weaver
1985) un evento que coincide con el inicio de la receptividad sexual.

Se ha propuesto que el 17-f estradiol actia inicialmente sensibilizando a las &reas
cerebrales relacionadas con la expresion de la CL, como el area preoptica media (APOm), el nucleo

ventromedial del hipotdlamo (HVM), sustancia gris central mesencefalica, habénula, etc.),



mientras que la progesterona es quien dispara dicho comportamiento (Edwards y cols. 1968,
Yanase y Gorski 1976, Beyer 1980). Esta idea es apoyada por que al realizar la OVX en la tarde
del proestro, es decir, antes del pico preovulatorio de progesterona, la hembra no despliega la CL
a pesar de haber estado expuesta a niveles maximos de 17-f estradiol (Powers 1970).

Lordosis grado 0

Lordosis grado 1

1

24

Lordosis grado 2

o
Lordosis grado 3

Figura 1. Escala de la intensidad de lordosis en la rata. La figura muestra los diferentes grados de
la intensidad de lordosis que la rata hembra en estro presenta al ser montada por un macho
sexualmente experto. Modificada de Hardy y DeBold 1972.
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En este experimento, Powers utilizé ratas con un ciclo estral de 4 dias, y realizd la OV X a la hora
0 (hembras expuestas a una concentracion maxima de 17-B estradiol pero no al pico de
progesterona) y hora 6 (animales expuestos a la accion secuencial de 17-f estradiol y progesterona)
del dia esperado del estro, para ello, anestesio a las ratas con metoxifluorano, las cuales se
recuperaron completamente de la anestesia a los 15 a 20 minutos después de la inyeccion de este
farmaco. Finalmente, las pruebas conductuales para ambos grupos de hembras se realizaron a la
hora 12, es decir el tiempo en que la respuesta sexual podria haber sido mayor en ausencia de la

intervencion quirargica (Powers 1970).



Mientras que si la OVX se realiza después de que ocurrio el pico de progesterona (Moreines y
Powers 1977), la rata aun sera capaz de manifestar CL al ser montada por el macho (Powers 1970,
Clemens y Weaver 1985). Ademas, la CL en ratas OVX, puede ser inducida a través de la
inyeccion de dosis repetidas de diferentes estrégenos, por ejemplo, estudios sistematicos realizados
por Beyer y cols., en la década de los 70s (Beyer y cols. 1971, Morali y Beyer 1979), demostraron
que el 17- estradiol es el estrogeno mas potente para inducir receptividad en la rata OV X, seguido
por la estrona y el estriol. Otros estudios han revelado que la dosis de 17- estradiol, administrada
al animal, se encuentra relacionada con la expresion de los componentes de la conducta de estro,
por ejemplo, la intensidad de la dorsiflexion de la columna es mayor conforme se incrementa la
dosis de esta hormona, de igual modo, la frecuencia con que la hembra presenta las diferentes
conductas proceptivas se incrementa, aunque estas conductas han sido mayormente atribuidas a
los efectos de la progesterona (Hardy y DeBold 1972, Whalen 1974, Fadem y cols. 1977). Ademas,
en ratas OV X tratadas con dosis crecientes de BE, la latencia para responder con lordosis a la
monta del macho se acorta, mientras que la duracion de la lordosis se prolonga y la intensidad de
la lordosis aumenta (Zemlan y Adler 1977).

Si bien, la CL es estimulada por la sola administracion de diferentes estrogenos a ratas
(Beyer y cols. 1971) y cobayos OVX (Pfaff y Sakuma 1980), como se menciond en secciones
anteriores, la inyeccion de progesterona incrementa el nivel de receptividad (aumenta el LQ, la IL
y la proceptividad) en comparacién con el obtenido por la sola infusién de estrogenos (Beach 1942,
Zucker y Goy 1967, Edwards y cols. 1968). No obstante, para que la progesterona induzca CL es
de crucial importancia que las hembras hayan estado previamente expuestas a estrégenos por un
periodo minimo de tiempo, entre 12 y 18 horas, ya que con ello se puede producir la sintesis de
diferentes proteinas, como el RP (Parsons y cols. 1980).

Por otro lado, la latencia para que las ratas OV X pretratadas con BE muestren CL después
de la inyeccion de la progesterona depende de la via y la forma de administracion utilizada. Por
ejemplo, si la progesterona se administra por via subcutanea (sc), la receptividad aparecera entre
2y 6 horas después (Glaser y Barfield 1984), mientras que la inyeccion por via intravenosa de esta
hormona (Kubli-Garfias y Whalen 1977) produce que la latencia de la lordosis sea menor y
comience a observarse alrededor de los 5 a 10 minutos post-inyeccion (Ross y cols. 1971, Kubli-
Garfias y Whalen 1977). Ademas, cuando la progesterona es administrada directamente al tejido

nervioso relacionado con la lordosis, HYM o APOm, en forma de cristales (Glaser y cols. 1985)



la latencia de aparicion de la lordosis se acorta significativamente, en relacion al efecto que se
produce cuando la progesterona es administrada por via sc (Beyer y cols. 2003), sin embargo, la
latencia de la CL aun es mucho mayor comparada con la administracion intravenosa. Asimismo,
Beyer y cols. (1988), demostraron que la administracion de diferentes progestinas (progesterona,
o algunos de sus metabolitos como la Sa-pregnandiona, la 20a- y 20B-OH-pregnanona, la 58,3f;
5a,3p y la 5a,3a -pregnanolona) en microdepositos oleosos directamente en el HVM o en el
APOm, indujeron la CL con latencias muy cortas, debido a que los compuestos pudieron difundirse
mas facilmente que cuando fueron administrados en cristales en esas mismas areas cerebrales
(Beyer y cols. 1988). Por ejemplo, se ha encontrado que la 5B, 3 pregnanolona, un metabolito de
la progesterona, es muy efectiva para inducir CL tanto implantada en forma de cristales
(Rodriguez-Manzo y cols. 1986) como administrada en microdepoésitos oleosos en el APOm.
Ademas, la administracion en soluciones oleosas directamente en el APOm y en el HVM de
progestinas Sa reducidas (50, 3a pregnandiona y 5a, 3 pregnanolona), también inducen intensa
CL en ratas OV X pretratadas con BE (Beyer y cols. 1988). Sin embargo, se ha encontrado que
algunas progestinas administradas en cristales en el APOm son muy poco efectivas en inducir CL
(Rodriguez-Manzo y cols. 1986). Este efecto pudiera deberse a problemas de difusion, ya que las
progestinas diluidas en aceite pueden difundirse mas rapidamente y tener una mayor area de
absorcion que las que se encuentran en forma de cristales (Hirano y cols. 1982). Estos factores
pueden explicar la falta de respuesta que se tiene con la aplicacion de cristales en el APOm en
donde sus neuronas relacionadas con la expresion de la CL tienen una distribucién muy separada
(Morrell y cols. 1986). Una estrategia ampliamente utilizada en nuestro laboratorio y que
consideramos que nos permite asegurar que el compuesto utilizado llegue a las areas cerebrales
relacionadas con la expresion de la CL es realizar implantes en el ventriculo lateral derecho, ya
que con ello el liquido cefalorraquideo llevara los compuestos a esas areas cerebrales. Ademas,
esta técnica también nos permite realizar curvas dosis respuesta para conocer cuales son las dosis

maés adecuadas del agente lordogénico.

1.4. Neuroanatomia de la conducta de lordosis
Maodulo espinal
La mayor parte de la informacién somatosensorial que la hembra recibe por la monta del macho

sobre la region perianal, la grupa y los flancos, durante la cépula (Kow y Pfaff 1979), converge en



las laminas 11, V y X de los segmentos lumbar 6-sacro 1/sacro 2 de la médula espinal (Figura 2;
Chinapen y cols. 1992, Lee y Erskine 1996). La activacion de estas zonas depende de las
contracciones vagino-cervicales y varia con las distintas fases del ciclo estral (Ghanima y cols.
2000), ya que las hormonas esteroides desempefian un papel relevante en este patron de activacion
nervioso (Pfaus y cols. 1996). Asi, Komisaruk y cols. (1972), encontraron que el tamafio de los
campos receptivos de las neuronas sensoriales de estas regiones se incrementa cuando las hembras
son tratadas con 17-f estradiol, ya que las neuronas sensitivas de las astas dorsales de la medula
espinal poseen RE. Ademas, diversos grupos de investigacion también han encontrado la presencia

del RP en motoneuronas de la ldmina 1X de las astas ventrales (Kow y cols. 1977).

Madulo del tallo cerebral

La informacion relacionada con la expresion de la CL y su intensidad son procesadas en el tallo
cerebral, es por eso, que esta estructura es indispensable para que la hembra realice con éxito la
CL durante la monta del macho (Modianos y Pfaff 1976). Las estructuras activadas durante la CL,
en este modulo, son las areas catecolaminérgicas Al y A2, asi como las neuronas caudales del
nacleo del tracto solitario, el area tegmental ventral (Hubscher y Berkley 1994, Cameron y cols.
2004, Coria-Avila y Pfaus 2007), el cerebelo (Paredes-Ramos y cols. 2011), asi como el nicleo

paragigantocelularis (Normandin y Murphy 2011a).

Maédulo mesencefalico

En el modulo mesencefalico se localizan la formacidn reticular mesencefalica (FRM) y la sustancia
gris periacueductal (PAG de sus siglas en inglés periaqueductal gray). Esta Gltima es la estructura
mas estudiada del modulo mesencefalico, ya que en diversos estudios se ha encontrado que es
activada durante la CL (Flanagan-Cato y cols. 2006, Normandin y Murphy 2011b). Ademas, la
infusion de GnRH en la parte ventrolateral de ésta estructura induce la CL (Riskind y Moss 1983).
La PAG se considera como un punto central de funciones del control motor y autonémico, ya que
por un lado recibe proyecciones descendentes de diversas regiones limbicas y nucleos
hipotalamicos, particularmente el HVM (Calizo y Flanagan-Cato 2002, Calizo y Flanagan-Cato
2003, Tupal y Faingold 2012), enviando proyecciones descendentes a otras areas del tallo cerebral
y la médula espinal relacionadas con la CL (VanderHorst y cols. 2004, Loyd y Murphy 2006,
Gerrits y cols. 2009). Por otro lado, la lesion de la PAG provoca la pérdida inmediata de la CL en



ratas OV X pretratadas con estrogenos y progesterona (Corodimas y Morrell 1990). Sin embargo,
la estimulacion eléctrica de ésta induce la expresion de dicha conducta en ratas OV X pretratadas
con 17-B estradiol (Pfaff y Sakuma 1979b).

Modulo diencefélico

En este madulo cerebral se localizan diversos nacleos involucrados en la induccion de la CL. Uno
de ellos, y quizé el mas importante, es el HVM (Pleim y Barfield 1988), ya que cuando se lesiona
bilateralmente se disminuye la expresion de la CL tanto en ratas (Singer 1968, Malsbury y cols.
1977, Pfaff y Sakuma 1979a) como en hamsters (Malsbury y cols. 1977) con ciclos estrales
normales. Por el contrario, la estimulacion eléctrica del HVM induce la lordosis en ratas
pretratadas con dosis bajas de BE (Pfaff y Sakuma 1979a). Sin embargo, ni la estimulacién
eléctrica o la lesion de este ndcleo cerebral muestran efectos inmediatos, ya que se requieren
periodos prolongados para evaluar su efecto sobre la induccion o la disminucion de la lordosis.
Estudios inmunocitoquimicos y auto-radiograficos también han mostrado un papel esencial del
HVM en la regulacién de la CL, ya que las células de este nucleo poseen RE y RP (Pfaff y Sakuma
1979a), por lo que al administrar cantidades pequefias de progesterona directamente en el HVM
induce la expresion de la CL en ratas OV X pretratadas con BE (Blaustein y cols. 1987). Ademas,
la estimulacidn del clitoris activa la porcion dorsomedial del HVM (Parada y cols. 2010) mientras
que las intromisiones que la hembra recibe por parte del macho activan el nucleo talamico
subparafascicular parvocelular medial (Coolen y cols. 1996, Veening y Coolen 1998). Asimismo,
se ha llegado a identificar diversas estructuras cerebrales que se activan después de que se produce
la CL, como el ndcleo arqueado (Erskine 1993, Parada y cols. 2010), el nacleo hipotalamico
dorsomedial del hipotadlamo (Erskine 1993, Tetel y cols. 1993), la region premamilar (Coolen y
cols. 1996, Pfaus y cols. 1996), asi como el nudcleo hipotaldmico paraventricular (parvo y
magnocelular; Flanagan y cols. 1993, Yang y Voogt 2002, Cameron y Erskine 2003).

Otros centros nerviosos relacionados con la expresion de la CL en roedores han sido el area
tegmental ventral (ATV) y el ndcleo habenular, ya que al igual que en el HVM, los implantes de
progesterona o progesterona conjugada con suero de albumina en el ATV inducen la lordosis en
el hamster y la rata (DeBold y Malsbury 1989, Frye y cols. 1996). Por otro lado, las lesiones del
nucleo habenular reducen las conductas proceptivas y la receptividad en ratas OV X tratadas con
BE (Rodgers y Law 1967, Modianos y cols. 1975).



Modulo del cerebro anterior

En esta region cerebral se localizan el APOm, el septum, el bulbo olfatorio, etc., &reas que se
conoce que ejercen efectos inhibitorios sobre la CL, por ejemplo, la lesion en el APOm de la rata
hembra adulta OV X induce la receptividad sexual (Malsbury y cols. 1981). Ademas, las hembras
que han sido lesionadas en esta area requieren menor cantidad de estrogenos para mostrar CL que
las hembras OV X que no han sido lesionadas (Singer 1968, Powers y Valenstein 1972).

Por otro lado, los estimulos eléctricos aplicados en esta area provocan una disminucion de
la CL y un aumento de las conductas de rechazo en ratas intactas u OV X previamente tratadas con
BE y progesterona (Sakuma y Pfaff, 1979a). La utilizacion de técnicas de autorradiografia e
inmunocitoquimica ha demostrado que las neuronas del APOm poseen RE y RP (Pfaff y Sakuma,
1979b), ya que implantes de 17-f estradiol en forma de cristales, directamente en esta area,
restauran la CL en hembras OVX (Sakuma y Pfaff 1979b, Wilcox y cols. 1984). Ademas, este
mismo efecto se manifiesta cuando la progesterona se administra en forma de cristales o disuelta
en aceite dentro del APOm de ratas OV X pretratadas con inyecciones sc de BE (Rodriguez-Manzo
y cols. 1986, Beyer y cols. 1988).

El septum y el bulbo olfatorio, también han sido areas relacionadas con la disminucion de
la CL en diferentes especies de roedores. Por ejemplo, en la rata, el septum desempefia un efecto
negativo en la CL probablemente al contrarrestar los efectos facilitatorios del HVM (Segovia y
cols. 2009). Ademas, la lesion eléctrica de este ndcleo induce la expresion de la CL en ratas
pretratadas con BE (Tsukahara y Yamanouchi 2001, Tsukahara y Yamanouchi 2002, Tsukahara y
cols. 2003, Xiao y cols. 2005, Segovia y cols. 2009), sin embargo, en el hamster provoca el efecto
contrario, aparentemente por incrementar la sensibilidad a 17-f estradiol y progesterona (Nance y
cols. 1974, Nance y cols. 1975). Por otro lado, la remocion del bulbo olfatorio en ratas OVX
tratadas solo con BE (Moss, 1971) o con BE mas progesterona (McGinnis y cols. 1978) provoca

un incremento en el LQ.
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1.5. El receptor intracelular a progesterona
El RP es una proteina a traves de la cual la progesterona ejerce la mayoria de sus efectos (Blaustein
y Feder 1979, O'Malley y cols. 1991). Las primeras caracterizaciones, asi como la distribucion
tisular de este receptor se realizaron mediante la utilizacion de la progestina sintética R5020 (17,
21-dimetil-19-nor-2,9-pregnandien-3-20 diona), la cual se disocia mas lentamente del RP que la
propia progesterona (Philibert y cols. 1977) y forma un complejo hormona-receptor mas estable.
Ademas, con el uso del *"R5020 también se detecto la presencia de RP citoplasmicos en diferentes
6rganos (Mobbs y Liu 1990, Boivin y cols. 1994) como; Utero, hipdfisis, hipotalamo, APOm,
amigdala, corteza cerebral y mesencéfalo en diferentes especies de mamiferos (Moguilewsky y
Raynaud 1979, MacLusky y McEwen 1980). Sin embargo, en el sistema nervioso central, el RP
no sélo ha sido detectado en las neuronas, sino también en células gliales, principalmente en
oligodendrocitos (Jung-Testas y cols. 1992). Se han caracterizado dos poblaciones del RP en el
sistema nervioso central de roedores con el uso de técnicas bioguimicas e inmunocitoquimicas
(MacLusky y McEwen 1978), una localizada en el hipotalamo, la cual es regulada por estrégenos,
y otra ampliamente distribuida en la amigdala, cerebelo y corteza cerebral (MacLusky y McEwen
1980, Camacho-Arroyo y cols. 1994) no modificada por estrogenos. Por otro lado, se conoce que
los estrégenos inducen la sintesis del RP en varios tejidos (MacLusky y McEwen 1978, Kastner y
cols. 1990) ya que se ha detectado un aumento considerable en las concentraciones del RP uterino
a las 24 horas después de haber administrado BE a cobayos OV X. Cabe también sefialar que los
estrogenos inducen la transcripcién del RP en el Gtero, hipotalamo y corteza cerebral de la coneja
adulta (Camacho-Arroyo y cols. 1994). Sin embargo, no existe una relacién directa entre la
expresion del gen y la sintesis del RP en respuesta a 17-f estradiol, lo cual sugiere la existencia de
un control diferencial a nivel postranscripcional en diferentes tejidos (Shughrue y cols. 1997).

Inicialmente, se encontré que el RP ubicado en el citoplasma se unia a la progesterona,
formando un complejo activo que se podia translocar hacia el nucleo (Blaustein y Feder 1980,
McGinnis y cols. 1981, Rainbow Yy cols. 1982) para unirse a la cromatina y modificarla (Perrot-
Applanat y cols. 1986, Mani y Portillo 2010).

Sin embargo, se ha observado la localizacion de RP en el ntcleo como en el citoplasma en
el hipotalamo (Blaustein y cols. 1988). Estos receptores citoplasmicos podrian explicar los efectos

membranales de la progesterona en la CL (DeBold y Frye 1994).
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Recientemente, en estudios in vitro, se ha encontrado que en ausencia de su ligando, la RP-A se

encuentra en el nacleo, mientras que la RP-B se encuentra en el citoplasma (Leslie y cols. 2005).

1.5.1. Caracteristicas estructurales y farmacoldgicas del receptor a progesterona
El RP comparte las mismas propiedades fisico-quimicas que los receptores clasicos de esteroides,
como son; alta afinidad, saturabilidad y especificidad, ademas de que pertenece a la familia de los
receptores intracelulares que median los efectos nucleares de hormonas esteroidales, tiroideas y de
las vitaminas A y D. Actualmente, se han clonado tres isoformas del RP tanto en células de
humanos como de pollos; la isoforma A (RP-A) la B (RP-B) y la C (RP-C), con 94, 114 y 60
kilodaltones, respectivamente (Horwitz y Alexander 1983, McDonnell 1995).

La clonacién y caracterizacion de los ADNs complementarios de cada uno de estos tipos
de receptores, indican que la RP-B contiene un fragmento adicional de 164 aminoacidos en el N-
terminal ausente en la RP-A (Kato y Onouchi 1979, Misrahi y cols. 1987), por lo que, la RP-A es
esencialmente una version truncada de la RP-B, ya que se origina del mismo gen. A través de esta
misma técnica, en el RP humano y del pollo (Conneely y cols. 1987, Misrahi y cols. 1987) se
pudieron caracterizar diferentes regiones del receptor (Figura 3) como: a) el dominio de unioén al
ADN, que muestra de 99-100% de conservacion entre los receptores a esteroides y consta de 70
aminoacidos aproximadamente, en donde se localizan dos pliegues de aminoacidos denominados
dedos de zinc. Este dominio interacciona con secuencias de ADN especificas conocidas como
“elementos de respuesta a la progesterona; b) el dominio de unién del ligando, el cual contiene
alrededor de 250 aminoacidos y se ubica en el extremo carboxilo terminal de la molécula. Este
dominio, ademas de unirse con la hormona, interacciona con un complejo oligomérico de proteinas
de alto peso molecular denominadas proteinas de choque térmico (HSP de sus siglas en inglés) 90,
72 y 59. Cabe sefialar que en esta region se producen los procesos de transactivacion y
dimerizacion que son dependientes de la union con la hormona; ¢) la region de la bisagra, es una
zona que muestra pobre homologia entre los distintos receptores a esteroides, se localiza entre el
dominio de union al ligando y el dominio de union al ADN, y es una region en donde se encuentran
las sefiales de localizacion nuclear; d) la region del amino terminal, esta zona varia mucho en su
tamafio y composicién de aminoacidos entre los receptores a esteroides. En esta region se llevan a
cabo la mayoria de las fosforilaciones que se producen en el receptor, particularmente en los

residuos de serina (posiciones 102, 294, 345) por diferentes proteinas cinasas, incluyendo la
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MAPK (serina 294), la caseina cinasa Il (ser 81) y la cinasa dependiente de ciclina (serina 25, 162,
190, 213, 400, 554, y 676; Lange, 2004, Hagan y cols. 2009). Actualmente se ha encontrado que
la proteina cinasa C (PKC) también fosforila al RP en la serina 400 (Gonzélez-Arenas y cols.

2015).
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Figura 3. Diferentes isoformas del receptor a progesterona (RP). La isoforma B contiene 164 aa
mas que la isoforma A. Ademas, en la B se encuentra un factor de activacion (AF), que no se
encuentra en la isoforma A. Modificado de Kastner y cols. 1990.

Ademas, la diseccion molecular de la estructura del RP ha permitido detectar la presencia
de una region dentro del dominio de unién al ligando denominada funcién de activacion
dependiente del ligando 2 (FA-2), la cual permite la interaccion del RP con la maquinaria
transcripcional. Otro dominio ha sido localizado en el extremo carboxilo terminal denominado
funcidn de activacion 1 (FA-1) y otro en el extremo N-terminal denominado funcion de activacion
3 (FA-3), solo presente en la RP- B. La FA-1 modula la especificidad del receptor con los sitios
promotores del ADN ya que interactia con componentes del complejo transcripcional del nucleo
y proteinas correguladoras (Bai y Weigel 1995). Mientras que la FA-3 puede funcionar de manera
independiente o sinergizar con la activacion o desactivacion de la FA-1 y FA-2 (Horwitz y cols.
1996). La isoforma C no contiene el dominio N terminal, por lo que no contiene a la FA1, la FA3
y el primer dedo de zinc del dominio de unién al ADN (Wei y cols. 1990).

Estudios realizados en ratones carentes del gen (knock out) para las diferentes isoformas
del RP, sugieren que la RP-A desempefia un papel crucial para que se lleve a cabo el fenémeno de
la decidualizacion del estroma uterino antes de la implantacion (Mulac-Jericevic y cols. 2000).

Ademas, inhibe la hiperplasia del utero inducida por 17- estradiol, quiza por impedir los efectos
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proliferativos que se conocen que pueden ser inducidos por la RP-B (Mulac-Jericevic y Conneely
2004). En el endometrio humano la expresion de estos receptores cambia a lo largo del ciclo
menstrual (Feil y cols. 1988).

Por otro lado, se han descrito efectos diferenciales de estas isoformas en algunos eventos
reproductivos, por ejemplo, utilizando a ratones knock out para la RP-B (Conneely y cols. 2003,
Mulac-Jericevic y Conneely 2004) se ha encontrado que la ovulacion no se ve afectada, por lo que
se puede interpretar que la RP-A es quien regula este efecto, més sin embargo, las glandulas
mamarias que expresan la RP-B muestran una proliferacion de dicha glandula para que se produzca
un adecuado desarrollo de la misma. Esta observacion se ve apoyada en los ratones que no
expresan la isoforma A, ya que en ellos se produce un desarrollo normal de esa estructura (Mulac-
Jericevic y cols. 2000). En cuanto a los efectos producidos por la RP-C, se sabe que no funciona
como un factor de transcripcion independiente, pero puede interactuar con las otras dos isoformas
para modular su actividad transcripcional (Wei y cols. 1996).

Anteriormente, se pensaba que en ausencia de la hormona, el RP se localizaba en el nlcleo
de la célula blanco unido a las HSP y probablemente a otras proteinas (Bagchi y cols. 1991, Pratt
y cols. 1992). Sin embargo, con estudios de gradientes de sacarosa se ha mostrado que el RP migra
como un complejo heteroligomérico (8S) unido a las HSP, HSP 90, HSP 57, y HSP 72 (Smith y
cols. 1990), condicion que hace que el receptor sea incapaz de unirse al ADN e inducir la
transcripcion de genes de respuesta a la progesterona. Ademas, se sabe que la RP-B se encuentra
dindmicamente viajando del nucleo al citoplasma y viceversa, mientras que la RP-A
preferentemente se mantiene en nicleo celular (Lange 2004, Lange y cols. 2007, Lange 2008).

La union de la progesterona con el RP provoca los siguientes eventos: 1) disociacion de las
proteinas HSP 90 y HSP 57, que interfieren con la unién del RP al ADN; 2) cambio del coeficiente
de sedimentacion, de 8S a 4S, lo que demuestra la pérdida de algunos componentes que estaban
asociados a la forma 8S; 3) cambio alostérico, que es inducido Unicamente por la progesterona de
manera independiente a la liberacion de las HSP; 4) cambio covalente, como consecuencia de la
fosforilacion de sitios especificos y 5) dimerizacion con diferentes monémeros.

Finalmente, en células donde la RP-B y la RP-A son coexpresadas, tres distintos tipos de dimeros
pueden formarse (A:A, A:B y B:B). Estos dimeros, cuando no estan asociados a las HSP, son
capaces de interactuar con gran afinidad sobre elementos especificos que responden a la

progesterona dentro de los sitios promotores en los genes blanco (Beato y Sanchez-Pacheco 1996).
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1.5.2. El receptor a progesterona como una fosfoproteina

La fosforilacién de proteinas consiste en la incorporacion de grupos fosfato en residuos de
aminoacidos que contienen en su cadena lateral radicales hidroxilo (OH), como la serina, treonina
y tirosina. Los receptores de esteroides, como la mayoria de las proteinas, muestran esa
caracteristica y pueden ser fosforilados en multiples sitios en donde se localicen dichos
aminoéacidos, por lo que han sido considerados como fosfoproteinas, que al ser fosforiladas se
producen modificaciones covalentes que provocan la regulacién de la mayoria de los procesos
metabolicos.

La fosforilacion del RP se ha demostrado en sistemas libres de células (Figura 4; Denner y
cols. 1990, O'Malley y cols. 1991, Poletti y cols. 1993) y tejidos en una variedad de condiciones
fisioldgicas. En estos sistemas, actualmente se ha mostrado que el RP es fosforilado en 14 residuos
de serina por diversas proteinas cinasas (Denner y cols. 1990, O'Malley y cols. 1991).

Una de estas fosforilaciones se ha localizado en la serina 211 y 260 del dominio N-terminal del
RP del pollo, aun en ausencia de la hormona. Otros sitios de fosforilacion se localizan en las serinas
367 y 530 de la region de la bisagra, los cuales son hiperfosforilados en presencia de la hormona.

Por otro lado, el RP humano es fosforilado al menos en siete residuos de serina localizados
en el dominio N-terminal del receptor (Weigel y cols. 1995, Zhang y cols. 1995, Zhang y cols.
1997). Tres sitios de serina (81, 102 y 162) se encuentran en el segmento completo del N-terminal
de la RP-B, mientras que los otros se localizan en las serinas (190, 294, 345 y 400) de laRP-B y
N-terminal truncada de la RP-A.

La fosforilacion del RP provoca los siguientes efectos: a) contribuye en diferentes procesos
transcripcionales como en la interaccion con proteinas correguladoras (Rowan y O'Malley 2000,
Rowan y cols. 2003); b) regula la activacion transcripcional del RP tanto ligando dependiente
como ligando independiente (Labriola y cols. 2003); c) la migracién del receptor en la célula
(Lange y cols. 2000); d) la fosforilacién de la serina 294 del RP, independiente del ligando, por la
MAPK, induce la translocacion del receptor al ndcleo, ademas de servir de sefial para que se
ubiquitinice y se provoque la degradacion del RP por medio del proteosoma 26S (Qiu y Lange
2003); e) la fosforilacion del RP independiente del ligando puede regular a los genes por una via
de mecanismos no clasicos, por ejemplo, el grupo de Bamberger y cols. (1996), demostré que

existe actividad transcripcional ligando independiente del RP.
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Figura 4. Sitios de fosforilacion del RP. En la figura se muestran los diferentes sitios de
fosforilacion del RP por diferentes proteinas cinasas. Modificado de Lange 2004.

1.5.3. Correlacion entre la concentracion del receptor a progesterona y la expresion de la
conducta de lordosis

Se conoce que la administracion de estrogenos induce la expresion de RP en las areas cerebrales
(HVM y APOm) relacionadas con la expresion de la CL en roedores (MacLusky y McEwen 1978,
McEwen y cols. 1978, Moguilewsky y Raynaud 1979, Etgen 1984). Existe abundante informacion
en donde se ha investigado la existencia de una posible correlacion temporal entre la induccion del
RP por estrogenos y la aparicién de la CL disparada por la inyeccién de progesterona (Parsons y
cols. 1980, Ahdieh y cols. 1986). Asi, Moguilewsky y Raynaud (1979) demostraron que, en ratas
OVX tratadas con BE, los niveles maximos de CL inducida por la inyeccion de progesterona
coincidian con los del RP hipotalamico, mientras, que la exposicion al BE por s6lo 12 horas era
inefectiva tanto para inducir lordosis como para aumentar los niveles del RP. Sin embargo,
alargando el periodo de tiempo, de 24 a 48 horas, después del pretratamiento con BE se encontrd
una alta concentracion de RPs sintetizados.

Otros estudios mostraron que tanto en el HVM, el APOm asi como en la hipofisis, existe
una correlacion temporal entre la induccion del RP y la aparicion de la CL en la rata. Asi, en
estudios realizados mediante la utilizacion del *H"R5020, como marcador de unién con el RP
(Parsons y cols. 1982), se encontrd que tanto el inicio como la desaparicién de la CL inducida por
progesterona coincidia con la aparicion y desaparicion del RP después del implante y la remocion
de 17-B estradiol respectivamente. En otro estudio realizado por Blaustein y Feder (1980) se
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encontré que la aparicion del RP en el HVM y en el APOm precede al inicio de la CL inducida
por progesterona en hembras de cobayos pretratadas con estrogenos. También se mostré que altas
concentraciones de progesterona translocan los RP del citoplasma hacia el nucleo celular de las
neuronas del APOm y del HVM. De este modo, se demostré la existencia de una correlacion entre
la activacion del receptor (uniéndose a la cromatina) y el disparo de la CL inducida por
progesterona (Blaustein, 1982).

La utilizacion de oligonucleotidos antisentido para el RP ha sido una herramienta molecular
para poder demostrar la participacion de esta proteina en diferentes procesos reproductivos. Estos
compuestos pueden tener diferentes mecanismos de accion, por un lado, interferir con la sintesis
del RP blogueando la transcripcion del ARN mensajero que lleva la informacion que codifica para
estos receptores, o0 bien utilizando oligonucleétidos dirigidos para bloquear la traduccion del ARN
para la sintesis del RP. Asi, la inyeccion de estos compuestos directamente en el HVM de hembras
OVX, disminuye significativamente la CL inducida por progesterona (Pollio y cols. 1993).
Ademas, este oligonuclettido antisentido también fue muy efectivo en reducir la CL cuando se
aplico a las 12 pero no a las 24 horas después del pretratamiento con BE. Concomitantemente, las
conductas proceptivas, que se ha propuesto que son fuertemente dependientes de progesterona,
también fueron suprimidas (Pollio y cols. 1993).

Mani y cols. (1994), administraron, directamente en el tercer ventriculo de ratas pretratadas
con estrogenos, tanto los oligonucle6tidos antisentido como los sentido para la secuencia de ADN
que codifica al ARNm para la sintesis de RP, encontrando que tanto la proceptividad como la
receptividad inducidas por progesterona fueron disminuidas en animales tratados con
oligonucledtidos antisentido. Sin embargo, los animales que recibieron el oligonucleétido sentido
continuaron expresando CL normal. Esta Gltima se refiere a la lordosis grado 2, la cual se
caracteriza por que la hembra realiza la dorsiflexion de la columna vertebral, seguida por la
elevacidn de la cabeza aproximadamente a un angulo de 30° respecto al suelo, acompafiada de una
ligera extensién de las patas delanteras, la elevacion de la grupa y un movimiento lateral de la
cola.

Ademas, la administracion tanto de oligonucledtidos antisentido como sentido para las
isoformas A y B del RP, muestran un papel diferencial de dichas variantes del RP sobre la CL
inducida por progesterona y por las progestinas reducidas en el anillo A (S5a-DHP y 58, 33-Pgl).
Los resultados mostraron un efecto diferencial de la RP-B con respecto a la RP-A sobre la
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expresion de la CL inducida por progesterona y sus metabolitos reducidos en el anillo A, ya que
la administracion de oligonucledtidos antisentido para la RP-B, disminuyeron la CL (Guerra-
Avraiza y cols. 2009).

1.5.4. Caracteristicas estructurales y farmacologicas del RU486
El RU486 es un antagonista del RP con alta actividad antiglucocorticoide (Herrmann y cols. 1982,
Moguilewsky y Philibert 1984, Rauch y cols. 1985). Este compuesto es derivado de la 19-
nortestosterona (Larner y cols. 2000), su estructura es 11-(-4-dimetil-amino fenil)-17p-hidroxi-
17a-(prop-1-inil)-estra-4-9-dien-3-ona, que no presenta el grupo metilo en el carbono 19 presente
en la molécula de progesterona y glucocorticoides (Figura 5).

El RU486 muestra gran afinidad por el RP, impidiendo que ésta proteina inicie el proceso
de transcripcion (Baulieu 1991). Dicha antiprogestina es ampliamente utilizada para explorar la
participacion del RP sobre la expresion de la CL en roedores (Brown y Blaustein 1984, Beyer y

cols. 1997, Carrillo-Martinez y cols. 2011, Garcia-Juarez y cols. 2011).

1.5.4.1. Mecanismo de accién del antagonista RU486

El RU486, ejerce sus efectos antagonicos sobre el RP mediante los siguientes eventos: a) compite
con la progesterona por unirse al RP, sin embargo, lo hace en sitios distintos del dominio de union
al ligando que el ligando natural (Vegeto y cols. 1992); b) se ha observado que el RU486 puede
inducir dimerizacion del RP asi como una mayor union del RP con el ADN que los agonistas del
RP (Skafar 1991, DeMarzo y cols. 1992), haciendo contacto en bases especificas con los elementos
de respuesta a la progesterona. A pesar de que el RU486 promueve la union del RP a los elementos
de respuesta a la progesterona tanto in vitro como in vivo no se ha encontrado que promueva la
sintesis de proteinas de la misma manera en que lo hace la propia progesterona (Edwards y cols.
1993); c) alteracién en la conformacién del dominio de unién al ligando, el RU486 disminuye el
reclutamiento de coactivadores en el extremo carboxilo terminal del RP. Este cambio de
conformacion inactiva a la FA-2 del RP y no permite su interaccion con coactivadores (Ofiate y
cols. 1995).
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Figura 5. Estructura quimica del RU486. 17p-hidroxi-11p-(4-dimetil-aminofenil)-/7a-(prop-
1-inil). N6tese que no presenta el grupo metilo en el carbono 19 (C19) presente en la molécula de
progesterona.

Sin embargo, el cambio conformacional inducido por el RU486 provoca el reclutamiento
de una serie de correpresores como el correpresor receptor nuclear, el cual interactia con el
complejo RU486-RP (Jackson y cols. 1997) impidiendo la union de este complejo con los sitios
de union en el ADN; d) disminuye la interaccion de los dominios amino y carboxilo terminal del
RP. La activacion del RP requiere una accion sinérgica entre la FA-1 y la FA-2 del RP (Meyer y
cols. 1990). Asi, mediante experimentos in vitro se ha demostrado que el RU486 impide la
interaccion entre el dominio N-terminal y la region de la bisagra del RP (Tetel y cols. 1999). Estos
datos sugieren que, adicionalmente al bloqueo de la unién a la FA-2, la conformacién alterada en
el dominio de unioén al ligando inducida por el RU486 puede contribuir a la inactivacion del

receptor por interferir con la asociacion fisica entre los dominios amino y carboxilo terminal.

1.6. Estrégenos

Los estrogenos, al igual que la progesterona, son hormonas que regulan una gran variedad de
eventos fisiologicos que van desde la reproduccion hasta funciones especializadas como la
cognicion y la memoria. Estos son hormonas esteroideas sintetizadas a partir del colesterol, y que
en hembras de mamiferos en edad reproductiva son producidos principalmente por los ovarios, sin
embargo, existen otras fuentes como lo son, el tejido adiposo, las glandulas suprarrenales, cerebro,

piel, corazon, higado, musculo y hueso (Cui y cols. 2013). Estas hormonas son sintetizadas por la
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aromatizacion de testosterona y androstenediona [proceso catalizado por la aromatasa (una enzima
que reduce el anillo A de la molécula de andrdgenos en un anillo bencénico, ademas de eliminar
el grupo metilo del carbono 10)] (Garcia-Segura y cols. 1988, Azcoitia y cols. 2011). Esta ultima
reaccion quimica produce dos tipos de estrogenos; 17-p estradiol (el principal estrégeno circulante

en la sangre) y estrona quienes al ser metabolizados en el higado pueden ser convertidos a estriol.

1.6.1. Sintesis de estrogenos en los ovarios

La sintesis y secrecion de estrogenos en los ovarios involucra el eje hipotalamo-hipéfisis-gdnadas.
Este circuito es activado una vez que el hipotalamo secreta la GnRH, que al unirse a sus receptores
ubicados en las células gonadotropas de la hipdéfisis induce la secrecion de la FSH (Hillier y cols.
1994). Esta tltima hormona viaja a través del torrente circulatorio hasta las células de la granulosa,
de los foliculos ovaricos en desarrollo, la cual, al unirse a sus receptores aumenta la actividad de
la aromatasa e inhibina-a (un potente activador de la sintesis de androgenos; Erickson y Hsueh
1978). Este aumento en la actividad de inhibina o provoca que las células de la teca interna en los
foliculos preovulatorios sinteticen andrégenos (Hillier y cols. 1991), hormonas que son
transportadas hacia las células de la granulosa, donde por medio de la aromatasa son convertidas

a 17-B estradiol y estrona.

1.6.2. Sintesis de estrogenos en el cerebro

La enzima de escicion de la cadena lateral de colesterol (P450scc) es la Gnica enzima que regula
la conversion de colesterol a pregnanolona y ha sido identificada en areas relacionadas con la
reproduccion como el hipocampo, hipotalamo, nucleo caudado, tdlamo, cerebelo y amigdala.
Ademas, se ha identificado en areas no relacionadas con la reproduccién como la corteza cerebral
y tallo cerebral (Azcoitiay cols. 2011, Cui y cols. 2013). Bajo condiciones normales, las neuronas
son la principal fuente de estrdgenos en el cerebro, sin embargo, los astrocitos también sintetizan
estrégenos ante un dafio cerebral (Gatson y cols. 2011). En cambio, los oligodendrocitos y la
microglia no producen estrogenos a partir del colesterol, a pesar de que expresen la 17- HSD,
que convierte la estrona a 17-p estradiol e hipotéticamente la androstenediona a testosterona
(Gottfried-Blackmore y cols. 2008, Cui y cols. 2013).
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Figura 6. Sintesis de estrégenos a partir de andrdgenos. 17-f HSD = 17p-hidroxiesteroide-

deshidrogenasa. 16-a-OHasa = 16-a-hidroxilasa.

1.6.3. Inactivacion de 17-p estradiol
La inactivacion de 17-B estradiol (el estrogeno méas potente y mas abundante en hembras de
mamiferos en edad reproductiva) se puede dar de dos maneras, una de ellas es por medio de su
conversidn a estrdgenos menos activos como la estrona o el estriol o por conjugacion. Asi, en el
higado, las moléculas de 17-p estradiol sufren un proceso de oxidacion catalizado por la enzima
17-B hidroxiesteroide-deshidrogenasa tipo I, proceso quimico que convierte al 17-f estradiol en
estrona (Peltoketo y cols. 1999). Ademas, tanto el 17-p estradiol (por medio de la enzima 160-
hidroxilasa) como la estrona (por la accion de la 17-f hidroxiesteroide-deshidrogenasa tipo Il y la
16a-hidroxilasa) son transformados a estriol (Figura 6; Azcoitia y cols. 2011).

La otra via de inactivacion esta dada por la adicion de &cido glucorénico o por la adicion
de grupos sulfuro a la molécula de 17-f estradiol, los cuales no puede interactuar con los RE
(Kotov y cols. 1999). Por lo tanto, la cantidad de estrogenos circulantes puede indicar un

metabolismo dindmico entre la sintesis y la inactivacion de 17- estradiol.

1.6.4. Receptores a estrogenos
Los RE pertenecen a la superfamilia de receptores a esteroides, cuya estructura modular presenta

diferentes dominios funcionales; por ejemplo: 1) el dominio A/B ubicado en el extremo N-terminal
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(aminoacidos 1 a 180) de la molécula, sobre el cual se encuentra la funcion de activacion 1 (FA-
1). En esta region se llevan a cabo las interacciones proteina-proteina y la transactivacion; 2) un
dominio C (aminoéacidos 181 al 263), también conocido como dominio de unién al ADN, que
incluye a los dedos de zinc, responsables de la dimerizacion y unién del receptor al ADN; 3) el
dominio D (aminoacidos 264 a 302) conocido como la region de la bisagra, este dominio permite
el plegamiento del receptor, ademas de ser un sitio de fosforilacion; 4) dominio E/F localizado en
el extremo C-terminal (aminoécidos 303 a 552 y 553 a 595 respectivamente) conocido como
dominio de unidn al ligando. Ademas, en el dominio E se encuentra una segunda funcion de
activacion (FA-2), dentro de las funciones de este dominio no solo se encuentra la union al ligando,
sino también es un sitio de interaccidn para los co-activadores o co-represores. EI dominio F ocupa
los ultimos amino&cidos de la molécula (45 para el RE-a y 30 para el RE-B) donde se lleva a cabo
la formacion de dimeros (Skafar y Koide 2006, Yang y cols. 2008, Ellmann y cols. 2009).

1.6.4.1. Receptores .y p a estrogenos

Los RE a y B (Figura 7) median los efectos de los estrogenos y por lo tanto participan en diferentes
procesos fisioldgicos y celulares. Se han identificado dos subtipos de RE conocidos como receptor
alfa (RE-a; Kuiper y cols. 1996), y receptor 3 (RE-B; Tremblay y cols. 1997). Estos son producto
de dos genes distintos localizados en los cormosomas 6 y 14, los cuales coifican para dos proteinas
distintas. El RE-B (530 aminodcidos) es estructuralmente mas corto que el RE-a, el cual contiene
595 aminoacidos (Kuiper y cols. 1996, Tremblay y cols. 1997). La region mas homologa entre el
RE-a y el RE-p es el dominio C (dominio de union al ADN; 95%), mientras que los dominios A/B,
D y E/F son los menos conservados. Su estructura menos homologa se encuentra en el dominio de
unioén al ligando (homologia del 53%), sugiriendo que estos subtipos pueden desempefiar un papel
diferencial a nivel fisioldgico, por ejemplo, ciertos ligandos son agonistas selectivos del RE-B,
tales como el fitoestrogeno genisteina (Strissel y Strick 2005, Ellmann y cols. 2009). Ademas, el
RE-P carece de una gran porcion en el extremo C-terminal (dominio F; Skafar y Koide 2006, Yang
y cols. 2008), una region conocida por ser importante en las acciones agonistas del tamoxifén, un

modulador selectivo de los receptores a estrogenos (Norman y cols. 2004).
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Figura 7. Receptores a estrogenos intracelulares. La figura muestra el porcentaje de homologia

entre los dos receptores. Modificado de Compston 2001.

1.6.4.2. Localizacion de los receptores a estrégenos en el cerebro
Los receptores a estrégenos fueron localizados, inicialmente, en el cerebro por medio de técnicas
autorradiograficas, asi, en esos experimentos, las ratas eran inyectadas con 17-3 estradiol marcado
radioactivamente (*"Ez 0 12°I-E2), encontrandose que esta hormona se acumulaba en células dentro
del hipotalamo y sistema limbico (Pfaff y Keiner 1973), como, la amigdala medial, nicleo base de
la estria terminal, APOm, nucleo arqueado, HVM, PAG y nucleo vestibular. Posteriormente, con
la clonacion de los RE-o y RE-f se logré sistematizar la distribucion de estos receptores, es decir,
se encontrd que la distribucion del ARN mensajero (ARNm) del RE-o o su proteina se expresa
densamente en nucleo base de la estria terminal, ndcleo cortical de la amigdala, APOm, nucleo
periventricular, nacleo arqueado, HVM, parte ventral del septum lateral y PAG (Merchenthaler y
cols. 2004). En cambio, el ARNm del RE-B se encontré altamente expresado en el nucleo
paraventricular, supraoptico, la isocorteza, nicleo accesorio olfatorio, porcion anterodorsal del
nucleo predptico y el cerebelo (Merchenthaler y cols. 2004). Ademas, el RE-B (la proteina) es
abundante en el APOm, en el nlcleo base de la estria terminal, amigdala, HVM, PAG y ATV.
Por otro lado, los RE-a y RE-f se encuentran co-expresados altamente en sistema limbico

(tdlamo, hipotalamo, hipocampo, amigdala cerebral, el nucleo amigdaloide medial y cortical,
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cuerpos mamilares, cuerpo calloso, septo y mesencefalo), nucleo base de la estria terminal, APOm,
nucleo supraquiasmatico y habénula (Vida y cols. 2008). Sin embargo, los patrones de distribucion
no se translapan completamente, de modo que algunas regiones solo expresan RE-a, por ejemplo,
en el HVM vy el 6rgano subfornical, mientras, que en neuronas del bulbo olfatorio, nucleo
supradptico, nucleo paraventricular y el cerebelo expresan exclusivamente RE-B (Vida y cols.
2008).

1.6.4.3. Regulacion de los receptores a estrogenos intracelulares

Los estrogenos regulan la poblacion de sus receptores intracelulares a nivel transcripcional,
postranscripional o por medio de su degradacion. Actualmente, se conoce que los estrogenos
regulan la cantidad del ARNm que codifica para la sintesis de sus receptores a traves de las
diferentes fases del ciclo estral de la rata. Por ejemplo, en el APOm se encuentran los niveles mas
altos de estos receptores durante el estro y el metaestro, disminuyendo en el diestro y ain niveles
mas bajos han sido detectados en el proestro (Shughrue y cols. 1992).

A nivel de proteina y con el uso de técnicas de inmunoreactividad, se ha encontrado que
los estrogenos regulan la disminucién del RE-a y RE-B extranucleares, lo que coincide con la
disminucion de ARNm (Lauber y cols. 1991). Ademas, el tratamiento con 17-B estradiol por 20
minutos a ratas y cobayos OV X, disminuye la cantidad de RE citoplasmaticos (Blaustein 1992).

Por otro lado, la degradacion de proteinas desempefia un papel fundamental en la
regulacion de los RE por su ligando, ya que se ha encontrado que cultivos celulares con tratamienos
agudos o cronicos de 17-f estradiol induce una pérdida de 50 a 60% del RE-a, atin en presencia
de inhibidores de sintesis de proteinas (Alarid y cols. 1999). Ademas, de manera transitoria, el 17-
B estradiol incrementa la ubiquitinacion de los RE intracelulares (Nirmala y Thampan 1995).

Trabajos realizados en el area de la conducta sexual femenina muestran que la unién de 17-
B estradiol a sus receptores, y por consecuencia este patron motor, aumentan en presencia de
inhibidores de la via de los proteosomas (Alarid y cols. 1999). Lo que sugiere que los proteosomas
estan involucrados en el mantenimiento de los niveles de RE en el cerebro y posiblemente

involucrados en la regulacion de las respuestas tisulares a 17- estradiol.
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1.6.5. Algunos eventos fisioldgicos regulados por estrégenos

Los estrogenos regulan diversos procesos fisiologicos, entre ellos, la reproduccion, el crecimiento
del hueso, el balance energético, el sistema cardiovascular, la temperatura, la neuroproteccion, el
aprendizaje y la memoria.

Trabajos realizados en mamiferos, sugieren que los estrégenos al llegar al hipotalamo
activan la maquinaria enzimatica para sintetizar neuroprogresterona, la cual es necesaria para que
se lleve a cabo la retroalimentacion positiva por 17-f estradiol que provocara un pico de LH
(Micevych y cols. 2009). Por lo tanto, se les ha relacionado con los eventos fisiologicos que llevan
al inicio de la pubertad, asi como el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias. Es decir,
éstos estimulan el crecimiento y desarrollo de la vagina, utero, trompas de Falopio, asi como el
aumento de volumen de la glandula mamaria. Incluso, en humanos, se les ha relacionado con el
crecimiento del vello axilar y pubico. Durante el primer trimestre del embarazo, se ha encontrado
que éstos inducen la pigmentacion de la region genital y la hiperpigmentacion regional de los
pezones y areolas (Loose y Stancel 2007).

Desde el inicio y hasta la mitad de la pubertad, los estrogenos estimulan el eje hormona del
crecimiento-factor de crecimiento dependiente de insulina tipo 1, siendo el principal mediador del
crecimiento lineal y del aumento del tamafio del cuerpo (Loose y Stancel 2007).

En el sistema nervioso central, los estrogenos producen cambios estructurales (a nivel de
espinas dendriticas) y regulan algunas funciones. Asi, en el hipocampo mejoran la cognicion, la
memoria y el aprendizaje. En la corteza del cingulo y la sustancia nigra desempefian funciones de
neuroproteccién (Quesada y cols. 2008), mientras que en la PAG modulan la sensibilidad al dolor
(Loyd y Murphy 2008).

Uno de los efectos que actualmente estan siendo muy estudiados es el papel de los
estrogenos sobre las funciones cognitivas que muestran un impacto significativo en procesos
relacionados con la plasticidad neuronal, ya que algunos estudios han mostrado que el 17-
estradiol en el sistema nervioso central puede modular la actividad de diversos sistemas de
neurotransmisores, incluyendo al dopaminérgico, colinérgico, adrenérgico y serotoninérgico
(Luine 1985, McEwen y Alves 1999, Sellix y cols. 2004).

Respecto a su papel que juegan sobre la regulacion en la conducta sexual y la reproduccion en
hembras, se sabe que el 17-f estradiol producido en el ovario, sensibiliza diferentes areas

cerebrales, por ejemplo; al hipotdlamo, en donde activa a los circuitos que regulan la ovulacion ya
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que induce la liberacién de la GnRH (Herbison y Pape 2001, Micevych y cols. 2009, Micevych y
Kelly 2012) la cual se conoce que tiene la capacidad de inducir la expresion de la CL, asi como la
liberacion de gonadotropinas que a su vez provocan la ovulacion (Gonzélez-Mariscal y Beyer
1988).

1.6.6. Tamoxifén

El tamoxifén, [trans I-(4-R-dimethylaminoethoxyphenyl)-1,2,-diphenyl but-1-ene, es un compuesto
no esteroideo derivado del trifeniletileno (Figura 8; Adam y cols. 1980) que debido a sus
propiedades agonistas y antagonistas competitivas sobre los RE es conocido como un modulador
selectivo de los receptores de estrogenos (MSRE), debido a que puede actuar de manera diferente
dependiendo del érgano blanco. La identificacion de sus propiedades antiestrogénicas se basa en
la inhibicion de la cornificacion vaginal o los cambios en el peso uterino inducidos por 17-f
estradiol en hembras OV X de ratones y ratas maduras infértiles (Harper y Walpole 1967) o en
estudios sobre la CL (Etgen 1979, Etgen y Shamamian 1986, Meisel y cols. 1987, Lima-Hernandez
y cols. 2014).

La modulacion selectiva del tamoxifén inicia con la union de este compuesto a los RE, lo
cual permite la dimerizacion del receptor, asi como la unién del complejo hormona-receptor a los
elementos de respuesta a estrégenos presentes en algunos genes. El efecto antiestrogénico se lleva
a cabo a través de la inhibicion de la actividad de la funcion de activacion 2 (FA-2), pero no de la
funcién de activacion 1 (FA-1), la cual se mantiene activa (Katzenellenbogen y cols. 1977,
Mclnerney y Katzenellenbogen 1996). Este mecanismo es, en principio, la razén de su actividad
como agonista/antagonista; sin embargo, recientemente se describié una tercera funcion de
activacion llamada FA-2a, la cual puede funcionar cuando FA-1 y FA-2 estan inactivas (Norris y
cols. 1997). Ademas de esto, y para hacer mas complejo este mecanismo, hay evidencias que
sugieren que el tamoxifén se une de manera diferente a las FA, dependiendo de la concentracién
del farmaco, siendo la FA-2 la de mayor afinidad. Un ejemplo de ello es el efecto antiestrogénico
parcial del tamoxifén, cuya accion a bajas concentraciones se lleva a cabo a través del bloqueo de
la FA-2, en tanto que a concentraciones altas inhibe totalmente la accion de los RE, bloqueando
tanto la FA-1 como la FA-2 (Hedden y cols. 1995).

La actividad diferencial que presenta el tamoxifén podria deberse a los co-reguladores que

activa, los cuales pueden determinar la direccion de la transcripcion iniciada por los RE ocupados
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por este compuesto (Gee y cols. 1999), es decir, de los co-activadores que so6lo se unen a los RE
cuando se encuentra unido a un agonista (Gee y cols. 1999) y de los correguladores selectivos que
potencian el antagonismo de los antiestrogenos e inhiben la activacion transcripcional inducida
por 17-B estradiol (Takimoto y cols. 1999). Algunas evidencias experimentales muestran que la
accion del tamoxifén varia dependiendo de su unién con el RE-o 0 con el RE-, o también del tipo
de secuencia nucleotidica de los elementos de respuesta a estrogenos. Por ejemplo, Barkhem
(1998) demostrd que el tamoxifén ejerce sus efectos agonistas sobre los elementos de respuesta a
estrogenos a traves del RE-a, pero no con el RE-p (Barkhem y cols. 1998) y que tanto el tamoxifén
como el 17-B estradiol actian como activadores de la transcripcion a través de los sitios AP-1, a

través del RE-a, pero no con el RE-B (Paech y cols. 1997).

H3C = (;'HS
o/\/N‘“'CH3

Figura 8. Estructura quimica del tamoxifén.

1.7. Fosforilacion de proteinas

La fosforilacion de proteinas es un mecanismo a través del cual la funcion celular es regulada ante
estimulos extracelulares (Han y Martinage 1992). Los diferentes tipos de sefiales inducidos por
neurotransmisores, hormonas, factores neurotroficos y citocinas, producen muchos de sus efectos
fisioldgicos al activar sefiales intracelulares que inducen la fosforilacion de proteinas especificas

en sus células blanco (Nestler y Greengard 1999).
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Este evento se inicia con la union de un primer mensajero, por ejemplo, hormonas, factores de
crecimiento, neurotransmisores, con su respectivo receptor ubicado en la membrana celular que se
encuentra acoplado a una molécula traductora llamada proteina G. Esta proteina, en su estado
inactivo, se encuentra unida a varias subunidades; o, B y y. La proteina es activada cuando se recibe
una primera sefial desde el receptor membranal que provoca que el GTP intracelular reemplace a
una molécula de GDP, la cual se encuentra unida a la subunidad o de dicha proteina G que a su
vez estimula a una proteina amplificadora, denominada adenilato ciclasa o bien, en otra via de
sefializacion se puede activar la guanilato ciclasa. La estimulacion de estas enzimas perdura hasta
que el GTP es hidrolizado a GDP, provocando la desactivacion de la proteina.

La formacion de los segundos mensajeros se lleva a cabo a través de la activacion de esas
proteinas amplificadoras, por lo tanto, la sintesis de AMPc o de GMPc, es realizada por la adenilato
ciclasa, asi como, por la guanilato ciclasa respectivamente. Finalmente, la unién de los segundos
mensajeros a proteinas denominadas cinasas, provoca su activacion y por ende la fosforilacion de
proteinas, ya gque estas cinasas adicionan grupos fosfato a la proteina en cuestion (provocando un
cambio conformacional) y con ello incrementan su actividad celular ya que proporcionan energia
a la molécula fosforilada. De esta manera, el aumento en la concentracion de AMPc o GMPc
inducido por el primer mensajero, desencadena las respuestas celulares (Nestler y Duman 1994,
Nestler y Greengard 1999).

1.7.1. Proteinas cinasas
La proteinas cinasas en el humano son sintetizadas por 518 genes, haciéndolo el grupo de genes

mas abundante del genoma (Manning y cols. 2002). Estas enzimas catalizan la siguiente reaccion:
MgATP~! + Proteina — OH — Proteina — OP0O3~ + MgADP + H*

Esta reaccion nos muestra que la cinasa cataliza la transferencia de un fosfato proveniente
del ATP al hidroxilo de un aminoacido en la proteina, con la subsecuente liberacion de ADP e H™,
MgATP=al ATP unido a un magnesio (brinda estabilidad entre los grupos fosfato que integran
al ATP). OH = grupo hidroxilo unido a un aminoacido. OPO%3 = grupo fosfato transferido desde
el ATP al aminoacido. MgADP, = ADP unido a un magnesio. H* = hidrégeno.

Las proteinas cinasas se clasifican de acuerdo con el sustrato que fosforilan; la mayoria

(>95%) lo hace sobre residuos de serina, una pequefia cantidad (3-4%) sobre residuos de treonina
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y muy pocas (<1%) sobre residuos de tirosina. En todos los casos, la cinasa cataliza la transferencia
del grupo fosfato terminal (y) del ATP o GTP a la porcion hidroxilo del aminoacido
correspondiente en la proteina blanco (Nestler y Greengard 1999). Sin embargo, no todas las
cinasas fosforilan a un solo amino&cido, como el caso de las proteinas cinasas que activan proteinas
cinasas para fosforilar residuos de serina y treonina que comprenden a un total de 385 miembros.
Las cinasas que fosforilan residuos de tirosina son menos abundantes, habiendo un total de 90
miembros; sin embargo, las menos abundantes son aquellas cinasas duales que fosforilan residuos
de tirosina y treonina, ya que de éstas tan sélo se han identificado 43 miembros (Roskoski 2010).
A través de la fosforilacion, las proteinas cinasas pueden controlar la actividad enzimatica
intracelular, la interaccién con otras proteinas y moléculas, su localizacion en la célula y su

propension para ser hidrolizadas por proteasas (Johnson y Lapadat 2002).

1.7.2. Proteinas fosfatasas
Estas proteinas remueven grupos fosfato de los residuos de serina, treonina o tirosina de las
proteinas; es decir, defosforilan proteinas. Por lo tanto, desempefian un papel muy importante en
la regulacion de la actividad celular.

Las proteinas fosfatasas pueden ser activadas directamente por un segundo mensajero o
una proteina cinasa y su regulacion depende de inhibidores especificos (Nestler y Greengard
1999).

1.7.3. Fosfoproteinas
Las fosfoproteinas son aquellas proteinas que pueden cambiar su conformacién al ser fosforiladas
por las proteinas cinasas o defosforiladas por las fosfatasas. Estas reacciones inducen cambios en
las propiedades de la proteina para convertirse en sustrato de otra proteina cinasa o fosfatasa o para
participar en la activacion de diversas respuestas fisioldgicas (Nestler y Greengard 1999). La
identidad de las fosfoproteinas puede ser muy variada, ya que incluyen factores de transcripcion,
canales idnicos, receptores para neurotransmisores, proteinas que regulan los niveles celulares de
segundos mensajeros; asi como inhibidores de proteinas fosfatasas (Nestler y Greengard 1999) o
bien receptores a esteroides como el RP (Kato y Onouchi 1977).

A continuacién se describen las principales caracteristicas de las proteinas cinasas de

interés para el desarrollo del presente trabajo.
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1.7.4. Proteina cinasa A

Actualmente se conocen dos isoformas de la proteina cinasa A (PKA; 1y I1), las cuales difieren en
su patron de expresion y localizacion celular (Taylor y cols. 2012), actualmente se ha propuesto
que la PKA | se encuentra en el citoplasma mientras que la PKA tipo Il esta asociada a la
membrana celular. Estructuralmente, esta proteina es una cinasa bilobular, es decir, se encuentra
formada por dos subunidades cataliticas unidas a dos subunidades reguladoras (Taylor y cols.
2012).

Dicha enzima existe en un estado basal y es activada Unicamente ante el incremento en la
concentracion del AMPc (Figura 9). El incremento de este nucleétido ciclico provoca la union de
dos moléculas de AMPc a cada una de las subunidades reguladoras (Beebe y cols. 1984), dando
como resultado un cambio conformacional que libera a las dos subunidades cataliticas (Welch y
cols. 2010). Una vez liberadas, éstas se encargan de transferir grupos fosfato desde el trifosfato de
adenosina (ATP) a una gran cantidad de proteinas sustrato (Hunter 2000), especificamente en los

residuos de serina y treonina (Tasken y Aandahl 2004).
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Figura 9. Activacion de la proteina cinasa A por su ligando. A bajas concentraciones de AMPc
la proteina cinasa A se encuentra como un tetrdmero intracelular inactivo (A). El incremento en
las concentraciones de AMPc, seguido por la union del nucle6tido a las subunidades reguladoras
(R) produce un cambio conformacional en estas subunidades, que permite la liberacion de las
subunidades cataliticas (C) activas (B). Modificado de Lodish 2005.

1.7.5. Proteina cinasa G
La proteina cinasa G (PKG) es una proteina serina-treonina cinasa (Kuo y Greengard 1969, Busch

y cols. 2013), de la cual se conocen dos isoformas: la tipo I, con un extremo N terminal acetilado,
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usualmente encontrada en el citoplasma; y la tipo Il, con un extremo N-terminal miristolado,
asociada a la membrana celular (Wernet y cols. 1989, Uhler 1993).

Esta cinasa se encuentra constituida por dos monémeros idénticos. Cada monoémero de
PKG contiene un dominio regulador, un dominio autoinhibitorio y un dominio catalitico (Monken
y Gill 1980, Francis y cols. 2010, Busch y cols. 2013). Esta proteina, en estado basal se encuentra
inactiva, sin embargo, el incremento de GMPc provoca su activacion (Figura 10). En términos
moleculares, la union de dos moléculas de GMPc a cada dominio regulador provoca la
autofosforilacion de los dominios autoinhibitorios de cada mondmero, lo que permite que los
dominios cataliticos (activos) transfieran grupos fosfato procedentes del ATP a los residuos de
serina y treonina de sus proteinas blanco (canales i6nicos, receptores y enzimas que controlan las
concentraciones de calcio intracelular; Francis y Corbin 1999, Sausbier y cols. 2000, Yuasa y cols.
2000).

1.7.6. Proteina cinasa Src

La proteina cinasa Src (Src), es una cinasa que forma parte de la familia de las tirosina cinasas
que regulan respuestas celulares ante estimulos extracelulares. Esta es una proteina de 60 kDa
(Hunter y Sefton 1980, Ohnishi y cols. 2011), que a su vez es fosforilada sobre residuos de tirosina
y esta relacionada con la regulacion del crecimiento y diferenciacién celular (Ushiro y Cohen 1980,
Roskoski 2015). Esta proteina se expresa abundantemente en todas las células de los vertebrados,
no obstante, en el cerebro se expresa de 5 - 200 veces mas que en otros 6rganos. Por lo tanto, la
expresion de altos niveles de esta proteina en las neuronas indica un posible papel en otros procesos
diferentes a la division celular.

La estructura de la enzima muestra dos dominios, conocidos como SH2 y SH3 en el
extremo N-terminal, que median la interaccién de la enzima con otras proteinas; mientras que tanto
el dominio catalitico como el dominio regulador se ubican en el extremo C-terminal (Figura 11).
En estado basal, el dominio SH2 interactla con tirosinas fosforiladas (Roussel y cols. 1991), lo
que conduce a una interaccion intramolecular entre el dominio SH2 y la tirosina fosforilada 527
del carboxilo terminal, mientras que el dominio SH3 interactGa con una secuencia rica en prolinas
en la hélice Il de la molécula, localizada entre el dominio SH2 y el dominio catalitico, lo que

mantiene a la molécula en un estado inactivo (Sicheri y cols. 1997, Xu y cols. 1997).
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Figura 10. (a) Modelo estructural de la PKG, la figura muestra los diferentes dominios que
constituyen a la cinasa G. (b) Activacién de la cinasa G, la activacion de esta cinasa ocurre
cuando cuatro moléculas de GMPc se unen a los dominios de union al nucleotido ciclico. Este
evento induce un cambio conformacional en la proteina que provoca que el domino
autoinhibitorio libere al dominio catalitico de la cinasa para que esta transfiera grupos fosforilo
a la proteina sustrato. Modificado de Vaandrager y cols. 2005.

La activacién de esta cinasa ocurre mediante los siguientes eventos: (1) la unién de un
ligando con una tirosina fosforilada (RE; Migliaccio y cols. 1998), al dominio SH2, (2) la unién
de otro ligando con una secuencia rica en prolinas al dominio SH3 (RP; Boonyaratanakornkit y
cols. 2001), (3) la autofosforilacion de la enzima en la tirosina 416 (Ushiro y Cohen 1980, Ohnishi
y cols. 2011) y su defosforilacion en la tirosina 527, ya que como se menciond, la fosforilacion de
la tirosina 527 resulta en la inactividad de la cinasa (Piwnica-Worms y cols. 1987), con la
consecuente (4) fosforilacion de la tirosina 416 (Figura 11).

Estos eventos liberan el dominio de cinasa de la molécula, lo que le permite que transfiera
grupos fosfato del ATP a sustratos localizados en el citoplasma o en las cercanias de la membrana
celular, provocando un cambio en la conformacion y en la funcion de los sustratos fosforilados, lo
que provoca una cascada de sefializacion, como la via de la proteina cinasa activada por mitégeno
(MAPK; Abram y Courtneidge 2000).
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Figura 11. Activacion de la cinasa Src. En el panel A se muestra la conformacion inactiva de la
cinasa Src, en la cual la tirosina 527 interactta con el dominio SH2, el dominio SH3 interactda
con una secuencia rica en prolinas localizada entre el dominio SH2 y el dominio catalitico. En B
se muestran los dominios que sufren cambios para la activacion de la cinasa y en C se muestra la
conformacién abierta o activa de la cinasa. Modificado de Martin 2001.

1.7.8. Proteina cinasa activada por mitdgeno
La MAPK pertenece a una familia de proteinas cinasas cuya funcién y regulacion han sido
conservadas durante la evolucion, desde organismos unicelulares hasta pluricelulares, como los
humanos (Widmann y cols. 1999). Esta regula diferentes eventos celulares como; la actividad
celular, expresion genética, mitosis, movimiento, metabolismo, apoptosis, division y morfologia
celular entre otras (Wu y cols. 2002, Farooq y Zhou 2004).

La MAPK es una serina-treonina cinasa de la cual se conocen dos isoformas denominadas
ERK1 (360 aminoé&cidos; del inglés extracelular regulated kinase) y ERK 2 (343 aminoacidos),
quienes por tener un 84% de similitud en su secuencia de aminoacidos y compartir sus funciones
principales se conocen como ERK1/2 6 MAPK (Lloyd 2006). Estructuralmente, la MAPK posee
un lobulo N-terminal y un l6bulo C-terminal. Esta cinasa transfiere grupos fosfato del ATP a los
residuos de serina y treonina en proteinas especificas, como factores de transcripcion (RP, RE;

Lange 2004), proteinas del citoesqueleto, cinasas y otras enzimas.
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Figura 12. Estructura modular de la ERK1/ERK2. La figura muestra el alto grado de homologia
entre las dos proteinas, razén por la cual se hace referencia a ambas como MAPK. A) Segmento
rico en glicina; B) Region de la bisagra; C) Motivo catalitico; D) Segmento de activacién; E)
Dominio de insercion de la cinasa. Modificado de Roskoski y cols. 2012.

1.7.9. PKA, PKG, Src y MAPK en la expresion de la conducta de lordosis

Actualmente, esta bien establecido que diferentes proteinas cinasas participan en regular, ya sea
activando o disminuyendo la expresion de la CL. La mayoria de este conocimiento ha sido
adquirido a través de la utilizacién de inhibidores especificos para cada una de las cinasas, ya que
se ha encontrado la reduccion del despliegue de esta conducta, mientras que la inyeccién de
diversos andlogos la induce (Mobbs y cols. 1989, Etgen y cols. 2006, Gonzalez-Flores y cols.
2006, Mani y Portillo 2010, Lima-Hern&ndez y cols. 2012).

Por ejemplo, el papel de la PKA ha sido explorado a través de la uso del RpcAMPS, un
inhibidor especifico de la PKA, el cual al ser administrado directamente en el cerebro disminuye
la CL inducida por progesterona y sus metabolitos reducidos en el anillo A (Mani y cols. 2000,
Gonzalez-Flores y cols. 2006), o la inducida por la GnRH, la prostaglandina E2, dibutiril AMPc y
leptina en ratas pretratadas con BE (Kow y Pfaff 2004, Ramirez-Ordufia y cols. 2007, Garcia-
Juarez y cols. 2013), lo cual sugiere la participacion del sistema de AMPc-PKA en la regulacién
de la CL.
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Por otro lado, la participacion de PKG y sus efectos sobre la CL ha sido explorada mediante
la inyeccion del inhibidor de esa enzima, el KT5823, el cual disminuyé la CL inducida por
diferentes farmacos lordogénicos en ratas OV X pretratadas con BE (leptina; Chu y Etgen 1997,
Chu y cols. 1999, Garcia-Juarez y cols. 2012). O bien indirectamente (ya que se requiere de un
incremento en el GMPc para la activacion de la PKG) a través la administracion de analogos del
GMPc (Fernandez-Guasti y cols. 1983), como el 8-bromoguanosina 3',5’- monofosfato ciclico (8-
bromo-GMP), los cuales indujeron CL en ratas OV X pretratadas con BE.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha explorado la participacion de la proteina
cinasa Src, mediante la inyeccion del PP2, un inhibidor de esa cinasa, el cual disminuyo la
expresion de la CL en la rata inducida tanto por diversas progestinas como por otros compuestos
no esteroidales (Gonzélez-Flores y cols. 2010, Lima-Hern&ndez y cols. 2012).

Finalmente, la inyeccion del PD98059, inhibidor de la MAPK, disminuyd la CL inducida
por la inyeccion de progestinas, péptidos, prostaglandinas asi como por estimulacion vagino-
cervical, (Etgen y Acosta-Martinez 2003, Acosta-Martinez y cols. 2006, Garcia-Juarez y cols.
2013, Gonzalez-Flores y cols. 2009).

1.8. Mecanismos celulares involucrados en la induccion de la conducta de lordosis
En esta seccidn se describen los diferentes mecanismos que han sido propuestos para explicar la
manera por la cual diversos compuestos estimulan al sistema nervioso central para inducir la CL

en roedores.

1.8.1. Mecanismo genémico
Este mecanismo fue inicialmente descrito por Jensen (1968) y conocido como mecanismo de
accion de esteroides de doble paso el cual consiste en los siguientes eventos: (1) una vez que el
esteroide llega a la célula blanco, atraviesa a la membrana celular por difusién pasiva, y se une a
su receptor citoplasmico, (2) la unién de la hormona con su receptor forma un complejo estable
“activo” que es translocado al nacleo, en donde actiia como un factor de transcripcion al unirse a
sitios aceptores en el ADN, activando la maquinaria transcripcional y la subsecuente sintesis de
proteinas (Figura 13; Jensen y cols. 1968).

La participacion de este mecanismo en la induccion de la CL es apoyada por diversos

hallazgos:
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1. Se ha observado que el 17-B estradiol provoca la sintesis de proteinas, entre ellas el RP
(O'Malley y cols. 1991).

2. Existe una latencia considerable (4 a 6 h), entre la administracién sistémica de progesterona y
la induccion de la CL (Whalen y Gorzalka 1972, Glaser y cols. 1983, Pleim y DeBold 1984).

3. La accion lordogénica de la progesterona es disminuida por la administracion de inhibidores de
la sintesis de proteinas (Glaser y Barfield 1984, Meisel y Pfaff 1985).

4. Existe una correlacion positiva entre la concentracion del RP en el hipotadlamo y la expresién de
la CL (Blaustein y Wade 1977, McGinnis y cols. 1981, Ahdieh y cols. 1986).

5. La accion lordogénica de la progesterona es disminuida por la antiprogestina RU486, que
compite con la progesterona por su union con el RP (Brown y Blaustein 1984, Etgen y Barfield
1986, Gonzalez-Mariscal y cols. 1989).

6. La inhibicion secuencial (el efecto de la progesterona como inductor de la CL, es seguido por
un periodo en el cual las hembras son refractarias a la reactivacion de la lordosis por una segunda
administracion de progesterona), coincide con una “regulacion a la baja” del RP en el HVM y el
APOm (Blaustein y Feder 1980, Gonzalez-Mariscal y cols. 1993).

7. Algunas progestinas sintéticas (como el R5020, el Norgestrel), que muestran mayor afinidad
por el RP que la progesterona (Moguilewsky y Raynaud 1979), tienen una potencia lordogénica
mayor que la progesterona.

8. La administracion de oligonucledtidos antisentido para el RP tanto en ratas como ratones, asi
como en ratones Knock out, evita el despliegue de la CL aln después de ser tratados con BE y
progesterona (Guerra-Araiza y cols. 2009, Mani y Portillo 2010).
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Figura 13. Mecanismo genomico. EI mecanismo sugiere que las hormonas esteroides atraviesan
por difusion pasiva la membrana celular y que una vez en el citoplasma se unen a sus receptores,
formando el complejo hormona-receptor, que al ser translocado al ndcleo funciona como factor
de transcripcion. ADN, é&cido desoxirribonucleico; ARNm, &cido ribonucleico mensajero.
Modificado de Jensen y cols. 1968.

1.8.2. Mecanismo extragenomico

Este es un modelo alternativo al mecanismo gendmico para la accion de las hormonas esteroides
propuesto por Kuo y Greengard (1969). Este modelo plantea a la fosforilacion de proteinas como
el principal evento bioguimico, ya que la accion celular de los esteroides puede ser influenciada
por neurotransmisores al activar a sus receptores membranales, evento que induce la formacion de
segundos mensajeros (Figura 14). Posteriormente, este mecanismo fue descrito para aquellos
compuestos no esteroideos que ejercen su accion sobre la membrana celular (Beyer 1980, Beyer y
Canchola 1981, Etgen, 1984, Beyer y Gonzalez-Mariscal 1986).
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Beyer y cols. (1982), propusieron en un inicio que el segundo mensajero podria ser el
AMPc, que a su vez activaria a su proteina cinasa correspondiente (PKA). Una vez activada esa
cinasa se transloca al nucleo y fosforila los factores de transcripcion nucleares que finalmente
activan la transcripcion de ARNm y la sintesis de proteinas.

Las evidencias que apoyan la participacion de este mecanismo para la activacion de la CL
son:

1. Se requiere de latencias de tiempo cortas (5 a 10 min) para la induccién de la CL (Ross y cols.
1971, Kubli-Gérfias y Whalen 1977), después de la inyeccion intravenosa de progesterona (200 a
400 ng), o de algunos de sus metabolitos, como la 200-OHP, o la Sa-pregnan-20a-ol-3-ona (Czaja
y cols. 1974, Kubli-Garfias y Whalen 1977).

2. Agentes no esteroidales (GnRH, péptidos, proteinas, aminas biogénicas, acetilcolina,
prostaglandinas, aminoacidos y segundos mensajeros), son capaces de inducir intensa CL. Esta
idea es apoyada por el hecho de que la prostaglandina E2 y la GnRH al ser administradas en el
tercer ventriculo inducen la CL a las 2 h después de su administracion y por la capacidad del
RUA486 para interferir con el efecto inductor de estos compuestos (Beyer y cols. 2003, Mani y
Portillo 2010).

3. Ocurre un incremento en la concentracion de AMPc en el hipotdlamo mediobasal y la hipofisis
anterior durante la tarde del proestro, antes de que se active la CL (Kimura y cols. 1980). Ademas,
en estudios iniciales realizados en nuestro laboratorio, se encontré que el dibutiril AMPc, tanto
infundido en el APOm (50 pg) como inyectado sistémicamente, inducia la CL, al menos en el 50%
de las hembras (Beyer y cols. 1981, Beyer y Gonzalez-Mariscal 1986, Fernandez-Guasti y cols.
1983).

4. La administracién de progesterona conjugada con suero de albumina (impide que la
progesterona penetre en la célula) directamente en el APOm, en ratas y hamster OV X pretratadas

con BE, induce la CL a los 5 minutos después de su inyeccion (Frye y cols. 1996).
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Figura 14. Mecanismo membranal, propuesto para la regulacion de los receptores a esteroides
por neurotransmisores. ElI mecanismo propone que la sefializacion iniciada a nivel de la
membrana es la responsable de activar los receptores intracelulares de esteroides. ATP,

adenosina trifosfato; ADP, adenosina difosfato; AMPc, adenosina monofosfato ciclico.

1.8.3. Modelo de la comunicacién cruzada entre los mecanismos gendmico y extragenomico
para la estimulacién de la conducta de lordosis
La comunicacion cruzada es un modelo donde se propone que la accion inductora de la
progesterona, asi como de otros compuestos lordogénicos, por ejemplo la GnRH, sobre la CL en
roedores es mediada por la fosforilacion de proteinas (Figura 15; Beyer y Canchola 1981, Beyer y
cols. 1982, Beyer y Gonzalez-Mariscal 1986).

Este modelo consiste en los siguientes eventos: inicialmente, los estrogenos al llegar a sus
celulas blanco, ubicadas en el hipotalamo, atraviesan, por difusion pasiva, la membrana celular y

se difunden en el citoplasma, posteriormente se unen a sus receptores intracelulares, formando un
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complejo hormona-receptor activo. Este complejo es translocado al nucleo en donde al unirse a
sitios aceptores del ADN actla como un factor de transcripcién, cuyo resultado es la formacion de
ARNmM y la sintesis de proteinas, entre ellas los receptores a progesterona (Brown y cols. 1987) en
estado inactivo. La activacion de estos receptores se lleva a cabo al ser fosforilados por proteinas
cinasas inducidas por agentes como la misma progesterona o bien por la prostaglandina E2, la NA
0 la GnRH (Guevara-Guzman y cols. 2001, Ramirez-Ordufia y cols. 2007), al actuar sobre sus
receptores membranales y activar cascadas de segundos mensajeros intracelulares. El efecto final
de esta fosforilacion da como resultado la induccion de la CL. Esto explicaria la capacidad de
numerosos agentes lordogénicos como la GnRH, prostaglandina E2 0 la noradrenalina (NA), para
estimular la CL sin unirse directamente al RP.

Este fue el primer modelo in vivo propuesto para explicar la importancia de una
comunicacion cruzada entre el mecanismo genémico y el membranal, en donde el AMPc y una
variedad de agentes que actlan sobre sus receptores membranales pueden sustituir el efecto
lordogénico de la progesterona, en hembras de roedores OV X y estrogenizadas.

Las evidencias en favor de la comunicacion cruzada entre el mecanismo membranal y el
gendmico para la activacién de la CL son:

1. El efecto inductor de la progesterona u otros compuestos no esteroideos sobre la CL en la rata,
requiere de un pretratamiento con BE por un tiempo minimo de 24 a 36 horas (Powers 1970).

2. La activacion de diversos receptores a esteroides puede ocurrir en ausencia de su ligando, ya
sea por factores de crecimiento, neurotransmisores 0 agentes que activan a la PKA (Cenni y Picard
1999).

3. El efecto inductor de la leptina, dopamina, GnRH, progestinas reducidas en el anillo A,
prostaglandina E2 y dbAMPC sobre la CL de la rata, fue disminuido por la administracion de la
antiprogestina RU486 (Gonzélez-Mariscal y cols. 1989, Mani y cols. 1996, Beyer y cols. 1995,
Beyer y cols. 1997, Garcia-Juarez y cols. 2011). Dichos compuestos producen su efecto al activar
vias de sefializacion intracelular y en consecuencia la activacion de proteinas cinasas, sin la
interaccion directa con el RP (Mani y cols. 2000, Gonzalez-Flores y Etgen 2004, Ramirez-Ordufa
y cols. 2007, Lima-Hernandez y cols. 2012).

4. El GMPc, induce la CL en ratas OVX previamente estrogenizadas (Fernandez-Guasti y cols.
1983, Chu y Etgen 1997), a través de la activacion de la MAPK, ya que el PD98059 disminuyo la
CL inducida por el 8-bromo-GMPc (Gonzélez-Flores y Etgen 2004).
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5. El AMPc media los efectos de la GnRH para la activacion de la CL, ya que la administracion
de inhibidores de fosfodiesterasas (teofilina y metil isobutil xantina), prolonga la accién del AMPc
al inhibir su degradacion (Beyer y cols. 1982) y por lo tanto la prolongacion de la CL.

Actualmente se ha comprobado la existencia de la comunicacion cruzada para la activacion
de la CL (Cenni y Picard 1999, Qiu y Lange 2003), en donde el mediador molecular comun es el
RP, ya que integra la multitud de sefiales que provienen de la matriz extracelular (Gonzéalez-
Mariscal y cols. 1989, Beyer y cols. 1995, Beyer y cols. 1997), al ser fosforilado por diversas
cinasas para su activacion (Beyer y Gonzalez-Mariscal 1986, Gonzélez-Flores y Etgen 2004,
Lange 2004, Garcia-Juarez y cols. 2013, Lima-Hernandez y cols. 2012).
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Figura 15. Modelo de comunicacién cruzada entre los mecanismos membranal y genémico
propuesto por Beyer y cols. 1980. EI modelo propone la activacion de la conducta estral por
compuestos que ejercen su efecto sobre la membrana de las células nerviosas involucradas en la
activacion de la conducta de lordosis. E, estrdgeno; E-R, receptor de estrogeno; NA,
noradrenalina; P, pregnanos; PGE2, prostaglandina E2; GnRH, hormona liberadora de la
hormona luteinizante; ARNm, &cido ribonucleico mensajero; RP, receptor a progesterona, RP P,
receptor a progesterona fosforilado. Modificado de Beyer y cols. 1980.
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2. ANTECEDENTES

Como ya fue mencionado en parrafos anteriores, se requiere que haya transcurrido un minimo
periodo de tiempo, entre 18 a 20 horas, para que la accion sinérgica entre el BE y la progesterona
provoque que la hembra muestre CL y proceptividad (Green y cols. 1970, Sinchak y Micevych
2001). Se ha demostrado que la CL pero no la procetividad también puede ser inducida con solo
17-B estradiol, sin necesidad de la administracion de progesterona, en el modelo de la rata OVX'y
pretratada con BE. Asi, la inyeccidn de dosis altas de BE (1 mg) induce clara CL (Blaustein y cols.
1987). Ademas, la administracion repetida de dosis bajas de BE (0.8 6 3.2 ug/dia) por 4 dias,
también induce CL (Davidson y cols. 1968, Edwards y cols. 1968). EI mecanismo celular por el
cual el 17-B estradiol activa la CL ha sido menos estudiado que el efecto sinérgico entre este
esteroide y la progesterona. Sin embargo, se ha encontrado que para inducir receptividad con una
dosis Unica de BE, se requieren de dosis altas (500 pg/kg) de éste en comparacién con aquellas
hembras que reciben el pretratamiento con BE y posteriormente son inyectadas con progesterona
(Zemlan y Adler 1977, Blaustein y Mani 2007).

Resultados recientes han mostrado que, ademas del mecanismo de accién clasico que ejerce
el 17-B estradiol en el nucleo, también actlia sobre receptores localizados en la membrana celular,
los cuales activan diferentes vias de sefializacion intracelular, como la MAPK, la proteina cinasa
Src (Migliaccio y cols. 1996), la PKA (Shingo y Kito 2005) o bien la produccion de 6xido nitrico
(Ceccatelli y cols. 1996), que a su vez activa a la PKG (Micevych y Dewing 2011). Estas vias de
sefializacion han sido involucradas en la regulacién de la CL inducida por una variedad de
compuestos con diferentes estructuras quimicas en roedores previamente estrogenizados (Chu y
cols. 1999, Gonzalez-Flores y Etgen 2004, Kow y Pfaff, 2004, Gonzélez-Flores y cols. 2006). Se
conoce que la union del 17-f estradiol con sus receptores localizados en los nucleos de diferentes
areas cerebrales, es un prerrequisito para que se produzca la activacion de la maquinaria
intracelular involucrada en la induccion de la CL. Asi, en diferentes trabajos, en donde se han
utilizado agentes que interfieren con este proceso reducen el despliegue de dicha conducta
(Blaustein y Wade 1977, Landau 1977, Micevych y Dewing 2011). El efecto preparador que ejerce
el 17-B estradiol sobre las estructuras nerviosas relacionadas con la expresion de la CL esta
claramente establecido, sin embargo, actualmente no se conoce si pequefias cantidades de 17-f

estradiol (nanogramos; ng) administradas por via icv inducen la CL.
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En la mayoria de los estudios en donde se han explorado los efectos del 17-p estradiol,
frecuentemente se utilizan diferentes anti-estrégenos (tamoxifén, ICI 182780) como herramientas
farmacologicas, ya que al competir con el 17-B estradiol por sus receptores pueden bloquear el
pretratamiento para que posteriormente los compuestos lordogénicos (P, GnRH, etc.) no puedan
inducir la CL. Sin embargo, los esquemas de tratamiento varian en los diversos estudios ya que
algunos anti-estrogenos se han administrado antes o después del pre-tratamiento (Blaustein y
Wade 1977, McKenna y cols. 1992). Asi, con estos esquemas y con el uso del 17-f estradiol, ya
sea, esterificado con benzoato o no esterificado, como el 17-f estradiol, se demostr6 que el BE es
mas efectivo que el 17-B estradiol en preparar las areas cerebrales relacionadas con la expresion
de la CL (Feder y Silver 1974, Blaustein y Mani 2007).

En estudios relacionados con la biodisponibilidad tanto del 17- estradiol como del BE en
el cerebro, se ha demostrado que 1 o 2 horas después de la inyeccion de 17-B estradiol se produce
un incremento agudo de esta hormona en los tejidos neurales blanco (hipotdlamo y area preoptica),
el cual es seguido por una disminucion rapida, cercana a los niveles basales a las 12-16 horas
después de su administracion (Roy y Wade 1977, Blaustein y Mani 2007), mientras que, la
inyeccion de BE presenta un incremento lento (>24 horas) en las areas cerebrales pero con un
efecto prolongado (48 horas; (Landau, 1977, Blaustein y cols. 1979, Blaustein y Mani 2007). Por
otro lado, en términos conductuales, se ha demostrado que el 17-f estradiol es menos efectivo para
inducir receptividad que el BE, ya que, los umbrales de las dosis utilizadas del 17-f estradiol
fueron aproximadamente siete veces mayores que el BE para que posteriormente la progesterona
induciera la lordosis, pero solo después de 24 horas transcurridas después de la administracion del
BE (McEwen y cols. 1975, Roy y Wade 1977).

Con estos datos se puede especular sobre la posibilidad de que el 17-f estradiol actiie sobre
el SNC utilizando diferentes mecanismos de acciéon. Por un lado, a través del mecanismo
intracelular clasico en donde la hormona prepara las estructuras nerviosas, ejerciendo efectos
gendmicos para que posteriormente la progesterona u otros compuestos induzcan CL. Pero
también que el 17-p estradiol podria ejercer efectos similares a los de la progesterona, es decir
disparando la expresion de la CL y probablemente lo realice al activar a los receptores a estrégenos
localizados en el citoplasma o en la membrana celular.

Esta propuesta coincide con los resultados recientemente publicados en nuestro

laboratorio, en donde encontramos que la CL inducida por compuestos como el GnRH vy la
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prostaglandina E2, que debido a su lipofobicidad no penetran a la célula y ejercen su efecto sobre
la membrana, fue disminuida por el MSRE, tamoxifén e ICI 182780 (Lima-Hernandez y cols.
2014).
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3. JUSTIFICACION

Se conoce que la CL en la rata es producida por la accion sinérgica entre el 17- estradiol y la
progesterona, sin embargo, la administracion de dosis altas o repetidas de 17-f estradiol (por varios
dias), también induce la expresion de dicha conducta. Se ha propuesto que el 17-f estradiol ejerce
sus efectos a través de unirse a sus receptores localizados tanto en la membrana como dentro de la
celula. Esto plantea la posibilidad de que el 17-B estradiol podria ejercer sus efectos a través de
diferentes mecanismos celulares ya sea activando a su propio receptor intracelular o quiza
indirectamente al de progesterona. Ademas, se ha demostrado que la activacion de sus receptores
membranales incrementa los niveles de la sintasa del 6xido nitrico, o bien activa diversas proteinas
cinasas como a la Src, PKA y la MAPK. Actualmente se conoce que esas vias de sefializacion
intracelular participan sobre la CL inducida por una variedad de compuestos, pero no sobre la CL

inducida por 17-p estradiol en ratas ovariectomizadas-pretratadas con BE.
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4. HIPOTESIS

El 17-B estradiol induce conducta de lordosis a través de la activacion de los receptores a
estrogenos y el receptor a progesterona, asi como de una serie de sefiales intracelulares que
involucran la participacion del sistema de proteinas cinasas A, G, Src y MAPK en ratas

ovariectomizadas-pretratadas con benzoato de 17-f estradiol.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Explorar los mecanismos celulares involucrados en la expresion de la conducta de lordosis

inducida por 17-p estradiol.

5.2. Objetivos especificos
1. Realizar curvas dosis respuesta del 17-p estradiol administrado por via
intracerebroventricular para establecer la dosis efectiva para inducir la conducta de lordosis

en ratas ovariectomizadas-pretratadas con benzoato de 17-f estradiol.

2. Evaluar la participacion de los receptores a estrdgenos sobre la conducta de lordosis
inducida por la administracion intracerebroventricular de 17-B estradiol en ratas
ovariectomizadas-pretratadas con benzoato de 17- estradiol, a través de la administracién

intracerebroventricular del modulador selectivo de los receptores a estrogenos, tamoxifén.

3. Explorar la participacion del receptor a progesterona sobre la conducta de lordosis inducida
por la administracion intracerebroventricular de 17-p estradiol en ratas ovariectomizadas-
pretratadas con benzoato de 17-p estradiol, mediante la administracion

intracerebroventricular de la antiprogestina RU486.

4. Explorar la participacion de diferentes vias de sefializacion intracelular sobre la expresion
de la conducta de lordosis inducida por la administracion intracerebroventricular de 17-f
estradiol en ratas ovariectomizadas-pretratadas con benzoato de 17- estradiol, a través del

uso de inhibidores de las proteinas cinasas A, G, MAPK y Src.
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6. METODOLOGIA

6.1. Caracteristicas de los animales
Se utilizaron 145 ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley, con un peso de entre 200 y 250 g al
inicio de los experimentos, criadas en la colonia del Centro de Investigacion en Reproduccion
Animal, Universidad Autonoma de Tlaxcala-CINVESTAV-laboratorio Panotla, Tlaxcala. Los
animales se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura (23+2°C), con un ciclo de
luz-oscuridad invertido (14 horas de iluminacion por 10 horas de oscuridad, la luz se apaga a las
10:00 horas) y fueron alimentadas con nutricubos Purina (Purina, México) y agua a libre acceso.
Todos los procedimientos usados en los cuidados postoperatorios de los animales siguieron
los estatutos que establecen la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio y la West Virginia
University ACUC POLICY Anesthesia, Surgery and Post-Operative Care of Rats and Mice.

6.2. Procedimientos quirdargicos

Ovariectomia

Las ratas (N=145) fueron anestesiadas con una mezcla de xilazina (4 mg/kg) y ketamina (80
mg/kg) administrada por via intraperitoneal y posteriormente rasuradas en el abdomen, desde el
xifoides hasta el pubis. A continuacion, se desinfecté dicha region con cloruro de benzalconio al
5%y se realiz6 una incision de 1 cm de longitud en el tercio medio del abdomen caudal, a la altura
de la linea media. Enseguida se identificé el cuerno uterino derecho y con un pequefio tirén se
extrajo el ovario; inmediatamente se ligo el cuerno uterino con sutura de seda del No. 2 y
posteriormente se cortd con una tijera Mayo. ElI mismo procedimiento fue seguido para la
extraccion del ovario izquierdo; los cuernos uterinos se recolocaron en el abdomen. Finalmente,
la capa muscular fue suturada con un punto en “U” mediante el uso de sutura de algodon del No.
2, mientras que la piel también se sutur6 con un punto en “U”, pero con hilo de seda del No. 2.
Con la finalidad de disminuir el dolor y prevenir infecciones los animales recibieron los farmacos

mencionados en la seccion cuidados postoperatorios.
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Implantes intracerebroventriculares

Las ratas OV X fueron anestesiadas con una mezcla de xilazina (4 mg/kg) y ketamina (80 mg/kg)
inyectada por via intraperitoneal y colocadas en un instrumento estereotdxico Kopf (Tujunga, CA,
USA) con el propdsito de implantarles una canula de acero inoxidable (calibre 22 por 17 mm de
longitud) en el ventriculo lateral derecho del cerebro, por medio de las coordenadas del atlas de
Paxinos y Watson (2006; antero-posterior + 0.80 mm, mediolateral 1.5 mm, dorsoventral -3.5 mm
respecto a bregma). Posteriormente, se coloc6 un tornillo de acero inoxidable en el craneo para
fijar la cAnula con cemento dental, asi como un tapon de acero inoxidable dentro de la canula con
el proposito de evitar alguna obstruccion o contaminacion. Finalmente, se les suturd la piel con
puntos separados mediante el uso de un hilo de seda del No. 2. Con la finalidad de disminuir el
dolor y prevenir infecciones los animales recibieron los farmacos mencionados en la seccion
cuidados postoperatorios.

Todos los procedimientos usados en estos experimentos siguieron los estatutos que
conforman la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio y la West Virginia University ACUC
POLICY Anesthesia, Surgery and Post-Operative Care of Rats and Mice.

Cuidados postoperatorios

A. Periodo de recuperacion anestésica
Inmediatamente después de las cirugias, los animales recibieron solucién salina por via
intraperitoneal (10 ml/kg; West Virginia University ACUC POLICY Anesthesia, Surgery and
Post-Operative Care of Rats and Mice), con la finalidad de rehidratarlos, y se colocaron en jaulas
individuales, forradas con toallas de papel, para evitar la ingestion de cuerpos extrafios y la
posterior obstruccién traqueal durante el periodo de recuperacion anestésica.

Durante la recuperacion los animales recibieron calor externo por medio de una lampara
colocada a 45 centimetros de distancia del animal y se mantuvo asi hasta que el animal se
reincorpord sobre sus cuatro patas. Con la finalidad de disminuir el dolor durante el periodo
postoperatorio, cada animal fue inyectado con Carprofeno 5 mg/kg c¢/24 horas x 3 dias por via
subcutanea. Los farmacos administrados para prevenir infecciones bacterianas fueron
bencilpenicilina procainica a una dosis de 22000 Ul y bencilpenicilinia cristalina a una dosis de

7500 Ul c/24 horas x 3 dia, via intramuscular, la aguja fue del calibre 25*16 mm y el volumen
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fue de 0.1 ml. Posteriormente al implante de la canula en el ventriculo lateral derecho, los animales

permanecieron en jaulas individuales hasta el final del experimento.

B. Observaciones en el periodo postoperatorio
Después de las cirugias los animales fueron examinados al menos una vez por dia por 5 dias. La
revision diaria incluyo la observacion de la incision con la finalidad de encontrar inflamacién de
la herida postoperatoria.
Todos los procedimientos usados en los cuidados postoperatorios de los animales siguieron
los estatutos que establece la West Virginia University ACUC POLICY Anesthesia, Surgery and

Post-Operative Care of Rats and Mice.

Farmacos

El 17-B estradiol, el BE, la antiprogestina RU486 y el tamoxifén fueron obtenidos de Sigma (St.
Louis MO, EUA). El KT5823 (inhibidor de la proteina cinasa G), el PD98059 (inhibidor de la
proteina cinasa MAPK) y el PP2 (inhibidor de la cinasa Src), se obtuvieron de Calbiochem (La
Jolla, CA, EUA). Mientras que el RpcAMPS (inhibidor de la proteina cinasa A) se obtuvo de RBI
(Natick, MA, EUA).

El 17-B estradiol fue disuelto en aceite de cartamo a diferentes concentraciones 0.016, 0.08,
0.4, 2 y 10 ng /ul. De forma similar, el BE fue disuelto en aceite de cartamo pero a una
concentracion de 50 ug/ml. En dimetilsulfoxido (DMSO) al 10%, se disolvieron el KT5823 (0.12
pg/ul), el PP2 (30 pg/ul) y el PD98059 (3 pg/ul). Mientras que el RpcAMPS (200 ng/ul) fue
disuelto en solucidn salina estéril. Con excepcion del BE, que se administré en 0.1 ml por via
subcutanea, todos los compuestos fueron administrados, en un volumen de 1 pl, con una jeringa
Hamilton de 10 pl, a través de una canula implantada en el ventriculo cerebral derecho.

Las dosis de 17- estradiol se basaron en los experimentos dosis-respuesta realizados en
nuestro laboratorio. En cambio las dosis de RU486 y tamoxifén se basaron en trabajos previos
relacionados con la CL (Garcia-Juarez y cols. 2011, Lima-Hernandez y cols. 2014). La dosis
KT5823, se baso en trabajos de (Chu y Etgen 1997, Chu y cols. 1999, Gonzalez-Flores y cols.
2009, Garcia-Juarez y cols. 2012). Las dosis de PD98059, RpcAMPS y PP2 se basaron en los
trabajos nuestro grupo de investigacion (Gonzalez-Flores y cols. 2006, Gonzalez-Flores y cols.

2009, Lima-Hernandez y cols. 2012, Garcia-Juarez y cols. 2013).
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6.3. Evaluacion de la conducta de lordosis

Las hembras fueron sometidas a pruebas de CL dentro de arenas circulares de plexiglas de 60
centimetros de diametro con machos sexualmente expertos, realizando las pruebas a los 30, 120 y
240 minutos después de la administracion del 17-p estradiol. La pruebas duraron hasta que las
hembras recibieron diez montas vigorosas por parte del macho y la receptividad sexual fue
evaluada a través de dos parametros, uno de ellos, el cociente de lordosis [LQ = (No. de lordosis
/ 10 montas) (100)] (Beach, 1976) vy el otro, la intensidad de la lordosis [IL = (Promedio de la
intensidad de la lordosis obtenida en 10 montas) (10) ] (Hardy y De Bold 1972). Para la medicion
de este pardmetro, el observador considera el siguiente criterio propuesto por Hardy y Debold
1971, el cual es:

Grado 1. Lordosis marginal. En este grado se puede observar a la rata realizar una leve flexion de
la columna vertebral, acompafiada de una ligera elevacién de la cabeza y la grupa seguida por la
elevacion de la base de la cola respecto al suelo.

Grado 2. Lordosis normal. En este caso la hembra muestra la dorsiflexion de la columna vertebral,
seguida por la elevacion de la cabeza aproximadamente a un angulo de 30° respecto al suelo,
acompafada de una ligera extension de las patas delanteras, la elevacion de la grupa y un
movimiento lateral de la cola.

Grado 3. Lordosis exagerada. Se refiere a la pronunciada dorsiflexion de la columna vertebral,

seguida por la elevacion de la cabeza a aproximadamente 45° 0 mas respecto al piso.

Comprobacién del area de implante

Al finalizar las pruebas, las hembras fueron sacrificadas por inhalacion de éter. Enseguida se
inyectd un colorante (azul de metileno al 2%) a través de la canula y se procedio a extraer el cerebro
en fresco. Inmediatamente después se le practico un corte transversal a la altura del orificio dejado
por la canula. De esta manera se comprobd si la canula se encontraba localizada adecuadamente

en el ventriculo cerebral derecho.

6.4. Analisis estadistico
Los datos fueron analizados mediante el programa Sigma Plot version 11.0. Inicialmente se aplico
una prueba de andlisis de varianza para datos no paramétricos (Kruskal-Wallis). Posteriormente se

realizd una prueba post hoc (U de Mann-Whitney) para comparar las diferencias entre los grupos
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tratados contra el grupo control (Siegel y Castellan 1995). Los resultados con una p < 0.05 se
consideraron como significativos y aquellos con una p < 0.01 como altamente significativos. Los

resultados fueron expresados como la media mas el error estandar.

6.5. Procedimiento experimental

6.5.1. Experimento 1. Efecto de la administracion de diferentes dosis de 17-8 estradiol por via
intracerebroventricular sobre la conducta de lordosis en ratas ovariectomizadas-pretratadas con
benzoato de 17-p estradiol.

Una semana después del implante de la canula, cada animal (n=55) recibié una inyeccién
subcutanea de BE (5 pg). Una vez transcurridas 40 horas, se dividi6 a las hembras en 6 grupos que
recibieron icv, 0.016 (n=8),0.08 (n=9),0.4 (n=8), 2 (n =10) 6 10 ng (n = 8) de 17-p estradiol
0 su vehiculo (aceite de cartamo; n= 12). Posteriormente, las pruebas de CL se realizaron de

acuerdo con los tiempos establecidos previamente.

6.5.2. Experimento 2. Efecto del tamoxifén, modulador selectivo de los receptores a estrdgenos,
sobre la expresion de la conducta de lordosis inducida por la inyeccion icv de 17-8 estradiol, en
ratas ovariectomizadas-pretratadas con benzoato de 17-8 estradiol.

Una semana después del implante de la canula, cada animal (n= 8) recibié una inyeccién
subcutanea de 5 pg de BE, seguida a las treinta y nueve horas y media (39.5 horas) por la
administracion icv de 5 pg de TMX y media hora después (40 horas) una dosis icv de 2 ng de 17-
B estradiol. Posteriormente, las pruebas de CL se realizaron de acuerdo con los tiempos

establecidos previamente.

6.5.3. Experimento 3. Efecto de la administracion icv de la antiprogestina RU486, antagonista
del receptor a progesterona, sobre la expresién de la conducta de lordosis inducida por la
administracion icv de 17-§ estradiol, en ratas ovariectomizadas-pretratadas con benzoato de 17-
p estradiol.

Una semana después del implante de la canula, cada animal (n=10), recibid una inyeccion
subcutanea de 5 pg de BE, seguida a las 39 horas por la administracién icv de 5 pg de la

antiprogestina RU486 y una hora después (40 horas) una dosis icv de 2 ng de 17-B estradiol.
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Posteriormente, las pruebas de CL se realizaron de acuerdo con los tiempos establecidos

previamente.

6.5.4. Experimento 4. Efecto de la administracion icv del RpcAMPS, KT5823, PD98059, y PP2,
inhibidores de las proteinas cinasas A, G, MAPK y Src respectivamente, sobre la expresion de la
conducta de lordosis inducida por la administracion icv de 17-f estradiol en ratas
ovariectomizadas-pretratadas con benzoato de 17-f estradiol.

Una semana después del implante de la cénula, cada animal (n= 72) recibié una inyeccion
subcutanea de 5 g de BE. Una vez transcurridas 39.5 horas, se dividio a los animales en 6 grupos
que recibieron por via icv 0.2 pg de RpcAMPS (n= 12), 0.12 ug de KT5823 (h= 12), 3 ug de
PD98059 (n= 12) 6 30 pg de PP2 (n= 12), inhibidores de la PKA, PKG, MAPK, Src
respectivamente o su vehiculo; solucién salina (n= 12) 6 DMSO (n= 12), seguido a la media hora
después la inyeccion icv de 2 ng de 17-f estradiol que, por nuestros experimentos previos, sabemos
es efectiva en la induccion de la CL. Posteriormente, las pruebas de CL se realizaron de acuerdo

con los tiempos establecidos previamente.
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7. RESULTADOS

7.1. Experimento 1. Efecto de la administracién de diferentes dosis de 17-8 estradiol por via icv

sobre la conducta de lordosis en ratas ovariectomizadas-pretratadas con BE.

La Figura 16 muestra el efecto de la inyeccion icv de 0.016, 0.08, 0.4, 2 6 10 ng de 17-B estradiol
o su vehiculo (control), sobre el LQ a los 30, 120 y 240 minutos después de su administracién, en
el modelo de la rata ovariectomizada-pretratada con BE.
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Figura 16. Efecto de la inyeccién icv de 0.016 (n =8),0.08 (n =9), 0.4 (n=8),2 (n =10) 6 10
ng (n = 8) de 17-f estradiol sobre el LQ en ratas ovariectomizadas-pretratadas con BE. Las
hembras fueron probadas a los 30, 120 y 240 minutos después de recibir la administracion icv de
las diferentes dosis de 17-8 estradiol o su vehiculo (control n=12). "p < 0.01, *p < 0.05. U de
Mann-Whitney.

Las hembras del grupo control, que recibieron BE y 40 horas después el vehiculo del 17-
estradiol, mostraron muy bajos niveles de LQ a los tres intervalos de tiempo estudiados. En
cambio, las hembras que recibieron la combinacion de BE y 17-f3 a una dosis de 2 ng mostraron

un alto LQ a los tres tiempos probados respecto al grupo control. Por otro lado, las dosis de 0.08,
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0.4,y 10 ng de 17-B estradiol, indujeron LQ estadisticamente significativo en la prueba de los 120
minutos, sin embargo a los 240 minutos solo las dosis de 0.4 y 10 ng fueron efectivas en inducir
un LQ estadisticamente significativo. De gran interés para el desarrollo de este trabajo es el grupo
que recibid la dosis de 2 ng, ya que mostrd un incremento significativo en el LQ a los diferentes
tiempos probados 30 (p < 0.05), 120 (p < 0.01) y 240 (p < 0.01) minutos encontrandose el nivel
méaximo a los 120 y 240 minutos. Al contrario de esta dosis que indujo LQ a los tres intervalos de
tiempo estudiados, la dosis de 0.08 ng sélo indujo LQ significativo a los 120 (p < 0.05) minutos.
En cambio la dosis de 0.4 ng indijo el LQ tanto a los 120 (p < 0.01) como a los 240 (p < 0.01)
minutos. Ademas, la inyeccion de 10 ng también indujo el LQ a los 120 (p < 0.01) como a los 240
(P <0.01) minutos.

La intensidad de lordosis (IL; Figura 17) muestra la misma tendencia que el LQ después
de la administracién de 17-B estradiol. Donde se present6 un incremento significativo con la dosis
de 2 ng, a los diferentes tiempos probados, es decir, a los 30 (p < 0.05), 120 (p < 0.01) y a los 240
minutos (p < 0.01). En cambio, las dosis de 0.4 ng y 10 ng indujeron una IL similar tanto a los 120
(p < 0.05) como a los 240 minutos (p < 0.01).
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Figura 17. Efecto de la inyeccion icv de 0.16 (n =8),0.08 (n =9),0.4 (n=8),2 (n=10) 6 10

ng (n = 8) de 17-p estradiol sobre la IL en ratas hembra ovariectomizadas y pretratadas con BE.
Las hembras fueron probadas a los 30, 120 y 240 minutos después de recibir la administracion
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icv de las diferentes dosis de 17-8 estradiol o su vehiculo (control n = 12). *p < 0.01, *p < 0.05.
U de Mann-Whitney.

7.2. Experimento 2. Efecto del tamoxifén, modulador selectivo de los receptores a estrogenos,
sobre la expresion de la conducta de lordosis inducida por la inyeccion icv de 17- estradiol, en

ratas OVX-pretratadas con BE.

La Figura 18 muestra que la administracion icv de 5 pug de tamoxifén disminuyo significativamente
el LQ inducido por 2 ng de 17-B estradiol (panel A) a los 30 (p < 0.05), 120
(p < 0.05) y 240 (p < 0.05) minutos en ratas OV X-pretratadas con BE. Ademas, el tamoxifén
redujo significativamente la expresion de la IL (panel B) a los 30 minutos (p < 0.05) después de la

inyeccion de 2 ng de 17-f estradiol.

7.3. Experimento 3. Efecto de la administracion icv de la antiprogestina RU486, antagonista del
receptor a progesterona, sobre la expresion de la conducta de lordosis inducida por la

administracion icv de 17-8 estradiol, en ratas OVX-pretratadas con BE.

La Figura 19 (panel A) muestra el LQ inducido por la administracion icv de 2 ng de 17-f estradiol.
La administracion de RU486 disminuy6 significativamente dicho pardmetro conductual inducido
por este esteroide a los 120 (p < 0.01) y 240 minutos (p < 0.05). Ademaés, el RU486 también
disminuye significativamente la IL (panel B) a los 120 (p < 0.01) y 240 minutos (p < 0.05) después

de la inyeccion del 17- estradiol.
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Figura 18. Efecto de la inyeccion icv de 5 ug de tamoxifen sobre el LQ (panel A) y la IL (panel B)
inducida por 2 ng de 17-p estradiol (n = 8). El LQ inducido por 2 ng de 17-8 estradiol a los 30,
120y 240 minutos fue disminuido por la inyeccion previa de tamoxifén. En cambio, la IL inducida
por 2 ng de 17-8 estradiol solo fue disminuida a los 30 minutos por la inyeccion previa del
tamoxifén. El tamoxifén fue inyectado 30 minutos antes de la administracion de 17-8 estradiol. *p
< 0.05, "p < 0.01, U de Mann-Whitney.
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Figura 19. Efecto de la inyeccion icv de 5 pg de RU486 sobre el LQ inducido por 2 ng de 17-5
estradiol (n = 10). EI LQ (panel A) y la IL (Panel B) inducidos por 2 ng de 17-$ estradiol fueron

disminuidos tanto a los 30 como a los 120 minutos por el RU486. EI RU486 fue inyectado 60
minutos antes de la administracion del 17-8 estradiol. *p <0.01, *p <0.05. U de Mann-Whitney.
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7.4. Experimento 4. Efecto de la administracion icv del RpcAMPS, KT5823, PD98059 y PP2,
inhibidores de las proteinas cinasas A, G, MAPK y Src respectivamente, sobre la expresion de la
conducta de lordosis inducida por la administracion icv de 17-f estradiol en ratas

ovariectomizadas-pretratadas con BE.

En la figura 20 se muestran los resultados obtenidos con la inyeccién del inhibidor de la proteina
cinasa A, el RpcAMPS, sobre el LQ (Figura 20A) y la IL (Figura 20B) inducidos por 2 ng de 17-
B estradiol, en la rata ovariectomizada pretratada con BE. La Figura 20A muestra que el RpcAMPS
disminuyo de manera significativa el LQ a los diferentes tiempos probados, es decir, a los 30 p <
0.05), 120 (p < 0.01) y 240 (p < 0.05) minutos después de la administracion de 2 ng de 17-p
estradiol. El efecto del RpcAMPS sobre la IL (Figura 20B) fue muy parecido al observado sobre
el LQ, ya que este parametro conductual fue disminuido a los 30 (p < 0.05) alos 120 (p < 0.01) y
a los 240 (p < 0.05) minutos después de la administracion del 17-f estradiol.

Por otro lado, en la Figura 21 se muestran los resultados obtenidos con la administracion
del KT5823, inhibidor de la proteina cinasa G mas 2 ng de 17-f estradiol sobre el LQ (Figura
21A) y la IL (Figura 21B) en la rata ovariectomizada pretratada con BE.

En la Figura 21A se muestra que el KT5823 s6lo disminuyd de manera significativa el LQ
inducido por 2 ng de 17-f estradiol a los 30 (p < 0.05), a los 120 (p < 0.01) y 240 (p < 0.001)
minutos después de la administracion de 17-B estradiol. De igual manera, la IL inducida por 2 ng
de 17-B estradiol fue disminuida significativamente por el KT5823, a los 30 (p < 0.05), a los 120
(p < 0.01) y alos 240 (p < 0.01) minutos en que se evaluo la conducta sexual de las hembras
(Figura 21B).

Interesantemente, en la Figura 22 (panel A) se muestra el efecto de la administracion de
PD98059 sobre el LQ inducido por 17-f estradiol. La inyeccion de 3.3 ng de PD98059 disminuyo
significativamente el LQ inducido por 2 ng de 17- estradiol a los tres tiempos probados, es decir,
alos 30 (p < 0.05), 120 (p < 0.05) y 240 minutos (p < 0.001). Resultados similares obtuvimos con
la IL (figura 6B), ya que el PD98059 disminuyd este pardmetro conductual a los tres tiempos
probados, 30 (p < 0.05), 120 (p < 0.05) y 240 minutos (p < 0.001).
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Por otro lado, en la Figura 23A se muestra, el efecto de la infusion icv de PP2, sobre el cociente
(Figura 23A) y la intensidad (Figura 23B) de la lordosis, inducidas por la administracion de 2 ng
de 17-B estradiol. La administracion de PP2 redujo de manera significativa el cociente de lordosis
inducido por 2 ng de 17-B estradiol a los diferentes tiempos probados, es decir, a los 30 (p < 0.05),
120 (p < 0.01) y 240 (p < 0.01) minutos. Resultados similares obtuvimos con la IL (figura 23B),
ya que el PP2 disminuyd este pardmetro conductual a los tres tiempos probados, 30 (p < 0.05), 120
(p <0.01) y 240 minutos (p < 0.01).
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Figura 20. Efecto de la inyeccién del inhibidor de la cinasa A (RpcAMPS), sobre el cociente (A)
y la intensidad (B) de la lordosis inducidos por 2 ng del7-8 estradiol. El RpcAMPS disminuy6 de
manera significativa el efecto del 17-8 estradiol a los 30, 120 y 240 minutos de la evaluacion
conductual en ambos parametros. EI RpcAMPS fue inyectado 30 minutos antes de la
administracion del 17-8 estradiol. *p <0.01, *p <0.05. U de Mann-Whitney.
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Figura 21. Efecto de la administracién del inhibidor de la proteina cinasa G, KT5823, sobre el
cociente (A) y la intensidad (B) de la lordosis inducidos por 2 ng del7-8 estradiol. El KT5823
disminuyd de manera significativa la respuesta inducida por el 17-8 estradiol tanto a los 30 como
a los 120 y los 240 minutos de la evaluacion para ambos parametros conductuales. EI KT5823
fue inyectado 30 minutos antes de la administracion del 17-8 estradiol. p < 0.001; *p<0.01,
*p<0.05. U de Mann-Whitney.
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Figura 22. Efecto de la inyeccion icv de 3.3 ng de PD98059 sobre el LQ inducido por 2 ng de 17-
p estradiol (n = 10). La inyeccion icv de 3.3 ng de PD98059 (n = 10) disminuy0 tanto el LQ
(panel A) como la IL (Panel B) inducidos por 2 ng de 17-f estradiol a los diferentes tiempos
probados. ¥p<0.001 *p<0.05. U de Mann-Whitney.
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Figura 23. Efecto de la inyeccion del PP2, inhibidor de la Src, sobre el cociente (A) y la intensidad
(B) de la lordosis inducidos por 2 ng del7-5 estradiol. El PP2 disminuy6 de manera significativa
el efecto del 17-4 estradiol a los diferentes tiempos probados en ambos parametros conductuales.
El PP2 fue inyectado 30 minutos antes de la administracion del 17-8 estradiol. *p <0.01, *p <0.05.

U de Mann-Whitney.
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8. DISCUSION

Los resultados presentados en esta tesis muestran tres diferentes hallazgos, (1) que la
administracion icv de dosis umbrales de 17- estradiol induce la CL en ratas pretratadas con BE y
sin P, (2) el RE y el RP participan en este evento conductual y (3) que la PKA, PKG, MAPK y la
Src participan en la induccion de esta conducta, en el modelo de la rata OV X-pretratada con BE.

El mecanismo celular por el cual el 17-f estradiol activa la CL ha sido menos estudiado
que el efecto sinérgico entre este esteroide y la progesterona, por lo que fue importante hacer este
estudio ya que se conoce que las hembras de roedores al alcanzar la madurez sexual presentan un
pico de 17-p estradiol cada 4 6 5 dias, seguido por un pico de progesterona (Freeman 2005) y solo
se habia propuesto que esa accion sinérgica era la encargada de disparar los diferentes
componentes de la conducta de estro (lordosis y proceptividad).

Mediante la administraciéon de dosis umbrales de 17-f estradiol (0.016, 0.08, 0.4,2 6 10
ng) a diferentes grupos de hembras OVX pretratadas con BE se construyé una curva dosis
respuesta, la cual mostré que las tres dosis mayores empleadas indujeron la mejor respuesta de
lordosis a los 120 y 240 minutos, sin embargo, como se puede apreciar en los resultados del
experimento 1, la dosis de 2 ng fue la que indujo la mayor CL a los diferentes tiempos probados.
El hecho de que el 17-B estradiol haya inducido dicha conducta coincide con los resultados
publicados por otros grupos de investigacion (Davidson 1968, Beyer y cols. 1971, Ross y cols.
1971, Zemlan y Adler 1977, Blaustein y cols. 1987, Micevych y Sinchak 2013, Jones y cols.
2013), en donde se confirma que la CL también puede ser inducida con solo 17- estradiol, sin
necesidad de la administracion de progesterona, en nuestro modelo de la rata OVX y pretratada
con BE bajo diferentes esquemas de tratamiento. En un estudio inicial realizado por Lisk (1962)
se mostro que los implantes de BE en diversas areas relacionadas con la CL, como el APOm vy el
HVM, inducieron dicha conducta. Resultados similares fueron publicados por Ross y cols. (1971)
quienes al colocar implantes de 17-p estradiol en la FRM y el APOm de ratas OV X pretratadas
con BE demostraron que la CL se incrementaba. Asimismo, Blaustein y cols. (1987), inyectaron
dosis altas de BE (1 mg) a ratas OV X pretratadas con BE y encontraron que esta hormona inducia
la CL. Ademas, la administracion repetida de dosis bajas de BE (0.8 6 3.2 upg/dia) por 4 dias
(Edwards y cols. 1968, Davidson y cols. 1968) o la inyeccidn sc de diferentes estrégenos por 10
dias (Beyer y cols. 1971) también inducen la CL. Kow y Pfaff (1975) mostraron que la inyeccion
sc de una dosis baja de BE a la hora 0, seguida por la administracion de 400 pg de BE a las 48
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horas induce la CL. Recientemente, los grupos de Micevych y Pfaus han encontrado que la
inyeccion de dosis bajas (5 6 10 pg) de BE con un intervalo de 4 dias entre cada una,
sorprendentemente, induce la CL a partir de una tercera inyeccién (Micevych y Sinchak 2013,
Jones y cols. 2013), lo cual mimetiza las condiciones del ciclo estral de la rata, ya que en estos
roedores se ha obsevado un pico de 17-f estradiol cada 4 ¢ 5 dias (Freeman y cols. 2005).

Es importante enfatizar que estos investigadores realizaron sus experimentos
administrando diferentes dosis de BE 0 17-f estradiol en protocolos distintos en el modelo de la
rata OV X, encontrando que el tratamiento con dosis altas de BE 0 17-f estradiol (ug a mg) indujo
la lordosis (Davidson y cols. 1968, Beyer y cols. 1971, Ross y cols. 1971, Zemlan y Adler 1977,
Blaustein y cols. 1987 Micevych y Sinchak 2013, Jones y cols. 2013).

Cabe sefialar en que radica la importancia de nuestros resultados, si bien la CL con solo
estrogenos ya habia sido establecida, el realizar curva dosis-respuesta muestra la sensibilidad del
sistema, ya que la inyeccion de dosis umbrales (ng) de 17-B estradiol a ratas OV X pretratadas con
BE indujo CL y no asi las dosis mayores (Dominguez-Orddiiez y cols. 2015). Este efecto
paraddjico, encontrado con nuestros resultados y aquellos trabajos en donde el 17-f estradiol
induce la CL, solamente al ser administrado en dosis altas (500 mg; Kow y Pfaff 1975 ) o dosis
bajas (0.8 ¢ 3.2 pg/dia; Edwards y cols. 1968, Davidson y cols. 1968) repetidas por varios dias (5
a 10), podria deberse al hecho de que la eficacia del 17-B estradiol, para inducir la CL, es
dependiente de la concentracién que llega al tejido (en este caso, el cerebro), y no asi de la dosis
administrada (Eaton y cols. 1975, McEwen y cols. 1975). A diferencia de los eventos mediados
por el receptor, los cuales alcanzan un limite maximo de efectividad cuando todos los receptores
son ocupados, el metabolismo hepatico que sufre el compuesto puede incrementar con el aumento
de los niveles del farmaco en sangre (Kuhl 1990), resultando en niveles bajos de lordosis con las
dosis mas altas.

Por otro lado, se ha correlacionado la cantidad de 17-f estradiol inyectado con algunas de
las caracteristicas de la CL inducida por progesterona, por ejemplo, la inyeccion con dosis
crecientes de BE a ratas OV X provoca el incremento de la IL, el acortamiento de la latencia de la
CL en respuesta a la monta de un macho, asi como un incremento en la duracion de la CL (Zemlan
y Adler 1977). Una vez que se ha alcanzado la dosis umbral, la latencia de lordosis (intervalo de
tiempo que transcurre entre la administracion de 17-p estradiol y la manifestacion de la CL)

permanece mas 0 menos constante (Zemlan y Adler 1977). En algunos casos, el nivel de expresion
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de la CL parece tener poca o ninguna relacion con la cantidad de 17-p estradiol acumulada en el
tejido nervioso estudiado (Eaton y cols. 1975). Es decir, concentraciones elevadas de 17-f estradiol
en el cerebro no estan asociadas necesariamente con una CL vigorosa, lo que sugiere que la
duracidn de la exposicién, la retencién de 17-p estradiol en el cerebro y los RE son factores muy
importantes (McEwen y cols. 1975, Roy y Wade 1977, Blaustein y cols. 1979). Este podria ser el
caso con los resultados obtenidos por diferentes grupos de investigacion con el uso de dosis altas
de 17-p estradiol y confirmados con nuestros resultados, en donde la administracion de las tres
dosis més altas indujo respuestas similares, lo que sugiere una saturacion de los RE. Por lo tanto,
nuestros datos estan de acuerdo con los estudios pioneros que muestran que el 17-f estradiol puede
sustituir a la progesterona en la induccion de la CL (Lisk 1962, Parsons y cols. 1984).

El 17-B estradiol no induce en su totalidad la expresion de la conducta de estro en ratas
OVX pretratadas con BE, es decir, la proceptividad raramente se ha observado en aquellas ratas
que solo han recibido a ese estrégeno (Dominguez-Ordoéfiez y cols. 2015), ya que se ha establecido
que el aspecto proceptivo de la conducta de estro es meramente dependiente de la progesterona,
mas que por la dosis de 17-B estradiol administrada (Whalen 1974, Fadem y cols. 1977). Sin
embargo, en el presente trabajo en donde las hembras mostraron clara CL con 17-f estradiol, sin
progesterona, observamos muy poca proceptividad ya que como fue mencionado, la proceptividad
es dependiente de la progesterona. Este fenomeno sugiere que los efectos que el 17- estradiol
ejerce sobre las areas cerebrales relacionadas con la expresion de la CL son independientes de los
que ejerce la progesterona (Dominguez-Ordofiez y cols. 2015), por lo que el mecanismo celular
involucrado en la activacidn de las conductas proceptivas por esteroides no ha sido bien estudiado.
Es claro que las areas cerebrales que median la expresion de la lordosis son diferentes de esas
involucradas en los aspectos motivacionales de la conducta de estro. Asi, los efectos que ejerce el
17-B estradiol no son suficientes para activar todos los aspectos celulares que involucran el
despliegue de esta conducta.

Interesantemente, el 17-f estradiol estimula la produccion y liberacion de feromonas en las
diferentes hembras de mamiferos, las cuales resultan sexualmente atractivas para el macho,
mientras que la progesterona se encarga de incrementar este efecto (Albert y cols. 1991). Por ello,
la atractividad sexual es un aspecto de las conducta de estro que esta influenciada por el estado
endocrino en el que se encuentra la hembra, es decir, este aspecto de la conducta de estro varia de

acuerdo a las diferentes fases del ciclo estral. Por lo que las feromonas secretadas por las hembras
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gue se encuentran en proestro son mas atractivas para los machos, en cambio aquellas sefiales
odoriferas de las hembras en diestro son las menos atractivas (Lucas y cols. 1982). Por lo tanto,
los periodos de atractividad sexual elevados se ven reflejados en el incremento de interaccion
sexual de la hembra con el macho. Asi, la manifestacion de esta conducta, en la rata, se encuentra
restringida al periodo en el que la hembra estd expuesta a niveles altos de 17-B estradiol y
progesterona. Estos estimulos odoriferos provienen de la vagina (Carr y cols. 1962, Dopty y
Dumbar 1974, Gutiérrez-Garcia y Contreras C 2002) y la orina (Lydell y Doty 1972 Gutiérrez-
Garcia y Contreras 2002) y son producidos por las glandulas prepuciales sebéaceas (Orsulak y
Gawienowski 1972).

Recientemente, Jones y cols., exploraron los efectos de la administracion cronica de BE en
ratas hembra de la cepa Long-Evans y Wistar. Los animales recibieron 8 dosis altas de BE (10 ng)
con un intervalo de 4 dias entre cada aplicacion, mostrando un LQ mucho mas alto que las hembras
que recibieron una sola inyeccion. Este dato sugiere que la administracion repetida de BE induce
un fendmeno que esos autores definieron como sensibilizacién (Jones y cols. 2013, Jones y Pfaus
2014).

Los resultados del experimento 2 muestran que la inyeccion icv de tamoxifén disminuy6
tanto el LQ (Fig. 18A) como la IL (Fig. 18B) inducidos por 17-f estradiol (Dominguez-Ordofiez
y cols. 2015). Estudios previos muestran que el tamoxifén, cuando fue administrado
periféricamente o en el cerebro, a ratas hembra OVX, disminuy6 la CL activada por progesterona
(Etgen, 1979, Howard y cols. 1984, Etgen y Shamamian 1986). Sin embargo, implantes de
tamoxifén en el HVM, pero no en el APOm redujeron la CL inducida por BE y progesterona
(Howard y cols. 1984). Ademaés, ambas rutas de administracion produjeron una disminucion en
los RP y RE (Jordan y cols. 1977, Koseki y cols. 1977, Kurl y Morris 1978, Da Vies y cols.1979,
Etgen y Shamamian 1986), asi como una reduccion en la retencion de BH117-B estradiol (Chazal y
cols. 1975) y la expresién de la CL (Landau 1977, Roy y Wade 1977, Wade y Blaustein 1978,
Etgen 1979).

La mayoria de estos estudios de disminucion de la CL con tamoxifén se han realizado al
administrar el antiestrégeno alrededor del tiempo de inyeccion del pretratamiento con BE (hora O;
Jordan y cols. 1977, Koseki y cols. 1977, Kurl y Morris 1978, Da Vies y cols.1979, Etgen y

Shamamian 1986), no obstante, en otros estudios, cuando el antiestrdgeno es inyectado
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inmediatamente antes de la inyeccion de la progesterona (hora 40) en ratas pretratadas con BE
(Feder y Morin 1974, Blaustein y cols. 1979), se ha obtenido la misma disminucion sobre la CL.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha encontrado resultados similares sobre la
CL en ratas OVX pretratadas con BE al ser inyectadas con 5 pg de tamoxifén por via icv 30
minutos antes de la inyeccién de progestinas, GnRH, prostaglandina E2 y leptina (Lima-
Hernandez vy cols. 2014). Estos resultados concuerdan con trabajos previos (Blaustein y Wade
1977, Blaustein y cols. 1979), donde la CL inducida por progesterona en hembras de ratas y
cobayoss pretratadas con BE fue disminuida por la administracion del antagonista de los RE
alrededor de la hora de inyeccion de la progesterona. Estos datos apoyan categoricamente la
participacion de los RE que son sintetizados por el pretratamiento con BE en la CL inducida por
17-B estradiol. Los resultados de este trabajo coinciden con los aspectos que se han sefialado
ocurren en condiciones naturales, ya que durante el proestro los niveles de 17-f estradiol son altos
(momento en que las ratas despliegan su conducta de estro; Powers 1970, Zemlan y Adler 1977).
En estas condiciones los RE pueden ser activados por 17-f estradiol enddgeno alrededor del
tiempo de la induccion de la CL. Este fendmeno se pudiera presentar en el caso de las ratas OVX,
ya que muestran niveles bajos de 17-B estradiol circulante después de la inyeccion sistémica de
BE, lo que induce la activacion de niveles bajos de RE aun después de las 48 horas (Schwartz y
cols. 1979). Ademas de que esos niveles en la concentracion de los RE pudieran ser suficientes
para que se produzca la CL inducida con solo 17-f estradiol cuando se inyecta icv. Esta idea es
apoyada por el hecho de que el tamoxifén disminuy6 la CL inducida por este esteroide
(Dominguez-Orddfiez y cols. 2015).

Actualmente, existe poca informacion de la participacion de los RE-a y RE-B en la
regulacion de la CL. Sin embargo, en estudios realizados en hembras Knock-out para el RE-a (RE-
aKO), se encontr6 que estas hembras expresan un menor nivel de CL que las hembras intactas
(Kudwa y Rissman 2003), las cuales si expresan dicho receptor, mientras que las hembras Knock-
out para el RE-B (RE-BKO) mostraron altos niveles de CL (Ogawa y cols. 1999, Kudwa y Rissman
2003), lo que sefiala que la CL es dependiente de la expresion del RE-a y no del RE-B. Sin
embargo, los resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacion han mostrado que la
inyeccion de PPT y DPN, agonistas selectivos del RE-a y RE-f respectivamente, inducen la CL
en la rata OV X pretratada con BE (Dominguez-Orddiiez y cols. 2016), lo que sugiere que tanto el

RE-a como el RE-B juegan un papel importante en la induccion de la CL por 17-f estradiol. Si
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bien, estos resultados difieren con los obtenidos en ratones, se requieren de mas estudios para
poder determinar si existe un efecto diferencial de la participacion de los RE en la regulacién de
la CL en roedores.

Por otro lado, el papel que juega el RP sobre la expresion de la CL en roedores ha tomado
gran importancia, proponiéndose a éste como el mediador molecular comun por el cual una gran
variedad de compuestos con diferentes estructuras quimicas (progesterona, GnRH, prostaglandina
E2, leptina, dopamina) o por la estimulacion vagino-cervical inducen la expresion de la CL (Beyer
y cols. 2003, Mani y Portillo 2010). Se llegd a esta conclusidn debido a una serie de estudios donde
se utilizé como herramienta farmacoldgica a la antiprogestina RU486, la cual disminuyo el efecto
inductor de dichos agentes lordogénicos en ratas OV X-pretratadas con BE (Gonzélez-Mariscal y
cols. 1989, Mani y cols. 1994, Beyer y cols. 1995, Beyer y cols. 1997, Auger y cols. 1997, Beyer
y cols. 2003, Garcia-Juéarez y cols. 2011, Mani y Blaustein, 2012). Sin embargo, los efectos de
esta antiprogestina sobre la CL inducida por 17-f estradiol en ratas OV X-pretratadas con BE han
sido controversiales, los cuales pueden ser atribuibles a los diferentes protocolos de tratamiento
usados. Por ejemplo, el RU486 fue inefectivo en disminuir la CL en ratas OV X tratadas con dosis
repetidas de BE (3 pug BE/dia por 7 dias; Beyer y cols. 1995). Resultados similares fueron
encontrados por Blaustein y cols. (1987), y recientemente por Micevych y cols. (2008), en donde
el RU486 no disminuy6 la CL inducida por la exposicion cronica a 17-p estradiol o por una
segunda administracién de 17-p estradiol en ratas OV X-pretratadas con BE.

Interesantemente, los resultados obtenidos en el experimento 3 de esta tesis, muestran que
la inyeccion de 5 pg de RU486 disminuyo la CL inducida por la administracion de 17- estradiol,
sugiriendo que el 17-B estradiol induce la CL, al menos en parte, a traves de la activacion del RP.
Este hallazgo es consistente con los resultados publicados por Parsons y cols. (1980), al utilizar un
paradigma experimental diferente, ya que la administracion de una dosis elevada de 17-f estradiol
indujo CL pero también causé la acumulacién celular de RP en el HVM y APOm a las dos horas
después de su inyeccién, lo que claramente demuestra la participacién de ese receptor. Ademas,
resultados recientes, utilizando un modelo molecular, mostraron que la energia de union del 17-
estradiol con los monomeros de RP-A fue considerablemente mayor que la del dimero RP-AB
(Hasan y cols. 2011). Asi, nuestros resultados también apoyan la idea de que la induccion de la
CL por 17-B estradiol es mediada por el RP, ya que la administracion icv de oligonucle6tidos

antisentido para el RP (RP A+B As y RP-B As) disminuyd la CL inducida por dosis repetidas de
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BE (Dominguez-Ordoiiez y cols. 2015). En apoyo a estos resultados es el hecho de que la CL
inducida por progestinas reducidas en el anillo A, las cuales tienen poca o ninguna afinidad por el
RP, fue también disminuida por la administracion de oligonucle6tidos antisentido para el RP (RP
A+B As y RP-B As; Guerra-Araiza y cols. 2009). Por lo tanto, la administracion de
oligonucledtidos antisentido para el RP, antes de cada inyeccion de BE podria disminuir la sintesis
del RP y en consecuencia la CL inducida por una variedad de compuestos. Ademas, estudios
realizados con la técnica de western blot (Guerra-Araiza y cols. 2009) sustentan esta idea, ya que
se encontré que el contenido de ambas isoformas del RP en el HYM y APOm fue disminuido por
la administracion de oligonucle6tidos antisentido para el RP. Aunqgue los datos sugieren que el RP
estad involucrado en la induccion de la CL por 17-f estradiol, el mecanismo a través del cual esto
ocurre no ha sido bien establecido.

Un problema sustancial al cual nos enfrentamos es el entender el mecanismo celular por el
cual diferentes receptores a esteroides interactian en la misma célula para disparar una cascada de
sefializacion celular en respuesta a la union de la hormona. Con base a esto, en el presente trabajo,
encontramos que la inyeccion de RpcAMPs (inhibidor de la PKA), 30 minutos antes de la
inyeccion de 2 ng de 17-B estradiol, redujo la CL inducida por esta hormona a los diferentes
tiempos probados (Figura 20). Interesantemente, se ha encontrado que el 17-f estradiol activa a la
PKA tanto en neuronas del hipocampo (Shingo y Kito 2005) como en astrocitos (Chen y cols.
2014), por lo que esta proteina pudiera estar estrechamente relacionada con la expresion de la CL
inducida por 17-p estradiol. Asi, los resultados de esta tesis concuerdan con los datos obtenidos
previamente en nuestro laboratorio, ya que el RpcAMPs disminuyé la CL inducida por diferentes
agentes lordogénicos, como progesterona, Sa-DHP (Gonzélez-Flores y cols. 2006), GnRH, AMPc,
prostaglandina E2 (Ramirez-ordufia y cols. 2007), estimulacion vagino-cervical (Gonzalez-Flores
y cols. 2008) y leptina (Garcia-Juarez y cols. 2013).

El mecanismo por el cual esta cinasa podria estar siendo activada y posteriormente activar
la CL ha sido explorado por diferentes grupos de investigacion (Beyer y cols. 2003, Gonzalez-
Flores y cols. 2006, Micevych y cols. 2015). Por ejemplo, el 17-f estradiol al unirse a un receptor
localizado en la membrana, el GPER-1 (que se encuentra en neuronas GnRH), puede activar al
sistema adenilato ciclasa-AMPc (Terasawa Y Kenealy 2012), el cual puede estimular
directamente la liberacion de GnRH, este ultimo, al ser liberado puede actuar en el receptor

membranal GnRH-1 asociado a proteina G. Asi, mediante el incremento en la produccion de
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segundos mensajeros Y la activacion de cinasas, el 17-p estradiol puede, teéricamente, inducir la
expresion de la CL activando al RP en un mecanismo de tipo ligando independiente. Se conoce
que el AMPc es indispensable para la activacion de la PKA y se ha encontrado que los niveles
hipotaldmicos de AMPc se encuentran elevados en la noche del proestro, coincidiendo con la
manifestacion de la CL (kimura y cols. 1980). Ademas, los analogos del AMPc e inhibidores de
fosfodiesterasas también inducen la CL (Kow y cols. 1994, Beyer y Gonzalez-Mariscal 1986,
Whalen y Lauber 1986).

Una via intracelular probable en la activacion de la CL podria llevarse a cabo a través del
sistema AMPC/PKA con el subsecuente reclutamiento del inhibidor de proteinas fosfatasas
DARP-32 (Mani y O'Malley 2009, Mani y Portillo 2010) como en el caso de la progesterona y
dopamina. Esta cascada de eventos daria como resultado la activacion de DARP-32 y una
disminucion de la defosforilacion del RP y/o sus coactivadores asociados (Mani y O'Malley 2009,
Mani y Portillo 2010).

Micevych y cols. (2015), han propuesto un mecanismo alterno en donde el 17-f estradiol
podria estar induciendo la expresion de la CL a través de la activacion de la PKA en los astrocitos,
con la subsecuente sintesis y secrecion de neuroprogesterona (Chen y cols. 2014). Este evento
puede llevarse a cabo a través de los siguientes eventos; 1) el 17-f estradiol induce un incremento
de [Ca?']i, el cual activa a la adenilato ciclasa-1 para producir AMP ciclico (AMPc), y asi activar
alaPKA (Micevychy cols. 2015). La PKA estaria mediando la velocidad de sintesis de esteroides,
es decir, el transporte de colesterol hacia la matriz mitocondrial a través de la activacion de la
proteina reguladora de la sintesis de esteroides y la proteina translocadora (Papadopoulos y cols.
2006). En la mitocondria, el colesterol es convertido a pregnanolona por la enzima de escision de
la cadena lateral del colesterol, P450 scc. La pregnanolona resultante es convertida por la 3--
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-BHSD) a neuroprogesterona, la cual podria activar al RP
(Micevych y cols. 2015).

Los resultados obtenidos con la administracion del inhibidor de la PKG, el KT582,
muestran que esta cinasa participa en la expresion de la CL inducida por 17-f estradiol, ya que la
inyeccion de ese inhibidor disminuyé de manera significativa tanto el LQ como el LS inducido
por 2 ng de 17-B estradiol a los 30, 120 y 240 minutos (Figura 21). Estos resultados coinciden con
los publicados anteriormente, en donde la inyeccidn del KT5823 disminuyd el efecto de diferentes

agentes lordogénicos, como la leptina (Garcia-Juarez y cols. 2012), la progesterona, la 5a-
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dihidroprogesterona, la Sa,3a-pregnanolona. (Gonzalez-Flores y cols. 2004), la estimulacion
vagino-cervical (Gonzalez-Flores y cols. 2007), el AMPc y la prostaglandina E2 (Gonzalez-
Flores y cols. 2009).

La induccion de la CL a través de la activacion de la PKG por 17-f estradiol podria ser
mediada a través de la activacion de la via del éxido nitrico, ya que se ha encontrado que la
inyeccion de 3 pg de BE a ratas OVX incrementa los niveles del ARNm que codifica para la
sintesis de la sintasa del 6xido nitrico neuronal (SON), enzima encargada de catalizar la conversion
de L-arginina a Oxido nitrico y citrulina en presencia de oxigeno y nicotinamida adenina
dinucleodtido fosfato reducida, NADPH (Snyder 1992), en neuronas del HVM (una de las areas
mas importantes en la induccion de la CL; Cecatelli y cols. 1996). Esta enzima es un importante
mediador de la via del 6xido nitrico en la CL, ya que en estudios realizados por Sica y cols. (2009),
se ha encontrado que la expresion de la SON en nlcleos hipotalamicos de hembras de raton estaba
involucrada en el control de la reproduccién, y que se encontraba bajo el control de hormonas
gonadales. Ademas, observaron que la expresion de la SON varia de acuerdo a los niveles
hormonales que se producen durante el ciclo estral, los cuales se correlacionan con un incremento
en la inmunorreactividad de la enzima, por ejemplo, durante el estro en el area preoptica, sin
embargo, durante el proestro el incremento s6lo se encontr6 en el nicleo arqueado (Sica y cols.
2009). Ademas, el tratamiento con inhibidores de la enzima atenda la lordosis inducida por
progesterona; mientras que la administracion de un donador de éxido nitrico induce esta conducta
(Mani y cols. 1994a).

Adicionalmente, se conoce que el 6xido nitrico, en el sistema nervioso central, induce la
liberacion de GnRH, lo que se piensa pudiera ser un evento relacionado con la expresion de la CL
(Mani y cols. 1994a), mientras que los efectos periféricos del éxido nitrico, al incrementar los
niveles de GMPc induce la ovulacion (McCann y cols. 1999). Asimismo, se ha encontrado que la
via 6xido nitrico-GMPc-proteina cinasa G, esta involucrada en la activacion de la CL inducida por
progesterona y algunos de sus metabolitos reducidos en el anillo A (Gonzéalez-Flores y Etgen,
2004), asi como la inducida por GnRH, prostaglandina E2 y dibutiril AMPc (Gonzélez-Flores y
cols. 2009), lo que apoya la participacion de ésta via de sefializacion en la regulacion de la CL.
Conjuntamente, altos niveles de GMPc se han encontrado en el hipotdlamo de ratas hembra durante
el proestro (Kimura y cols. 1980), y se ha publicado que los derivados de guanina, como el GTP y
GMPc inducen la CL en el modelo de la rata OVX (Fernandez-Guasti y cols. 1983, Chu y Etgen,
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1997). Por ejemplo, la inyeccion de 8-bromo-GMPc induce la CL en la rata OV X pretratada con
BE (Chu y cols. 1999). Asi, en el presente trabajo, el hecho de que el KT5823 haya disminuido la
CL inducida por 17-B estradiol, apoya la posibilidad de que este Ultimo compuesto eleve los niveles
de GMPc en las &reas cerebrales relacionadas con la CL, el cual al unirse a los sitios reguladores
de la PKG active a esa cinasa. Interesantemente, los niveles hipotalamicos de GMPc se
incrementan durante el proestro en la rata intacta (Kimura y cols. 1980), después del tratamiento
con 17-B estradiol y progesterona en la rata OVX (Chu y Etgen, 1997) o después de la aplicacion
de micropelets de 17-f estradiol en la coneja intacta (Palmon y cols. 1998). Sin embargo, la PKG
no fosforila al RP (Chauchereau y cols. 1994) pero si la MAPK (Lange y cols. 1998, 2000, Zhang
y cols. 1995, 1997), hecho que abre la interesante posibilidad de que la PKG pueda activar a la
MAPK y asi activar la lordosis.

Esta idea es apoyada por los resultados que se obtuvieron en el experimento 4 (Figura 22),
en donde la infusion del PD98059 (inhibidor de la MAPK) en el ventriculo lateral derecho,
disminuyo la CL inducida por 17-f estradiol a los diferentes tiempos probados. Estos resultados
sugieren que la MAPK podria ser una molécula integradora de la multitud de sefiales extracelulares
que estimulan las estructuras nerviosas relacionadas con el despliegue de la CL. Asi, en
experimentos realizados en condiciones in vitro, se ha probado que esta cinasa fosforila al RP
(Zhang y Snyder 1995, Lange y cols. 2000, Shen y cols. 2001), lo que vuelve a proponer a esta
proteina como el mediador molecular comdn por el cual diversos compuestos con diferentes
estructuras quimicas (Beyer y cols. 1997, Beyer y cols. 2003), incluyendo al 17-B estradiol
(Dominguez-Orddfiez y cols. 2015) activan a la CL. Ademas, se ha encontrado que la adicion de
10 pg/ml de 17-B estradiol a cultivos de neuronas del hipocampo activa a la MAPK a los 10
minutos después de ser agregado (Wu y cols. 2005).

En nuestro laboratorio hemos mostrado que la via de sefializacion de la MAPK regula la
expresion de la CL, a través de la administracion del PD98059, ya que este compuesto disminuyo
la expresion de dicha conducta, la cual fue inducida por progestinas reducidas en el anillo A, el 8-
bromo-GMPc (Gonzélez-Flores y cols. 2004b), GnRH vy prostaglandina E2 (Gonzélez-Flores y
cols. 2009). Ademas, se ha demostrado que la administracion in vitro de un analogo del GMPc,
activa a la MAPK (Ho y cols. 1999, Komalavias y cols. 1999), lo que concuerda con la induccion
de la CL por GTP 0 GMPc, en ratas OV X pretratadas con BE (Fernandez-Guasti y cols. 1983, Chu
y Etgen, 1997). Igualmente, se sabe que la activacion de la MAPK en el hipotalamo varia de

75



acuerdo con las condiciones hormonales, ya que la OVX provoca la reduccion de su actividad,
mientras que el tratamiento con 17-f estradiol incrementa sus niveles (Bi y cols. 2001, Singh
2001), sugiriendo la posible interaccién entre la via que involucra al GMPc y la activacion de la
MAPK.

Ademas, existen diversos receptores acoplados a proteinas G, que inducen la CL en ratas
OVX previamente estrogenizadas y que pueden activar la cascada de sefializacion de la MAPK
(Silberbach y Roberts 2001) entre los que se encuentran los receptores de GnRH ubicados en la
hipofisis (Cheng y Leung 2000).

Una de las acciones extranucleares mejor caracterizadas, es la activacion de la via de
sefalizacion de la Src/MAPK, a través de la cual el RE y RP interactdan dentro de las células en
un modo dependiente de la hormona agonista (Migliaccio y cols. 1998, Edwards y cols. 2003,
Boonyaratanakornkit y cols. 2008). Los resultados del experimento 4 apoyan la idea de que el 17-
B estradiol induce la CL al activar la via de sefializacion de la Src. Como se muestra en la figura
23, el PP2 (inhibidor de la Src) disminuyd el efecto del 17-B estradiol sobre la CL en ratas OVX
pretratadas con BE. Diversas evidencias indican que el RE activado por el 17-f estradiol se asocia
con la Src mediante la interaccion del DUL con la fosofotirosina-537 del dominio SH2 de la Src,
mientras que los aminoacidos 421 y 428 del dominio A/B del RP se unen con el dominio SH3 de
la Src, promoviendo la cascada de sefializacién de la Src-Raf-MAPK (Migliaccio y cols. 1998,
Boonyaratanakornkit y cols. 2008, Lima-Hernandez y cols. 2012). Alternativamente, se ha
encontrado que dos regiones dentro del RP interacttan directamente con el RE (dominios | y Il de
interaccion del RE). Por lo que parece que el RP es necesario para la interaccion del RE con la Src,
asi como para la subsecuente activacion de la MAPK.

Este mecanismo podria explicar por qué las ratas cuya expresion de RP ha sido suprimida
por la administracion de oligonucle6tidos antisentido para el RP no expresan CL en respuesta a
dosis repetidas de BE. Asi, la participacion del complejo RP-Src en la CL inducida por 17-p
estradiol no ha sido bien esclarecida. Sin embargo, se propone gue este agente quimico, podria
actuar directamente sobre cualquier neurona donde se ubique el complejo RP-Src o en neuronas
que compartan conexiones sinapticas con las anteriores. La activacion de varias neuronas podria
liberar neurotransmisores capaces de estimular la CL, ej., dopamina, norepinefrina, acetilcolina,
etc. (ver revisiones, Beyer y Gonzalez-Mariscal 1986, Beyer y cols. 2003, Blaustein 2003, Etgen,

2003, Mani y Portillo 2010) y activar a las neuronas que contienen el complejo RE-RP-Src.
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Existe la posibilidad de que el 17-p estradiol actie directamente sobre las neuronas que expresan
RP. Esta idea es apoyada por el hallazgo de que el 17-p estradiol al ser implantado en forma de
cristales en el HVM (Lisk 1962), una region con alta densidad de neuronas que contienen RP,
induce la CL. Evidencias obtenidas en estudios en diversos sistemas celulares sugieren que los
receptores acoplados a proteina G, a traves de la activacion de cinasas, tales como la PKA y PKC,
pueden activar a los receptores a tirosina cinasas y el complejo Src-MAPK. (Lange y cols. 1998,
Migliaccio y cols. 1998, Lange 2004).

El RP induce una activacién casi inmediata, de la Src-MAPK (2-5 minutos) lo cual
disminuye a los 10 minutos (Boonyaratanakornkit y cols. 2001, Migliaccio y cols. 1998). Esta
activacion transitoria produce efectos no transcripcionales sobre canales i6nicos, como aquellos
asociados con receptores inotrépicos a glutamato, GABA vy acetilcolina (Charpantier y cols. 2005,
Choi y cols. 2011, Groveman y cols. 2012), asi como a canales i6nicos dependientes de voltaje
(Endoh 2005). Ademas, la via de sefializacion del RE-RP-Src-MAPK también puede modular al
RP nuclear a través de la fosforilacion de la serina 294, un proceso gque incrementa la actividad
transcripcional del RP para su degradacion subsecuente por el proteosoma 26S (Faivre y cols.
2005, Lange y cols. 1998, Qiu y Lange 2003).

Los mecanismos a través de los cuales el 17-8 estradiol activa a los RE y estimula la CL,
en ratas OV X pretratadas con BE aln no son claros. Aunque no se puede excluir la posibilidad de
que los RE actuen sobre el genoma activado clasicamente por 17-f estradiol, éstos son esenciales
tanto para activar mecanismos rapidos asi como para inducir un efecto tardio en la CL, por lo que
se pudiera pensar la existencia de mecanismos alternativos. Por lo tanto, existe la probabilidad de
que el 17-B estradiol active dos procesos controlados por los RE temporal y mecanicamente
distintos. Por ejemplo, el primero seria un efecto de pretratamiento en el cual el 17-f estradiol
administrado a ratas OV X se une a los RE nucleares clésicos, en donde este complejo hormona-
receptor activara la maquinaria transcripcional asociada con el ADN e induciendo la sintesis de
una variedad de proteinas, entre ellos al RP (MacLusky y McEwen, 1978; Moguilewsky y
Raynaud, 1979) y al propio RE (Robertson y cols. 2002). El segundo efecto se refiere a la propia
activacion del RE y el RP por fosforilacion inducida por 17-f estradiol. Se conoce que ambos
receptores viajan rapidamente desde el nucleo al citoplasma e interactian con la tirosina cinasa
Sre, la cual se encuentra unida a la membrana celular. Se propone que el RE est4 asociado con la

Src por la interaccion de la fosfotirosina-537, ubicada en el dominio de union al ligando del RE
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con el dominio SH2 de la Src, mientras que el RP se une 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 17-f estradiol, 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 RE como RP, incluyendo, presumiblemente a las neuronas que regulan
la CL (Balleine y cols. 1999, Gréco y cols. 2001, Jarvinen y cols. 2000).

Se han descrito interacciones fisicas entre el RE y el RP, que ocurren en el citoplasma
(Ballare y cols. 2003, Boonyaratanakornkit y cols. 2001, Hagan y cols. 2009, Migliaccio y cols.
1998). Por lo que el 17-B estradiol podria activar la via de la Src-MAPK asociada con el dimero
RE-RP, induciendo rapidamente la CL por la via de un mecanismo no gendémico. Esta idea es
apoyada por resultados obtenidos en nuestro laboratorio, en los cuales la antiprogestina, RU486,
asi como los inhibidores de la MAPK y la Src (PD98059 y el PP2 respectivamente) disminuyeron
la CL inducida por 17-f estradiol o por compuestos con diversas estructuras quimicas, dentro de
las que se incluyen: progestinas reducidas en el anillo A, la GnRH y la prostaglandina E2, asi como
por la EVC en el modelo de la rata OVX-pretratada con BE (Beyer y cols. 1995, Beyer y cols.
1997, Gonzalez-Flores y cols. 2010, Gonzélez-Flores y cols. 2008, Gonzalez-Flores y cols. 2009,
Gonzalez-Flores y cols. 2004b, Lima-Hernandez y cols. 2012). Por lo tanto, hemos propuesto que
¢éste es el sistema que podrian estar utilizando una variedad de compuestos que inducen la CL a
pesar de su baja afinidad por el RE y RP y que su efecto es disminuido por sus antagonistas. Asi,
los resultados de esta tesis sugieren que el 17- estradiol puede inducir la CL al activar al RP a
través de un mecanismo ligando independiente, debido a la baja afinidad del 17-f estradiol por el
RP.

Esta idea es apoyada por el hecho de que el RE y el RP interacttan en el citoplasma y la
membrana celular activando distintos mecanismos de sefializacion, incluyendo la PKA, PKG,
MAPK vy Src. Asi, este seria otro mecanismo clasico de entrecruzamiento (crosstalk) inicialmente
propuesto por Beyer y cols. (1980), en el cual se establecen las bases para la activacion de la
lordosis por agentes con diversas estructuras quimicas. Los efectos de estos compuestos convergen
en el receptor a progesterona, mismo que para ser activado requiere de ser previamente fosforilado
(O'Malley y cols. 1991).
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9. CONCLUSIONES

El 17-B estradiol, al ser administrado en dosis cercanas a las concentraciones fisioldgicas (pg), a
ratas OV X-pretratadas con BE, induce la CL en un periodo de tiempo corto (30 a 240 minutos),
ya que las dosis de 0.4, 2'y 10 ng de 17-p estradiol indujeron clara CL, sin embargo la dosis de 2
ng fue la que indujo la CL a los diferentes tiempos probados. Este hecho sugiere que esta hormona
no sélo es indispensable durante el periodo de pretratamiento para la CL sino que también funciona
como un agente lordogeénico.

Los receptores a estrogenos se encuentran involucrados en la induccion de la CL por 17-f estradiol,
ya que la administracion de 5 pg de tamoxifén disminuyo el despliegue de este evento conductual.
Por lo tanto, este hallazgo sugiere que los RE no solo actlian como factores de transcripcion para
la sintesis de ARNm que codifica para distintas proteinas, entre ellas el RP, sino que son
mediadores de la CL inducida por 17-f estradiol.

El RP también se encuentra involucrado en la induccion de la CL por 17-B estradiol, ya que la
infusion de 5 pg de RU486 redujo la induccion de esta conducta. Lo que fortalece ain mas el papel
del RP como mediador comun de la conducta de lordosis en la rata OV X-pretratada con BE.

La PKA es importante en la induccion de la CL por 17-f estradiol, ya que la inyeccion de 2 pg de
Rp-cAMPs disminuyd el despliegue de esta conducta a los diferentes tiempos probados, lo cual
muestra la participacion de dicha enzima en las vias de sefializacion activadas por 17-f estradiol
en el despliegue de la conducta de lordosis.

La PKG modula la CL inducida por 17-f estradiol, ya que la inyeccion de 0.12 pg de KT5823
redujo de manera significativa la expresion de esta conducta, en el modelo de la rata
ovariectomizada pretratada con BE. Ademas, la participacion de esta cinasa en la CL es apoyada
por trabajos anteriores, donde la inyeccion del KT5823 disminuy6 dicha conducta inducida por
progesterona, progestinas reducidas en el anillo A y leptina, por lo que la PKG es mediadora
relevante de la CL.

La MAPK se encuentra involucrada en la activacion de la CL por 17-B estradiol, ya que la
inyeccion de 3.3 pg de PD98059 disminuyo este evento conductual inducido por esta hormona a
los tres tiempos probados; por ello, probablemente sea la integradora de las sefiales involucradas

para la induccién de la CL por 17-B estradiol.
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7. La Src es una proteina cinasa involucrada en la induccion de la CL por 17-f estradiol, ya que la

inyeccion de 30 pg de PP2 disminuyd este evento conductual a los diferentes tiempos probados.
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10. PERSPECTIVAS

El hecho de que el 17-f estradiol induce CL en el modelo de la rata OV X-pretratada con BE, nos
permite pensar en los posibles mecanismos moleculares que esta hormona utiliza. Uno de estos
mecanismos es la interaccion que tienen tanto el REa como el Refp con las diferentes proteinas
cinasas, cuyos inhibidores disminuyeron la CL en esta tesis, para ello se podria administrar via icv
los inhibidores de estas cinasas 30 minutos antes de la inyeccién icv de los agonistas de los RE-a
y RE-B. Un segundo mecanismo seria la participacién del receptor membranal de estrdgenos, el
GPER-1, y la posible via de sefializacion que estaria participando en la induccion de la CL por 17-
B estradiol. Finalmente, un tercer mecanismo podria ser la via del 6xido nitrico activada por 17-
estradiol, ya que existen suficientes evidencias que apoyan la probable participacion de esta via en

la induccién de la CL.
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13. ANEXOS

13.1 Ponencias
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13.1.2. La lordosis inducida por estradiol es modulada por los receptores a estrogenos y a

progesterona. Congreso Nacional de Ciencias Fisiologicas. 31/8- 4/9/2014.
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13.1.4. La conducta de lordosis inducida por estradiol libre en la rata es dependiente de la
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13.1.5. El estradiol puede facilitar la conducta de estro en ratas ovariectomizadas al actuar
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a través de los receptores a estrégenos y a proges
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13.2.1. The celular and molecular mechanisms driving the estrogenic modulation of
synaptic activity in mnemonic information processing. Synaptic fundamentals of

memory performance. 2015.

Chapter

THE CELLULAR AND MOLECULAR MECHANISMS DRIVING
THE ESTROGENIC MODULATION OF SYNAPTIC ACTIVITY
IN MNEMONIC INFORMATION PROCESSING

Oscar Gonzilez-Flores',
Raymundo Dominguez-Orddiiez'

and Ignacio Gonzilez- Burgos®
!Centro de Investigacion en Reproduccion Animal,
UAT-CINVESTAV, IPN. Panotla, Tlaxcala. México
*Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta-
Universidad Autonoma de Tlaxcala. Panotla, Tlaxcala. México
*Laboratorio de Psicobiologia, Division de Neurociencias,
Centro de Investigacion Biomédica de Occidente,
IMSS. Guadalajara, Jal. México

ABSTRACT

Estrogen receptors (ER) can be activated by their natural ligand estradiol (E;), although several
cytoplasmic and nuclear ERs have been

" Send correspondence to: Oscar Gonzalez-Flores, PhD, Centro de Investigacion en Reproduccion Animal, Universidad
Autonoma de Tlaxcala-CINVESTAV, Instituto  Politécnico  Nacional. Panotla, Tlaxcala. Mexico. Email:
oglezflo@gmail.com
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13.2.2. Importancia de la proteina cinasa Src sobre la activacién de la conducta sexual

femenina en la rata. Efecto de las hormonas esteroides sobre procesos fisioldgicos y
reproductivos. 2015.

CAPITULO 1

Importancia de la proteina cinasa Src sobre la
activacion de la conducta sexual femenina en la rata

Francisco Javier Lima Hernandez'® Marcos Garcia Juérez' Porfirio Goémora Arrati’
Raymundo Dominguez Ordéfiez'? José Luis Encarnacién Sanchez*

Oscar Gonzalez Flores'

Centro de Investigacion en Reproduccién Animal, CINVESTAV-UAT

2Doctorado en Ciencias Bioldgicas del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta-Universidad
Auténoma de Tlaxcala,

3Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Auténoma de Tlaxcala.
“Maestria en Ciencias Biolégicas del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta-Universidad
Auténoma de Tlaxcala

Introduccion

Se sabe que la progesterona (P) acttia sobre las neuronas del hipotdlamo ven-
tromedial (HVM) para facilitar el comportamiento de estro (lordosis y pro-
ceptividad) en ratas, a través de unirse a el receptor de progesterona (RP)
(5,30,73). Sin embargo, la P es répidamente metabolizada en el cerebro en una
variedad de progestinas reducidas en el anillo A, las cuales tienen poca afi-
nidad por el RP (23,57,21). Pero estas progestinas cuando son administradas
dentro del cerebro o en los ventriculos cerebrales, son mas potentes que laP
en inducir el comportamiento sexual en ratas hembras previamente estroge-
nizadas (11,8,47). El mecanismo a través del cual estas progestinas reducidas
en el anillo A facilitan el comportamiento de estro no es claro. Datos recientes,
sugieren que otros mecanismos celulares diferentes a la unién con el RP, par-
ticipan en la facilitacion del comportamiento sexual ocasionado por estos
compuestos. Tanto la P, como las progestinas reducidas en el anillo A y otros
agentes no esteroidales (e.g. GnRH,PGE2, dopamina, NA etc.) o la estimula-
cién vaginocervical (EVC), pueden activar diversas proteinas cinasas, como
son la proteina cinasa A (70,47), la proteina cinasa G (113,27) y la MAPK
(31,43,37).Todas estas, han sido implicadas en la expresion de la conducta de
estro en ratas. Los datos antes mencionados, sugieren que estos agentes

9
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sobre procesos fisiolégicos y reproductivos. 2015.

CAPITULO 2

Estrégenos y conducta sexual femenina en la rata

Raymundo Dominguez Ordéfiez'2 Francisco Javier Lima Hernandez'*
Oscar Gonzélez Flores

“Centro de Investigacion en Reproduccién Animal, CINVESTAV-UAT

*Doctorado en Ciencias Biolégicas del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta-Universidad
Auténoma de Tlaxcala,

*Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Auténoma de Tlaxcala.

Introducciéon

Los estrégenos son hormonas esteroideas que regulan una gran variedad de
eventos fisiol6gicos que van desde la reproduccién, hasta funciones especia-
lizadas como la cognicion y la memoria. Estos eventos se llevan a cabo una
Vez que estas hormonas activan a sus receptores, de los cuales se conocen dis-
fintas isoformas intracelulares y distintos receptores membranales. La amplia
variedad de receptores hace muy complejo el entendimiento del mecanismo
de acci6n de estas hormonas.
Debido a que éstos desempefian un papel fundamental en la fisiologia re-
Productiva de las hembras de mamiferos, consideramos de gran utilidad re-
izar investigacién basica en hembras de roedores, ya que estos mamiferos
wuestran cualidades excepcionales para el estudio de los mecanismos celu-
res y moleculares de los estr6genos para regular diversas respuestas repro-
livas. A la fecha se han realizado diversos trabajos que han sentado las
ases de los mecanismos de accién de estas hormonas en la reproduccién,
i, Bolling y Blandau a finales de la década de los 30°s mostraron que la in-
*ccion de estas hormonas a ratas ovariectomizadas seguida por la adminis-
fracion de progesterona restablecia la conducta sexual femenina, sin embargo,
abajos realizados por nuestro Maestro, el Dr. Carlos Beyer, en la década de
% 70°s mostraron que la inyeccién de dosis repetidas de estrogenos por 10
21as, sin la administracién de progesterona, facilitaba la conducta sexual en
rata ovariectomizada, trabajos posteriores realizados por Butcher en los
¥'s demostraron que existe una variacién de la concentracién de estrogenos
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13.2.4. Mecanismos celulares que regulan la expresion de la conducta sexual femenina.
Biologia celular y molecular de las conductas reproductivas. 2013.

MECANISMOS CELULARES QUE REGULAN LA
EXPRESION DE LA CONDUCTA SEXUAL FEMENINA

Oscar Gonzélez-Flores?,

Marcos Garcia-Juérez!,

Raymundo Dominguez-Ordofiez®,
Guadalupe Rodriguez-Aguayc?,
Francisco Javier Lima-Hernandez'*.

“Centro de Investigacion en Reproduccion Animal. CINVESTAV-
Lab. Tlaxcala. Universidad Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala.
*Maestria en Ciencias Biolégicas, Centro Tlaxcala en Biologia

de la Conducta. Universidad Auténoma de Tlaxcala.
“Doctorado Ciencias Biol6

gicas, Centro Tlaxcala en Biologia
de la Conducta. Universidad Auténoma de Tlaxcala

*Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. . Universidad
Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala.

INTRODUCCION

Las hormonas esteroides, estradiol (E,) y progesterona (P,),
actdan de manera secuencial y sinérgica en areas cerebrales
‘2omo el hipotalamo (HT)y el 4rea preoptica (APO), para regular
12 conducta sexual femenina (CSF; lordosis y proceptividad)
g roedores [1]. Experimentos realizados en estas especies,
‘han mostrado que la conducta de lordosis (CL; dorsiflexién de
3 columna vertebral) que adopta la hembra durante la recep-
Bvidad, se debe a los efectos transcripcionales que ejerce el
complejo estrogeno-receptor (ER) sobre el ADN en neuronas
ipotalamicas [2, 3]. Estas acciones gendémicas preparan a
sustrato neural para que posteriormente la P, (u otros
uestos quimicos) facilite la CL, asi como, diversas con-
S proceptivas (arrancones, brincoteos sobre sus cuatro
y orejeo).
Entre los genes regulados por E, que juegan un papel clave
20 la regulacion hormonal de la lordosis, se encuentran aquellos
codifican para la sintesis del receptor a P, (RP), o para los
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14.1. Sexual receptivity facilitated by unesterified estradiol: dependence on estrogen and

progestin receptors and priming dose of estradiol benzoate. Behavioral

Neuroscience. 2015.

Behavioral Neuroscience
2015, Yol. 129, No. 6, T77-788

2005 American Psychobogical Associdion
07350441551 2.00  herpetidx.doi.org/10, 1037 eI 103

Sexual Receptivity Facilitated by Unesterified Estradiol: Dependence on
Estrogen and Progestin Receptors and Priming Dose of Estradiol Benzoate

Raymundo Dominguez-Ordonez
Doctorado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma de
Tlaxcala, Tlaxcala, México, and Centro de Investigacion en
Reproduccion Animal, Universidad Auténoma
de Tlaxcala-CINVESTAV

Jeffrey D. Blaustein
University of Massachusetts

Marcos Garcia-Judrez, Francisco J. Lima-Herndndez,
and Porfirio Gémora-Arrati
Universidad Auténoma de Tlaxcala—Centro de Investigacion
y de Estudios Avanzados (CINVESTAV)

Oscar Gonzdlez-Flores
Universidad Auténoma de Tlaxcala—Centro de Investigacion
y de Estudios Avanzados (CINVESTAV)

In some conditions, female sexual behavior in ovariectomized rats can be induced by continuous
exposure of estradiol (E,) alone or by a single injection of a high dose of the long-lasting, esterified
estradiol benzoate (EB). However. there are inconsistencies in the literature on the role of estrogens
during priming or in the facilitation on female sexual behavior in EB-primed rats, as well as the cellular
mechanisms invelved. Either subcutaneous (sc) or intracerebral (icv) administration of some doses of free
unesterified E., induced lordosis in EB-primed rats. Either sc or icv injection of E,, immediately prior
to testing. induced high levels of sexual receptivity when the female rats were primed with an EB sc¢
injection of 2 pg EB. The roles of progesterone receptor (PR) and estrogen receptor on lordosis induced
by sc or icv administration of E, were explored. Tamoxifen or RU486 administrated s¢ or icv: each
reduced lordosis induced by E.. Similarly, antisense oligonucleotides directed at PR-B or wtal PR
(PR-A + PR-B} administrated icv immediately before EB injection inhibited lordosis induced by daily
injections of EB. These results suggest that lordosis facilitated by free E is dependent on priming dose
of EB. Furthermore both ERs and PRs are involved in this action of E,.

Keywords: lordosis, estradiol. estradiol benzoate, estrogen receptor. progesierone receplor

Female sexual behavior in both ovariectomized (ovx) and go-
nadally intact female rats is induced by the combined action of
estradiol (E,) and progesterone (P; Boling & Blandau, 1939;
Beach, Etkin, & Rasquin, 1942). During the proestrous phase of
the estrous cycle, plasma E, levels increase reaching peak through
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early proestrus, while P secretion also increases toward the end of
proestrus (Yoshinaga. Hawkins, & Stocker. 1969: Buicher, Col-
lins, & Fugo, 1974) prior to the onset of the expression of female
sexual behavior. In ovx rats, exogenous sequential administration
of E, and P synergize, inducing the expression of sexual receptiv-
ity typically to a sexuvally active male (Beach et al., 1942; Boling
& Blandau, 1939: Morali & Beyer, 1979),

In some conditions, the administration of E, can substitute for P
in the facilitation of female sexual behavior in ovx rats, for
example, (a) when rats that have been ovx and adrenalectomized to
eliminate peripheral sources of P, are exposed continuously o E,
for an extended period of time (e.g., injected with low doses for
several days; Davidson, Rodgers, Smith, & Bloch, 1968; Edwards,
Whalen, & Nadler, 1968; Beyer. Morali. & Vargas, 1971); (b)
when rats are exposed to a single injection of a high dose of the
long-lasting estrogen. estradiol benzoate (EB; Zemlan & Adler,
1977); and (c) when rats receive a second high dose of EB (Kow
& Praff, 1975) or E,, in place of P, after an initial low priming of
EB (Blaustein, Finkbohner, & Delville. 1987; Kow & Pfaff, 1975;
Parsons, Rainbow, Snyder. & McEwen. 1984). These results in-
dicate that, in the induction of lordosis in female rats. E, can act to
both prime response to P and facilitate response in rats that have
been primed with estrogen.

It has been suggested that the E, that females receive during the
priming period, must be retained in brain areas involved in regu-
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lating the expression of lordosis, such as the hypothalamus and
preoptic area (Bixo, Béckstrom, Winblad. Selstam, & Andersson,
1986; Pfaff & Sakuma, 1979; Powers & Valenstein, 1972; Singer,
1968; Yanase & Gorski, 1976) at the time of the expression of
sexual behavior. This has been referred to as a “maintenance
effect” of E,. For instance, when radioactively labeled [3H]EB
{which is more effective than unesterified E, in inducing lordosis)
is injected. it produces a long-lasting (=24 hr) uptake and retention
of [3H]E, by brain cell nuclei (Landau, 1977). Likewise,
Blaustein. Dudley, Gray, Roy. and Wade (1979) demonstrated that
long-term retention of E, bound to estrogen receptors (ERs) in
brain cell nuclei is required at the time of sexual behavior expres-
sion. Tt is reasonable to assume that the effectiveness of the
estrogen is in part due to the prolonged. elevated concentration of
E, in the blood and consequently in the brain.

An alternative hypothesis is that E, is only required to prime or
prepare these areas for a second dose of hormone facilitating
lordosis at a later time. Typically, the facilitating hormone would
be P or, as discussed earlier. a second injection of E,. which can
substitute for the P. Kow and Pfaff (1975) concluded that there are
differences between these two modes of E, action (i.e.. priming
and facilitation). For example. the priming effect requires low
dosages. 3 pe or less and latencies longer than 24 hr, whereas
facilitation effects require previous E, priming. higher dosages of
E, and only short latency.

Although the specific mechanisms by which estrogens exert
their priming effects on lordosis are unknown, a minimal amount
of time of 1824 hr is required. The duration of the estrogen
priming period during which sexual receptivity can be facilitated
by a second injection depends on the priming dose of E, injected.
When females receive a high dose of E,. sexual behavior can be
facilitated by P administration even 96 hr after the injection of EB
(Zemlan & Adler, 1977).

The priming effect of E, requires, among other proteins, the
synthesis of progestin receptor (PR) in the brain (Blaustein &
Feder, 1979; Camacho-Arroyo, Guerra-Araiza, & Cerbon, 1998;
Guerra-Araiza, Villamar-Cruz. Gonzdlez-Arenas, Chavira &
Camacho-Arroyo, 2003; MacLusky & McEwen, 1978; Parsons,
MacLusky. Krey, Pfaff. & McEwen, 1980). Because E, has a
moderate atfinity for the PR (MacLusky & McEwen, 1978). it had
been suggested that E, can trigger the expression of female sexual
behavior in rats primed earlier with E, by binding to the PR. In
fact, a high dose of E,. which induces sexual behavior, causes cell
nuclear accumulation of PR in the hypothalamus-preoptic area
within 2 hr of injection in female ovx rats that received E, for 72
hr via a Silastic capsule containing 100% of E, (Parsons, Rainbow,
Snyder, & McEwen, 1984). However. results obtained by
Blaustein, Finkbohner, and Delville (1987) are not consistent with
the hypothesis that E, substitutes P in the regulation of sexual
behavior by its binding with the PR, because the administration of
the PR antagonist, RU486, was not effective in inhibiting sexual
behavior induced by either continuous or acute, large doses of E,.

There are inconsistencies in the literature on the role of estro-
gens during priming or in the facilitation on female sexual behav-
ior in estrogen-primed rats. as well as the cellular mechanisms
involved. Therefore, in the present study, we addressed the fol-
lowing questions: (a) What dose of unesterified (free) E, is re-
quired to facilitate lordosis in ovx EB-primed rats? The finding
that intracerebral (icv) E, significantly facilitated lordosis behavior

in ovx EB-primed rats led us to explore the possible mechanism
mediating this response. (b) Does E, facilitate sexual behavior in
ovx EB-primed rats via ERs or PRs, or are both classes of recep-
tors involved? (c) Is lordosis induced by a second injection of E,
in EB-primed rats dependent on the priming dose of EB? We
suggest that there is a close relationship between EB dose admin-
istered during priming and the quality and quantity of lordosis
behavior induced by E, alone. Further evidence for such a main-
tenance effect of the priming dose of EB comes from studies
showing that supplementary injections of EB given 36 hr after the
original dose of EB prolong duration of heat.

In order to answer the first question, we assessed the effective-
ness in facilitating lordosis of several doses of E, in EB-primed
rats. The second question was approached by determining the
effects of tamoxifen (TMX: a selective ER modulator) and RU486
(PR antagonist) on lordosis facilitated by E,. In addition, we
explored the involvement of the two forms of PRs, PR-A and
PR-B, in rat estrous behavior induced by repeated doses of EB by
using antisense oligonucleotides directed against each PR isoform.
Finally, we asked if lordosis behavior induced by E, is directly
related to the dose of EB the female receives during the priming
time and to determine if amounts of E, within the general physi-
ological range are sufficient to elicit sexual receptivity in rodents
in the absence of P.

Materials and Method

Animals

Three hundred twenty-six sexually inexperienced Sprague Daw-
ley female rats bred at the Centro de Investigacién en Reproduc-
cion Animal were used. Rats weighed between 230 and 270 g at
the onset of the experiment. They were maintained under con-
trolled temperature (23 + 2 °C) and light conditions (14-hr light:
10-hr dark: lights off at 1100 hr), and they were fed Purina rat
chow and water ad libitum,

Surgical Procedures

All females were ovx under ether anesthesia: 1 week later, 153
were anesthetized with xylazine (4 mg/kg) and ketamine (80
mg/ke) and placed in a Kopf stereotaxic instrument (Tujunga, CA)
for implantation of a stainless steel cannula (22 gauge, 17-mm
length) into the right lateral ventricle following the coordinates in
the atlas of Paxinos and Watson (2006; anteroposterior + 0.80
mm, mediolateral —1.5 mm, dorsoventral —3.5 mm with respect
to bregma). Substances administered into this ventricle travel by
the foramen of Monro into the third ventricle (Battal et al., 2011),
where they can cross the ependymal. penetrating into the arcuate
nucleus-median eminence, a circumscribed region of the medio-
basal hypothalamus located around the infundibular recess of the
third ventricle (Amat et al., 1999). This neuroanatomical region is
involved in the induction of lordosis behavior. A stainless steel
screw was fixed to the skull, and both cannula and screw were
attached to the bone with dental cement. A dommy cannula (30
gauge) provided with a cap was introduced into the guide cannula
to prevent clogging and contamination. Immediately after cannula
implantation, rats were injected with penicillin (165.000 IU/kg of
procaine benzyl penicillin and 55,000 [U/kg of crystalline benzyl
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penicillin) for 3 days after surgery. Rats were then housed singly
in plastic cages with food and water available ad libitum for
recovery and until the day of the experiment. During this time,
animals do not show any apparent discomfort due to isolation.

All procedures used in these experiments followed the Mexican
Law for the Protection of Animals and were approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee of Centro de Inves-
tigacidn y de Estudios Avanzados (CINVESTAV).

Chemicals

Esterified EB, unesterified 17B-estradiol (free E.). the PR an-
tagonist RU486, and the ER antagonist TMX were purchased from
Sigma Chemicals (St. Louis, MO). EB, free E,, and TMX were
dissolved in sesame oil vehicle, and RU486 was dissolved in
sesame oil:benzyl benzoate:benzoic alcohol (80:15:5)

Rats were primed with EB. because esterified estrogens are
more potent than free E, in eliciting estrous behavior either alone
or in combination with P or other compounds (gonadotropin-
releasing hormone [GnRH], prostaglandin E, [PGE,], progestins,
etc.; Beyer, Morali, & Vargas, 1971; Davidson, Rodgers, Smith, &
Bloch, 1968; Lima-Herndindez et al., 2014: Ramirez-Orduna,
Lima-Herndndez, Garcia-Juirez. Gonzilez-Flores, & Beyer.
2007). In addition, intravenous injection of free [3H]E, results in
a sharp pulse in uptake in neural target tissues at 1-2 hr followed
by a rapid decline to nearly baseline levels by 12-16 hr with barely
detectable levels remaining at 24 hr after injection (Blaustein et al.,
1979), unlike injection of [3H]EB which produces a long-lasting
(=24 hr) maximal uptake of [3H]E, by brain cell nuclei.

PR Antisense Oligodeoxynucleotides

Due to the structural characteristics of PR isoforms. whose
unique difference is the presence of 164 amino acids in the amino
terminal region of PR-B, two sets of sense (lotal PR [PR-A +
PR-B S] and PR-B S) and antisense (PR-A + PR-B As and PR-B
As) phosphorothioated oligodeoxynucleotides (ODNs) were syn-
thesized. The sequence of each ODN was as follows: PR-A +
PR-B S, 5'-CAA GAT CCT GGC GGG CAT GGT G- 3"; PR-A +
PR-B As 5'-de CAC CATGCC CGC CAG GATCTT G-3'. PR-B
5, 5-AAA ATCAGC AGTCGC TGT CCG-3" and PR-B As
5'-CGG ACA GCG ACT GCTGAT TTT- 3' (In Vitrogen, Carls-
bad. CA). The ODNs used in these experiments contain limited
phosphorothioate linkages resulting in increased resistance to nu-
clease degradation of ODNs. Finally, phosphorothioate-linked an-
tisense ODNs have been reported to be stable in rodent brain for up
to 24 hr (Neckers & Whitesell, 1993: Szklarczyk & Kaczmarek,
1995).

Subcutaneous Experiments

Experiment 1: Effects of different free E, dosages adminis-
tration on lordosis in ovx EB-primed rats. This experiment
was designed to characterize the effect of free E, on lordosis and
to establish a dose response curve for the hormone when injected
40 hr after the priming dose of EB. Two weeks after ovx, rats were
primed with 5 pg/100 pl of EB subcutaneous (sc) 40 hr before free
E, or vehicle injections (100 pl). Free E, (dissolved in 100 ul oil)
was injected sc at six dose levels into different groups of animals:

0 (n = 11, vehicle control), 0.16 (n = 12), 0.8 (n = 12), 4 (n =
12), 20 (n = 10), 100 ng (n = 12).

Experiment 2: Effects of different dosages of EB during the
priming time on lordosis induced with 20 ng of free E, in ovx
rats. This experiment was designed to determine if different
priming doses of EB modify the lordosis induced by s¢ adminis-
tration of 20 ng of free E, 40 hr later. Two weeks after ovx, groups
of rats were injected sc with 100 pl of oil (n = 10) or EB at four
dose levels: 0.5 (n = 11), L(n = 9), 2(n = 10), or 5 pg (n = 10)
in the same volume of oil. Forty hours later, EB-primed rats were
injected s¢ with 20 ng/100 pl of free E,. For statistical purposes,
we compared the animals treated with vehicle (oil) during the
priming period plus a s injection of 20 ng of free E, 40 hr later
with those groups that received different priming doses of EB
followed by 20 ng of free E, sc 40 hr later.

Experiment 3: Effects of TMX on lordosis induced with 20
ng of free E, in ovx EB-primed rats. In this experiment we
tested the idea that the activation of lordosis induced by free E, in
the absence of P is mediated by ERs. Two weeks after ovx, rats
were primed with 5 pg/100 pl of EB sc. At 39.5 hr after EB
administration, we administered three different doses of TMX sc to
determine the effective dose to block lordosis induced by an
injection of 20 ng of E, at 40 hr. Animals received a sc injection
of Img(n=11),5mg(n=11),or 10 mg (n = 12) of TMX in
100 ! oil. 30 min before a sc injection of 20 ng/100 pl of free E,.
For statistical purposes. the inhibitory action of TMX was com-
pared with those animals that received an injection of 20 ng of free
E, from Experiment 1.

Experiment 4: Effects of RU486 on lordosis induced with 20
ng of free E, in ovx EB-primed rats. This experiment deter-
mined whether estrous behavior facilitated by free E. (in the
absence of P) injected sc is mediated by activation of PR. Two
weeks after ovx, 10 rats were injected sc with 5 pg of EB /100 pl
oil (hr 0). Thirty-nine hr later, these rats received a sc injection of
5 mg of RU486/400 pl vehicle. One hr later. the rats received a sc
injection of 20 ng of free E./100 pl. The dose of RU486 was
selected from previous studies showing its effectiveness in inter-
fering with PR activation (Garcia-Judrez et al., 2011: Gonzilez-
Mariscal. Gonzilez-Flores. & Beyer, 1989). For statistical pur-
poses, the rats receiving RU486 were compared versus those
animals that received an injection of 20 ng of free E, in Experi-
ment 1.

Experiment 5: Effects of sense and antisense ODNs to PR-
A + PR-B and PR-B on estrous behavior induced by EB
repeated doses in ovx rats. Female rats that had been ovx and
implanted with an icv cannula (Group 1, n = 9) received an icv
injection of 1 !l of saline (ODNs vehicle) and immediately after
with 5 pg of EB sc for 5 days to evaluate lordosis induced by
repeated doses of EB. Other groups received similar EB treatment
but also received one of the four different sense or antisense ODNs
for the PR isoforms described above: Group 2. PR-A + PR-B S
(n = 9); Group 3, PR-A + PR-B As (#n = 8); Group 4, PR-B §
(n = 8); Group 5. PR-B As (n = 8). All animals received five icv
injections of 1 pg/ pl (4 nmol) of ODNs. Injections were made
immediately before each EB administration. The ODN dose was
selected based on previous studies (Guerra-Araiza et al.. 2009).
Rats were tested for estrous behavior at 18. 20, and 22 hr following
the last EB injection. Rats receiving EB and either sense or
antisense ODNs were contrasted statistically with rats receiving
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daily administration of EB. All ODNs were injected in a volume of
Il

Intracerebral Experiments

Experiment 6: effects of different doses of free E, icv on
lordosis in ovx EB-primed rats. The objective of this experi-
ment was o characterize the effect of free E, on lordosis and to
establish a dose response effect for the hormone administered icv.
One week after implantation of a cannula into the lateral ventricle.
females were primed with 5 pg of EB /100 pl oil sc followed 40
hr later with free E, or vehicle injections. Free E, was injected icv
at the following doses in independent groups: oil (control, n = [2),
0.016(rn=28),008(n=9),04(n=28),2(n=10Lor10ng(n=
8). All free E, doses were injected in a volume of 1 pl oil.

Experiment 7: Effects of different dosages of EB during the
priming time on lordosis induced with 2 ng of free E, icy in ovx
rats. This experiment was designed to determine whether differ-
ent dosages of priming EB modulate the lordosis induced by 2 ng
of free E, injected icv. One week after implantation of the cannula
into the lateral ventricle, groups of females were primed with EB
at the following doses: oil (control, n = 9), 0.5 (n = 9). 1 (n = 10).
2(n = 10), or 5 pg (n = 10) injected in a volume of 100 pl. Forty
hr after EB priming, all rats were injected icv with 2 ng of free
E./pl oil,

Experiment 8: Effects of TMX on lordosis induced with 2 ng
of free E, icv in ovx EB-primed rats. This experiment was
designed to test whether lordosis induced by free E, injected icv in
sc EB-primed rats is also mediated by ERs. One week after
implantation of a cannula into the lateral ventricle, female rats
(n = 8) were primed with 5 g of EB/100 pl oil sc. At 39.5 hr after
EB administration, rats received an icv injection of 5 pg of TMX
ful oil (n = 8); 0.5 hr later, rats received an icv injection of 2 ng
of free E,. The dose of TMX was selected from previous studies
showing its effectiveness in blocking estrous behavior induced by
several agents (Lima-Herndndez et al., 2014; Mckenna, Simon, &
Cologer-Clifford, 1992). For statistical purposes, we compared the
behavioral responses of animals receiving the TMX versus those
received 2 ng of free E, from Experiment 6.

Experiment 9: Effects of RU 486 on lordosis induced with 2
ng of free £, in ovx EB-primed rats. This experiment was
designed to determine whether estrous behavior induced by free E,
injected icv is mediated by the activation of PR. One week after
implantation of a cannula into the lateral ventricle. 10 rats were
injected sc¢ with 5 g/ 100 pl of EB. Thirty-nine hr later, they
received an icv injection of 5 pg/pl of RU486. One hr later, the
rats received an icv injection of 2 ng of free E,. For statistical
analysis we compared the behavioral responses of animals receiv-
ing the RU486 versus those received 2 ng of free E, from Exper-
iment 6.

Testing Procedures

Tests for lordosis were conducted by placing females in a
circular Plexiglas arena (53 cm in diameter) with a vigorous male.
The lordosis quotient [LQ = (number of lordosis/10 mounts)
100] was used to assess receptive behavior. The intensity of
lordosis was quantified according to the lordosis score (LS) pro-
posed by Hardy and DeBold (1971). This scale ranged from 0 to

3 for each individual response and, consequently, from 0 to 30 for
each female that received 10 mounts from the male. In all exper-
iments, the females were tested at 30, 120, and 240 min after free
E, injection by an experimenter blind to treatment groups.

Statistical Analysis

To assess the effect of sc (Experiment 1) or icv (Experiment 6)
administration of free E, and the ditferent priming dose EB (Ex-
periment 2 and 7) versus vehicle, we first used the Kruskall-Wallis
test (significance level p << .03) for each of the three times tested.
Because the LQ and LS values in some groups were not normally
distributed, the results obtained at 30, 120, and 240 min were
compared using the Mann-Whitney U test (significance level p <
{05, p < .01, and p < .001). The effect of the ER antagonist, TMX,
and the progestin antagonist. RU486, on the behavioral effects of
E, was assessed by comparing the LQs obtained with free E, alone
versus those obtained when TMX and RU486 were added. Wilco-
xon's Mann-Whitney U test was used to compare two independent
groups (Siegel & Castellan, 1995). We also used this statistical test
o compare animals that received repeated EB dosages plus sense
ODNs or antisense ODNs, This test is considered to be an excel-
lent alternative to the 1 test with a power efficiency of 95.5% of the
parametric test (Siegel & Castellan, 1995).

Histological Examination of Cannula Placement

Twenty-four hr after completion of the experiments, rats im-
planted with icv cannula were deeply anesthetized with ether. and
1% methylene blue was administered through the cannula. The
brain was removed and sectioned in the transverse plane to con-
firm the cannula position in the right lateral ventricle. Animals
whose cannula was not in the ventricle were discarded from the
experiment.

Results

Subcutaneous Experiments

Experiment 1. Weak LQ and LS scores were noted at 30 min
postinjection of doses of either 0.8, 20, or 100 ng of free E, (see
Figure 1). However, the dose of .16 and 4 ng induced a statisti-
cally significant increase in LQ and LS compared with control
group at this time (p < .05). A marked increase in lordosis was
observed with doses of 0.16 to 20 ng 120 (LQ = p < 0l p <
001: LS = p = .01) and 240 at min postinjection (LQ = p =< .01:
LS = p < .005: p < .01: p < .001). The highest dose (100 ng) did
not induce lordosis above vehicle control levels. No proceptive
behavior was induced by the s¢ administration of any dose of free
E. at any time interval tested (data not shown).

Experiment 2, Administration of 20 ng of free E, did not
induce lordosis in female rats pretreated with low concentration of
EB (0.5 pg) at the three times tested (see Figure 2). However, the
priming doses of 1, 2, or 5 pg induced intense, dose-dependent
lordosis response (LQ and LS) at 120 (p < .01; p < .001) and 240
min (p << .01; p < .001) in response to 20 ng of free E, at 40 hr.

Experiment 3. Both 5 and 10 mg doses of TMX significantly
reduced lordosis (LQ and LS) induced at 2 hr (p << .5 and p < .01,
respectively) facilitated by sc administration of 20 ng of free E, in
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Figure {. Effect of the subcutaneous injection of () (vehicle), 0.16, 0.8, 4,

20, or 100 ng of estradiol (E,} to ovariectomized estradiol benzoate
{EB)-primed rats on lordosis quotient (A): lordosis score (B) at 30, 120,
and 240 min after E. weatment. ' p < 0.01. "' p < 0.001. * p < 0.05
versus control.

EB-primed rats compared with the vehicle control-injected rats,
and the dose of 10 mg also blocked lordosis at 4 hr (p < .01: see
Figure 3). In contrast, I mg of TMX was ineffective in inhibiting
lordosis induced by sc administration of 20 ng of free E, in
EB-primed rats,

Experiment 4. The injection of RU486 decreased signifi-
cantly the LQ and LS induced by 20 ng of free E, at 120 min (p <
A01; Figure 4). The early stand latest time points (30 and 240
postinjection intervals) were not inhibited by RU486 pretreatment.
In fact. at 240 min, females showed similar lordosis of those
treated with free E, plus vehicle.

Experiment 5. Repeated injections of EB (5 pg daily) for 5
days resulted in a high level of lordosis (Figure 5A) and proceptive
behaviors (hopping, darting, ear-wigeling: Figure 5B) at 18, 20,
and 22 hr after the last EB injection, Therefore, the percent of
females displaying any of these behavioral patterns in each exper-
imental group was used for analyzing proceptivity. A female was
considered proceptive when showing at least two of these behav-
ioral patterns in each behavioral session.

As expected, the injections of PR sense ODNs did not signifi-
cantly modify the estrous behavior induced with EB at any time. In
contrast, concurrent administration of antisense ODNs directed at
PR-A + PR-B significantly inhibited lordosis induced by EB at 18
(p == .001), 20 (p < .001) and 22 hr (p < .01), when compared
with the vehicle control group. Antisense ODNs directed at PR-B
also significantly inhibited the lordosis induced by the daily EB
administration, compared with sense ODNs to PR-B (p < .001 at
18 and 20 hr and p << .01 at 22 hr). Proceptive behavior was
abolished by either PR-A + PR-B As or the PR-B As at all times
tested (Fisher’s exact test: p << .01).

Intracerebral Free E, Experiments

Experiment 6. At 30 min after icv infusion of free E, in
EB-primed rats, only the dose of 2 ng showed a significant level of

mm Oil + Ey R55A EB 0.5 pg + Eg

ZZZ1 EB 1 pg+ Ey cmm EB2pg+Ey  E=m EBSpgt By

=) ++
S
v: 2
-
§ +
E 60 i
=
8
2 40 -
&
2 7
v
S 20 %
3 7
Z
0 1
30

Lordosis Score (mean +s.¢.)

30 120 240

Minutes

Figure 2. Effect of different priming doses of estradiol benzoate (EB) on
the Tordosis quotient (A) and lordosis score (B) induced by the subcuta-
neous administration of 20 ng of estradiol (E.). Females were injected with
either oil (vehicle) or 0.3, 1, 2, or 5 pg of EB and tested at 30, 120, and 240
min after E, treatment. © p < 0.01. "7 p <2 0.001 versus control.
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Figure 3. Effect of subcutaneous injection of vehicle or 1, 5. or 10 mg of

tamoxifen (TMX), 30 min prior to 20 ng of estradiol (E,) subcutaneously
on the facilitation of lordosis quotient (A) or lordosis score (B). : p=001
“p < 0.0 versus control. EB = estradiol benzoate.

lordosis (LQ and LS) compared with the control group (p < .05;
Figure 6A, 6B). The doses of 0.4, 2, and 10 ng induced lordosis at
120 (p < .05: p < 01) and 240 (p < .05; p < .01) min
postinjection. Females who received the vehicle expressed very
low, baseline levels of lordosis.

Experiment 7. As in Experiment 2. in which the facilitating
dose of free E; was administered sc, the icv administration of 2 ng
did not induce lordosis (LQ and LS) in rats pretreated with a low
dose of EB (0.5 pg) at the three times tested (see Figure 7).
Additionally, pretreatment with higher doses of 2 or 5 pg of EB
resulted in clear lordosis at 30 (LQ and LS = p << 05:p < 0l p <
00D, 1I20(LQ and LS = p < 05: p < 01: p < .001), and 240 (LQ
and LS = p < .001) min after icv administration of 2 ng of free E,.
However, unlike Experiment 2 where free E» was administered sc,
the lordosis resulting from icv administration of 2 ng of free E,
was slightly higher in those females who received a pretreatment
of 2 pg of EB than those who received 5 pg at all three times
tested.

Experiment 8. The TMX reduced significantly the LQ in-
duced by free E, at all times tested (Figure 8: p < .05). However,
the low LS values induced by the free E, infusion were only
significantly reduced by TMX at 30 min.

Experiment 9. Surprisingly. the LQ and LS values induced by
free E, were significantly reduced by the injection of RU486 at
120 {(p < .01) and 240 min (p < .05: see Figure 9). LQ and LS
scores at the 30-min test of the free E, group treated with RU486
did not significantly differ from the low levels observed in rats
injected with oil vehicle before the free E, infusion.

Discussion

The present results confirm and extend previous findings
showing facilitation of lordosis behavior by the sc and icv
administration of several doses of free E, in female rats pre-
treated with EB, as well as the involvement of estrogen and P
receptors (Boling & Blandau, 1939; Kow & Pfaff, 1975; Lisk,
1962; Micevych, Soma, & Sinchak, 2008; Parsons, Rainbow,
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Figure 4. Effect of subcutaneous injection of 5 mg of RU486 or vehicle
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20 ng of estradiol (E,). RU486 was injected 60 min before E.. 7 p < 0.01.
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0.01. 7" p < 0.001 versus sense groups.

Snyder, & McEwen, 1984). Initial studies by Kow & Pfaff
(1975) showed that very high doses of EB (400 wg) induce
intense lordosis in female rats pretreated with 3 pg of EB. It is
interesting that, in the present study, the highest sc dose was
less effective than the lower doses (see Figure 1). This
inverted-U dose response curve was not seen with the icv
infusions in which the highest dose of free E, induced intense
lordosis (see Figure 6). Efficacy of estrogens is of course
dependent on the concentration that the target tissue (in this
case, the brain) receives. rather than the dose administered
(Eaton, Goy, & Resko, 1975; McEwen, Pfaff, Chaptal, & Luine,
1975). Unlike receptor-mediated events, which reach an upper
limit of effectiveness when all receptors are occupied, hepatic
metabolism may be enhanced with increasing blood levels of a
compound (Kuhl, 1990) resulting in lower levels of lordosis
with the highest dose of free E,.

Some characteristics of the lordosis response induced with P are
correlated with the amount of estrogen injected; For example the
degree of arching during lordosis increase, the latency to response
with lordosis to the male mounting shortens, and the duration of
the lordosis posture increase with increasing doses of EB in ovx
rats (Zemlan & Adler, 1977). On the other hand, once a threshold
dose is reached, the latency to lordosis (interval between estrogen
administration and appearance of lordosis) remains more or less
constant. However, in some cases. the level of estrous behavior
expression bears little or no relationship to the amount of E,
concentrated in the neural tissues studied (Eaton, Goy, & Resko,
1975). That is, high concentrations of brain estrogens are not
necessarily associated with vigorous lordosis, suggesting that the
duration of exposure in addition to brain concentration of E, or
ERs is a critical factor (Blaustein et al., 1979: McEwen, Pfaff.
Chaptal, & Luine, 1975; Roy & Wade. 1977). This could be the
case with the results obtained with the high sc doses of free E, and
could be confirmed with icv results, where the administration of
the highest three doses induced similar responses. This suggests
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Figure 6, Dose-response curve of vehicle or 0.016, 0.08, 0.04, 2. or 10 ng
of estradiol (E,) intracerebral on the lordosis quotient (A) and lordosis
score (B) of ovariectomized estradiol benzoate (EB)-primed rats, Rats were
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Figure 7. Effect of intracerebral infusion of 2 ng of estradiol (E,) on the
lordosis quotient (A) and lordosis score (B) of ovariectomized rats primed
40 earlier with vehicle or 0.5, 1, 2, or 5 pg of estradiol benzoate (EB). Rats
were tested at 30, 120, and 240 min after E; treatment. * p<0.01. " " p <
0.001. % p < 0.05 versus control.

saturation of ER. Therefore. our data are consistent with earlier
studies that showed free E, can substitute for P to induce receptive
behaviors (Lisk, 1962; Parsons, Rainbow, Snyder, & McEwen.
1984). Conversely, free E, failed to elicit full estrous behavior in
estrogen-primed rats. That is to say, proceptivity was seldom
observed in those rats receiving the steroid. Furthermore, the
proceptive component of sexual behavior is primarily affected by
P dose rather than estrogen dose (Fadem, Barfield. & Whalen,
1979; Whalen, 1974). Although in this experiment the females
showed clear lordosis with only the estrogen, without P, procep-
tivity (hopping. darting, and ear wiggling) rarely if ever occurs in
the absence of P. This paradoxical feature of free E,, facilitating
lordosis without proceptivity, suggests that the hormone can di-
rectly or indirectly dissociate neural mechanism that under normal
conditions function together and synergistically with P.

In recent studies (Jones, Farrell. Gregory. & Pfaus, 2013; Jones
& Pfaus, 2014), the effects of chronic administration of EB alone
was explored in sexually experienced Long-Evans and Wistar rats.
Ovx rats were administered high doses of EB (10 pg) every 4 days
for eight sessions, all females displayed much higher levels of
sexual receptivity than afler a single injection. suggesting to the
authors that repeated administration of EB induces a phenomenon
defined as sensitization.

The present results demonstrate that treatment with the selective
ER modulator, TMX, attenuates lordosis facilitated by free E..
Previous studies have shown that TMX, when administrated pe-
ripherally or into the brain, produces inhibition of P-activated
lordosis behavior in female rats (Etgen, 1979; Etgen & Shama-
mian, 1986; Howard, Etgen & Barfield, 1984). However, TMX
implants into ventromedial hypothalamus, but not in preoptic area,
inhibit lordosis behavior induced by EB and P (Howard, Etgen &
Barfield. 1984). Also both routes of administration produce a
decrease in estrogen and P receptors (Da Vies, Syne. & Nicholson,
1979; Etgen & Shamamian, 1986; Jordan, Dix. Rowsby. & Prest-
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Figure 8 The facilitation of lordosis quotient (A) and lordosis score (B)
in ovariectomized estradiol benzoate (EB)-primed rats facilitated by estra-
diol (Es) is inhibited by the intracerebral infusion of 5 pg tamoxifen 30 min
before E, application. ™ p < 0,05 versus control. TMX = tamaxifen,
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intracerebral injection of 2 ng of estradiol (E,) at 120 and 240 min was
inhibited by the intracerebral infusion of 5 g of RU486. * p < 0.01." p <
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wich, 1977: Koseki, Zava. Chamness, & McGuire. 1977: Kurl &
Morris, 1978) and reduced hypothalamic uptake of [3H]E, (Cha-
zal, Faudon, Gogan, & Rotsztejn, 1975), as well as a concomitant
reduction in lordosis (Etgen. 1979: Landau. 1977: Roy & Wade.
1977, Wade & Blaustein, 1978). Most of these studies were
performed by administering the antiestrogen around the time of the
estrogen priming injection. However, in other studies (Blaustein et
al., 1979; Feder & Morin, 1974) in which the antiestrogen was
injected near the time of P injection in E,-primed rats, the anties-
trogen inhibited lordosis. We recently reported similar results:
concurrent icv infusion of TMX significantly inhibited lordosis
and proceptivity induced by most progestins. GnRH, PGE,, and
leptin (Lima-Herndndez et al., 2014). These findings strongly
suggest the participation of classical ERs many hours after the
priming injection of EB in estrous behavior elicited by these
compounds.

Currently, little information exists on the participation of the ER
isoforms (ERa and ERp) in the regulation the expression of
female sexual behavior. However, ERa-knockout (ERaKO) fe-

males express lower levels of lordosis than wild type females
(Kudwa & Rissman, 2003). while ERBKO females exhibited high
levels of sexual receptivity (Ogawa et al., 1998: Kudwa & Riss-
man, 2003). These results indicate that female sexual behavior is
dependent on the classical ERa., and not ERB. However, we are
currently exploring the involvement of each form of ER in our
model in which free E, may substitute for the facilitating effect of
P on lordosis. Thus, we found in preliminary work that icv admin-
istration of propylpyrazole-triol and diarylpropionitrile (ERa- and
ER-B selective agonist, respectively) each induced clear lordosis
behavior in EB-primed rats (unpublished results).

PR is essential for the expression of lordosis. because the
antiprogestin, RU486, inhibits the facilitating effect of a variety of
agents besides P (progestins, GnRH, PGE,, leptin, dopamine) or
by mating or vaginocervical stimulation (Auger, Moffatt, &
Blaustein. 1997; Beyer, Gonzilez-Flores, Garcia-Juarez, &
Gonzdlez-Mariscal, 2003; Beyer, Gonzilez-Flores. & Gonzilez-
Mariscal, 1995; Beyer, Gonzdlez-Flores, & Gonzilez-Mariscal,
1997; Garcia-Judrez et al., 2011: Gonzdlez-Mariscal, Gonzilez-
Flores, & Beyer, 1989; Mani, Allen, Clark, Blaustein, & O'Malley,
1994: Mani & Blaustein, 2012). However, the lordosis induced by
free E, in estrogen-primed rats, has been controversial, which may
be attributable to different treatment schedules used. For example,
RU486 was ineffective in inhibiting lordosis in ovx rats treated
only with repeated EB doses (3 pg EB/day for 7 days: Beyer et al.,
1995). Similar results were found by Blaustein, Finkbohner, and
Delville (1987) and recently by Micevych, Soma, and Sinchak
(2008): RU 486 did not block the facilitation of sexual behavior
induced by chronic exposures of E, or by a second administration
of E, in estrogen-primed rats.

Interestingly, the present results demonstrate that the adminis-
tration of RU 486 inhibited the lordosis induced by both sc¢ and icv
administration of free E,. suggesting that E, facilitates lordosis at
least in part through the PR. This is consistent with the data found
by Parsons, MacLusky, Krey, Pfaff, and McEwen (1980) in which
a high dose of E, that facilitated sexual behavior caused cell
nuclear accumulation of PR in the hypothalamus-preoptic area 2 hr
after injection. Recent results. using a comparative molecular
modeling study, showed that the binding energy for the E, with
human PR-A monomers was considerably higher than that of
human PR-A + PR-B dimer (Hasan. Masoodi, Shafi. Alshatwi, &
Sivashanmugham. 2011). Thus, results of Experiment 5, in which
the icy administration of PR antisense ODNs (PR-A + PR-B As
and PR-B As) blocked lordosis induced by repeated doses of EB,
supports the idea that the facilitation of lordosis by E, is mediated
by PR. Consistent with this finding, we recently found that lordosis
induced by ring A reduced progestins, which have poor or no
binding by the PR, was inhibited by icv administration of either
PR-A + PR-B As or PR-B As ODNs (Guerra-Araiza et al., 2009).
Administration of the PR antisense ODNs, prior to each injection
of EB would be expected to decrease the synthesis of PRs. and in
turn, lordosis. This idea was supported by results obtained with
western blots (Guerra-Araiza et al., 2009). in which we found that
in the hypothalamus and preoptic area, the content of both PR
isoforms was diminished by the administration of PR antisense
oligonucleotides.

Although the data suggest that PRs are involved in the facilita-
tion of lordosis by free E, in EB-primed rats, the mechanism
through which this occurs is not clear. A significant problem is the
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mechanism by which different steroid receptors interact in the
same cell to trigger a signal transduction cascade in response (o
binding steroid hormone. One of the better characterized extranu-
clear signaling actions of steroids is the activation of the tyrosine
kinase molecule Src pathway, through which ERs and PRs interact
within cells in a hormone agonist-dependent manner (Boonyara-
tanakornkit, Bi, Rudd, & Edwards. 2008: Edwards, Wardell, &
Boonyaratanakornkit. 2002; Migliaccio et al., 1998). For example,

ERs are believed to associate with Src by interaction of

phosphotyrosine-337 in the ER ligand binding domain with the
SH2 domain, whereas PRs, through amino acids 421 and 428 in
the N-terminal, bind with the SH3 domain of Src, promoting the
Sre-Ral-MAPK phosphorylation cascade (Boonyaratanakornkit.
Bi. Rudd, & Edwards, 2008; Lima-Hernidndez et al., 2012; Migli-
accio et al., 1998; Varricchio et al., 2007). Alternatively, two
regions within PRs were found to directly interact with ER the
ER-interacting domains I and II. Thus, PRs appeared to be re-
quired for the interaction of ERs with Src. as well as the subse-
quent activation of MAPK. This mechanism could explain why
female rats whose PR expression has been suppressed by receiving
the antisense for PR do not express lordosis in response to repeated
doses of EB, The involvement of this ER-PR-Sr¢ trimer on the
regulation of lordosis is supported by our recent report (Lima-
Herndndez et al., 2012) in which lordosis induced by steroid
hormones and nonsteroidal compounds, was blocked by the spe-
cific Src kinase inhibitor PP2 (Li et al., 2006). This is supported
further by the finding that TMX blocked the lordosis induced by
agents with different chemical structures that do not bind directly
to ERs, as well as the finding that the pure ER antagonist,
ICI182780. also blocked P- and GnRH-induced estrous behavior
(Lima-Herndndez et al., 2014).

In summary, although it is possible that free E, elicits significant
lordosis behavior in estrogen-primed rats by interacting with PRs,
as well as by activating ERs, our results suggest that this effect
appears 1o be dependent on the concentration of EB the female
receives during the priming period. However, further studies are
required to determine the specific cellular mechanism used by free
E, in the display of female estrous behavior in EB-primed rats.
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The present study was designed to assess the participation of estrogen receptors alpha (ERcwe) and beta (ER[Y) in
the short-term facilitation of lordosis behavior in ovariectomized {ovx), estradiol (E;) primed rats. In experiment
1, dose response curves for PPT and DPN {ERce and ER(3 agonists, respectively) facilitation of lordosis behavior
{lordosis quotient and lordosis score} were established by infusing these agonists into the right lateral ventricle
(icv) in fermale rats injected 40 h previously with 5 pg of E; benzoate. PPT doses of 0.08 and 0.4 ng produced high
lordosis quotients starting at 30 min and continuing at 120 and 240 min post-injection. DPN induced high levels

g:ﬁ::f;ecepmf isofonms of lordosis behavior at all times tested. However, the intensity of lordosis induced by both agonists was weak. In
Estradiol experiment 2, we tested the involvement of each ER in facilitation of lordosis by icv infusion of MPP { ERce-selec-
Progesterone receptor tive antagonist) or PHTPP { ERj3-selective antagonist) prior to infusion of 2 ng of free E,. Icv infusion of either MPP
Lordosis or PHTPP 30 min before free E2 significantly depressed E; facilitation of lordosis. The results suggest that both

forms of ER are involved in the short-latency facilitation of lordosis behavior in Ex-primed rats.

© 2016 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

In species with short periods of estrus, such as rats and mice, estro-
gens and progesterone (P) are required to trigger and to regulate the
duration of estrous behavior (lordosis and proceptivity). However,
other hormones or neuromodulators with different chemical structures,
such as ring A-reduced progestins, gonadotropin releasing hormone
(GnRH), prostaglandin E; (PGE; )}, dopamine, and leptin, also elicit lor-
dosis in estrogen-primed rats with a latency similar to P (Beyer et al.,
1997; Garcia-Judrez et al., 2013; Gonzdlez-Mariscal et al., 1993; Kow
and Pfaff, 2004; Lima-Herndndez et al., 2012; Mani et al., 1994; Mani
et al., 1996; Ramirez-Ordufia et al, 2007; Rodriguez-Sierra and
Komisaruk, 1978).

Estradiol (Ez), administered intraperitoneally, intravenously, subcu-
taneously (sc) or infused directly into the brain also facilitates lordosis
behavior independent of P (Arai and Gorski, 1968; Dominguez-
Orddiiez et al., 2015; Green et al., 1970; Harris and Michael, 1964;
Lisk, 1962; Ross et al., 1971). For example, when ovariectomized
(ovx), adrenalectomized (to eliminate peripheral sources of P) female

* Corresponding author at: Centro de Investigacion en Reproduccion Animal, Apartado
Postal # 62, Tlaxcala 90000, México.
E-muail address: oglezflo@gmail.com {0, Gonzilez-Flores).
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0018-506X/© 2016 Published by Elsevier Inc.

rats are exposed continuously to E; for an extended period of time
{e.g., injected with low doses for several days (Beyer et al., 1971;
Davidson et al., 1968; Edwards et al.,, 1968) or when they receive a
single injection of a high dose of E;, lordosis behavior is activated in
the absence of P (Zemlan and Adler, 1977).

The cellular mechanisms underlying lordosis behavior facilitated by
E in estrogen-primed rats are not fully known. One possibility is that
classical estrogen receptors (ERs) mediate E;-facilitated lordosis
(Blaustein and Erskine, 2002; Blaustein and Olster, 1989; Dewing et
al,, 2007). This idea is supported by the ability of the ER antagonist, ta-
moxifen, significantly to attenuate estrous behavior induced by several
agents in estrogen-treated rats (Dominguez-Ordéiiez, et al., 2015;
Etgen, 1979; Lima-Hernandez et al,, 2014; Roy and Wade, 1977).

Two classical subtypes of ERs, ERoe and ERJ3, with high sequence ho-
mology and equal affinity for E3, are expressed in brain areas involved in
expression of estrous behavior, such as the ventromedial hypothalamus
and the medial preoptic area, often in the same cells. In addition, ERs
that are localized in the cell membrane and that can be activated by es-
trogens have been described (Greco et al,, 2001, 2003; Ikeda et al., 2003;
Kuiper et al., 1997; Simerly and Young, 1991; Shughrue et al., 1996,
1997, 1998; Shughrue and Merchenthaler, 2001), such as G-protein
coupled estrogen receptor 1 (GPER-1), which play an important role
in mediating the rapid effects of E;.
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The role of ER subtypes in the expression of lordosis behavior has
been explored using ER knockout mice (Kudwa and Rissman, 2003;
Ogawa et al.,, 1999; Ogawa et al., 1998; Rissman et al., 1999), antisense
oligonucleotides (Walf et al., 2008) and receptor subtype-specific li-
gands (Dewing et al., 2007; Mazzucco et al., 2008). Results from all
three approaches suggest that ERat, but not ER[5, mediates the long-
term priming effects of E5 on estrous behavior. However, none of
these experiments explored the short latency, triggering effect of E;
on lordosis behavior in estrogen-primed rats.

The ability of many hormones and neurotransmitters to facilitate es-
trous behavior in estrogen-primed rodents with short latency (15-
30 min) indicated that these agents, with different chemicals structures,
might have rapid effects in the central nervous system involving non-
genomic mechanisms (for review see; Beyer and Gonzalez-Mariscal,
1986; Beyer et al,, 2003; Kow and Pfaff, 2004). Such mechanisms
might also be responsible for the rapid effects of E; because in the cyto-
plasm, ERs can form several complexes with other signaling proteins to
induce rapid changes in neurconal activity (Levin, 2001).

In a previous experiment, we tested the capacity of various dosages
of Es, infused icv, to stimulate estrous behaviors in estrogen-primed
rats, The finding that icv E; significantly facilitated lordosis behavior in
ovx, E;-primed rats (Dominguez-Orddnez et al., 2015) led us to explore
the participation of ERx and ERJ3 in this response. To accomplish this,
we administered their respective agonists, PPT and DPN, icv, and
assessed the length of time needed to induce the lordosis response in
ovx, Ez-primed rats. In a second experiment, we tested the ability of
MPP and PHTPP, ERce and ERJ3 receptor antagonists, respectively, to in-
terfere with the facilitating effects of E5 on lordosis behavior.

2. Material and methods
2.1. Subjects

A total of 138 sexually inexperienced female Sprague Dawley rats
(240-280 g) bred in our colony were used. They were keptat 23 4+ 2°
C with an inverted light-dark cycle (14 h light, 10 h dark; lights off at
1100 h). They were fed Purina rat chow and water ad libitum.

2.2, Surgical procedures

Females were bilaterally ovx under anesthesia with xylazine (4 mg/
kg) and ketamine (80 mg/keg) and housed in acrylic cages in groups of
four. Two weeks later they were anesthetized with xylazine (4 mg/kg)
and ketamine (80 mg/ke) and placed in a Kopf stereotaxic instrument
(Tujunga, California). Animals were implanted with a stainless steel
cannula (22 gauge, 17 mm long) in the right lateral ventricle (icv) fol-
lowing coordinates from the atlas of Paxinos and Watson (2006): A/P
+0.80 mm, M/L — 1.5 mm, D/V — 3.5 mm with respect to the bregma.
A stainless steel screw was fixed to the skull and both cannula and
screw were attached to the bone with dental cement. A 30 gauge insert
cannula provided with a cap was introduced into the guide cannula to
prevent clogging and contamination. Animal care and all the experi-
mental procedures adhered to NIH guidelines and the Mexican Law
for the Protection of Animals.

2.3. Drugs

E. benzoate (EB), unesterified 173 Es, 4,4k 4a-(4-propyl-[1H]-
pyrazole-1, 3, 5-triyl) trisphenol (PPT; ERw-selective agonist) and
methyl-piperidino-pyrazole (MPP; ERce-selective antagonist) were pur-
chased from Sigma Chemical, Inc. (St. Louis, MOQ); 23-bis(4-
hydroxyphenyl}-propionitrile (DPN; ER-[>-selective agonist) and 4-|2-
phenyl-5,7 bis (trifluoromethyl )pyrazolo[ 1,5-ct]pyrimidin-3-yl]phenol
(PHTPP; ERp5-selective antagonist) were purchased from Tocris Biosci-
ence (Ellisville, MO). Individual rats were administered only one

experimental drug, although they were tested at multiple times after
icv infusions.

2.4, Experiment 1

2.4.1. Effect of icv infusion of PPT and DPN on lordosis behavior of ovx, Ex-
primed rats

The objective of this experiment was to assess the participation of
ERo and ER in the short-latency facilitation of lordosis behavior in
E,-primed rats. One week after icv cannulation, 98 rats were injected
sc with EB (5 pg) and 40 h later with one of the two agonists. All com-
pounds were infused icv through a plastic catheter (Clay Adams; PE
10 No. 7401) fitted to a Hamilton syringe (10 pl) inserted into the
guide cannula. The two agonists were dissolved in DMSO (1 i) and dos-
ages administered were: control DMSO, 1 pl (n = 11); ERw agonist PPT,
0.08ng(n=28),04ng(n=28),2ng(n=28),10ng (n =9) or50 ng
(n = 9); ERJ> agonist DPN 0.08 ng (n = 8), 0.4 ng (n = 10}, 2 ng
(n=29),10ng (n=9)or 50 ng (n = 9).

2.5. Experiment 2

2.5.1. Effect of icv infusion of MPP and PHTPP on lordosis behavior induced
by E;

One week after intracerebral implant, 40 rats received a sc injection
of 5 ug of EB, and 39.5 h later 11 animals were injected with 30 pg of the
ERtx antagonist MPP, nine with 10 ng of ERj3 antagonist PHTPP and ten
with vehicle. Thirty minutes after the administration of these drugs, ie.,
40 h post-EB, each of these animals received 2 ng of free E,. Positive con-
trol animals (n = 10) received DMSO (antagonist vehicle) at 39.5 h and
free Ez at 40 h post-EB, while negative control animals received DMSO at
39.5 h and sesame oil ( 1 pl; free E; vehicle) at 40 h post-EB. The doses of
MPP and PHTPP chosen were based on previous in vivo studies {Dillon
et al,, 2013; Santollo et al, 2010). Free Ez was dissolved at a concentra-
tion of 2 ng/1 pl of sesame oil. This concentration was chosen based on a
previous dose response curve obtained in our laboratory (Dominguez-
Ordéiiez et al., 2015).

2.6. Testing procedures

At 30, 120 and 240 min after E; or ER agonist administration, EB-
primed females were placed in a circular Plexiglas arena (53 cm in di-
ameter) with a sexually experienced male until they received 10 vigor-
ous mounts with clear pelvic thrusting. The lordosis quotient [LQ =
(number of lordosis/10 mounts) (100) ] was used to assess receptive be-
havior. The intensity of lordosis was quantified according to the lordosis
score (LS) of Hardy and DeBold (1972). This scale ranged from 0 to 3 for
each individual response and consequently, from 0 to 30 for each female
that received 10 mounts. Proceptive behaviors were not evaluated be-
cause very few rats displayed darting, hopping or ear-wiggling follow-
ing ER agonist administration.

2.7. Histological study

Twenty-four hours after completion of the experiments, rats were
anesthetized with halothane, and 1% methylene blue was administered
through the cannula. They were then euthanized with an overdose of
the anesthetic. The brain was removed and sectioned in the transverse
plane to verify the cannula position in the right lateral ventricle. Those
animals with the cannula outside the ventricle were discarded from
the experiment.

2.8. Statistical analysis
To assess the effect of PPT and DPN versus vehicle in the first exper-

iment, we used first the Kruskall-Wallis test (significance level
***p=0.001) for each of the three times tested. Subsequently, the results
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obtained at 30, 120 and 240 min were compared using the Mann-Whit-
ney test (significance level **"p < 0.001; ""p < 0.01; "p < 0.05). The ef-
fects of ERee (MPP) and ERfS (PHTPP) antagonists on the behavioral
actions of E; in experiment 2 were assessed by comparing the LQs ob-
tained with E» alone versus those obtained when antagonists were
added (significance level " " p<0.001, " " p=0.01, " p < 0.05). Be-
cause the distribution of LQ values in those groups were not normal, a
Wilcoxon-Mann-Whitney test was used to compare two independent
groups (Bruning and Kintz, 1987). This test is an excellent alternative
to the t-test with a power efficiency of 95.5% of the parametric test
(Bruning and Kintz, 1987).

3. Results
3.1. Experiment 1

3.1.1. PPT induces lordosis behavior in EB-primed rats

As shown in Fig. 1A, the Kruskall-Wallis test showed that infusion of
the ER agonist PPT significantly elevated LQs relative to vehicle con-
trols at all three times tested (30 min, K = 27.2; 120 min, K = 32.7;
240 min, K = 23.0; df = 5 and p < 0.001 at all times). Fig. 1B shows
that PPT had similar effects on LS (30 min, K = 26.7; 120 min, K =
27.1; 240 min, K = 19.1; df = 5 and p < 0.001 at all times).

Because the overall effects of PPT on LQs were statistically signifi-
cant, we next compared the independent groups given different doses
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using the Mann Whitney U test. At 30 min all doses except 10 ng signif-
icantly elevated lordosis when compared to DMSO-infused controls
(0.08ng, U=4,p=<0001;04ng, U=7,p=<0001; 2ng, U= 115
p=0.01; 50 ng, U= 24.5, p < 0.05; df = 1 in all cases). At 120 and
240 min, all doses of PPT significantly increased LQs relative to vehicle
controls (120 min: 0.08 ng, U = 6, p = 0.001; 04 ng, U = 12.5,
p=001;2ng, U= 15p=0.001;10ng, U= 14,p<0.01; 50 ng, U =
18.5, p = 0.05; 240 min: 0.08 ng, U = 9, p < 0.01; 0.4 ng, U = 17.5,
p=005; 2 ng, U= 65 p=<001; 10 ng, U = 16.5, p = 0.05; 50 ng,
U= 215 p=005; df = 1 in all cases) (Fig. 1A). The same pattern
was found for LS values (Fig. 1B) in PPT-treated females. All but the
10 ng dose of PPT significantly increase LS at 30 min (0.08 ng, U = 4,
p=<0001;04ng, U=8,p=001;2ng, U= 10,p=0.01; 50 ng, U =
25, p=0.05; df = 1in all cases). All doses were effective in significantly
elevating LS scores at 120 and 240 min compared to vehicle controls
(120 min: 0.08 ng, U =5, p<0.001; 0.4 ng, U = 10, p < 0.01; 2 ng,
U =005, p<0001; 10 ng, U= 105, 1, p = 0.01; 50 ng, U = 17,
p < 0.05; 240 min: 0.08 ng, U = 11, p < 0.01; 0.4 ng, U = 19.5,
p=0052ng, U=75p=001;10ng, U= 19,p<0.05;50 ng, U =
25,p < 0.05; df = 1in all cases).

3.1.2. DPN induces lordosis behavior in EB-primed rats

As shown in Fig. 2A, the Kruskall-Wallis test showed that infusion of
the ERf> agonist DPN significantly increased LQ relative to DMSO (con-
trol) at all three times tested (30 min, K = 27.2; 120 min, K = 32.7;
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Fig. 1. Effect of the icv injection of several doses of ERe agonist PPT; 0.08 ng (n = 8), 04 ng(n =8).2ng (n= 8), 10ng [n =9}, 50ng {n = 9) or DMSO {n = 11) to ovx, E,-primed rats on:
lordesis quotient (LQ; panel A) and lordesis score (LS: panel B). Females were tested at 30, 120, and 240 min after PPT or DMSO injection. ***p = 0.001, **p = 0.01, "p = 0.05 vs DMS0.
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Fig. 2. Effect of the icv injection of ERf agonist DPN; 0.08 ng (n = 8),04ng (n=10),2ng(n=9), 10ng (n = 9),50 ng (n = 9) or DMSO (n = 11) to ovx, Ez-primed rats on: lordosis
quotient (LQ; panel A) and lordosis score (LS; panel B). Females were tested at 30, 120, and 240 min after injection of DPN or DMSO. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 vs DMSO.

240 min, K = 23.01; df = 5, p < 0.001 at all times). Fig. 2B shows that
DPN had similar effects on LS (30 min, K = 26.7; 120 min, K = 27.1;
240 min, K = 19.1; df = 5, p < 0.001 at all times).

Because the overall effects of DPN on LQs were statistically signifi-
cant, we next compared the independent groups given different doses
using the Mann Whitney U test. At 30 min all doses significantly elevat-
ed lordosis when compared to vehicle-infused controls (0.08 ng, U = 4;
04ng, U=0.5;2ng, U=0.05;10,U=1and 50 ng, U = 2; df =1,
p < 0.001 in all cases). At 120 min and 240 min all doses of DPN signif-
icantly increased LQs relative to DMSO (120 min: 0.08 ng, U = 0.5;
0.4 ng, U= 0.001; 2 ng, U= 85; 10 ng, U = 0.001,df = 1, p<0.001
for those doses and 50 ng, U =9, df = 1, p < 0.01; 240 min: 0.08 ng,
U=12,p<0.01; 04 ng, U=5,p<0.001; 2 ng, U= 9.5 p=001;
10 ng, U= 1,p <= 0.001 and 50 ng, U = 8.5, p < 0.01; df = 1) (Fig. 2A).
The same pattern was found for LS values (Fig. 2B) in DPN-treated ani-
mals. All doses of DPN significantly increased LS at 30 min (0.08 ng, U =
3,04 ngU = 05; 2ng U= 0.001; 10 ng, U = 0.001 and 50 ng, U = 2;
df = 1and p<0.001 in all cases), at 120 min (0.08 ng, U = 0.5; 0.4 ng,
U=0001;2ng,U=8;10ng, U= 0.001and 50 ng; U= 2.5;df = 1 and
p<0.001in all cases) and at 240 min (0.08 ng, U = 14.5, p< 0.05; 0.4 ng,
U=65,p=<0.001;2ng U=105,p=<001; 10ng,U=4,p<0.001and
50 ng, U= 10,p<0.01;df = 1).

Comparisons between the PPT (Fig. 1), DPN (Fig. 2) and free E; (Fig.
3), given at the same dose (2 ng), show that they are equally effective at

all times, with one exception, DPN at 30 min was significantly more ef-
fective than free E; in facilitating lordosis (p < 0.001).

3.2. Experiment 2

3.2.1. Effects of MPP and PHTPP on lordosis behavior induced by free E in
EB-primed rats

As shown in Fig. 3A, estrogen-primed animals infused only with free
E, exhibited clearly elevated LQ scores at 30 (U = 20.5,df = 1,p<0.01),
120 (U= 10,df = 1, p=< 0.001) and 240 min (U = 22,df = 1,p < 0.05)
when compared with controls. Animals receiving infusions of the ERa
antagonist MPP prior to free E2 exhibited significantly less lordosis at
120 min (U = 93, df = 1, p < 0.01 vs free E2). However, at 30 and
240 min, the effects of MPP were not statistically significant. LS induced
by free E; alone (Fig. 3B) was significantly higher than in vehicle con-
trols at 30 (U = 20, df = 1,p < 0.01), 120 (U = 8.5,df = 1, p < 0.001)
and 240 min (U = 21.5, df = 1, p < 0.05). MPP significantly reduced
the E;-induced elevation of LS at 120 (U = 91.5,df = 1, p<0.01) and
240 min (U = 83.5,df = 1, p < 0.05).

Fig. 4A shows that the ERf> antagonist PHTPP also significantly re-
duced LQ in rats infused with E; at 120 (U = 82,df = 1, p<0.01) and
240 min (U = 84, df = 1, p < 0.001). Fig. 4B shows that the increase
in LS induced by E; was also reduced by PHTPP at 120 (U = 83,df =
1, p=0.01) and 240 min (U = 84, df = 1, p < 0.001).
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Fig. 3. Facilitation of lordosis in ovx, E; primed rats at 30, 120 and 240 min after icv
infusion of 2 ng (n = 10) of free E; or its vehicle (n = 10). ***p < 0.001, **p < 0.01,
*p < 0.05 vs vehicle. The facilitation of lordosis produced by free E; was antagonized by
icv infusion of 30 ug of the ERa antagonist MPP (n=11). * ' p< 001, "p < 0.05 vs free E,,

4. Discussion

The aim of the present study was to investigate the participation of
classical ER isoforms in short latency facilitation of the lordosis response
in ovx, Ex-primed rats. The results show that activation of ERx by its ag-
onist PPT and of ER{? by its agonist DPN induced intense lordosis behav-
ior. Moreover, selective antagonists of ERa (MPP) and ERf> (PHTPP)
significantly reduced lordosis behavior induced by the icv administra-
tion of 2 ng of free E.. These findings are in agreement with previous
data (Ross et al.,, 1971) showing that E; implanted in the caudal mesen-
cephalic reticular formation and medial preoptic area of ovx, Ex-primed
rats significantly increased lordosis behavior. Moreover, we recently
demonstrated that sc and icv administration of free E; triggered intense
lordosis behavior in female rats pretreated with EB, in the absence of P
(Dominguez-Ordoiiez et al., 2015). In addition, concurrent icv adminis-
tration of tamoxifen (a non-selective ER modulator) attenuated estrous
behavior (lordosis and proceptivity) induced by several progestins and
by agents including GnRH, leptin and PGE2 (Lima-Hernandez et al.,
2014). These results agree with previous reports (Blaustein et al.,
1979; Blaustein and Wade, 1977) that P-induced lordosis behavior in
Eo-primed guinea pigs and rats was prevented by ER antagonist admin-
istration near the time of P injection. Thus, ERs are activated by free-E,,
PPT, and DPN many hour after the priming injection of E», and they may
be required to induce maximum levels of female sexual receptivity (see;
Kow and Pfaff, 1975; Kow and Pfaff, 1998; Micevych and Dewing, 2011;
Micevych and Sinchak, 2013).
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Fig. 4. Facilitation of lordosis in ovx, E, primed rats at 30, 120 and 240 min after the icv
infusion of 2 ng (n = 10) of free E; or its vehicle (n = 10). ***p < 0.001; *'p < 0.01;
*p < 0.05 vs vehicle. The facilitation of lordosis produced by free E; was antagonized by
the icv infusion of 10 ug of the ER|% antagonist PHTPP (n = 9). " *p < 0.001,
" p<001vsfree E;

Like free E, the ER-subtype specific agonists, PPT and DPN, induced
lordosis behavior as early as 30 min after injection. Others have reported
a rapid facilitation of lordosis in rats primed with high E doses (Kow
and Pfaff, 1975) or when this treatment is followed by intravenous or
intracerebral injection of P and some progestins (Beyer et al., 2003;
Beyer et al., 1995; Gonzdlez-Mariscal et al., 1989; Kubli-Garfias and
Whalen, 1977; Meyerson, 1972; Ross et al., 1971) or after vaginal cervi-
cal stimulation (VCS; Auger et al., 1997; Gonzalez-Flores et al., 2007;
Gonzalez-Flores et al., 2008). These results led to the proposal that pro-
gestins, sensory stimulation or the activation of ERs exerts short-latency
behavioral effects through a membrane mechanism (Bjornstrom and
Sjoberg, 2004; Christensen and Micevych, 2013; Mhyre and Dorsa,
2006; Razandi et al., 1999; Srivastava et al., 2011).

The non-genomic actions of estrogens may be mediated through a
subpopulation of ERa and ERf3 located at the plasma membrane
(Christensen and Micevych, 2013; Pappas et al., 1995; Razandi et al.,
1999) or by a G-protein coupled receptor such as GPER-1, where they
can regulate several aspects of female reproduction (Dewing et al.,
2007; Kow and Pfaff, 2004). For example, the membrane effect of E; ac-
tivates protein kinase A (PKA) and protein kinase C (PKC) in hypotha-
lamic neurons (Dewing et al., 2008; Lagrange et al., 1997; Schreihofer
etal., 2001), increasing both E,-induced nuclear signaling as well as lor-
dosis behavior (Kow and Pfaff, 2004). The participation of several intra-
cellular pathways in the facilitation of lordosis behavior by hormones or
VCS in rats has been well studied in our laboratory (Garcia-Judrez et al.,
2013; Gonzdlez-Flores et al., 2008; Lima-Herndndez et al., 2012;
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Lima-Hernandez et al., 2014). Thus, blockers of PKA, PKC or mitogen-ac-
tivated protein kinase interfere with the stimulatory effect of
progestins, peptides, prostaglandins and VCS on receptive behavior
in Ez;-primed rats (Blaustein and Erskine, 2002; Dewing et al., 2007;
Dewing et al,, 2008; Garcia-Judrez et al., 2013; Gonzalez-Flores et al.,
2008; Kow and Pfaff, 2004; Lima-Hernindez et al, 2012;
Lima-Hernandez et al., 2014; Mani et al., 1994; Micevych and Dewing,
2011).

Ez can accumulate in specific brain areas where it binds ERc and ER[3
in neurons. Immunochistochemistry studies demonstrate the primary
localization of both ERs within select regions of the brain including the
preoptic area, ventral tegmental area and specific nuclei of the hypo-
thalamus {Couse et al,, 1997; Shughrue and Merchenthaler, 2001). Ago-
nists and antagonists of ERs administrated into the lateral ventricle
travel by the foramen of Monro into the third ventricle (Battal et al.,
2011) where they can cross the ependyma penetrating into the arcuate
nucleus-median eminence, a circumscribed region of the mediobasal
hypothalamus located around the infundibular recess of the third ven-
tricle (Amat et al., 1999). These neuroanatomical regions are involved
in the induction of lordosis behavior (Barfield and Chen, 1977;
Blaustein and Turcotte, 1990; McEwen et al., 1979).

Previous behavioral and biochemical studies showed that the unin-
terrupted activation of ERs located in hypothalamus-preoptic area neu-
rons, before or during the time of P action, is required for the optimal
display of lordosis (Blaustein et al., 1979; Micevych and Dewing, 2011;
Micevych and Sinchak, 2013). Based on this idea, we recently showed
(Dominguez-Ordodniez et al., 2015) that there is a close relationship be-
tween the E; dose administered during priming and the quality and
quantirty of lordosis behavior induced by E; 40 h later. For example,
20 ng of free E; did not induce lordosis in female rats primed with
0.5 ug of EB; however, it induced intense lordosis responses in females
primed with 2 or 5 pg of EB. Taken together these data suggest that
sustained activation of ERs in brain cell nuclei is required for the full ex-
pression of lordosis behavior. This is biologically plausible, because cir-
culating E, is elevated at the time of behavioral estrus in rats with
intact ovaries.

The participation of both ER subtypes in the short latency effect of E;
contrasts with the long-term priming effects of E», which are mediated
primarily (or exclusively) by ERcw. Studies using ER knockout (KO ) mice
{Kudwa and Rissman, 2003; Ogawa et al., 1999; Ogawa et al., 1998;
Rissman et al,, 1999; Tetel and Pfaff, 2010) showed that lordosis behav-
ior was absent in ERaKO females treated with E; and P, whereas ERZKO
fermales exhibited high levels of sexual receptivity. Moreover, experi-
ments with antisense oligodeoxynucleotides (Ogawa et al., 1994; Walf
et al,, 2008) or administration of ER subtype-selective ligands for ERc
and ERP (Mazzucco et al., 2008) confirmed that ERce mediates long-
term priming of lordosis by E;. On the other hand, recent studies
showed that GPER-1 may also be involved in the regulation of lordosis
behavior in estrogen-primed rodents. lcv administration of the selective
GPER-1 agonist, G1, significantly increased levels of lordosis in EB-
primed rats, whereas the administration of G15, a GPER-1antagonist,
blocked lordosis (Long et al., 2014). In female mice, G1 was adminis-
tered sc 48 and 24 h before behavioral testing, and it synergized with
P to induce lordosis behavior; moreover G15 blocked this effect
(Anchan et al., 2014).

5. Conclusions

In conclusion, our findings support the interpretation that the short-
latency facilitation of lordosis behavior by E; in estrogen-primed rats,
rather than being mediated only through the classical ERw, also involves
the participation of ER{. It is likely that this is a non-genomic, mem-
brane mechanism. However, the signaling pathways involved in the
short-latency regulation of lordosis behavior, which is activated by
ERs, are currently unknown.
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Introduccién
a conducta sexual femenina ha sido estudiada
desde muchas perspectivas y en diferentes cam-
pos del conocimiento. Algunos cientificos la han
analizado desde un punto de vista conductual;
otros, desde una perspectiva comparativa; algunos mds,
desde un enfoque evolutivo; en nuestro caso particular,
la hemos utilizado como una herramienta para estudiar
los mecanismos celulares y moleculares activados por

diferentes compuestos.

@ Descripciéon de la conducta sexual
femenina
Durante la actividad sexual, las hembras de los
roedores presentan tres patrones: atractividad, procep-
tividad y receptividad. La atractividad comprende
eventos no conductuales, como la emision de
sefales odoriferas (feromonas) que ha-

cen atractiva a la hembra para un

macho sexualmente activo. La proceptividad engloba
una serie de patrones motores que la hembra realiza y
que estdn dirigidos al macho para atraerlo y eventual-
mente copular con €l. Los patrones mds evidentes de
la proceptividad son los brincos que la hembra realiza
sobre sus cuatro patas y finaliza adoptando una postura

de inmovilidad, o bien, las carreras cortas en forma de

zag que terminan abruptamente con la inmovilidad
de la hembra. El tercer patrén proceptivo es el orejeo,
caracterizado por un movimiento de alta frecuencia de
la cabeza que provoca la vibracién de las orejas. Por

otro lado, el patrén conduc-

tual de receptividad sexual
mids representativo de una
hembra en estro consiste
en la dorsiflexién de la re-
gién lumbar de la columna
vertebral, seguida por la ele-

vacién de la regién perianal y
un movimiento lateral de la cola

(conducta de lordosis).

® Regulacién hormonal de la

conducta sexual femenina
La induccién de la conducta sexual fe-
menina depende de la secrecion, desde los ova-
rios, de hormonas como el estradiol y, horas después,
la progesterona; este evento estd sincronizado con la
ovulacién. Dicha conducta se presenta cada cuatro o
cinco dfas, cuando ambas hormonas vuelven a alcanzar

sus niveles maximos.

Se ha demostrado que la remocion de los ovarios
(ovariectomia) produce una disminucién inmediata en
la concentracion de estas hormonas vy, por lo tanto, se

deja de producir la conducta sexual femenina. Sin em-
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bargo, la administracion exdgena de estradiol, seguida
de 18 a 40 horas por progesterona, restaura la expre-
sion de dicha conducta. Si la ovariectomia se realiza
cuando ya ha ocurrido la liberacion médxima de estra-
diol, pero antes de que acurra el pico preovulatorio de
progesterona, no se presenta el despliegue normal de la
conducta sexual femenina. No obstante, si al momento
de la ovariectomia se administra progesterona, la con-
ducta sexual femenina se facilira de manera normal.

A la fecha se ha demostrado que el estradiol, al
unirse a sus receptores intracelulares localizados en el
cerebro, induce la sintesis de receptores de la proges-
terona, y la unién de la progesterona con su receptor
facilita la expresion de la conducta sexual femenina.

En estudios sistemdricos dirigidos por el Dr. Beyer
en la década de 1970, se mostrd que la conducta sexual
femenina en roedores podria ser inducida mediante la
inyeccion de dosis repetidas de estrégenos, como el
estradiol. Otros estudios también revelaron que la ex-

presi(’m dﬁ 1(75 Eﬂll'lpﬂnel"l[&‘i de Ia C()ﬂdl}ﬂtﬂ Sexual es

CH!

Progesterona

Metabolitos
de la via 5p reduccién
Vi
4]
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OH

de-pendiente de la dosis de estradiol, ya que con dosis
altas la intensidad de la lordosis es mayor. De manera si-
milar, la frecuencia con la que la hembra presenta algu-
nas conductas proceptivas se relaciona con la dosis de
estradiol, aunque estas conductas han sido mayormente
atribuidas al efecto de la progesterona. Ademds, en ratas
ovariectomizadas tratadas con dosis altas de estradiol,
se prolonga la duracién del periodo de receprividad; es
decir, la duracién de la conducra sexual femenina
es mds larga cuando se administra solamente estradiol
y es mds corta cuando se adiciona progesterona.

Por otro lado, se sabe que la progesterona es rapi-
damente metabolizada en el sistema nervioso central a
progestinas reducidas en el anillo A (rambién conoci-
das como neuroesteroides). Estos metabolitos carecen
de afinidad por el receptor a progesterona intracelular y
por lo tanto no tienen efectos gendmicos; sin embargo,
adquieren nuevas propiedades, como la capacidad de
interactuar con algunos componentes de la membrana
celular (véase la Figura 1). Asi, algunos experimentos
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lFigura 1. Metabolismo de la progesterona. Esta es convertida en el sistema nervioso central principalmente a meta-
bolitos 5a reducidos en el anillo A por la accidn de enzimas reductasas.
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mostraron que la administracién intracerebral o intra-
venosa de esas progestinas a la rata ovariectomizada y
pretratada con estradiol indujo una intensa expresion
de la conducta de lordosis, inclusive de manera mds
eficaz que la progesterona. Estos hallazgos generaron
importantes preguntas sobre dénde y como estdn ac-
tuando esos compuestos para facilitar la conducta se-
xual femenina.

Otros hallazgos mostraron que la conducta sexual
femenina también puede ser facilitada por compuestos
con estructuras quimicas no esteroideas y, por lo tanto,
no muestran afinidad por el receptor a progesterona.
Asi, parece que la conducta sexual femenina es activa-
da a través de una “comunicacién cruzada” entre com-
puestos que ejercen su efecto intracelularmente, como
las hormonas esteroides, y aquellos que no penetran
ala célula y ejercen su efecto a partir de unirse a recep-
tores ubicados en la membrana celular.

1 Las hormonas y la conducta sexual femenina

@ Mecanismos celulares involucrados en
la facilitacién de la conducta sexual
femenina
Los mecanismos celulares propuestos en la facili-

tacion de la conducta sexual femenina por diferentes
hormonas inicialmente fueron clasificados en genémi-
cos y membranales, segiin la naturaleza de la hormona
y los tipos de receptores involucrados. Actualmente, se
ha propuesto que algunos compuestos, diferentes a los
esteroides, ejercen su efecto sobre receptores membra-
nales y activan o inhiben indirectamente, a través de
esa comunicacién cruzada, a los receptores a esteroides
intracelulares.

En esta seccién se describirdn algunos de los mode-
los que se han propuesto en la regulacién de la conduc-
ta sexual femenina en la rata, en donde nosotros, ade-
mis de extender la lista de compuestos que activan al
receptor de progesterona, proponemos que una protei-
na (de la familia de la tirosina cinasa, la Src) anclada
a la membrana celular, y a través de una comunicacién
cruzada con los receptores a esteroides, podria tener un
papel esencial en la regulacién de la conducta sexual
femenina inducida por diferentes compuestos.

Receptores a esteroides

Los mecanismos celulares involucrados en la regula-
cién de la conducta sexual femenina requieren de la
participacion de los receptores a esteroides. Asi, los re-
ceptores a estrogenos y los de progesterona son factores
de transcripcion, por lo que ejercen sus efectos direc-
tamente sobre el genoma promoviendo la sintesis de
proteinas. Se han caracterizado dos tipos funcionales
para cada tipo de receptor: 0.y B para los de estrégenos,
Ay B para los de progesterona.

En las dreas cerebrales relacionadas con la regula-
cién de la conducta sexual femenina, se han encontra-
do tanto el receptor a estrégenos como el receptor de
progesterona. Sin embargo, los efectos que éstos produ-
cen en esas dreas son temporalmente diferentes, ya que
el receptor de estrégenos debe permanecer unido al es-
tradiol durante un largo periodo (18 a 24 horas) para
inducir la sintesis del receptor de progesterona. Ade-
mds, tras la administracion de antagonistas para cada
receptor, se han podido bloquear los efectos genémicos
que ejerce cada uno de ellos y, asi, se han determina-
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do los efectos diferenciales que tienen sobre diversos

procesos. Por ejemplo, existen datos que sefialan que
el receptor de estrégenos o participa en el efecto de
los estrégenos para la expresion de la conducta sexual
femenina.

Mecanismo gendmico

El mecanismo genémico fue propuesto para explicar la
activacion de la conducta sexual femenina por este-
roides. Se consideran fundamentalmente dos pasos: el
primero consiste en que la hormona atraviesa la mem-
brana celular por difusién pasiva, y una vez dentro de
la célula se une a su receptor, formando asi un comple-
jo hormona-receptor activo. En el segundo paso, ese
complejo va del citoplasma al nicleo, en donde se une
al ADN y promueve la sintesis de protefnas. Este modelo
es vilido para los efectos preparadores del estradiol, ya
que, como se menciond, se requiere de un periodo lar-
2o (18 a 24 horas) para que el complejo estrégeno-re-
ceptor prepare al tejido nervioso para la expresién de la
conducta sexual femenina. Sin embargo, una vez “pre-
parado” el sustrato neural, la conducta se “dispara” por
la progesterona u otros compuestos no esteroideos que
actian a nivel de la membrana celular.

Comunicacién cruzada

Como se comentd en secciones anteriores, el grupo
del Dr. Beyer fue el primero en proponer el modelo de
la comunicacién cruzada entre receprores a esteroides
y compuestos que ejercen sus efectos en la membrana
celular para la facilitacién de la conducta sexual feme-
nina (véase la Figura 2). Este modelo consiste en que la
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administracion de estrégenos promueve la sintesis de
protefnas, entre ellas, receptores de progesterona, que
se encuentran en estado inactivo. Este modelo propo-
ne que los receptores a progesterona se activan natural-
mente por la hormona, pero también pueden hacerlo
otros compuestos no esteroideos al actuar sobre sus re-
ceptores membranales. Con esta idea, en la actualidad
se ha propuesto al receptor de progesterona como el
mediador molecular comiin entre ambos mecanismos.
Particularmente, los compuestos no esteroideos tienen
caracteristicas moleculares muy diversas; sin embargo,
promueven la activacién de enzimas llamadas cinasas,
que producen un efecto conocido como fosforilacién
del receptor de progesterona.

Participacion de la tirosina cinasa Src en la
regulacién de la conducta sexual femenina
Existen varias enzimas que fosforilan diferentes pro-
tefnas que se agrupan bajo el término cinasas. La Src
forma parte de la familia de la tirosina cinasa anclada
a la membrana celular y es una via de sefalizacion que
hemos estudiado en la regulacion de la conducta se-
xual femenina. Esta molécula tiene la particularidad de
que en su estado activo permite la unién del receptor
de estrégenos en un sitio de la molécula denominado
SH2, y al receptor de progesterona en el sitio SH3 de la
misma molécula (Figura 3). Asi, una vez formado este
complejo enzima/receptores, activard a la MAPcinasa

. Segundos

mensajeros :
Proteinas
cinasas
E E-RE
'/., D
ARNiN s RP —s RP - PO, Y ¥y

IFigura 2. Modelo de comunicacién cruzada entre los mecanismos
membranal y genémico. Compuestos que ejercen su efecto sobre la mem-
brana de las células involucradas en la activacién de la conducta sexual
femenina: E,, estradiol; E; - RE, complejo estradiol-receptor de estroge-
nos; ARNm, acido ribonucleico mensajero; RP, receptor de la progeste-
rona; RP - PO, receptor de la progesterona fosforilado.
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IFigura 3. Activacion de la cinasa Src. A) conformacion inactiva de la
cinasa Src; B) conformacion activa de la cinasa Src, el receptor de la pro-
gesterona (RP) se une al dominio SH3 y el receptor de estrogenos (RE)
se une al dominio SH2. Modificado desde Martin GS, 2001.

(MAPK) para que finalmente fosforile a diversas protei-
nas y en consecuencia se produzca la funcién celular.
El proceso es complejo y, naturalmente, la conducta
sexual femenina no es el resultado exclusivo de la fos-
forilacién de un receptor, sino que involucra una serie de
cambios en todo el organismo. Sin embargo, a nivel del
sistema nervioso central, donde se integra esta conduc-
ta, éstos podrian ser los mecanismos involucrados.

Conclusién
@ En este articulo hemos resaltado brevemente los
trabajos que han contribuido al entendimiento de
la modulacién del sistema nervioso central a través de
diferentes hormonas y mecanismos, utilizando para ello
el modelo de la conducta sexual femenina. Existe evi-
dencia considerable acerca de la capacidad del estra-
diol y de la progesterona, asi como de otras moléculas
con diferentes estructuras, para activar vias de sefali-
zaci6n intracelular tanto en el cerebro como en tejidos
periféricos. De tal manera, cuando son administrados
los compuestos que actian directamente sobre recep-
tores membranales o sobre receptores intracelulares,
son capaces de generar una comunicacién cruzada, lo
que provoca el incremento de la sefial que resulta en
una respuesta amplificada en neuronas especificas.
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